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RESUMEN 
Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs) son compuestos que consisten de dos o más 

anillos bencénicos agrupados en una estructura angular o lineal (Fernandez et al., 1992; Haritash 

A.K., Kaushik C.P., (2009). Estos contaminantes pueden ser producidos de forma natural en las 

erupciones volcánicas, los incendios forestales e incluso los exudados de arboles. Sin embargo la 

principal fuente de PAHs es antropogénica en la cual resalta las actividades relacionadas con la 

extracción, el procesamiento o el transporte del petroleo (Martínková, 2009; Kaushik and Haritash, 

2006).  

Aunque los PAHs se hallan en el aire y estuarios su depósito final es el suelo (Patnaik, 1999). La 

razón de la importancia que han merecido estos contaminantes es su alto potencial de 

acumulación en humanos (IARC, 1983) y debido a que algunos de ellos, especialmente aquellos 

de cuatro o más anillos aromáticos están confirmados como agentes carcinogénicos (U.S. EPA 

1987). 

En este trabajo se estudio la técnica de biorremediación como una opción factible para la remoción 

de PAHs en suelos contaminados, para lo cual se aislaron nueve cepas fúngicas  de un suelo 

contaminado con crudo Maya, estas cepas fueron seleccionadas en base a su capacidad para 

crecer y usar petróleo y PAHs como fuente de carbono, para su aplicación en la remoción de PAHs 

de suelos contaminados. Las cepas fúngicas se identificaron por la amplificación mediante PCR de 

la secuencia ITS y mediante técnicas microbiológicas, y los resultados arrojaron que pertenecían a 

los generos de Fusarium, Neurospora, Aspergillus, Scedosporium, Penicillium, Neosartorya 

yTalaromyces. Una selección primaria de los hongos se llevo a cabo considerando su tolerancia a 

diferentes concentraciones de PAHs por cada cepa la cual se midio por la extensión radial que 

mostraron en presencia del contaminante. Las cepas mostraron diferencias significativas (p<0.05) 

de 200 a 1,000 mg de PAHs  l-1. Posteriormente se realize una selección secundaria de Aspergillus 

terreus, Talaromyces spectabilis, y Fusarium sp. sewas basados en su tolerancia a 2,000 mg de 

una mezcla de fenantreno y pyreno por kg de suelo en cultivo sólido por 2 semanas. El porcentaje 



de remoción de PAHs obtenido por las tres cepas fue de aproximadamente un 21% de mezcla de 

PAHs. 

Las cepas fúngicas Aspergillus terreus y Talaromyces spectabilis fueron sometidas a una mejora 

genética mediante la expresión heterológa del gen vpl que codifica para una peroxidasa versátil, 

enzima capaz producir en los PAHs una completa mineralización. Ambos microorganismos 

rindieron colonias transformadas tanto por biobalística como por electroporación pero las más 

eficientes pertenecieron a Talaromyces spectabilis cuya clona T8E fue capaz de producir la enzima 

en cultivo sumergido y superficial.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
The polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are compounds consisting of two or more benzene 

rings grouped in linear or angular structure (Fernandez et al., 1992; Haritash A.K., Kaushik C.P., 

(2009). Such contaminants may be produced by natural events such as forest fires, volcanic 

eruptions and tree exudates. However, the main source of PAHs is anthropogenic in which highlight 

the activities related to the extraction, processing or transportation of oil (Martínková, 2009; Kaushik 

and Haritash, 2006).  

PAHs are ubiquitous but due to its low aqueous solubility their final deposit is the soil (Patnaik, 

1999).The reasons of the focus on PAHs are that have a high accumulation potential (IARC, 1983) 

and some of them especially those of four or more aromatic rings are confirmed carcinogens (U.S. 

EPA 1987). 

Although many efforts have been made to generate methods to accelerate the degradation of PAHs 

contained in the soil, most are expensive and inefficient methods for whatever they get is to move 

the contaminant from one phase to another (MacGillivray and Shiaris, 1994). Unlike, the biological 

methods like bioaugmentation (Vidali, 2001) and biostimulation can provide good systems for 

bioremediation of soils contaminated with highly recalcitrant compounds. Bioremediation is the 

transformation of xenobiotic compounds by microbial degradation to less risky forms or totally safe 

with minimal investment of chemicals, energy, and time (Alexander, 1999). In this type of systems 

have been used both gram positive and gram-negative bacteria  (Martínková, 2009) (van der Geize 

y col.,  2004; Larkin y col., 2005). But are fungi which to date have shown greater benefits both for 

its enzyme system and its physiology (Šašek, 2003) (Baldrian, 2003). 

Nine native non-ligninolytic fungal strains were isolated from Maya crude oil-contaminated soil and 

selected based on their ability to grow and use crude oil and 

several polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) as carbon source, for their application to PAH 

removal in soil. The fungi were identified by PCR amplification of intergenic transcribed sequences 

regions and microbiological techniques, and results showed them to be part of the genera 

Fusarium, Neurospora, Aspergillus, Scedosporium, Penicillium, Neosartorya and Talaromyces.  



A primary selection of fungi was made in minimal medium plates, considering the tolerance to 

different concentrations of PAHs for each strain. The radial extension rate exhibited significant 

differences (p<0.05) from 200 to 1,000 mg of PAHs mixture l-1. A secondary selection of Aspergillus 

terreus, Talaromyces spectabilis, and Fusarium sp. was achieved based on their tolerance to 2,000 

mg of a mixture 

of Phenanathrene and Pyrene kg-1 of soil in a solid-state microcosm system for 2 weeks. The 

percentage of PAH removal obtained by the three strains was approximately 21 % of the mixture. 
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1. GENERALIDADES 
 

1.1 Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos. 
 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs) son compuestos formados por dos o más anillos bencénicos 

unidos en forma lineal o angular (Fernandez y col., 1992). Físicamente se encuentran como sólidos incoloros, 

blanquecinos o amarillentos y entre sus principales propiedades físicoquímicas resaltan su baja solubilidad 

acuosa y alto punto de fusión. (Tabla 1) (Clar, 1964; Patnaik, 1999). 

 

Tabla1. Propiedades físicoquímicas de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (PAHs) 

S. No. Nombre F P. E. (oC)a P. F (oC)a P.V. (Pa a 25 oC) Solubilidad 
ac. (mg/l)b 

1 Benzo [k] fluoranteno C20H12 480 215.7 5.2x10-8 - 

2 Antraceno C14H10 342 216.4 1x10-3 0.015 

3 Benzo [b] fluoranteno C20H12 481 168.3 6.7x10-5 - 

4 Benzo(e)pireno C20H12 493 178.7 4x10-7 - 

5 Fluoranteno C16H10 375 108.8 1.2x10-3 0.25 

6 Naftaleno C10H8 218 80.2 11 30 

7 Fenantreno C14H10 340 100.5 2x10-2 1-2 

8 Benso[ghi]perileno C22H12 500 277 6x10-8 - 

9 Pireno C16H10 150.4 393 6x10-4 0.12-0.18 
F. Fórmula 
P.E. Punto de ebullición 
P.F. Punto de fusión 
P.V. Presión de vapor 
Ac. Acuosa 
 
 
Los PAHs surgen de fuentes naturales así como antropogénicas. Los incendios forestales, erupciones volcánicas 

e incluso exudados de árboles son consideradas como fuentes naturales que pueden dar origen a la presencia 

de PAHS en la biosfera. Estos contaminantes también pueden producirse por la descomposición de grandes 

cantidades de la lignina, un poliméro fenólico complejo, de plantas en decadencia. La segunda fuente de PAHs y 

quizá la más significativa es de tipo antropogénico, en la que destacan actividades relacionadas a la extracción, 

el procesamiento y el transporte del petróleo así como diversos procesos de las industrias químicas que incluyen 

la oxidación de combustibles fósiles (Martínková, 2009) como el carbón y residuos de aceite (Kaushik y Haritash, 

2006). Por último y no menos importante la incineración de residuos municipales también puede generar PAHs 

los cuales pueden formarse durante la descomposición térmica de compuestos orgánicos y su subsecuente 

recombinación, la combustión incompleta a altas temperaturas (500-800oC) o el sometimiento por largos periodos 

de tiempo de material orgánico a temperaturas bajas (100-300oC).  

 

Los PAHs son contaminantes ubicuos, es decir, que se encuentran tanto en el aire como en estuarios pero por 

su baja solubilidad su deposito final es el suelo. Son tóxicos, mutagénicos y quizá fueron los primeros 
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carcinógenos ambientales reconocidos (IARC, 1983). Este tipo de compuestos poseen un alto potencial de 

bioacumulación, no se degradan fácilmente bajo condiciones naturales y su persistencia aumenta con el peso 

molecular, por lo que han ganado atención significativa. Una vez en el medio ambiente los PAHs pueden sufrir 

volatilización, foto-oxidación, oxidación química o lixiviación pero lo más probable es que por su baja solubilidad 

simplemente queden adsorbidos sobre las partículas del suelo y, posteriormente, si se dan las condiciones 

necesarias, sean blanco de degradación microbiana (Wild, K.C. Jones, 1995). Mucho tiempo se confió en que  

los riesgos asociados con los PAHs podían superarse por el uso de métodos convencionales como la remoción 

de los contaminantes por extracción o el aislamiento del suelo contaminado. Sin embargo todas estas técnicas 

incluyen la excavación de grandes cantidades de suelo contaminados y su contención por un largo periodo de 

tiempo para una posterior incineración, por lo que resultan tecnologías caras, y además ineficientes pues solo 

consiguen la transferencia del contaminante de una fase a otra debido a que los PAHs poseen una alta 

estabilidad relativa por la disposición de los anillos (Blumer, 1976; MacGillivray and Shiaris, 1994) (fig. 1).   

 

 
Fig. 1 Estructura química de los PAHs más estudiados (Haritash y Kaushik, 2009). 
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De los PAHs, el fenantreno es el más simple que tiene las regiones K y bahía y por eso es empleado como 

modelo para estudiar la degradación de los PAHs. La región bahía se forma entre los carbonos 4 y 5, mientras 

que la región K se forma entre los carbonos 9 y 10 (Fig. 2). La importancia de estas regiones estriba en el hecho 

de que el ataque microbiológico es específico en alguna de ellas dependiendo del microorganismo y la enzima 

producida. Aunque el fenantreno no ha sido clasificado como cancerígeno o mutagénico, sí se ha demostrado 

que es tóxico para algunas especies marinas. La concentración letal de fenantreno reportada para un 

microcrustáceo es de 0.245 mg/mL (Traczewska, 2000).  

 

a) b) 

 

 
Fig. 2 Estructura de a) Fenantreno y b) Pireno 

 

 

El pireno ha sido usado en estudios de metabolismo como modelo para examinar la degradación biólogica. 

Aunque no se ha comprobado que el pireno sea genotoxico sirve como compuesto modelo para medir el enlace 

a DNA puesto que la estructura del pireno se encuentra en PAHs que si tienen efectos carcinogénicos 

demostrados (Pothuluri y Cerniglia). Las regiones “K” comprendidas entre los carbonos 1,2; 4,5; 6,7; 7,8 y 9,10 

son vulnerables a la oxidación enzimática 

 

 

1.2 Suelos contaminados con PAHs 
 

El suelo es la parte superficial de la corteza terrestre. Contiene grava, arena, arcilla, agua y elementos nutritivos 

que los seres vivos utilizan, por lo que se considera una zona biológicamente activa. En el suelo se apoyan y 

nutren las plantas en su crecimiento y condiciona, por tanto, todo el desarrollo del ecosistema. Sobre el suelo 

también se desarrollan actividades humanas tanto laborales, de vivienda y recreativas. Por esta razón la 

contaminación del suelo por PAHs puede afectar directamente al ser humano. Aunque la intoxicación por PAHs 

puede darse a través de la ingesta de vegetales producidos en suelos contaminados con PAHs, la mayor 

absorción de PAHs en el ser humano y otros mamíferos se dá por inhalación y contacto dérmico. 

La exposición del ser humano a concentraciones altas de PAHs se genera mayoritariamente por razones 

laborales en pozos petroleros, refinerías o cualquier industria que involucre el procesamiento del petróleo. Por 
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citar algunos ejemplos de sitios altamente contaminados  con PAHs puede mencionarse un estudio realizado 

sobre creosote en España donde se dertermino la presencia de ~8,000 mg de hidrocarburos totales del petroleo 

[TPH] kg-1 de suelo de los cuales incluían 2,700 mg de PAH kg-1 de suelo Viñas y col., (2005). En otro estudio 

reciente encontró que las concentracionesde 16 PAHs en algunos suelos en la región Delta del Rio Yangtze del 

este de China alcanza una concentración de aproximadamente 10,000 µg kg-1 de suelo, con PAHs de 3, 4 y 

5(+6) anillos en porcentajes de 8%, 57% y 35% respectivamente (Teng Y y col., 2010). En México, no solo la 

zona que comprende la extracción y procesamiento de petróleo están seriamente afectadas por derrames sino 

también zonas de líneas de transporte tanto de petróleo crudo como de productos obtenidos de la refinación. 

Esto hace que el área de suelos contaminados incremente cuando existen accidentes en los conductos o fugas 

por toma clandestina.  

Actualmente el rescate de suelos altamente contaminados con hidrocarburos está cobrando la importancia que 

requiere ya sea por salud pública o para recuperar la plusvalía de predios afectados y la principal herramienta 

con que se cuenta para lograrlo es la la biorremediación, la cual es una técnica para transformar xenobióticos a 

formas menos riesgosas o totalmente inocuas con la mínima inversión de químicos, energía, y tiempo (Providenti 

y Trevors, 1993; Alexander, 1999) mediante la degradación microbiana (Bumpus, 1989; Ward y col, 2003).  

 

 

1.3 Biorremediacion de suelos contaminados con PAHs 
 

La bioremediación es una alternativa que ofrece la posibilidad para destruir contaminantes tóxicos usando una 

actividad biologica natural. Por definición, la biorremediación es el uso de organismos vivos principalmente 

microorganismos, para degradar contaminantes ambientales a formas menos toxicas. Utiliza bacterias, hongos o 

plantas para degradar o detoxificar sustancias peligrosas para la salud humana y/o el ambiente (Atlas, 1981). 

Dentro de la biorremediación de suelos contaminados con PAHs existen dos tipos de tratamiento usados 

comúnmente llamados bioaumentación y bioestimulacion. La bioaumentación se da por inoculación con cepas 

degradadoras de PAHs en donde los microorganismos pueden ser nativos del área contaminada o pueden ser 

aislados de algún otro lugar y transportados al sitio contaminado (Vidali, 2001). La bioestimulación se da por 

suplementación con fuentes de carbono u otros nutrientes para estimular la microbiota nativa e incrementar la 

actividad catabólica durante la biorremediación (Mohan y col., 2009). La bioaumentación es usada con frecuencia 

en combinación con la bioestimulación, especialmente cuando la microbiota nativa del suelo no muestra la 

habilidad para degradar eficientemente PAHs de alto peso molecular. La remediación por efecto de la 

aumentación depende tanto de factores abióticos (pH del suelo, agua y aire, temperatura, y la disponibilidad de 

fuentes de carbono primarias y secundarias que en este caso serian los PAHs) y de factores bioticos como lo es 

principalmente la capacidad degradativa de las cepas microbianas introducidas (Semple y col., 2006).  
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Los compuestos contaminantes son transformados por los organismos vivos a través de reacciones que toman 

lugar como parte de su proceso metabólico para alcanzar finalmente la biodegradación lo cual, con frecuencia, 

es un resultado de la acción de múltiples organismos. Las técnicas de Bioremediacion son con frecuencia más 

económicas que los tratamientos térmicos y físico-químicos como la incineración (Cho y col., 2000, Korda y col., 

1997).  

 

Los procesos de Bioremediación han sido clasificados en tres amplias categorías, de acuerdo al lugar y a las 

condiciones de contención del suelo: in situ, ad situ, y ex situ. La segunda y tercer clase de los procesos son 

útiles para la remediación de lodos, suelos o sedimentos contaminados con altas concentraciónes de 

contaminantes recalcitrantes (Zhang y col., 2000), por ejemplo PAHs (Pinelli y col, 1997). Dentro de las técnicas 

de biorremediación ad situ y ex situ, los biorreactores de lodos son uno de los más importantes. El tratamiento de 

suelo y sedimentos en el biorreactor de lodos ha llegado a ser una de las mejores opciones para la 

biorremediación de suelos contaminados por residuos recalcitrantes bajo condiciones ambientales controladas 

(Mohan, 2006).  

 

La características interesantes y distintivas de los biorreactores de lodos son que el suelo es tratado en 

suspensión acuosa, típicamente de 10 a 30% p/v y que está provisto de un mezclador mecánico o neumático. 

Estas características, a su vez, dan lugar a varias ventajas del proceso, inter alia: (i) el incremento de la 

velocidad de transferencia de masa y con ello el aumento de contacto microorganismos/contaminante/nutrientes; 

(ii) el incremento de la velocidad de biodegradación del contaminante comparado a la biorremediación in situ o al 

biotratamiento en fase sólida ad situ: (iii) asociada al punto (i) y al punto (ii), se pueden alcanzar tiempos 

significativamente más cortos; (iv) la posibilidad de usar diferentes aceptores de electrones (O2, SO4
-2, CO2, NO3-

); (v) control y optimización de muchos parámetros ambientales como la temperatura, pH, etc.; (vi) uso efectivo 

de bioestimulación y bioaumentación; (vii) incremento de la desorción del contaminante y la disponibilidad a 

través de la adición de surfactantes y solventes (Robles-González, 2008). Sin embargo, los biorreactores de 

lodos también tiene algunas desventajas, todas ellas relacionadas a los requerimiento de excavación de suelos, 

contención y acondicionamiento de grandes cantidades de suelo por periodos prolongados de tiempo, y la 

construcción/operación del bioreactor que con frecuencia incrementan los costos comparados con las técnicas 

más simples de bioremediación (Cookson, 1995). Por lo que actualmente se está profundizando sobre las 

técnicas de biorremediación in situ.  

 

 

1.4 Microorganismos Degradadores de PAHs 
 

Se sabe que los microorganismos poseen actividad catabólica en biorremediación (Dua y col., 2002). Los 

microorganismos degradadores de PAHs pueden ser algas, bacterias y hongos los cuales pueden llevar a cabo 
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la descomposición de los compuestos orgánicos a través de biotransformación en metabolitos menos complejos, 

y a través de la mineralización en compuestos inorgánicos, H2O, CO2 (aerobio) o CH4 (anaerobio). 

 

El grado y la velocidad de biodegradación dependen de las condiciones ambientales, el número y tipo de los 

microorganismos, la naturaleza y la estructura química del compuesto químico. Por lo tanto, para idear un 

sistema de bioremediación se tiene que tomar en cuenta un gran número de factores como pH, temperatura, 

transferencia de oxigeno, población microbiana, el grado de aclimatación, la accesibilidad de nutrientes, la 

estructura química del compuesto y las propiedades de transporte celular (Singh y Ward, 2004). La capacidad de 

degradación de compuestos aromáticos naturales (p.e., los aminoácidos y aminas aromáticos, benzoatos 

hidroxilados y ácidos fenilcarboxilicos) se encuentran ampliamente entre especies microbianas de las cuales las 

más estudiados por su habilidad para degradar xenobióticos incluyendo PAHs han sido las bacterias y hongos.  

 

 

1.4.1 Bacterias 
 

Las bacterias son una clase de microorganismos activamente envueltos en la degradación de contaminantes 

orgánicos de sitios contaminados. Actualmente se conocen cepas de bacterias que tienen la capacidad de 

remover PAHs las cuales han sido aisladas de suelos contaminados o sedimentos de lugares con descargas 

prolongadas de residuos petroquímicos. Los compuestos xenobióticos aromáticos son degradados por un grupo 

pequeño de bacterias, particularmente por cepas de bacterias Gram-negativas de Pseudomonas, 

Sphingomonas, Acinetobacter, Ralstonia y Burkholderia y la Gram-positiva Rhodococcus (Martínková, 2009). 

Varias cepas de Rhodococcus degradan benceno y sus derivados (tolueno, etilbenceno, xileno, bifenilos), 

compuestos aromáticos policíclicos y heterocíclicos, compuestos fenólicos, ácidos aromáticos, aromáticos 

halogenados, incluyendo bifenilos policlorados (PCBs). También se ha observado la degradación de amino y 

nitro-derivados de compuestos aromáticos (p. e., anilina y nitrofenol), éteres y pesticidas, carbón desulfurizado y 

otros productos del petróleo (van der Geize y col.,  2004; Larkin y col., 2005). Muchos de estos sustratos son 

moléculas sintéticas complejas con estabilidad y toxicidad remarcada, otros como los compuestos aromáticos y 

nitrilos son contaminantes ambientales ampliamente dispersados y muchos de ellos están en la Lista de 

Contaminantes Prioritarios de la Agencia de Protección al Ambiente de los Estados Unidos (USEPA, 1996) y la 

Lista de Prioridad de Sustancias Peligrosas de la Agencia de Registro para Sustancias Toxicas y Enfermedades 

(ATSDR, 1997).  

 

Para mostrar un poco del panorama de biodegradación de PAHs por bacterias se citan aquí algunos trabajos 

como el realizado por Ye y col., (1996) donde reportan la degradación del Benzo(a)pireno (BaP) el cual es 

considerado como el más carcinogénico y tóxico de los PAHs. Esta degradación se llevo a cabo por 

Sphingomonas paucimobilis EPA 505 con una fuente alterna de carbono pero solo observó una disminución de 

un 5% en la concentración de BaP después de 168 h de incubación. Romero y col., (1998) aislaron 

Pseudomonas aeruginosa de una fuente altamente contaminada por una refinería de petróleo. Las especies se 
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encontraron activamente crecientes sobre altas dosis de fenantreno con remoción completa del contaminante en 

un periodo de 30 días. Rehmann y col., (1998) aislaron un Mycobacterium spp., KR2 de un suelo contaminado de 

una planta de gas, la cual era capaz de utilizar pireno como única fuente de carbono y energía. El aislado 

metabolizó hasta el 60% de pireno adicionado (0.5 mg ml-1) en 8 días a 20oC. Yuan y col., (2002) aislaron seis 

cepas de bacterias Gram-negativas entre las que se encontraba Pseudomonas fluoresens y Haemophilus spp de 

un sitio contaminado con residuos petroquímicos que tenían la capacidad de degradar de 70-100% acenafteno, 

fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno en un periodo de 40 días de un tratamiento inicial lo cual comprueba que 

las bacterias muestran una degradación limitada a PAHs de bajo peso molecular. 

 

Viñas y col., (2005) usaron una serie de tratamientos de bioremediación en experimentos en microcosmos con 

suelos altamente contaminados con 2,700 mg de PAH kg-1 de suelo y comprobaron que la aireación y el 

contenido de agua es un factor clave en la actividad de biodegradación, y definieron la capacidad de retención de 

agua (WHC, por sus siglas en inglés) en un 40% como el contenido de agua óptimo para los experimentos del 

suelo en microcosmos. Aunque el depósito final de los PAHs es el suelo o partículas sólidas, actualmente está 

surgiendo el interés sobre la contaminación con PAHs de ambientes acuáticos como sedimentos de manglares y 

arenas de estuarios que están estrechamente relacionados a actividades humanas. Se ha encontrado que las 

bacterias aisladas de los sedimentos de manglares presentan la capacidad de degradar del 42-78% fenantreno 

con diferentes potenciales de degradación dependiendo de diferentes sedimentos (Tam y col., 2002). De acuerdo 

a la secuencia del genoma de R. jostii RHA1 se lograron identificar 26 rutas periféricas y 8 rutas centrales las 

cuales están están envueltas en el catabolismo de compuestos aromáticos (McLeod y col., 2006). Dentro de la 

ruta periférica, los compuestos aromáticos están modificados en un número de etapas que incluyen la acción de 

monooxigenasas o dioxigenasas dando como resultado la formación de un anillo bencénico dihidroxilado.  

 

Los resultados antes expuestos nos muestran que, aunque las bacterias pueden ofrecer sistemas alternativos en 

la biorremediacion debido a que metabolizan aeróbicamente un amplio rango de compuestos aromáticos 

naturales y xenobióticos a través de rutas superiores o periféricas, dan como resultado un número de 

intermediarios centrales que con dificultad son completamente degradados a través de vías centrales para 

proporcionar intermediarios del ciclo del citrato (Harwood y Parales, 1996), lo cual nos dice que el sistema 

enzimático que poseen las bacterias sigue una ruta que en la mayoría de los casos no finaliza con una 

mineralización, es decir, con la degradación del xenobiótico a CO2 y H2O. Inclusive la ruta de degradación 

seguida por este tipo de microorganismos exhibe la producción de intermediarios si no más toxicos sí mucho 

más reactivos que los iniciales adquiriendo una mayor solubilidad y por ende una mayor migración a través de 

sistemas acuosos con lo que pueden expandir el área de contaminación. Además por la naturaleza del sistema 

de producción enzimática, las bacterias no pueden exportar las proteínas producidas sino que recurren a otros 

sistemas como la endocitosis para obtener nutrientes que están alrededor de la célula. Es por eso que solo 

pueden degradar compuestos de bajo peso molecular pues es imposible que moléculas más grandes atraviesen 

la pared celular.  
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A pesar de que las bacterias representan sistemas alternativos en la biorremediación, es bien conocido que la 

mayoría de los microorganismos en muestras ambientales no pueden ser cultivados actualmente en medios de 

laboratorio, los cuales se enfocan al crecimiento de microorganismos específicos (Amann y col., 1995, Torsvik y 

col., 2002) y aunque se ha hecho un gran esfuerzo de investigación sobre el proceso degradativo de PAHs por 

bacterias su aplicación frecuentemente falla debido a la baja capacidad de las cepas para sobrevivir en 

competencia con la microbiota autóctona en las condiciones de remediación in situ (Cases y de Lorenzo, 2005). 

La mineralización de PAHs por bacterias solo ha sido reportada para aquellos de 2 y 3 anillos aromáticos por lo 

que se ha puesto atención especial en otros sistemas de degradación microbianos como los sostenidos por el 

metabolismo de hongos el cual ha sido ampliamente examinado por el potencial de detoxificación de PAHs de 

cuatro y más anillos aromáticos (Bumpus, 1989)  

 

1.4.2 Hongos 
 

Los sitios contaminados por PAHs se han caracterizado por llevar años sin ningún tratamiento y con el tiempo, 

los químicos son secuestrados dentro de la matriz del suelo o son adsorbidos más fuertemente sobre las 

partículas del suelo, haciéndolos no disponibles para la degradación microbiana (Andreoni y col., 2007). En 

casos de tal dificultad, el uso de hongos filamentosos pueden dar algunas ventajas sobre la bioaumentación 

bacteriana (Šašek, 2003) debido a que la morfología de los hongos les permite alcanzar el contaminante, por 

muy inaccesible que este en la matriz solida, gracias al desarrollo hifas. Los suelos contaminados con 

compuestos recalcitrantes orgánicos con frecuencia pueden contener también metales pesados (Bouchez y col., 

2000). Los hongos presentan una alta habilidad para inmovilizar metales tóxicos ya sea por la formación de un 

oxalato metálico, biosorción, o quelación sobre polímeros similares a la melanina (Baldrian, 2003). 

Los hongos filamentosos no ligninolíticos están ampliamente distribuidos en suelo y algunos de ellos tienen la 

capacidad de remover compuestos xenobióticos. El primer paso en el metabolismo de los PAHs por hongos no 

ligninolíticos es la oxidación del anillo aromático por acción de una monooxigenasa, produciendo un óxido de 

areno inestable. El complejo enzimático que cataliza la formación de óxidos de areno contiene una enzima 

inducible unida a la membrana plasmática, citocromo P450 (Omura, 1999). Esta ruta es similar al metabolismo 

de PAHs por mamíferos. En comparación con la oxidación del anillo aromático por enzimas dioxigenasas de las 

bacterias que forman los cis-dihidrodioles, las monooxigenasas incorporan solo un átomo de oxígeno molecular 

al anillo para formar el óxido de areno. Inmediatamente después, la enzima epóxido hidrolasa cataliza la adición 

de una molécula de agua al óxido de areno produciendo trans-hidrodioles los cuales son mucho más reactivos 

que los compuestos iniciales. 

 

Capotorti y col., (2004) reportan el aislamiento de Aspergillus terreus de un suelo contaminado con PAHs, el cual 

es capaz de metabolizar pireno y benzo(a)pireno a los metabolitos correspondientes hidroxi y sulfato. La 

formación del metabolito 1-pirenilsulfato sugiere un mecanismo de oxidación por una monooxigenasa citocromo 
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P-450 seguida por una conjugación con un ión sulfato. La hipótesis de cómo es que se lleva a cabo esta 

biodegradación la misma que se tiene para la depolimerización inicial de la lignina donde las peroxidasas 

extracelulares liberan compuestos que son internados y posteriormente degradados por diversas enzimas 

intracelulares, incluyendo las monooxigenasas P450. Otros estudios han mostrado también la habilidad de A. 

terreus para degradar un amplio espectro de contaminantes aromaticos, alicíclicos, y alifáticos bajo condiciones 

limitadas de nutrientes (ligninoliticos) y condiciones completas de nutrientes (no ligninolíticas).  

 

Otras rutas metabólicas de PAHs, presentes en los hongos no ligninolíticos, es la hidroxilación también iniciada 

por monooxigenasa citocromo P-450 a través de una secuencia de reacciones similares a las reportadas en el 

metabolismo de estos hidrocarburos llevado a cabo por mamíferos (Cerniglia 1981). Esta ruta es compartida por 

muchos micromicetos no ligninolíticos, aislados de suelos contaminados, que podrían tener un potencial en la 

degradación de PAHs (Ravelet et al. 2000).  

 

Las monooxigenasas citocromo P450  ("P450s") constituyen una gran familia de proteínas hemo-tiolato 

ampliamente distribuidas en las diferentes formas de vida incluyendo procariotes (archaea, bacteria), eucariotes 

inferiores (hongos, insectos), y eucariotes superiores (plantas y animales). Las P450s juegan un papel muy 

importante en el metabolismo de una amplia variedad de compuestos endógenos y xenobióticos. La actual 

nomenclatura de P450 (Nelson y col., 1996) está basada en la evolución divergente de la superfamilia P450 

sobre la base de la homología de secuencia, todos los P450s pueden ser categorizados en dos clases 

principales, B ('bacteriano') y E ('eucatiotico') (Gotoh, 1993).  

 

Los hongos que degradan lignina llamados “hongos lignonolíticos” también tienen la capacidad de llevar a cabo 

el rompimiento de un amplio rango de contaminantes orgánicos en suelos debido a la baja especificidad de 

sustrato de su maquinaria enzimática degradativa (Durán y Esposito, 2000).  

La lignina es un polímero fenilpropanoide sintetizado a partir de los alcoholes fenolicos coniferil, sinapil y p-

cumaril (Freudenberg, 1968). La condensación de los radicales libres de estos precursores, iniciada por las 

peroxidasas de la pared celular de las plantas, resulta en la formación de un polímero heterogéneo, amorfo, 

ópticamente inactivo, aleatorio y altamente ramificado con por lo menos 12 diferentes tipos de enlaces tales 

como éter de arilo y carbono-carbono conectando el núcleo aromático, los cuales no están sujetos a hidrólisis 

enzimática. La lignina, el tercer polímero heterogéneo principal en los residuos ligninocelulosicos, actúa como 

una barrera debido a que se enlaza a la hemicelulosa y celulosa evitando la penetración de enzimas 

ligninoceluliticas al interior de la estructura de las plantas. Por lo que no es sorprendente, que la lignina sea el 

componente más recalcitrante del material ligninocelulosico (Sanchez, 2009) cuya estructura única requiere una 

depolimerización por mecanismos oxidativos extracelulares llevada a cabo por muchos microorganismos 

(Crawford, 1981) como los hongos que degradan celulosa y otras fibras de la pared celular de las plantas.  
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Los hongos contribuyen significativamente a la degradación de los residuos ligninocelulosicos en la naturaleza 

debido a la producción de diferentes enzimas ligninoceluliticas. En 1976, mas de 14,000 especies fúngicas con la 

capacidad de degradar celulosa ya se habían aislado, pero solo algunas de ellas se sometieron a estudios más 

profundos (Mandels y Sternberg, 1976). La mayoría de los hongos producen varias enzimas en grandes 

cantidades las cuales son liberadas en el ambiente y actúan en una manera sinergística. En cuanto a su 

mecanismo de reacción, se cree que la lignina es primero depolimerizada oxidativamente fuera de la hifa fúngica 

por la acción combinada de lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa, especies oxigeno reactivas, y 

metabolitos secundarios secretados, después de lo cual los fragmentos de lignina resultantes son internados y 

mineralizados intracelularmente (Kersten y Cullen, 2007). 

 

El grupo de hongos productores de enzimas ligninoceluliticas es muy amplio, e incluye especies desde los 

ascomicetos (e.g. T. reesei),), hongos de pudrición obscura (e.g. Fomitopsis palustris) y los basidiomicetos 

incluyendo los hongos de pudrición blanca (e.g. P. chrysosporium). Los hongos de pudrición blanca han 

destacado entre todos (Tabla 2) debido a que su sistema degradativo de lignina es oxidativo y no es específico. 

Por otra parte, la lignina contiene una variedad de enlaces que están comúnmente presentes en contaminantes 

aromáticos. Por estas razones, muchos laboratorios han examinado tales hongos como agentes potenciales de 

biorremediación (Bumpus y col., 1987) debido a su capacidad de degradar contaminantes tóxicos aromáticos 

(Asgher y col., 2008). 

 
Tabla 2. Ezimas ligninolíticas de hongos de pudrición blanca envueltos en la degradación de xenobióticos. 

 
Hongo de Pudrición Blanca  

 
Enzimas 

Irpex lacteus Lacc 

Phanerochaete chrysosporium MnP y LiP 

Pleurotus ostreatus Lacc, MnP y VP 

Trametes versicolor  Lacc y MnP 

Coprinus cinereus CIP 

Poria subvermispora MnP 

Phlebia radiata LiP 

Bjerkandera adusta LiP y VP 

 

 

Bumpus y col. (1985) comprobaron que los hongos de pudrición blanca son capaces de degradar no solo lignina, 

sino también una variedad de contaminantes recalcitrantes incluyendo algunos hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (PAHs). Desde entonces, se ha reportado la degradación de una amplio espectro de contaminantes 

ambientales por P. chrysosporium (Hammel, 1989) cuya mineralización se ha seguido por el marcaje de 

compuestos con 14C para demostrar la transformación a CO2. Reportes posteriores describieron en detalle las 

rutas de la degradación de contaminantes persistentes como diclorofenol (Valli y Gold 1991), dinitrotolueno (Valli 

y col., 1992), diclorodibenzodioxina (Valli, Wariishi y Gold, 1992) y antraceno (Hammel, 1991). En cada caso, la 
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evidencia sugirió que el sistema degradador de lignina de P. chrysosporium estaba envuelto en la degradación 

de estos contaminantes los cuales fueron metabolizados por ciclos de oxidación y subsecuentes reacciones 

quinona reductoras, rindiendo intermediarios que sufren escisión del anillo aromático.  

 

Phanerochaete chrysosporium, el hongo de pudrición blanca modelo, tiene la habilidad para degradar y 

mineralizar lignina, el corazón del polímero aromático más abundante, y un rango muy amplio de contaminantes 

químicos. La biodegradación de la lignina ocurre bajo condiciones limitadas de nutrientes cuando el hongo entra 

en metabolismo secundario. Solo los hongos de pudrición blanca son conocidos como capaces de degradar 

completamente lignina (Orth y Tien, 1995).  

 

En la década de los 90s se había dirigido mucha atención a Phanerochaete chrysosporium (Bogan y col. 1996) y 

pocos reportes habían sido publicados sobre otros hongos de pudrición blanca (Vyas y col. 1994; Bezalel y col. 

1996), u otros grupos de hongos (Lange y col. 1994; Lambert y col. 1994), aunque existía la posibilidad de que 

algunas otras especies podrían ser más efectivas en la biodegradación de PAHs. 

 

El reporte de Kim y col. 1995, compara seis hongos de pudrición blanca aislados en Korea, los cuales mostraron 

una alta actividad de decoloración de tintes (trabajo desarrollado como fase previa a la evaluación de su 

potencial de utilidad en la biorremediación de PAHs) asi como su relativa actividad para degradar pireno un PAH 

de 4 anillos en un cultivo líquido. Irpex lacteus, Trametes versicolor KR11W, y Phanerochaete chrysosporium 

mineralizaron 15.6, 12.7 y 7.0% de los 0.84 nmol de pireno radioactivo adicionado, respectivamente. En estos 

cultivos, el 33 ± 46% del pireno adicionado fue convertido en metabolitos polares hidrosolubles, y el 22 ± 40% fue 

incorporado en biomasa fúngica. Pleurotus ostreatus mineraliza solo el 2.5% del pireno adicionado, mientras que  

T. versicolor KR65W y Microporus vernicipes fallaron en la producción de 14CO2 a partir de pireno (Hong-Gyu, 

1999). 

 

Los hongos ligninolíticos con capacidad de decolorar, tales como Phanerochaete chrysosporium (Spadaro y col., 

1992), Pleurotus ostreatus (Platt y col., 1985), Coriolus (Trametes) versicolor (Amaral y col. 2004), Bjerkandera 

adusta (Heinfling y col., 1997) e incluso un Streptomyces sp. (Paszczynski y col. 1992), producen oxidasas y 

peroxidasas extracelulares que contribuyen a la degradación de lignina y de los colorantes sinteticos. Las 

primeras peroxidasas ligninolíticas, lignina peroxidasa (LiP) (Tien y Kirk 1984) y manganeso peroxidasa (MnP) 

(Glenn y Gold 1985), fueron aisladas de P. chrysosporium. La LiP tiene la capacidad de decolorar tintes azoicos 

ya sea directa o indirectamente a través de mediadores como alcohol veratrílico (VA), mientras que MnP parece 

jugar un papel menor en el papel de decoloración, aun en la presencia del ion manganeso (Heinfling et al. 

1998a).  

 

Otros hongos de pudrición blanca aparentemente secretan combinaciones únicas de peroxidasas y oxidasas. 

Coriolus versicolor y Phlebia radiata producen una o mas lacasas además de LiP and MnP (Niku-Paavola y col., 
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1990). Pleurotus sajor-caju secreta una arilacohol oxidasa (Bourbonnais y Paice, 1988), una lacasa, y 

peroxidasas (Fukuzumi, 1987), Bjerkandera adusta secreta una aril alcohol oxidasa (Muheim y col., 1990) y 

Rigidoporus lignosus aparentemente secreta lacasa y una MnP (Galliano y col., 1988). 

 

Pleurotus ostreatus es un basidiomiceto de pudrición blanca que degrada efectivamente la lignina de la pared 

celular de las plantas (Sarikaya y Ladisch, 1997). Este secreta un serie de isoenzimas pertenecientes a la 

actividad oxidante de la enzima extracelular manganeso peroxidasa (MnP) (Giardina, 2000) y lacasa (Giardina y 

col., 1999), los cuales juegan un papel clave en la biodegradación de la lignina (Cohen y col., 2002). En general, 

las especies del género Pleurotus están entre las especies más eficientes en la degradación de lignina, y 

pertenecen a la subclase de hongos ligninolíticos que producen Lac, MnP, VP, y la enzima aril-alcohol oxidasa 

(generadora de H2O2) pero no LiPs (Muñoz, C y col., 1997). Debido a la producción de peroxidasas, el uso de los 

hongos ligninolíticos en la biorremediación de suelos contaminados con PAHs fue propuesta por Lestan y Lamar 

(1996). 

 

1.5 Enzimas involucradas en la degradación de PAHs por  
Hongos ligninolíticos 

 
Las peroxidasas son una familia de enzimas desintoxicadoras que catalizan la reducción de H2O2 a expensas de 

varios sustratos reductores. La mayoría de las peroxidasas contienen un grupo hemo y son enzimas que usan el 

peróxido de hidrogeno para catalizar un número de reacciones oxidativas (Dolphin y col., 1991). En general, las 

peroxidasas pueden oxidar una amplia variedad de sustratos incluyendo aminas aromáticas, índoles, fenoles, 

lignina, haluros y manganeso (Dunford, 1991).  

 
1.5.1  Manganeso peroxidasa 

 
La manganeso peroxidasa o peroxidasa manganeso dependiente (MnP) es una enzima descubierta en 

Phanerochaete chrysosporium hace poco mas de 20 años por el grupo de investigadores de Gold y Crawford 

(Kuwara M., y col., 1984; Paszcynski A., 1985). La MnP existe como series de isoenzimas glicosiladas cuya 

expresión está regulada diferencialmente (Cohen, 2001), y sus roles fisiológicos parecen ser diferentes (Kamitsuji 

y 2005). Las isoenzimas de la MnP tienen puntos isoeléctricos (pIs) que van de 4.2 a 4.9 y masas moleculares de 

45 a 47 kDa. Cada isoenzima contiene 1 mol de hemo-hierro por mol de proteína. La oxidación de lignina y otros 

fenoles por MnP es dependiente de ion manganeso (Paszczynski, 1986). El sustrado reductor en el ciclo 

catalítico de la MnP es Mn (II), el cual reduce eficientemente el compuesto I (MnPI) y el compuesto II (MnPII), 

generando Mn (III), el cual subsecuentemente oxida el sustrato orgánico. Los ácidos orgánicos tales como el 

oxalato y malonato, los cuales son secretados por P. chrysosporium, estimulan la reacción de MnP por la 

quelación de Mn (III) para formar complejos estables de alto potencial redox de tal forma que pueda difundirse 
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desde la superficie de la enzima y oxide el sustrato terminal insoluble, lignina (Wariishi y col.,1989, 1992; Young 

y col., 2001). 
 

                  

                          

 

 

 

La MnP cataliza la oxidación de lignina dependiente de H202 (Wariishiy col., 1991), derivados de lignina (Lackner 

y col., 1991), y una variedad de compuestos fenólicos similares a la lignina (Tuor y col., 1992). Normalmente, la 

MnP no oxida los compuestos aromáticos no fenólicos como el alcohol veratrílico (VA), el cual es un sustrato 

típico para la lignina peroxidasa. Se ha demostrado que el Mn(II) es el sustrato preferido para MnP. Por lo tanto 

el ion Mn participa en la reacción como una pareja redox difusible más que un activador enlazado a la enzima. 

Esto fue demostrado cuando el Mn (III) preparado químicamente acomplejado con un acido órganico tal como el 

malonato imita las reacciones de MnP. La reacción inicial de Mn (III) con un fenol es una oxidación de un electrón 

para formar un radical fenoxi intermediario. Subsecuentemente, la escición alquil-fenil, C-C, u oxidación carbinol 

benzilico produce una variedad de productos (Wariishi y col., 1989). 

 

Las isoenzimas de MnP están codificadas por multiples genes (Pease y Tien, 1992). El gen mnp1 de la cepa P. 

Chrisosporium OGC101 codifica una proteína Madura de 357 amino ácidos precedida de una secuencia guía de 

21 aminoácidos (Pribnow y col., 1989). Las regiones codificantes de mnp1 y mnp2 tienen una identidad en 

nucleótidos de aproximadamente 70% y una identidad de 88% en aminoácidos. Los cDNAs de mnp y lip exhiben 

cerca de 50 a 65% de identidad a nivel de aminoácidos y cerca de un 60% de identidad a nivel de nucleótidos. 

Ambas enzimas tienen una abundancia de residuos ácidos, consistente con sus pIs bajos. La secuencia líder de 

MnP consiste de dominios amino terminal, hidrofóbico y carbonilo terminal característicos de los péptidos señal 

(von Heone, 1985). 

 

Las MnPs carecen de la región carbonilo terminal rica en prolina encontrada en LiPs. La enzima MnP1 contiene 

tres sitios potenciales de N-glicosilacion mientras que la secuencia MnP2 contiene cuatro sitios potenciales de N-

glicosilación. Ambas isoenzimas tienen un número potencial de sitios O-glicosilación. La región codificante de los 

genes mnp tienen un alto contenido de G+C, pero sus índices de codones son más bajos que los de la mayoría 

de las secuencias lip. El gen mnp2 contiene menos codones que la secuencia mnp1 (Ritch y Gold, 1992). El gen 

mnp1 contiene seis intrones en el rango de 57 a 72 bp (Godfrey y col., 1990), y el gen mnp2 contiene siete 

intrones de 50 to 55 bp. Hay poca similitud en las posiciones de los intrones entre los genes mnp y lip. Por 

ejemplo, los genes mnp carecen de la secuencia líder del intrón encontrada en los genes lip. Los genes mnp 

también carecen del intrón adyacente al carbonilo terminal. La región 5' no traducida de los genes mnp contienen 
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un elemento TATAA en la posición -81 relativa a la traducción del codón de inicio, así como tres elementos 

invertidos CCAAT (ATTGG). El codón de inicio esta incrustado en la secuencia consenso de los eucariotes 

GCAATGG (Kozak, 1983). La región promotora del los genes mnp contienen un probable sitio de reconocimiento 

para el factor general de transcripción SP-1 (GGGCGG), y el gen mnp1 también contiene un probable sitio de 

reconocimiento AP-2 (TGGGGA) (Wingender, 1988). La region promotora de ambos genes mnp contienen, entre 

muchos otros detalles: cuatro posibles elementos de choque térmico (HSEs) similares a la secuencia consenso 

C--GAA--1TC--G localizada dentro de las 400 bp rio arriba del codón de inicio de la traducción (Godfrey y col., 

1990). 

 

El gen mnp2 contiene seis HSEs dentro de las 1,100 bp de la Met de inicio. Los promotores de mnp tambien 

contienen posibles elementos consenso que responden a elementos de respuesta a metales (MREs) (Culotta y 

Hamer, 1989). Cuatro de cinco consensos MREs en el promotor de mnp1 y dos de las tres MREs en el promotor 

de mnp2 estan arregladas en pares con solapamientos que forman palindromes de 4-bp (Alic y Gold, 1991). El 

análisis de grupos hidrofóbicos se uso para demostrar otras características comunes y para sugerir relaciones 

evolucionarias entre las peroxidasas. Dividiendo las peroxidasas en tres grupos LiP de Phlebia radiata y MnP y 

LiP de P. chrysosporium, peroxidasa de rábano y de nabo, y CcP de levadura (Henrissat y col., 1990)  

 

La acumulación de la actividad de MnP en el medio extracelular de cultivos limitados en nitrógeno depende de la 

presencia de Mn(II), el sustrato para la enzima (Gold y col., 1991). Los análisis Western inmunoblots de las 

proteínas intracelulares y exocelulares de P. chrysosporium demostraron que MnP está presente solo bajo 

condiciones limitadas de nitrógeno y solo en la presencia de Mn. Esto indica que el Mn es necesario para la 

síntesis antes que para la activación de la proteína preexistente (Brown y col., 1990). Otros metales no pueden 

reemplazar el Mn como inductor de la actividad de MnP (Brown y col., 1990) o mRNA de mnp (Brown y col., 

1991). En contraste a su efecto sobre la transcripción del gen mnp, el Mn no tiene un efecto significativo sobre el 

peso seco del micelio, sobre las velocidades de consumo de carbono y nitrógeno, sobre la cantidad de proteína 

extracelular (Bonnarme y Jeffries, 1990), o sobre la síntesis de alcohol veratrílico un metabolito secundario 

(Brown y col., 1990). Sin embargo, muchas proteínas adicionales son detectables entre los productos de 

traducción in vitro de los poli(A)RNAs aislados de los cultivos suplementados con Mn (Brown y col., 1991), lo que 

sugiere que otras proteínas de P. chrysosporium pueden ser reguladas por Mn.  

 

Orth y col., (1991) mostraron que la producción de glioxal oxidasa en un auxótrofo desregulado por lisina es 

completamente dependiente de la presencia de Mn y es indetectable a concentraciones de Mn tan bajas como 6 

µM. La adenilato ciclasa de P. chrysosporium aparentemente requiere Mn para una máxima actividad (McDonald 

y col., 1985). Los análisis de Northern blot demuestran que un choque térmico a 45°C por 1 h resulta en la 

acumulación de mRNA mnp1 aun en células que crecen en la ausencia de Mn (Gold y col., 1991). El mRNA de 

mnp puede ser detectado dentro de los 10 min siguientes a la transferencia de los cultivos de 37 a 45°C. Asi 

como con la inducción de la transcripción del gen mnp con Mn, el choque térmico es un inductor efectivo solo 
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bajo el agotamiento de nitrógeno y el efecto es inhibido por actinomicina D. El mRNA de mnp inducido por 

choque térmico no es detectable por mucho tiempo, apenas 1 hora después de que la temperatura ha regresado 

a 37°C, y los efectos del choque térmico y Mn sobre la transcripción del gen mnp parecen ser adicionales (Brown 

y col., np).  

 

Sin embargo, la inducción de la transcripción del gen mnp por choque térmico en la ausencia de Mn no da como 

resultado actividad de MnP detectable o la detección de proteína MnP intracelular o exocelular por Western blots. 

En la presencia tanto de Mn como de choque térmico, la proteína MnP si es producida con actividad catalítica 

(Brown y col., np). No se sabe por qué el choque térmico no da como resultado la producción de la enzima MnP. 

Es posible que el Mn sea requerido para el procesamiento del transcrito primario, para la estabilización del 

mRNA mnp, o para etapas posttranscripcionales posteriores. Es posible también que los transcritos inducidos por 

Mn y choque térmico no sean idénticos. Los genes mnp no son genes comunes de choque térmico los cuales 

tienen intrones y carecen de una secuencia líder 5' no transcrita que es característica de tales genes (Lindquist, 

1986). De igual forma, un cDNA que codifica para la isoenzima MnP H4 expresada heterologamente produjo una 

proteína extracelular reactiva con el anticuerpo MnP de peso molecular correcto. La enzima resulto activa sobre 

los sustratos usuales de MnP y es dependiente de Mn (II) y H202 para su actividad, aunque tiene un pH óptimo 

ligeramente más bajo de la isoenzima fúngica H4 (Pease y col., 1991). 

 

Bogan y col., (1996) analizaron la expresión génica durante la biorremediación de contaminantes orgánicos en 

suelo por Phanerochaete chrysosporium. Janse y col., (1998) analizaron la expresión de los genes que codifican 

para LiP, MnP y glioxal oxidasa de P. chrysosporium en madera. En ambos estudios, los patrones de 

transcripción observados fueron diferentes de los encontrados en medios definidos. El efecto de Mn2+ sobre la 

expresión génica de peroxidasas fue estudiada durante el crecimiento de Pleurotus ostreatus sobre tallos de 

algodón. El ion Mn2+ afecta la expresion de mnp3 incluso 2 h después de su adición a los cultivos, sugiriendo un 

efecto directo del ión metálico sobre la expresión (Cohen y col., 2002), lo cual concuerda con los resultados 

obtenidos por Brown y col., en la década de los 90s (no publicado) quien propone que el Mn sea requerido para 

el procesamiento del transcrito primario, para la estabilización del mRNA mnp o, para etapas post-

transcripcionales.  

 
1.5.2  Lignina Peroxidasa 

 

La lignina peroxidasa (LiP) es una enzima capaz de oxidar compuestos no fenolicos de la lignina. La LiP de P. 

chrysosporium está presente como series de isoenzimas glicosiladas con pIs en el rango de 3.2 a 4.0 y masas 

moleculares en el rango de 38 a 43 kDa. Cada isoenzima contiene 1 mol de hemo-hierro por mol de proteína 

(Leisola, 1987). Aunque LiP ha sido detectada en muchos hongos de pudrición blanca (Kirk y Farrell, 1987), esta 

no ha sido detectada en muchos otros hongos que también tienen la capacidad de degradar lignina (Galliano, 
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1988). En cuanto a los ciclos catalíticos de la LiP y MnP son similares al de la peroxidasa de rábano HRP 

(Wariishi, 1988). 

 

El producto de la reacción primaria de LiP con H202 es el estado oxidado de dos electrones del compuesto I, LiPI. 

Así como con la peroxidasa de rábano, LiPI es reducida de vuelta a la enzima nativa mediante transferencia de 

dos electrones simples con el compuesto II, LiPII, como intermediario. En este proceso, el sustrato reductor 

aromático es oxidado a un radical catiónico arilo (Ar+). 

 

                  

                  

                     

 

La diferencia importante entre estas peroxidasas está en la naturaleza del sustrato reductor (Schoemaker, 1990). 

La LiP cataliza la oxidación de compuestos no fenolicos tales como el alcohol veratrilico a veratril aldehido. Por lo 

tanto la única característica de esta enzima es, que es capaz de oxidar compuestos aromáticos con potenciales 

redox más allá del alcance de la peroxidasa de rábano y otras peroxidasas. Los resultados cinéticos también 

indican un mecanismo "Ping-Pong" en el cual H202 oxida primero la enzima y la enzima oxidada intermediaria 

(compuesto I) reacciona con alcohol veratrilico (Marquez y col., 1988). La enzima tiene un pH óptimo 

extremadamente bajo (pH 2.5) para una peroxidasa, y su dependencia de pH aparentemente está controlada por 

la dependencia de pH de los pasos de reducción en el ciclo catalítico (Márquez y col., 1988).  

 

La LiP cataliza la oxidación dependiente de H202 de una amplia variedad de compuestos no fenolicos y 

contaminantes aromáticos (Schoemaker, 1990) incluyendo lignina sintetica (Hammel, 1991). Estas reacciones 

incluyen oxidaciones de alcohol benzilico, escisiones de cadena, reacciones de escisión de anillo, 

demetoxilaciones y declorinaciones oxidativas, las cuales son consistentes con un mecanismo que comprende la 

oxidación inicial de un electrón de un núcleo aromático susceptible por un intermediario enzimático oxidado para 

formar un radical catiónico como sustrato (Renganathan y Gold, 1986). Este último puede producir varias 

reacciones no enzimáticas para rendir un amplio rango de productos metabolicos. El potencial redox en parte, 

determina si un núcleo aromático es un sustrato para LiP. Los grupos funcionales fuertes secuestradores de 

electrones tales como un grupo α-carbonilo tiende a desactivar el núcleo aromático, mientras que los grupos 

alcoxi como los encontrados en lignina tienden a activarlos (Kirk y Farrell, 1987).  

 

Los genes lip que codifican una proteína madura de 343 a 345 aminoacidos son precedidos por una secuencia 

guía de 27 o 28 residuos. Las proteínas maduras codificadas tienen pesos moleculares de 36360 a 36607 Da, y 

pesos moleculares aparentes de 38,000 a 43,000 Da (Leisola, 1987). El restante 6 a 13% del peso molecular 

aparente presumiblemente esta contado por la glicosilación. Las secuencias que rodean los residuos, histidina 

distal y proximal y la arginina distal, no están solo conservadas entre los genes lip, sino también en otras 
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peroxidasas (Tien y Tu, 1987) lo que hace pensar que son esenciales para su actividad. Se ha propuesto que un 

ácido aspartico que esta enlazado mediante un puente de hidrógeno al residuo His próximal afecta la formación 

del compuesto I en peroxidasas citocromo c (CcP) (Finzel, 1984). La conservación de estos aminoacidos entre 

las peroxidasas de hongos y plantas está reflejado en la similaridad de sus ciclos catalíticos. 

 

Las regiones codificantes de los genes lip contienen aproximadamente de un 60 a un 65% G+C, mientras que las 

regiones 3' no codificantes contienen aproximadamente de 44 a 49% G+C. El péptido señal de LiP de 21 

aminoácidos consiste de un extremo amino terminal hidrofóbico y una extremo carbonilo terminal típico de las 

proteínas secretadas. El propeptido de siete aminoácidos tiene un sitio de escisión siguiendo la secuencia -Lys-

Arg- (Ritch, 1991). 

 

Todos los genes lip secuenciados de P. chrysosporium contienen ocho o nueve intrones en el rango de 49 a 78 

bp. Seis de los intrones están en posiciones idénticas en todos los genes lip, y las secuencias que rodean las 

uniones intron/exon también están conservadas. Las regiones no codificantes 5' del los genes lip secuenciados 

contienen una caja TATA situada entre 66 a 81 bp rio arriba del codón de inicio de la traducción y una secuencia 

CAAT localizada entre 107 y 228 pb. Secuencias similares o identicas a aquellas que se unen a la respuesta 

cAMP que enlaza proteínas (Lin y Green, 1988) y el cAMP que responde a la proteína activadora 2 (Imagawa y 

col., 1987) se han  encontrado en la región promotora de muchos pero no todos los genes secuenciados lip. 

 

El gen lip de P. chrysosporium ha mostrado hibridar a múltiples secuencias en el DNA de otros hongos de 

pudrición blanca (Kimura y col., 1990). Una clona de cDNA que codifica para un gen de lignina peroxidasa de 

Phlebia radiata ha sido secuenciado y es idéntico en aproximadamente el 60% a los nucleotidos y secuencias de 

amino ácidos de genes lip de P. chrysosporium (Saloheimo y col., 1989). Un un gen secuenciado de lignina 

peroxidasa de Trametes versicolor tiene de 55 a 60% de aminoácidos idénticos a los de los genes lip de P. 

chrysosporium. De la misma forma que en P. chrysosporium, las LiPs de T. versicolor estan codificadas por 

genes múltiples, de los que algunos están agrupados en el genoma (Black y Reddy, 1991). Las LiPs de P. 

chrysosporium tienen una extensión carbonilo terminal de 40-50 residuos comparada con las otras peroxidasas 

(Henrissat y col., 1990). 

 

Las secuencias de CcP, MnP, LiP, HRP, y peroxidasas de nabo, tabaco, tomate y papa se analizaron mediante 

un alineamiento progresivo. El alineamiento de CcP con la secuencia de amino ácidos de LiP2 de P. 

chrysosporium OGC101 indica un 20.8% de identidad. Los resultados con otras secuencias LiP son similares. 

Este análisis también demuestra que MnP está más cercanamente relacionada a CcP (22 to 23% de identidad) 

de lo que estan las LiPs de P. chrysosporium, T. versicolor, y Phlebia radiata. Las peroxidasas de plantas están 

más distantemente relacionadas. 
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La actividad ligninolítica en los cultivos de P. chrysosporium es una función del metabolismo secundario que es 

disparada por la diminución de nitrógeno en el medio (Keyser y col., 1978). La adición de NH4 o varios 

compuestos de nitrógeno a cultivos ligninolíticos suprimen la degradación de lignina así como la producción del 

metabolito secundario alcohol veratrilico (Fenn y Kirk, 1981). Sin embargo, existe la evidencia de que la 

regulación basada en la fuente de nitrógeno depende de la cepa (Buswell y col., 1984) y que puede ser afectada 

por la fuente de carbono disponible (Tonon, 1990). Muchas selecciones han sido ideadas para mutantes que no 

son reguladas por nitrógeno para la degradación de lignina. Una de tales selecciones utiliza colorantes 

poliméricos los cuales pueden servir como sustratos para el sistema ligninolitico (Gold, 1988). Este protocolo ha 

sido usado para aislar cepas mutantes de P. chrysosporium que decolora azul brillante de remazol (Kuwahara y 

Asada, 1987) y poly R (Boominathan y col., 1990) en altas concentraciones de nitrógeno y bajas concentraciones 

de oxígeno. 

 

Tien y Myer mutaron una lisina auxotrofa y seleccionaron las mutantes que crecían en un medio con nitrógeno 

suficiente, suplementado con un aducto de lisina y un compuesto del modelo de la lignina (Tien y Myer, 1990). 

Las mutantes no reguladas por nitrógeno con frecuencia parecen producir más peroxidasa extracelular en 

comparación con la cepa silvestre (Orth y col., 1991), problablemente a causa del aumento en la masa celular 

bajo condiciones ricas en nutrientes. Tien y Tu, (1987) usaron traducción in vitro de RNAs poly(A) y un análisis 

de Northern blot para demostrar que LiP esta regulada por nitrógeno a nivel de mRNA. El análisis Northern blot 

indica que MnP también es regulada por nitrógeno a nivel transcripcional (Pribnow y col., 1989). Hay evidencias 

para sugerir que las isoenzimas LiP y MnP pueden ser diferencialmente reguladas por la fuente de carbono y 

nitrógeno (Holzbaur y Tien, 1988; Tien y Myer, 1990) 

 

El inicio de la actividad ligninolítica en P. chrysosporium ha sido relacionada con el aumento en los niveles de 

cAMP. Estudios con inhibidores de cAMP sugieren que LiP es inhibida y que la produccion de MnP también es 

retardada o incluso inhibida cuando los niveles intracelulares de cAMP disminuyen (Boominathan y Reddy, 

1992). Por otra parte, la adición de alcohol veratrilico, un metabolito secundario de P. chrysosporium y un 

sustrato de LiP, o bencil alcohol para cultivos de hongos resultan en un aumento en la actividad de LiP (Leisola, 

1985). Aunque el alcohol veratrilico ha mostrado proteger a LiP de la inactivación por H202, este es menos 

efectivo de lo que el bencil alcohol lo es protegiendo la enzima en este aspecto (Wariishi y Gold 1990). Por lo que 

es concebible que estos u otros compuestos aromáticos, incluyendo posibles sustratos de LiP o productos de 

reacción, puedan inducir la expresión de LiP.  

 

Desde hace dos décadas se ha buscado la sobre producción de Lip debido a que tiene la capacidad de atacar 

compuestos que la MnP por su potencial redox no puede oxidar, por lo que un cDNA de lip carente de secuencia 

líder se expreso en cepas de Escherichia coli. La apoproteína estaba presente en cuerpos de inclusión y carecía 

de glicosilación (Andrawis y col., 1990). Sin embargo, debido a que no se ha descrito una exitosa reconstitución 

de la holoenzima, este sistema no es actualmente conveniente para la producción de LiP activa. Posteriormente 
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el cDNA de lip y mnp de P. chrysosporium se expresaron en el sistema de baculovirus. Una clona de cDNA que 

codifica para la isozima LiP H8 se uso para expresar la proteína extracelular glicosilada conteniendo Fe 

protoporfirina IX y capaz de oxidar yoduro y alcohol veratrilico. Sin embargo, la proteína recombinante fue solo 

50% activa en contra de alcohol veratrilico comparado con la LiP nativa. Se obtuvieron dos proteínas 

recombinantes las cuales reaccionaban con los anticuerpos monoclonales anti H8 y que diferían ligeramente en 

el peso molecular. También se detectaron pequeñas proteínas intracelulares inmunoreactivas (Johnson y Li, 

1991). 

 

En la isozima H8 de LiP (PcLiPH8) de P. chrysosporium un análisis de una mutación puntual demostró que un 

triptófano (W171) fue crucial para la oxidación del VA (Sollewijn y col., 2002). Esto sugirió quel el VA oxidado 

formó un radical catiónico complejo con la enzima (Khindaria y col., 1997) y que este radical complejo enzima-

catión oxidó RNasa A (Sheng y Gold, 1999). Este triptófano esta conservado entre LiPs.  

 

 

1.5.3 Peroxidasas Versatiles 
 
Las peroxidasas versátiles (VP) son hemoenzimas que oxidan tanto Mn2+ asi como compuestos aromáticos 

fenólicos y no fenólicos en ausencia de mediadores. Estas enzimas se reportaron inicialmente en Pleurotus 

eryngii (Martínez, M. J. y col., 1996) aunque posteriormente se encontraron en varias especies de Pleurotus y 

Bjerkandera (Heinfling, A. y col., 1998).   

 

A diferencia de la MnP de P. Crysosporium, las peroxidasas que oxidan Mn2+ a Mn3+ aisladas de B. adusta y P. 

eryngii tienen la capacidad de oxidar multiples colorantes azo, aun en auscencia del ión manganeso (Camarero y 

col., 1999). Las VPs Tambien oxidan compuestos aromáticos tales como VA (un sustrato típico de LiP) a veratril 

aldehido, el dímero modelo de lignina veratrilglicerol-b-guaiacol éter (usado para demostrar la habilidad 

ligninolítica de LiP) y p-dimetoxibenzeno rindiendo veratrilaldehído y p- benzoquinona, respectivamente (como 

esta reportado para LiP) (Caramelo y col., 1999). El pH optimo para la oxidación de Mn2+ (pH 5) y compuestos 

aromáticos y colorantes (pH 3) difiere entre sí, siendo similar al pH optimo para la actividad de MnP y LiP, 

respectivamente. Estas enzimas fueron por lo tanto denominadas peroxidasas hibridas MnP–LiP, peroxidasas 

manganeso independientes o peroxidasas versatiles (VPs) debido a que tienen propiedades tanto de LiP como 

de MnP (Martínez, A. T. 2002).  

 

Las VPs han mostrado un papel importante en el rol de la decoloracion de los colorantes azo (Heinfling et 

al.1998a, b) por hongos de pudrición blanca tales como P.eryngii (Gómez-Toribio et al. 2001), Pleurotus 

pulmonarius (Camarero et al. 1996), P. ostreatus (Cohen et al. 2002), B.adusta (Heinfling et al. 1997, 1998a–c), y 

Bjerkandera sp. (Moreira y col. 2005). En contraste, no se ha identificado ninguna VP de P. chrysosporium. 
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Las VPs oxidan además hidroquinonas y fenoles sustituidos que son sustratos para las peroxidasas de plantas 

(Heinfling, A. y col., 1998).  

 

En P. eryngii se aislaron dos peroxidasas por su capacidad para degradar lignina selectivamente. Una de ellas 

denominada como VP-PS1 la cual muestra actividad sobre Mn2+, 2,6-dimethoxiphenol y methoxi-p-hidroquinona 

similar a la actividad presentada por MnPL1 una isoenzima aislada de cultivo líquido (isoenzima PL). Sin 

embargo, la isoenzima VP-PS1 espresada en cultivo sólido presenta menor actividad que MnPL1 sobre VA, p-

methoxibenzeno, y dímeros modelo de lignina, lo cual sugiere su bajo potencial redox (Camarero y col., 1999; 

Ruiz-Dueñas y col., 2001). Se obtuvieron pruebas de DNA PCR y RT-PCR, usando cebadores correspondientes 

a las secuencias del extremo N-terminal e internas de los péptidos de VP-PL obtenidos por digestión con tripsina, 

y usados para seleccionar las clonas de cDNA y DNA genómico que contienen el gen correspondiente. El gen pl 

aparece como dos alelos, compartiendo 99% de la secuencia, la cual codifica las dos peroxidasas aisladas del 

cultivo líquido (Ruiz-Dueñas y col., 1999a). Las variantes VP alélicas PL1 y PL2 difieren solo en tres residuos 

aminoácidos pero pueden ser identificados porque una de las sustituciones está en la region N-terminal. Un 

segundo gen fue clonado codificando VP-PS1 producida en cultivos lignocelulósicos (Camarero y col., 1999). 

Ambos genes de Pl. eryngii (pl y ps1) contienen 15 intrones y codifican proteínas con 361 amino ácidos 

(incluyendo un péptido señal de 30 amino ácidos) en el caso de VP-PL, y 370 amino ácidos (incluyendo un 

péptido señal de 31 amino ácidos) en el caso de VP-PS1, mostrando una identidad en la secuencia de 74%. La 

presencia de los posibles elementos para la respuesta al estrés oxidativo en los promotores de estos genes 

pueden explicar la regulación transcripcional de VP de Pl. eryngii por H2O2 y otras especies oxigeno reducidas 

(Ruiz-Dueñas y col., 1999b). Su expresión heteróloga rindió peroxidasas recombinantes con las mismas 

propiedades catalíticas de VP silvestre (Ruíz-Dueñas y col., 1999c). 

 

Las secuencias de las dos peroxidasas maduras de Pl. eryngii estan cercanas a las peroxidasas de P. ostreatus 

recientemente depositadas como MnP2 (Giardina y col., 2000), mostrando 98% de identidad con VP-PS1, y 

MnP3 (Irie y col., 2000), compartiendo un 77% de identidad con VP-PL. La secuencia del primer gen MnP 

reportado en P. ostreatus (Asada y col., 1995) esta menos relacionada. Es interesante que las isoenzimas de VP 

de Pl. eryngii tengan una alta secuencia de identidad con LiP de Ph. chrysosporium (de hasta 60% para VP-PL y 

62% para VP-PS1) que las isoenzimas de MnP (hasta de 55% para VP-PL y 57% para VP-PS1). Las 

propiedades catalíticas de las peroxidasas versátiles de Pleurotus y Bjerkandera sp. son similares entre si 

(Martínez, 2002). 

 

Los genes que codifican las isoenzimas de VP, VPL y VPS1 de Pleurotus eryngii, expresadas en cultivos en 

estado líquido y sólido, respectivamente, han sido clonadas (Camarero y col., 2000; Pérez-Boada, 2002). El 

cDNA que codifica la secuencia madura de la variante alélica VPL2 de P. eryngii (GenBankTM número de 

acceso AF007222) (Ruíz-Dueñas y col., 1999a) fue clonada en el vector de expresión pFLAG1 y usada para 

transformar E. coli W3110. Las células transformadas fueron inducidas con isopropil.-D-tiogalactopiranosido 1mM 
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(Pogni y col., 2008). Las secuencias de amino ácidos deducidas para ambas enzimas (VPL y VPS1) fueron 

usadas para construir modelos moleculares por modelado de homología, tomando ventaja de la identidad de 

secuencia a LiP y MnP de P. Chrysosporium y la peroxidasa de Coprinopsis cinérea (Ruíz-Dueñas y col., 2001). 

Muy recientemente, la estructura cristalina de la VP recombinante de P.eryngii expresada en Escherichia coli y 

activada in vitro (Pérez-Boada y col., 2000) ha sido determinada a una resolución de 1.33 Å (Protein Data Bank 

code 2BOQ). 

Un análisis cinético y uno basado en un modelado tridimencional por computadora ha sugerido que las VPs 

tienen dos sitios activos independientes (Camarero et al. 1999) (Fig. 3). Estudios más recientes han indicado que 

la oxidación directa requiere un residuo crítico triptófano aparte del sitio de enlace a Mn2+ (Kamitsuji et al. 2005).  

 

El triptófano (W171) esta conservado entre LiPs y también las isoenzimas VP (Martínez, 2002). Un análisis de 

mutación puntual de P. eryngii VPL (PeVPL) demostraron que el triptófano (W164) es esencial para la oxidación 

de sustratos de bajo peso molecular tales como el VA y el Reactivo Negro 5 (Mr = 991), aunque las enzimas 

mutantes fueron producidas por un sistema de expresión en Escherichia coli (Pérez-Boada y col., 2005) en el 

cual las enzimas activas fueron preparadas como una fracción de un polipéptido replegado in vitro en la 

presencia de hemo (Pérez-Boada, 2002). La MnP2 de P. ostreatus también tiene el triptófano correspondiente 

(W170), el cual puede sugerir que MnP2 oxida VA en este residuo. Sin embargo, se desconoce cómo es que la 

MnP2 oxida directamente los sustratos de alto peso molecular en la ausencia de mediadores redox.  
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Fig 3. Estructura de sitios catatalíticos de una peroxidasa versátil (PS1), lignina peroxidasa (Lip-H8) y manganeso peroxidasa 

MnP1. 

 

 

En años recientes, diferentes peroxidasas han sido purificadas de las especies Pleurotus, y sus genes han sido 

secuenciados y analizados. Esto incluye al gen mnp1 (Asada y col., 1995), mnp2 (Giardina y col., 200), mnp3 

(Irie y col., 2000) de P. ostreatus asi como el gen vpl (correspondiente al gen mnp4 P. ostreatus) y vps1 de 

Pleurotus eryngii, el cual muestra alta identidad con el gen mnp2 de P. ostreatus (Ruiz-Dueñas y col., 2001). 

La MnP2 de P. ostreatus (~43 kDa) tiene un amplia especificidad de sustrato, ya que oxida VA (Kamitsuji, 2005).  

De más interés resulta que MnP2 de P. ostreatus oxida directamente aun compuestos de alto peso molecular 

como RNasa A (~13.7 kDa) y un colorante polimérico azo, Poly R-478 (40-100 kDa) (Kamitsuji, 2005), una 

propiedad que no ha sido reportada en otras peroxidasas fungicas. Peroxidasas con una especificidad de 

sustrato similar han sido reportadas también en Pleurotus eryngii (Martínez, 1996), Bjerkandera adusta (Palma y 

col., 2000), y Lepista irina (Zorn, 2003). En contraste, LiP de P. chrysosporium oxida el Poly R-478 (Harvey, 

1995), RNasa A (Sheng y Gold, 1999), y ferrocitrocromo c (Sheng y Gold, 1998) solo cuando el VA está presente 

en la mezcla de reacción.  
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2. Expresión Hetérologa de peroxidasas 
La expresión heteróloga de enzimas significa que una proteína es producida en una célula hospedera que 

normalmente no la producía. La selección de la célula hospedera está basada en ciertos aspectos como la 

factibilidad de que el hospedero acepte la transferencia de material genético o necesidades como la obtención de 

grandes cantidades de enzima. En el último aspecto, los hongos filamentosos, especialmente los miembros del 

género Aspergillus, tienen la habilidad de secretar un amplio rango de enzimas en grandes cantidades en el 

ambiente. Esta característica ha favorecido el uso de estos organismos para una producción a gran escala de 

enzimas importantes en el área de la biotecnología (Broekhuijsen y col., 1993; Verdoes y col., 1995), como lo son 

las peroxidasas las cuales además de aplicarse en procesos industriales también tienen gran importancia en el 

área de la biorremediación de suelos contaminados con compuestos recalcitrantes. La sobre producción de este 

tipo de enzimas también es necesario para llevar a cabo un análisis detallado de la función de la enzima en 

relación con su estructura.  

 

Aunque la producción de proteínas a partir de hongos es usualmente muy eficiente, las proteínas no fungicas son 

pobremente producidas y alcanzan niveles que con frecuencia no exceden unos pocos miligramos por litro (Van 

den Hondel y col., 1991; Van Gorcom y col., 1994). Por lo tanto, muchas estrategias han sido desarrolladas para 

mejorar estos rendimientos. Una estrategia exitosa está basada en el uso del sistema de transporte de una 

proteína bien secretada, usualmente glucoamilasa (GLA) de Aspergillus niger (Ward y col., 1990; Ward y col., 

1995) o celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei (Nyyssönen, E., and S. Keränen, 1995). Este sistema de 

transporte también conocido como péptido señal, es fusionado al extremo amino terminal de una proteína 

heteróloga con lo que se mejora la eficiencia de secreción al facilitar la translocación y el consecuente 

plegamiento en el retículo endoplasmico. Además a lo largo de la ruta en la mayoría de los casos la proteína de 

fusión es escindida, resultando en la secreción de la proteína de interés por separado. El rompimiento ocurre ya 

sea por un proceso auto catalítico de la proteína heteróloga (Ward  y col., 1990), por una proteasa fúngica 

(Nyyssönen y col., 1993) o por una proteasa semejante a KEX2, para lo cual un sitio de reconocimiento ha sido 

introducido en la proteína de fusión (Ward y col., 1995). 

 

Otra estrategia se refiere al uso se secuencias de regulación de la transcripción llamadas promotores los cuales 

pueden ser inducibles o constitutivos. Los sistemas de expresión inducible permiten la separación de la 

producción de proteínas de la formación de biomasa, mejorando con ello el rendimiento y calidad de la proteína, 

mientras que los promotores constitutivos no dependen de inductores y se utilizan para la expresión de enzimas 

comercialmente importantes. Dentro de este grupo de promotores están las secuencias que regulan la 

transcripción de enzimas activas en funciones perpetuas del ciclo de vida de los microorganismos como es la 

respiración. 
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3. Fermentacion en Estado Sólido 
Los procesos de cultivo en sistemas sólidos pueden ser definidos como “el crecimiento de microorganismos 

(principalmente hongos) sobre materiales sólidos húmedos en ausencia de agua libre fluyendo” (Cannel y Moo 

Young, 1980). El proceso está constituido por una matriz sólida porosa la cual puede ser o no ser biodegradable, 

con una gran superficie por unidad de volumen en la cual puede haber crecimiento microbiano en la interfase 

sólido/gas. Dentro de los soportes biodegradables o sustratos fermentables tradicionales para cultivo sólido se 

incluyen una amplia variedad de productos agrícolas como arroz, trigo, cebada, granos, frijoles, maíz y soya. Sin 

embargo, dependiendo de la aplicación, lo más rentable seria utilizar sustratos no tradicionales los cuales 

pueden ser de interés industrial, incluyendo una gran cantidad de desechos agrícolas, forestales y alimenticios. 

 
La utilización de un soporte sólido es afectado por varios factores físicos y químicos, como el tamaño de 

partícula, la porosidad y la composición química, el costo y la disponibilidad son otros factores importantes que 

hay que tomar en cuenta. Como consecuencia, la selección de un adecuado material sólido juega un papel 

importante en el desarrollo de un eficiente sistema de cultivo sólido (Couto y col., 2002). Las características de 

los materiales en los que se desarrollan los microorganismos han sido reportadas como uno de los aspectos 

fundamentales para la efectividad de los sistemas de biorremediación (Ortiz y col., 2003b). Entre otras 

características, deben proporcionar un área grande para la formación de la biopelícula y deben permitir una 

correcta aireación.  

 

Las bacterias, levaduras y hongos pueden crecer en soportes sólidos, sin embargo, los hongos filamentosos 

debido a sus propiedades fisiológicas, enzimáticas y bioquímicas, son los mejor adaptados para estas 

condiciones y abarcan la mayoría de la investigación en cultivo sólido. El crecimiento de los hongos a través de 

la formación de hifas así como su tolerancia condiciones de baja actividad de agua (AW) y altas presiones 

osmóticas hacen a los hongos eficientes y competitivos en los cultivos sólidos (Raimbault, 1998). El crecimiento 

a través de hifas permite que los hongos filamentosos penetren en los soportes. Una estructura celular presente 

en la punta de la hifa así como las ramificaciones del micelio permiten fijarse firmemente a una superficie sólida. 

Los hongos no pueden transportar a los sustratos, pero el crecimiento de las hifas permite el contacto entre el 

sustrato y las hifas. El micelio sintetiza y excreta al medio grandes cantidades de enzimas, las cuales generan 

productos simples que si pueden entrar al micelio a través de la membrana y promover la actividad metabólica 

del hongo. 

Sin embargo, la degradación microbiana de los PAHs en el suelo ha estado restringida por varios factores que 

con frecuencia resultan en una eficiencia de biorremediación menor a la esperada. Uno de estos factores es la 

baja biodisponibilidad de los compuestos. Otro factor importante en la biorremediación de suelos contaminados 

es la disponibilidad de nitrógeno y fósforo, el cual permite el incremento necesario en el tamaño de las 

poblaciones microbianas degradadoras de hidrocarburos. También se debe tomar en cuenta el hecho de que 

cada sitio contaminado puede responder de diferente forma, por lo cual se han desarrollado protocolos de 
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biorremediación a escala laboratorio con el objetivo de determinar las condiciones que afectan la degradación de 

PAHs por microorganismos (Sabate y col., 2004). En tales estudios de factibilidad se ha probado un inóculo 

exógeno, la adición de nutrientes, biosurfactantes y otros aditivos. En la mayoría de estos estudios el sondeo del 

proceso está basado en el análisis químico de los contaminantes. Los factores abióticos pueden afectar la tasa 

de degradación de PAHs. La adsorción y la desorción pueden afectar la disponibilidad para los microorganismos 

y por lo tanto su transformación. La hidrofobicidad de los PAHs favorecen su adsorción en la materia orgánica 

(Lau y col., 2003) por atracciones eléctricas, fuerzas de van der Waal, enlaces covalentes y/ o enlaces de 

hidrogeno. Además númerosos estudios atribuyen la remoción de los PAHs a la absorción, volatilización, y la 

incorporación de estos a la biomasa microbiana (Van Gestel y col., 2003).  

 

 

4. Screening de lacasas (Lac), peroxidasas (MnP y LiP) y 
peroxidasas versátiles (VPs). 
 

 

El interés sobre el estudio de enzimas ligninolíticas en hongos de pudrición blanca se ha traspasado también a 

los hongos filamentosos no ligninolíticos no solo con el objetivo de la comparación biológica, sino con la 

esperanza de encontrar mejores sistemas de degradación de compuestos aromáticos para su uso en varias 

aplicaciones biotecnológicas como la biotransformación de fribras de plantas para la alimentación, la producción 

de enzimas, antibióticos, polisacáridos, otros compuestos fisiológicamente activos y combustibles, el bio-

blanqueamiento de la pulpa de papel, el tratamiento de aguas residuales y principalmente la biorremediación de 

suelos contaminados (Cerniglia, 1997). 

 

Actualmente, la prerrogativa de que solo los hongos de pudrición blanca producen enzimas capaces de degradar 

compuestos aromáticos esta desechada. Naranjo y col., 2007 aislaron cepas fúngicas no ligninoliticas capaces 

de usar petróleo crudo extra pesado del cinturón de petróleo Orinoco de Venezuela y muchos PAHs como única 

fuente de carbón y energía. En dichos aislados fueron identificados los generos Fusarium, Penicillium, 

Trichoderma, Aspergillus, Neosartorya, Pseudallescheria, Cladosporium, Pestalotiopsis, Phoma y Paecillomyces. 

Los ensayos fenotípicos y bioquímicos revelaron la capacidad de estos hongos filamentosos para sintetizar 

enzimas extracelulares oxidativas, y sugirieron una relación entre los sistemas de degradación ligninolitica y la 

bioconversión de petróleo crudo extra pesado. Este trabajo reporta por primera vez el uso de dihidrocloruro de o-

fenilenediamina (OPD) como sustrato para medir peroxidasa ligninolítica extracelular en caldos de cultivo de 

hongos filamentosos (Fusarium solani HP-1), y constituye el primer estudio formal de la comunidad fúngica 

asociada a la zona de aislamiento. 
 

Dhouib y col., (2005) reportan un ascomiceto, Trichoderma atroviridae, como productor de lacasa y géneros de 

basidiomicetos como superproductores de peroxidasas que no habían sido reportados antes. Otros ascomicetos 
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como Paecilomyces variotti (Estevez y col., 2005) y Scedosporium apiospermum se han utilizado en sistemas de 

biofiltración para la remoción de tolueno (García Peña, 2001) aunque no se tiene un acercamiento al tipo de 

actividad enzimática que poseen.  

 

Aunque la identificación de enzimas ligninolíticas por técnicas de biología molecular es factible en algunos casos, 

es consumidora de tiempo en la mayoría de ellos por lo que se hace necesaria la implementación de pruebas 

rápidas y confiables. El propósito del screening de enzimas es elucidar el tipo, la diversidad o el grado de 

actividad enzimática análoga a las peroxidasas ya conocidas (Lac, MnP y VP). En este aspecto los colorantes 

pueden ser de mucha ayuda pues además de que presentan estructuras complejas análogas a las de los PAHs 

(Tabla. 3) pueden dar una respuesta rápida y visible cuando cambian de color por efecto de la oxidación de su 

estructura. El uso de colorantes para la identificación de enzimas de tipo ligninolítico ya ha sido reportado (Stajic 

y col., 2004). Aunque las peroxidasas tienen una baja especificidad cada una presenta afinidad por ciertos 

sustratos debido al potencial redox además como toda molécula bioactiva reconocen cierta estructura de ataque 

al sustrato lo cual puede producir diferentes coloraciones en un mismo compuesto por la acción de una u otra 

enzima en determinado tiempo.  

 

La LiP tiene la capacidad de degradar los colorantes azoicos con el alcohol veratrilico como mediador (Tien y 

Kirk, 1988), otro sustrato específico para LiP es el dímero modelo veratrilglicerol-β-guaiacol eter el cual rinde 

veratrildehido, también oxida VA a veratrilaldehido y p-dimetoxibenceno a p-benzoquinona. En general los 

sustratos preferidos por LiP son los compuestos de alto potencial redox, no fenolicos y bencenos metoxilados 

mientras que MnP tiene la capacidad de oxidar compuestos fenólicos como el Rojo fenol, el Poly R-478 el cual es 

un colorante de tipo antraquinona, Orange 16 y DMP. Por otra parte las oxidasas como Lac oxidan ABTS, pero 

no Rojo ácido ni cristal violeta y tardan mucho en decolorar azul de bromofenol. Las VPs oxidan Mn(II) a Mn(III), 

degradan dímeros no fenolicos, oxida alcohol veratrilico, p-dimetoxibenzeno y colorantes con alto potencial redox 

(Camarero 1999). Además, oxida directamente hidroquinonas y fenoles sustitutidos que no son eficientemente 

oxidados por LiP y MnP en la ausencia de mediadores o de Mn(II), respectivamente (Martínez, 2002). Las VPs 

poseen diferentes grados de oxidación de colorantes azo (rojo congo, Fast Blue R R (FBRR), rojo ácido 44, 

Amido Black 10 B y Orange G), colorantes trifenilmetano (verde de malaquita, cristal violeta, rojo cresol, azul 

brillante de Coomassie G250 (CBB) y azul de bromofenol) y colorantes antraquinoicos (azul R brillante de 

remazol (RBBR)) grado analítico todos ellos sin VA ni MnII como mediadores. Aunque estas enzimas son las 

principales, no son las únicas pues se ha comprobado que para su funcionamiento es necesario el producto de 

una enzima “accesorio” tal como la glioxal oxidasa formadora de H2O2, aril alcohol oxidasa, oxalato 

descarboxilasa (ODC) productora de oxalato, formato deshidrogenasa dependiente de NAD y por supuesto la 

monooxigenasa P450 tambien esta presente en hongos de pudrición blanca (Doddapaneni y col., 2005, Aguiar y 

col., 2006). 
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Tabla 3.  Dímeros y Colorantes Fenólicos y no Fenólicos 
Dimeros no 
Fenólicos 

 
 

  

 

Alcohol veratrilico Guaiacol gliceril eter Veratril glycerol β-
guaiacol eter 

Indol ABTS 

Colorantes No fenolicos 

 
Azoicos  

 

  
 

Rojo congo Amido Black 10B Rojo ácido 44, Reactive 
Black 5 

Orange II 

 
Bencenos 
metoxilados 

 
  

 
 

p-
dimetoxibenceno 

O-anizidina Fast Blue RR (FBRR) Azul de 
metileno 

Azure B 

 
Antraquino-
nicos 

 
 

   

Azul brillante de 
remazol R 

Poly R-478    

 
Trifenil metano 

 
 

  
 

Verde de 
malaquita 

cristal violeta azul brillante de 
comassie CG250 

Rojo cresol azul de 
bromofenol 
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Continuacion Tabla 3 

Colorantes Fenólicos 

 

 

 

 

 

 
Rojo fenol Siringaldazina DMP (siringol), (2,5-

dimetoxifenol) 
Acido siringico Ac. gálico Ac. tánico 

 

 

 

 
Hidroquinonas 

  

 

  

1,4-

Benzohidroquino

na 

2-metoxy-1,4-

benzohidroquinona 

2,6-dimetoxi-1,4-

benzohidroquinona 
  

 

 
Mirjana Stajic y col., (2004) probaron la actividad de lacasa usando siringaldazina (4-hidroxi-3,5-

dimetoxibenzaldehido azina) 1 mM como sustrato (disuelta en etanol al 96%) y ácido acético 0.1 M (pH 5) a un 

volumen final de 1 mL. La actividad de MnP fue medida indirectamente por la oxidación dependiente de Mn+2 de 

2,6-dimetilfenol (DMP) 20mM a coerulignona (3,3´,5,5´-tetrametoxi-p,p´-difenoquinona) conteniendo amortiguador 

de malonato de sodio 250 mM (pH 4.5), MnSO4.H2O 20 mM, H2O2 4 mM a 1mL final. VP y lac fueron detectadas 

mediante DMP 20 mM (sin Mn2+ y sin H2O2, respectivamente) en amortiguador de malonato de sodio 250 mM 

(pH 3 y 5, respectivamente). La actividad de LiP se ha medido en solución por la oxidación de alcohol veratrilico 

2 mM a veraltrilaldehido en tampón de tartrato 0.1 M, pH 3, con H2O2 0.4 mM incluyendo como control la reacción 

sin H2O2. La MnP se estimó por la formación de tartrato de Mn3+ de MnSO4 0.1 mM en tartrato de sodio 0.1 M, 

pH 5, con H2O2 0.1 mM. La actividad de peroxidasa sobre fenoles fue cuantificada usando siringol 2.5 mM (2,6-

dimetoxifenol) también llamado DMP, en tartrato de sodio 0.1 M, pH 3, con H2O2 0.1 mM. La actividad de aril 

alcohol oxidasa (AAO) fue determinada por la formación de veratrilaldehido formado de alcohol veratrilico 5 mM 

en tampón de fosfato 0.1 M, pH 6. La actividad de lacasa se midió con siringol 10 mM en tartrato de sodio 0.1 M, 

pH 5 (Camarero y col., 1999). 
 

La actividad de una VP llamada RBP de Bjerkandera sp. se evaluo mediante la capacidad para oxidar alcohol 

veratrílico y DMP en una reacción independiente de manganeso. La oxidación de DMP 1 mM fue estimada por la 

medición de la absorbancia a 469 nm (30 oC) en tampón de malonato de sodio 50 mM (pH 3.0 y 5.0), en la 
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presencia de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1mM. La oxidación de alcohol veratrilico 4.0 mM fue 

determinado por la medición de la absorbancia a 310 nm (30oC), en tampón de tartrato de sodio 100 mM (pH 3.0 

5.0). La decoloración de RBBR también la midieron espectrofotometricamente por el descenso de la absorbancia 

a 595 nm (30oC) en una mezcla de reacción que contenía RBBR 0.05mM y tampón de tartrato de sodio 70mM 

(pH 5.0). La actividad sobre manganeso (II) fue determinada espectrofotométricamente por la medición del 

descenso en la absorbancia a 238 nm (30oC) en una mezcla de reacción que contenía MnSO4 0.1 mM y tampón 

de tartrato de sodio 100 mM (pH 5). La oxidación de 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) sal 

diamonio (ABTS) se determino espectrofotométricamente por el descenso en la absorbancia a 420 nm (25°C). La 

mezcla de reacción consistía de ABTS 0.5 mM y tartrato de sodio 100 mM (pH 5.0) (Moreira y col., 2005). 

 

Los protocolos de cuantificación enzimática presentados anteriormente son monitoreados por espectrofotometría 

utilizando ya sea el extracto crudo o la enzima purificada obtenida de una fermentación sumergida para lo cual 

fue necesario entonces estandarizar las condiciones de crecimiento en cultivo sumergido de cada una de las 

cepas a analizar. Esto se complica cuando se quiere conocer la actividad enzimática de grandes colecciones de 

cepas fúngicas. Por lo que el desarrollo de una técnica rápida y eficiente de escreening de enzimas en cultivo 

superficial mediante el uso de colorantes podría facilitar la discriminación entre cepas productoras de enzimas 

oxidativas y cepas que no tienen esa capacidad.  

 

 

5. Identificación de Hongos 
 

La identificación de hongos se hacía por técnicas esencialmente de microbiología como es el cultivo masivo en 

placa o el microcultivo para observar características morfólogicas. Sin embargo hoy las técnicas de microcultivo 

son complementarias a las técnicas de identificación molecular. Entre las técnicas de biología molecular, las 

basadas en PCR, son las más utilizadas actualmente para la identificación de hongos. El polimorfismo de 

longitud de fragmentos de restricción (RFLPL) se ha utilizado en la identificación fúngica amplificando un 

segmento del ADNr con un determinado cebador y posteriormente digerir los amplificados con enzimas de 

restricción. Los fragmentos digeridos son posteriormente separados mediante electroforesis. Los patrones de 

bandas obtenidos pueden ser posteriormente analizados por comparación o mediante construcción de árboles 

filogéneticos. Esta técnica permite, sin secuenciar, detectar una diferencia en una única base localizada en la 

misma posición entre dos secuencias pertenecientes a dos cepas distintas. Esta diferencia o cambio recibe el 

nombre de polimorfismo de un único núcleotido (Single-Nucleotide Polymorphism: SNP). Un SNP que elimina un 

lugar de restricción se le denomina polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción.  

 

El polimorfismo de ADN amplificado aleatoriamente (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD) utiliza la 

amplificación aleatoria y es particularmente útil para determinar relaciones taxonómicas infraespecíficas y para 

estudios epidemiológicos. No obstante, uno de los problemas que representa es su baja reproducibilidad. En esta 

técnica se suelen utilizar cebadores de unos 8-10 nucleótidos que se unirán, debido a su pequeño tamaño, a 
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múltiples regiones del ADN y generarán numerosas bandas que pueden ser distintas según la secuencia génica 

que presenten las cepas de estudio.  

 

El polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (Amplified Fragment Lenght Polymorphism: AFLP) se 

basa en la amplificación selectiva de fragmentos de ADN obtenidos mediante digestión con enzimas de 

restricción. La amplificación AFLP es específica y reproducible al usar cebadores complementarios a la 

secuencia de los adaptadores que se ligan a los extremos de los fragmentos de ADN digeridos. La presencia o 

ausencia de cada banda obtenida genera un patrón de bandas que es específico para cada cepa analizada. 

Actualmente estos patrones pueden obtenerse mediante sistemas analizadores automatizados.  

 

Los genes utilizados en la identificación de hongos pueden ser de una copia por ejemplo: los genes que codifican 

actina, calmodulina, quitina sintetasa suelen ser altamente específicos entre especies, pero pueden no llegar a 

ser lo suficiente sensibles para detectar una baja concentración en el hongo. Por el contrario los genes multicopia 

presentan una sensibilidad más elevada, debido a que el gen o genes diana van a estar en mayor cantidad en la 

muestra. Los más utilizados de esta última categoría son el grupo de genes del ADN ribosomal (ADNr). Los 

ribosomas son los orgánulos responsables de la síntesis de proteínas. Debido a su función esencial para la vida, 

las regiones que los codifican en los genes de los diferentes organismos se han ido conservando a lo largo de la 

evolución en una frecuencia muy superior a otros genes. No obstante algunos de sus componentes han ido 

cambiando durante el proceso de evolución. Tanto las similitudes como los cambios reflejados en los genes del 

ADNr pueden ser utilizados en la clasificación de hongos.  

 

El ADNr es una formación en tándem de numerosas copias en el genoma haploide de todos los hongos. 

Comprende, entre otras, las regiones codificantes del gen de la subunidad pequeña (SSU) ADNr (18s), el gen 

5.8S y el gen de la subunidad grande (LSU) ADNr (28s), y otras regiones interesantes para la identificación de 

especies fúngicas como son los ITS (ITS1 y ITS2), y los IGS. Las distintas regiones de este complejo han 

evolucionado a diferente velocidad, por lo que sus secuencias pueden ser utilizadas para discriminar entre 

taxones de distinto rango (género y especie). Las regiones IGS e ITS son las que presentan mayor variabilidad 

en la secuencia, mientras que las regiones que codifican 18S, 5.8S y 28S están mucho más conservadas 

(Mitchell, JI y col., 1995).  

 

Las ventajas de comparación de las secuencias ITS en la identificación de hongos es que la región a amplificar, 

con cebadores específicos, es de 600-800 pb., un tamaño apropiado para la amplificación por PCR y cómodo 

para la posterior purificación del ADN. Lo cual representa una gran ventaja asi como la naturaleza multicopia de 

los genes para los ARN ribosomales que facilitan la amplificación a partir de una muestra de ADN escasa, diluida 

o parcialmente degradada. 
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6. ANTECEDENTES 

Desde hace veinte años se ha reportado la degradación de una amplio espectro de contaminantes ambientales 

por P. chrysosporium (Hammel, 1989) cuya mineralización se ha seguido por el marcaje de compuestos con 14C 

para demostrar la transformación a CO2. Reportes posteriores describieron  en detalle las rutas de la 

degradación de contaminantes persistentes como diclorofenol (Valli y Gold 1991), dinitrotolueno (Valli y col., 

1992), dichlorodibenzodioxina (Valli, Wariishi y Gold, 1992) y antraceno (Hammel, 1991). En cada caso, la 

evidencia sugirió que el sistema degradador de lignina de P. chrysosporium estaba envuelto en la degradación 

de estos contaminantes los cuales fueron metabolizados por ciclos de oxidación y subsecuentes reacciones 

quinona reductoras, rindiendo intermediarios que sufren escisión del anillo aromático.  

Phanerochaete chrysosporium, el hongo de pudrición blanca modelo, tiene la extraordinaria habilidad para 

degradar y mineralizar (degradar hasta CO2) lignina, el corazón del polímero aromático más abundante, y un 

rango muy amplio de contaminantes químicos por lo que en un inicio se buscó la sobre producción de Lip, 

mediante la expresión de un cDNA de lip carente de secuencia líder en cepas de Escherichia coli. Sin embargo, 

la apoproteína estaba presente en cuerpos de inclusión y carecía de glicosilación (Andrawis y col., 1990). 

Posteriormente el cDNA de lip y mnp de P. chrysosporium se expresaron en el sistema de baculovirus. Una clona 

de cDNA que codifica para la isoenzima LiP H8 se uso para expresar la proteína extracelular glicosilada 

conteniendo Fe protoporfirina IX y capaz de oxidar yoduro y alcohol veratrilico. Sin embargo, la proteína 

recombinante fue solo 50% activa en contra de alcohol veratrilico comparado con la LiP nativa. Se obtuvieron dos 

proteínas recombinantes las cuales reaccionaban con los anticuerpos monoclonales anti H8 y que diferían 

ligeramente en el peso molecular. También se detectaron pequeñas proteínas intracelulares inmunoreactivas 

(Johnson y Li, 1991). De las peroxidasas que produce P. Chrysosporium; la MnP es la que se produce con altos 

rendimientos en cultivo sólido (Cruz y col., 1999), y bajo esta premisa el gen mnp1 que codifica para la isoenzima 

MnP H4 ha sido expresado en A. oryzae bajo el control del promotor y péptido señal Taka amilasa y la proteína 

recombinante fue secretada en forma activa (Stewart y col., 1996). 

 

Las peroxidasas ligninolíticas también se han tratado de producir usando sistemas de expresión en células de 

insectos, levaduras y ascomicetos (Conesa y col., 2002; Punt y col., 2002). Sin embargo, la mayoría resultó en 

enzimas sin actividad o con bajos rendimientos. Aunque hay excepciones que incluyen sistemas de expresión 

con Aspergillus spp. los cuales exhiben producciones de la enzima activa de 1–5 mg/l (Conesa y col., 2000), 

mientras que el mejor resultado (de hasta 100 mg/l de MnP de P. chrysosporium) fue obtenido en un sistema de 

expresión en Aspergillus niger. En este sistema, se usó una cepa hospedadora deficiente de una proteasa y el 

cultivo fue suplementado con 5 g/l de hemoglobina. La proteína recombinante MnP producida en el sistema 

mostro una mobilidad inusual en SDS-PAGE, sugiriendo alteraciones en las cadenas glicosiladas. Además, 

cuando el mismo sistema se aplico a LiP, no se produjo enzima activa (Conesa y col., 2000). La razón del 

fracaso para la producción de LiP no está clara, pero los autores proponen que podría ser más fácil 
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sobreproducir MnPs en sistemas heterólogos comparados a LiPs, ya que, especialmente la ultima peroxidasa 

tiene alta reactividad y amplia especificidad de sustrato (Heinfling y col., 1998) cuya producción podría ser 

nocivas al organismo hospedero comparado a las MnPs convencionales.  

 

Entre los antecedentes directos de expresión heterologa de peroxidasas cabe destacar que se cuenta con una 

cepa de A. niger que produce MnP y remueve PAHs con mejor eficiencia que la cepa silvestre en cultivo 

sumergido y sólido. La cepa transformante produce intermediarios diferentes que la cepa silvestre por efecto de 

la expresión heteróloga del gen mnp1 (Cortés-Espinosa DV). 

En lo que a VPs se refiere solo se han expresado en E. coli (Pogni y col., 2002) para llevar a cabo la 

caracterización de la enzima. Recientemente Tsukihaara y col., obtuvieron cepas modificadas genéticamente de 

P. ostreatus con una elevada productividad de MnP2 por transformación con un vector de expresión pIpM2g que 

contenía la región codificante de mnp2 bajo el control de un promotor y terminador homólogos de sdi1 (Tsukihara 

y col., 2006). sdi1 codifica para la subunidad Fe-S de la proteína succinato deshidrogenasa, uno de los 

componentes de la cadena respiratoria (Irie y col., 1998) con lo cual se esperaba que el gen recombinante mnp2 

se transcribiera constitutivamente. La cepa fue cotransformada con un plásmido que contenía un marcador de 

resistencia a carboxina, pTM1 (Honda y col., 2000). Para el análisis transcripcional de los genes mnp2 tanto la 

cepa Silvestre y las recombinantes fueron inoculadas en YPG suplementado con extracto de paja de trigo, se 

realizó RT-PCR de los transcritos de mnp2 endógenos y recombinantes usando el RNA total del micelio en el dia 

4. Según Tsukihara (2006b), la adición de extracto de trigo al medio YPG permitió mejorar la producción de 

MnP2 recombinante. También examinaron los efectos de otros suplementos como aserrín, celulosa, xilano, 

xilosa, ácido 5-aminolevrico y hemina sobre la producción de MnP en cultivos agitados. Sin embargo, solo se 

observaron estimulaciones limitadas, en donde de paja de trigo fue el mejor, sugiriendo que contiene factores 

estimulantes que no están contenidos en los otros suplementos. El mecanismo para la estimulación de 

producción de MnP2 por la paja de trigo necesita ser elucidada, aunque esté disponible como un residuo 

agroindustrial y comercialmente viable en términos de cultivo a gran escala para la producción de la enzima 

recombinante. Las enzimas recombinantes expresadas homólogamente deberían tener estructuras y 

propiedades cinéticas idénticas a la enzima nativa, lo cual fue experimentalmente demostrado en este estudio. 

Las cepas recombinantes exhibían actividades de decoloración mejorada de Poly R-478 y remoción de 

benzo[a]pyreno, demostrando su alto potencial como biocatalizador en procesos biológicos. Sin embargo, la 

eficiencia de producción de las enzimas recombinantes extracelulares con actividad peroxidasa dependiente de 

Mn2+ fue de 230 U/l en cultivo estacionario. Bajo estas condiciones, una pequeña cantidad de MnP3, otra 

peroxidasa ligninolítica de P. ostreatus, fue también secretada concomitantemente con MnP2 (Tsukihara y col., 

2006). 

 

Un sistema similar de expresión recombinante en basidiomicetos fue aplicado a Phanerochaete chrysosporium 

para la producción exclusiva de MnP y LiP homóloga. Sin embargo la producción de cada proteína recombinante 

en este sistema fue de solo 2–3 mg/l. En contraste, en el estudio realizado por Tsukihara (2006b), se demostró 
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que hasta 21 mg/l (7300 U/l) de la peroxidasa versatil MnP2 se producía en un cultivo agitado de P. ostreatus 

conteniendo el gen recombinante mnp2 dirigido por las señales de expresión de sdi1. Aunque la expresión se 

analizó sólo en cultivo líquido, se espera que las señales de sdi1 sean convenientes para la expresión del gen 

recombinante en condiciones de buena aireación, en vista de que el gen endógeno sdi1 codifica una proteína de 

la cadena respiratoria. Las referencias anteriores comprueban que se ha logrado la sobreexpresión de diferentes 

peroxidasas pero también la expresión heteróloga de VPs tiene ya antecedentes. Las cepas hospederas del 

cDNA vpl han sido hasta la fecha A. nidulans bajo el control del promotor alcA (Ruíz-Dueñas, 1999) y A. niger 

(Eibes G.M. y col., 2009). 

 

Hasta el momento no se ha obtenido VP recombinante en un hospedero que tenga la capacidad de tolerar altas 

concentraciones de PAHs generalmente encontradas en suelos contaminados reales. Por lo tanto la expresión 

de VP en una cepa fungica aislada directamente de un suelo contaminado aseguraría su aplicación en sistemas 

de biorremediación.  

 

 

7. JUSTIFICACION 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos han sido catalogados como carcinógenos y mutagénicos por la EPA, 

principalmente aquellos de alto peso molecular. Aunque son compuestos ubicuos, su depósito final es el suelo 

por su baja solubilidad acuosa y es el suelo precisamente el lugar donde se llevan a cabo actividades de gran 

importancia como lo es la filtración de agua a los mantos freáticos, la agricultura y otras actividades humanas. De 

ahí la necesidad de desarrollar sistemas de expresión de enzimas con la capacidad de degradar estos 

contaminantes. 

El metabolismo de PAHs por hongos autóctonos del suelo los cuales no son lininolíticos envuelve sistemas 

enzimáticos de monooxigenasa cP450 que da como resultado la formación de monofenoles, difenoles, y 

dihidrodioles como producto de oxidación mayoritario. Los dihidrodioles son metabolitos con una alta solubilidad 

acuosa y por lo tanto de mayor reactividad que los contaminantes iniciales. Gracias a eso tienen la capacidad de 

enzalarse covelentemente a cadenas de DNA. Por otra parte, los hongos ligninolíticos tienen la capacidad de 

oxidar PAHs hasta una completa mineralización gracias a un sistema enzimático muy completo a base de 

peroxidasas como: MnP y LiP.  

Las peroxidasas versátiles (VPs) son enzimas que poseen dos sitios catalíticos. Uno de ellos se asemeja al que 

está presente en MnP y el otro es similar al de LiP. Por lo tanto las VPs tienen ventaja sobre MnP y LiP ya que 

algunos compuestos no son degradados por MnP por su bajo potencial redox. Las VP no solo tienen la 

capacidad de escindir el anillo aromático sino de hacerlo aun en la ausencia de mediadores, lo cual es una 

ventaja sobre MnP y LiP ya que con esta propiedad adquiere la capacidad de atacar compuestos tanto fenólicos 

como no fenólicos. 
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Desafortunadamente, el empleo de hongos ligninolíticos productores de peroxidasas, en procesos de 

biorremediación presenta varios problemas: uno de ellos es la producción de bajas cantidades de peroxidasas la 

cual se lleva a cabo en etapas específicas del ciclo de vida de este tipo de organismos como lo es la idiofase y 

además bajo ciertas condiciones como la baja concentración de nitrógeno. Aunque hongos como P. Ostreatus y 

P. chrysosporium poseen sistemas enzimáticos muy eficientes en la degradación de PAHs, con frecuencia no 

toleran las concentraciones tan altas de PAHs que contienen los suelos contaminados reales. Por otra parte el 

suelo no es su hábitat, sino la madera en descomposición, por lo que se puede correr el riesgo de que la 

microbiota autóctona del suelo los desplace, impidiendo su crecimiento y una eficiente biorremediación.   

Es por todo lo anterior que la expresión de los genes que codifican para las peroxidasas versátiles en 

microorganismos nativos del suelo y el aumento de su producción en cultivo sólido podrían constituir un aporte 

importante en los sistemas de biorremediación de suelos contaminados con compuestos aromáticos.  

 

 

8. OBJETIVOS 
 

General.  

Aislar cepas fúngicas de suelos contaminados con hidrocarburos y llevar a cabo una mejora genética, para la 

expresión del gen vpl2 que codifica para la VP de P. eringii y valorar su efecto sobre la remoción de fenantreno 

(Phe) y pireno (Py) en cultivo sólido.  

 

Particulares.  

1) Aislamiento e identificación de las cepas fúngicas, por técnicas de biología molecular.  

2) Selección de una cepa fungica tolerante a altas concentraciones de Phe y Py y capaz de crecer en cultivo 

sólido. 

3) Expresión heteróloga de vpl2 en la cepa seleccionada.  

4) Determinación de la tasa de remoción de PAHs por la cepa fungica nativa y la transformada.  
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9. Materiales y Métodos  
 

9.1 Aislamiento de hongos de suelos contaminados con 
hidrocarburos. 

 

Uno de los inconvenientes en el aislamiento de hongos es la contaminación bacteriana. Por esta razón se utilizan 

diferentes técnicas de limpieza, desinfección, y antagonismo a los contaminantes. El uso de productos 

antagónicos incluye sustancias que inhiben el crecimiento de bacterias como la estreptomicina, rosa de bengala, 

etc. Es importante escoger bien los medios de siembra. Cuando no se sabe la variedad que se aislará conviene 

utilizar diferentes medios. Los medios pobres en carbohidratos son convenientes en la observación e 

identificación, porque a menudo producen un desarrollo del micelio poco tupido el cual no interfiere con la 

observación de bacterias contaminantes e inducen al hongo a entrar antes a su fase reproductiva o de 

esporulación. 

 

El aislamiento de hongos de suelos con frecuencia se basan en técnicas de excavación, extracción de parte del 

suelo para su almacenamiento y posteriores tratamientos del mismo como son el tamizado y en algunos casos 

lavados. Sin embargo en este trabajo se trato de obtener una colección fúngica representativa del suelo 

muestreado por lo que se trato de preservar en todo lo posible la población inoculando porciones de suelo 

directamente en viales con medio líquido. Los medios usados para este fin fueron un medio complejo YPG y un 

medio simple Czapek. Ambos con ampicilina en una concentración de 100 µg/mL para evitar el crecimiento de 

bacterias. Se muestrearon suelos contaminados con petróleo del sureste de México a profundidades de suelo de 

20, 40, 60 80 y 100 cm.   

 

Medio Czapeck (g L
-1

): Glucosa, 10.0; KCl, 0.5; KH2PO4, 0.14; K2HPO4, 1.2; NaNO3, 2.0; MgSO4
 
7H2O, 0.5; 

FeSO4, 0.01, pH 5-6 (Launen y col., 1995).  

 
YPG (g L-1): Extracto de levadura 3.0, Peptona 10.0, Glucosa 20.0, pH 4.5 
 

El aislamiento primario se llevo a cabo en cultivo superficial en medio mínimo (MM), medio mínimo sin fuente de 

carbono (MM-FC) y medio YMG. Se vertieron 15 ml de medio estéril en placa, una vez solidificado se inocularon 

200 µl del caldo de aislamiento. El inoculo se dejó incubar a 37oC por periodos de 48, 96 y 144 hrs.  

 

Posteriormente se vertió nuevamente una cobertera de 10 ml del mismo medio estéril sobre la cual se adicionó 

dos mililitros de crudo maya en solución acetónica para seleccionar solo aquellas cepas con la capacidad de 

crecer ante tal contaminante. Una vez evaporada la acetona y fijado el contaminante sobre la superficie del 

medio las placas fueron incubadas nuevamente (Tabla 4). Solo aquellos microorganismos con la capacidad de 

tolerar altas concentraciones de hidrocarburos fueron capaces de crecer. 
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Tabla 4. Diseño experimental de aislamiento de hongos de suelo contaminado con hidrocarburos. 
 

Profundidad de suelo  
Muestreado (cm) 

 
Medio de  
selección 

 
Tiempo de crecimiento  
para poner cobertera 

Muestreo en Czapek  48 h 96 h 144 h 
0-20 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

20-40 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

40-60 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

60-80 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

80-100 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

Muestreo en YMG        

0-20 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

20-40 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

40-60 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

60-80 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

80-100 YMG X X X X X X 

MM X X X X X X 

MM-FC X X X X X X 

 

Medio YMG (g L
-1

): Extracto de levadura, 4.0; extracto de malta, 10.0; glucosa, 4.0, Agar 15 gr/ml solo para 

cultivo superficial.  

 

Medio Mínimo (MM) (g L-1): Glucosa, 10.0; (NH4)2SO4, 7.0; KH2PO4, 5.7; K2HPO4, 2.0; MgSO4 7H2O, 2.0. Para 

medio sólido se agregó agar bacteriológico, 15.0. Medio utilizado para la selección primaria y tolerancia en placa. 

 
 

9.2. Identificación de los hongos aislados 
 
En algunos casos, la microscopia permite no solamente detectar el hongo, sino identificarlo por medio de sus 

inconfundibles características morfológicas. Se emplean diversas tinciones para detectar y caracterizar 

directamente los hongos. Entre las características destacadas se encuentran la forma, el método de producción y 

la organización de esporas, así como el tamaño y el aspecto de las hifas. También la textura de las colonias 

filamentosas, color y topografía variables son observaciones que ayudan en la identificación.  
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9.2.1 Microcultivo 
 
El microcultivo también se conoce como cultivo en portaobjeto. La técnica se realiza de la siguiente manera: 

1. En la superficie de una caja de Petri se coloca un círculo de papel filtro y una varilla de vidrio delgada en 

forma de “V” con un ángulo y tamaño adecuado sobre la cual se coloca un portaobjeto. Este ensamble 

se debe esterilizar. 

 

2. Se corta un cubo de PDA estéril de aproximadamente 1 cm2 por 4 mm de profundidad y se coloca sobre 

la superficie del portaobjeto. 

 

3. Con un asa estéril se remueven porciones pequeñas de colonia de hongos que se desea estudiar y se 

inocula en los cuatro cuadrantes laterales del bloque de agar. Luego de la inoculación, se coloca un 

cubreobjetos estéril sobre la superficie del agar. El papel filtro del fondo es humedecido con 

aproximadamente 5 ml de glicerol al 10 %. 

La colonia crecerá por debajo de la superficie del cubreobjetos. Se examina el montaje periódicamente a simple 

vista para determinar si la colonia ha madurado y esta lista para su observación microscópica lo cual sucede con 

frecuencia a las 48 hr de incubación a 30 0C. Cuando es evidente el crecimiento, es recomendable inactivar con 

5 mL de formaldehido. El cubreobjetos es retirado cuidadosamente con pinzas estériles y se coloca en un 

portaobjeto que contiene una gota de lacto fenol azul de algodón. Si se desea un montaje permanente, se limpia 

la superficie del portaobjeto adyacente al borde del cubreobjetos y se aplica inmediatamente esmalte para uñas 

color claro.  

 

El ensamble se observó al microscopio desde un objetivo 10x, para observar las colonias, hasta 100x para 

observar detalladamente los conidióforos. La información obtenida se comparo con las descripciones existentes 

en literatura especializada.  

 

 
9.2.2 Secuencias ITS 
 

Los genes multicopia pueden presentar mayor sensibilidad en técnicas para la identificación de hongos. Los más 

utilizados son los del grupo de genes que codifican para el ARN ribosomal (5,8s, 18s y 28s) debido a que están 

evolutivamente muy conservados. Entre los genes que codifican para cada subunidad se encuentran secuencias 

internas llamadas ITS (Internal Transcribed Spacers) las cuales poseen variaciones entre especies e incluso 

dentro de la misma especies (Smit S., 2007). Las ITS flanquean al gen 5.8s: ITS1 (entre 18s y 5.8s) e ITS 2 

(entre 5.8s y 28s) (Fig. 4). 
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Fig. 4 Esquema de los genes par los rRNA 18S, 5.8S y 28S 
 
 

Los cebadores específicos se basaron en las regiones conservadas 18s (ITS 5) y 28s (ITS 4B), para amplificar la 

región 5.8s. 

 
 
1) ITS 5, 5’-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAGG-3’  
 
(2) ITS 4B, 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’  

 
 
Para llevar a cabo la amplificación de las secuencias ITS fue necesario extraer ADN total de cada cepa fúngica 

para lo cual se siguió el método descrito por Raeder y Broda (1985). Inicialmente se inocularon matraces 

Erlenmeyer de 500 ml con 100 ml de medio YPG con 1x105 esporas los cuales se incubaron a 30°C durante 24 

horas. El micelio obtenido se recolectó por filtración. Se lavó con 100 ml de solución de NaCl al 0.9% y 

posteriormente con 100 ml de agua destilada estéril. Se eliminó el exceso de agua al micelio y este se congeló a 

-80°C. Finalmente el micelio congelado se liofilizó y se maceró para someterse a un proceso de extracción de 

ADN. 

 
Aislamiento del ADN total.  
 
1. El micelio liofilizado se tritura y se pesan de 20-50 mg en un tubo Eppendorf y se agregan 500 μl de buffer 

HSD, agitándose con vortex 30 s.  

 

2. Se agrega 50 μl de SDS al 10%, se mezcla lentamente por inversión del tubo y se incuban en baño de agua a 

65ºC durante 15 min.  

 

3. Se agregan 500 μl de amortiguador TED. Se agitan los tubos por inversión.  
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4. La mezcla se desproteiniza mediante extracciones sucesivas agregando 600 μl de solución fenol-CIA. Se 

homogenizan los tubos por inversión lentamente durante 3 min. Se centrifugan 7 min a 12 000 rpm y 4ºC, 

recuperándose la fase acuosa.  

 

5. Se repite nuevamente el paso 4, hasta que se obtiene una interface limpia, no se necesitan más de dos 

fenolizaciones.  

 

6. A continuación se hace una nueva extracción con un volumen de CIA, se mezcla 1 min y centrifugar 15 min a 

12 000 rpm 

 

7. Se extrae el sobrenadante, cuidando de no tocar ninguna de las otras dos fases inferiores y se agrega en un 

tubo Eppendorf nuevo. Se agrega 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 0.6 volúmenes de etanol 

absoluto, enfriado previamente a -20ºC. Se mezcla suavemente para evitar el rompimiento del ADN.  

 

8. Se centrifuga 15 min a 14 000 rpm y 4ºC. Se tira el sobrenadante y se lava el precipitado con 500 μl de etanol 

al 70% (v/v) frío.  

 

9. Se centrifuga a 4C y 14.000 rpm durante 15 min; se desecha el sobrenadante y se evapora el etanol para 

secar el precipitado.  

 

10. Se resuspende en 700 μL de TE y se añaden 5 μl de ARNasa, incubándose 30 min a 37ºC.  

 

11. Se agrega 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M, pH 5.2 y 0.6 volúmenes de etanol absoluto frío. Se 

repiten los pasos 8 y 9. y se resuspende el precipitado en 50 μL de H2O estéril, grado HPLC. 

 
 
Una vez extraído el ADN, este se analizo por electroforesis en gel de agarosa para observar la calidad del 

extracto. Se utilizó agarosa al 0.8 %(p/v) disuelta en tampón TAE. La concentración de agarosa utilizada 

depende del rango de tamaño de los fragmentos de ADN a separar. La tinción del ADN se realizó con una 

solución de bromuro de etidio (BrEt) en una concentración final de 0.5 μg/ml (el BrEt se intercala en la doble 

cadena de ADN y permite su visualización tras iluminarse el gel con luz ultravioleta).  

 

Con el ADN extraído se llevo a cabo la amplificación de las secuencias ITS por PCR. La reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) es una técnica que sirve para la amplificación in vitro de secuencias de ADN específicas. La 

ADN polimerasa hace la síntesis de una hebra complementaria de ADN en dirección 5´→3´ usando un molde de 

cadena sencilla, pero comenzando en una región de doble cadena. La PCR usa el mismo principio pero emplea 

2 cebadores cada uno complementario a la hebra opuesta de la región de ADN, la cual ha sido desnaturalizada 
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por calentamiento (Mullis y Faloona, 1987). La mezcla de reacción se preparó en un tubo Eppendorf de 200 μl 

adicionando los siguientes reactivos.  

 

H2O estéril HPLC 36.5 μl 

Tampón 10x para la enzima 5.0 μl 

Mezcla de nucleótidos 1.0 μl 

Cebador I (20 μM) 1.0 μl 

Cebador II (20 μM) 1.0 μl 

ADNc molde (50 ng/μl) 5.0 μl 

Enzima (2.5 U/μL) 0.5 μl 

Vol. Final 50.0 μl 

 

Aunque el protocolo es sencillo se recomienda limpiar con hipoclorito la superficie de trabajo, preparar la 

reacción teniendo en cuenta que la pre-mezcla o reacción con todos los componentes, a excepción del ADN 

blanco, se debe preparar en un área dispuesta sólo para este fin, con un juego de pipetas de uso exclusivo para 

PCR y de ser posible, usar puntas con filtro. Es recomendable usar guantes nuevos. Una vez adicionado el ADN 

la mezcla debe mezclarse ligeramente y centrifugarse por unos 10 seg e inmediatamente colocar en el 

termociclador; correr el programa adecuado según el tamaño del fragmento a amplificar y la Tm de los 

cebadores. Finalmente, se debe tener en cuenta que los reactivos y materiales de la reacción de PCR se 

mantienen separados de los demás elementos del laboratorio y sólo se destapan en el cuarto de PCR. El tubo 

con la mezcla para PCR se introdujo en un termociclador BIORAD y se puso en marcha un programa con las 

siguientes condiciones. 

 

 

1 ciclo a 94°C durante 5 minutos  Desnaturalización. 
Se aplicaron 30 ciclos más como se describe: 

1. Desnaturalización:  94°C, 1 min. 

2. Hibridación:  50ºC, 1 min. 

3. Elongación:  72°C, 45 s. 

Un último ciclo de 7 minutos a 72°C. 

 

La concentración de ADN molde se cuantificó midiendo la absorbancia a 260 nm, teniendo en cuenta que 1 

unidad de absorbancia equivale a 50 μg de ADN. Por ello, se pusieron 5 μl del AND de cada una de las cepas, 

para obtener una concentración final de 200 ng/μl.  

 

Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 0.8 % (utilizando un voltaje de 90 V) y las bandas 

de aproximadamente 700 pb, que corresponden a la región ITS1-5.8s-ITS2, se purificaron utilizando el Kit 
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QIAquick de Qiagen
® 

y finalmente se resuspendieron en el volumen apropiado de agua para su posterior 

secuenciación. El análisis in silico de las secuencias se realizo por comparación con la base de datos de NCBI. 

La construcción de árboles filogenéticos y matrices de identidad se realizaron en DNAstar.  

 
 

9.3 Pruebas de tolerancia a PAHs 
 
Los suelos contaminados con hidrocarburos contienen cantidades variables de PAHs que puede alcanzar 

concentraciones de hasta 10,000 ppm o más. Por lo tanto para la biorremediación de este tipo de suelos se 

requiere la aplicación de cepas fúngicas que tengan la capacidad de tolerar altas concentraciones de PAHs. La 

selección primaria se llevo a cabo mediante un experimento en donde se sometió cada una de las 37 cepas 

aisladas a una mezcla de PAHs a base de Phe y Py. Este sistema de selección se aplico para evitar el 

desplazamiento que sufren actualmente los hongos de pudrición blanca cuando son aplicados en sistemas de 

biorremediación pues la mayoría de ellos no toleran concentraciones mayores a las 200 ppm de PAHs. La 

tolerancia del microorganismo al contacto directo con una mezcla de PAHs provee un filtro de selección de cepas 

fúngicas que pueden aplicarse posteriormente a sistemas de biorremediación de suelos contaminados. La 

variable de respuesta en el experimento fue la velocidad de crecimiento radial la cual fue medida cada 24 horas. 

Al mismo tiempo se realizaron observaciones sobre la morfología colonial en respuesta al aumento de 

concentración de PAHs y al paso del tiempo con respecto a un control que incluía el cultivo de la cepa en 

cuestión pero sin contaminante. El experimento se realizo de la siguiente manera: 

 

1. Se prepararon placas de Petri con 25 mL de medio MM.  

 

2. Cuando las placas ya estaban solidificadas se agregó en la superficie 2 mL de una mezcla de PAHs en 

solución acetónica, lo cual fue suficiente para inundar la superficie de la placa. Las placas se dejaron 

abiertas en una área estéril pero sin mecheros y sobre una superficie nivelada para evaporar la acetona. 

Por sus características fisicoquímicas (Tabla 1), los PAHs tienden a fijarse a las superficies sólidas con lo 

cual existe la seguridad de que la cantidad de contaminante presente en la mezcla quedara impregnado 

sobre el gel.  

 

3. Las placas, una vez evaporadas, se inocularon inmediatamente en el centro con 5 µL de una solución de 

1 x 10 7 esporas. Se incubaron a 30ºC durante 15 días y se hicieron mediciones del crecimiento radial 

(Vcr) cada 24 h. Como control se usaron placas sin PAHs inoculadas con cada una de las cepas de igual 

manera. Todos los tratamientos se hicieron por triplicado para su posterior análisis estadístico. 

 

Para la selección primaria se usaron concentraciones de 200, 400, 600, 800 y 1000 ppm para medir la máxima 

tolerancia la mezcla de PAHs. 
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9.4  Cultivo sólido.  
El cultivo sólido o fermentación en estado sólido (SSF) tiene un gran potencial para la producción de enzimas. Lo 

cual es de gran interés en los procesos donde el producto crudo de la fermentación  puede ser usado 

directamente como fuente de enzima. Este es precisamente el caso de la biorremediacion “in situ”.  La 

biorremediación está definida como un proceso que usa microorganismos o sus enzimas  para devolver al 

ambiente alterado por contaminantes sus condiciones originales, es un proceso atractivo debido a su bajo costo 

y el beneficio de la mineralización de los contaminantes a CO2 y H2O.  

 

9.4.1  Estandarización de las condiciones de 
crecimiento de las cepas fúngicas 
seleccionadas en cultivo solido. 

El cultivo sólido ofrece numerosas ventajas como son los grandes volúmenes de producción, mayor 

concentración de los productos, menos generación de efluentes y requerimientos simples de equipo. La 

fermentación por hongos en cultivo sólido permite el uso de residuos agroindustriales como son la cascarilla de 

arroz y de trigo, residuos de maíz y soya así como cascara de coco y nueces. En este estudio se utilizara el 

bagacillo de caña para estandarizar las condiciones de crecimiento en cultivo sólido de cuatro cepas aisladas de 

suelos contaminados con hidrocarburos.  

Entre los factores importantes para el crecimiento de los hongos sobre un residuo agroindustrial están el tamaño 

de la partícula y la humedad es un aspecto crítico. Generalmente las partículas pequeñas del sustrato proveen 

una superficie de contacto mayor para el ataque de los microorganismos. Sin embargo, una partícula muy 

pequeña del sustrato puede provocar la aglomeración la cual interfiere directamente con la aireación del sistema 

y por lo tanto con la respiración microbiana lo cual provoca un crecimiento pobre del microorganismo. Por eso, el 

bagazo de caña se molió y se tamizo. Los polvos se desecharon y solo se recupero un tamaño de partícula de 

bagacillo de caña que traspaso una malla #20. Otro de los factores que pueden afectar el crecimiento de hongos 

no lininolíticos en residuos agroindustriales es el retratamiento del sustrato, por lo que fue necesario llevar a cabo 

una hidrólisis alcalina para deslignificar el sustrato y que los nutrientes estuvieran biodisponibles.  

 

1. Después de tamizar el bagacillo de caña este fue lavado con una solución de NaOH 0.5 M durante 2 h a 

40oC y 250 rpm.  

 

2. El tratamiento de hidrólisis alcalina se repitió hasta que se obtuvo un sobrenadante más claro. El 

bagacillo de caña se lavo con agua destilada hasta que alcanzo un pH de 7.  
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3. Cuando el bagacillo de caña estuvo libre de NaOH, se coloco en charolas dentro de una mufla a 50oC 

por 3 días o hasta haber removido completamente la humedad.  

La estandarización de las condiciones de crecimiento de las cepas aisladas en cultivo sólido se llevo a cabo en 

microcosmos, la cual es una técnica que semeja el cultivo sólido “in situ” pero a pequeña escala y con todos los 

parámetros controlados para tener un mayor acercamiento de la dinámica del sistema. Para este efecto se 

utilizaran frascos serológicos de 100 ml con 0.35 gr de bagacillo de caña.  

El tamaño del inoculo también es un factor importante, en este caso se utilizara un inoculo de 2 x 107 esp/gr de 

bagazo húmedo. Para que los hongos comiencen a producir las enzimas que les ayuden a metabolizar el residuo 

agroindustrial deben haber crecido primero, por lo que se hace necesario el suplemento de una fuente primaria 

de carbono. Bajo este contexto se probaran tres diferentes medios, los cuales han sido ya utilizados para el 

crecimiento de hongos variando el contenido de humedad inicial entre 30 y 40 %, el cual se ajustara con el 

mismo medio concentrado 3X. Los controles serán los frascos solo con bagacillo de caña sin inocular. Los cuales 

servirán como prueba de que solo los microorganismos inoculados están creciendo dentro del microcosmos. Por 

lo tanto en los controles no debe haber producción de CO2. El diseño experimental para seleccionar la fuente 

primaria de carbono se esquematiza en la tabla 8.  

                    Tabla 8. Diseño experimental para la selección de la fuente primaria de nutrientes.  

Cepa fúngica Medio Mínimo Toyama´s Medio Mínimo 
2 

Humedad 

Aspergillus Terreus 
 

 
X X 

 
X X 

 
X X 

 
 

30% 
 
 

40% 

Talaromyces 
spectabilis 
 

 
X X 

 
X X 

 
X X 

Scedosporium 
apiospermun 
 

 
X X 

 
X X 

 
X X 

Fusarium 
proliferatum 

 
X X 

 
X X 

 
X X 

 

El crecimiento en medio mínimo de los hongos aislados no cambia mucho al crecimiento observado en PDA. 

Tanto el medio Toyama´s como el medio mínimo 2 no han sido probados en este laboratorio para estos hongos. 

Sin embargo dos de las cepas aisladas, Scedosporium apiospermum y Talaromyces spectabilis, han sido 

cultivadas en el medio mínimo 2 (Estévez y col., 2005; García Peña, 2001). Las composiciones de los medios a 

evaluar se muestran en la tabla 9.  

 

 

                                          Tabla 9. Composición de medios para cultivo sólido.  

gr L-1 Medio 

Mínimo 

Toyama´s Medio 

Mínimo 2 
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Glucosa 10 10 10 
(NH4)2SO4 7 10  
KH2PO4 5.7 3 4.5 
K2HPO4 2  0.5 
MgSO4 7H2O 2 0.5 0.1 
CaCl2 2H2O  0.5  
NH4Cl   2 

 

 

La remoción del calor producido por la actividad metabólica se tiene que hacer mediante aireación con aire estéril 

húmedo por cinco minutos todos los días lo cual además removerá el CO2 producido y suministrara O2.El periodo 

de cultivo será de 15 días a lo largo de los cuales se tienen que mantener parámetros como la humedad y el 

oxigeno. Los viales tienen que sellarse con un tapón de goma y anillo de aluminio para seguir la cinética de 

crecimiento mediante la cuantificación de CO2. 

 

 

Medición de la actividad Heterotrófica 
 
La actividad respiratoria de los microorganismos en microcosmos se evaluó mediante la evolución de CO2 

medido diariamente. El espacio libre de cada frasco se removió todos los días por 15 min con aire estéril, 

húmedo y libre de CO2. Esto permitió conservar las condiciones aeróbicas (Rodríguez-Vázquez 1999). La 

cuantificación de CO2 se llevo a cabo por titulación (Serrano-Silva y col., 2009). Cada microcosmos se adapto a 

una trampa de CO2 que contenía 10 ml de NaOH 1.0 M. La solución trampa NaOH–CO2 fue analizada para 

determinar el contenido de CO2 mediante la adición de BaCl2 0.1 M. Después de la adición de BaCl2 se observo 

la aparición de un precipitado que corresponde a la formación de BaCO3 como indicativo de la recuperación de 

CO2, la solución fue centrifugada y el sobrenadante se transfirió a un matraz, seguido de la adición de 2 gotas de 

fenolftaleína 1 M en solución etanólica. El exceso de NaOH en la trampa se tituló con HCl 1.0 M y la cantidad de 

CO2 producida por cada microorganismo durante la respiración fue calculada estequiometricamente la cual fue 

inversamente proporcional al volumen de HCl usado en la titulación. Este procedimiento se repitió cada día por 2 

semanas. La respiración se determino como la actividad microbiana reportada como mg de CO2 por g de materia 

seca inicial (IDM). 

 

 

9.4.2  Remoción de Phe y Py en cultivo sólido por las 
cepas seleccionadas. 

 

La eficiencia de remoción de una mezcla de Phe y Py por las cuatro cepas seleccionadas se evaluó en cultivo 

sólido usando bagacillo de caña como soporte del crecimiento fúngico y fuente alterna de carbono para la 

producción del inoculo en microcosmos. El bagacillo de caña estéril (0.35 g) se humedeció con 2 ml de medio 
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Toyama´s y se inoculo a una concentración final de 2x107 esporas g-1 of bagacillo húmedo inicial. Posteriormente 

se adicionaron 6.65 g de suelo estéril contaminado con 2000 mg PAHs kg-1 suelo de una mezcla de Phe y Py 

(1:1). El suelo contaminado fue adicionado cuando los hongos estaban en el inicio de la fase exponencial. Los 

hongos se incubaron a 30°C por 14 d. Los controles se prepararon con suelo no contaminado pero inoculado. 

Los controles abióticos se incluyeron para asegurar que la remoción del los PAHs fuera causada por la 

biodegradación. Estos controles también sirvieron para compensar las pérdidas causadas por la adsorción. Los 

matraces fueron sellados con tapas de goma hermética y anillos de aluminio. Cada ensayo de realizó por 

duplicado (Tabla 10). 

 

Tabla 10. Diseño experimental para la evaluación de remoción de PAHs por las cepas seleccionadas 

 Aspergillus 

terreus 

Scedosporium 

apiospermum 

Talaromyces 

spectabilis 

Fusarium 

verticillioides 

Unidades X X X X X X X X 

CTRL biótico X X X X X X X X 

CTRl abiotico X X X X X X 

Humedad 30 % 35 % 40% 

Medio Toyama´s 

[Phe:Py] 2000 ppm 

 

 

Analisis del Phe y Py remanentes 
 

La extracción por Soxhlet ha sido ampliamente usada como un técnica de referencia en la extracción de PAHs de 

suelos y sedimentos. Básicamente, en esta técnica, la muestra sólida se sitúa en un dedal de extracción el cual 

es extraído usando un solvente apropiado a través de un ciclo de reflujo. Una vez que el solvente esta en 

ebullición, el vapor pasará a través de un brazo dentro del condensador, donde se formaran gotas que 

regresaran nuevamente al dedal (Lau y col., 2010).  

 

La principal desventaja en este proceso de extracción es el uso de grandes volúmenes de solvente, el cual 

puede ser mayo de 150 ml para la extracción de PAHs de una muestra de 10 g. Además, este método es muy 

laborioso y tardado, ya que el solvente tiene que ser recirculado hasta por 2-24 h en el peor de los casos para 

alcanzar eficiencias de extracción considerable (Guerin 1998; Dean y Xiong 2000).  

 

Otra técnica es la extracción asistida por microondas (MAE, por sus siglas en inglés) donde ambos solvente y 

muestra están sujetos a calentamiento por radiación. Las radiaciones de microondas se prefieren sobre el 
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calentamiento convencional debido a su rapidez, reproducibilidad y a que tiene menor perdida de energía. Los 

diseños modernos de los hornos de microondas incluyen carruseles los cuales pueden tener por lo menos 12 

vasos de extracción permitiendo el procesamiento simultaneo de múltiples muestras. La principal ventaja del 

método MAE son las reducciones en el solvente (~30 ml) y el tiempo (~10 min) (Letellier y col., 1999). El mayor 

inconveniente de este método es que el solvente necesita ser removido físicamente en su totalidad de la muestra 

extraída antes de realizar más análisis (Lau y col., 2010). Aun así, el método MAE produce eficiencias (84-100%) 

similares a la extracción por Soxhlet (Smith y col., 2006), extracción por fluidos supercríticos (SFE), extracción 

acelerada por solventes (ASE), y los métodos ultrasónicos, pero con desviaciones estándar relativamente más 

bajas (Flotron y col., 2003; Saim y col., 1997; Berset y col., 1999)  

 

En el proceso de MAE, llevados a cabo en vasos cerrados, los parámetros más importantes que controlan el 

procedimiento están la naturaleza del solvente (Mandal y col., 2007), el tiempo de irradiación y la energía de 

microondas administrada. Estos parámetros deben ser seleccionados cuidadosamente con el objetivo de obtener 

la mayor recuperación en el menor periodo de tiempo, pero también evitando la sobrepresión lo cual puede 

causar fugas y perdidas del analito (Piñeiro-Iglesias y col., 200).  

 

Cuando se selecciona el solvente, se deben tener ciertas consideraciones respecto su capacidad de absorción 

de microondas y a la solubilidad del analito en el solvente. Con el objetivo de mejorar la absorción de la energía 

de microondas, los solventes con una constante dieléctrica cercana al agua, metanol y acetona son aplicados 

preferentemente. Las temperaturas de diferentes solventes que se obtienen con calentamiento por microondas 

bajo condiciones de MAE se esquematizan en la fig.5 

 

 

Fig. 5 Temperaturas de algunos solventes bajo condiciones de MAE 

 



52 
 

 

Es claro que entre más grande es la constante dieléctrica de el solvente, mas rápido es el calentamiento bajo la 

irradiación de microondas. Sin embargo, en algunos casos los solventes con una constante dieléctrica alta hacen 

laborioso el paso de la concentración después de la extracción debido a su inherente alto punto de ebullición por 

lo que raramente se utiliza agua como solvente. Aunque el metanol puede causar interacciones dipolo inducidas 

con los numerosos electrones π sobre los PAHs debido a su dipolo permanente, la baja solubilidad de los PAHs 

en metanol resulta en una baja recuperación (Tabla 11).  

 

Tabla 11. Eficiencia de extracción por MAE de diferentes analitos con diferentes solventes  

 
Analitos 

Recuperacion (%) ± RSD (%) n=4 
Metanol Hexano-acetona (1:1) Diclorometano 

 
PAHs 

Naftaleno 64.4±7.5 79.0±4.1 78.3±3.3 
Fenantreno 60.9±6.2 85.1±5.8 83.8±2.9 

 

 

Un solvente que ha dado altos porcentajes de recuperación es el diclorometano pero debido a que es un 

compuesto clorado su uso es poco recomendable (Tabla 12). Por lo tanto, una mezcla hexano-acetona es ideal 

para compuestos con importancia ambiental. Por ejemplo, el hexano cuya constante dieléctrica de 1.8 no se 

calentara mientras que mezclándolo con acetona el calentamiento se llevara a cabo en unos cuantos segundos. 

Además debido a la solubilidad de los PAHs en esta mezcla de solventes la formación de dipolos permanentes 

asegura la absorción de la radiación de microondas, lo cual se considera favorable para acelerar la extracción.  

 

 

Tabla12. Eficiencia de extracción con diferentes solventes.  
Solvente Volumen 

(mL) 
Tiempo 

(min) 
Temp 
(°C) 

Watts MHz Eficiencia 
(%) 

Autor Año Observaciones 

Diclorometano 

 

30-40 10  30 2450  Buco y col. 2004 Solvente clorado. 

Toxico 

Hexano-acetona 

1:1 

15 20  400  96-98 Piñeiro-Iglesias 2000 Si mejora con el 

tiempo 

Heptano-etanol 8:2 10 2.0  140  100 Letellier 1999 Mejor  que el 

diclorometano 

Diclorometano-

acetona 

  180   88.5 Saleh y Sanagi   

Ciclohexano-

acetona 3:2 

 15    96.55 Bangkedphol y 

col. 

  

 

 

Estudios preliminares basados en datos obtenidos de experimentos de un solo parámetro han permitido la 

selección de parámetros importantes en la extracción MAE como son el poder, la humedad de la matriz, el 

tiempo de irradiación, el volumen y el solvente.  
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El poder es un parámetro que no se puede variar pues en nuestro caso esta dado por el fabricante (Anton Paar 

Microwave 3000 SOLV) y depende del número de vasos en el carrusel asi como el volumen (30 mL). La 

humedad de la matriz es eliminada mediante exposición a 40°C. Por lo tanto en este estudio solo se harán 

cambios en el solvente asi como en el tiempo de irradiación.  

Basado en todas estas consideraciones, se aplicaran la proporción de 1:2 en la mezcla hexano-acetona, esta 

mezcla rebaza el calentamiento del diclorometano (Fig 5). La temperatura esta dada por la presión que soporta el 

equipo y será de 140°C y los tiempos de exposición serán 3 diferentes y mayores a 30 min. El diseño 

experimental que se aplicara se esquematiza en la tabla 13.  

 

Tabla 13. Diseño experimental de estandarización de condiciones de extracción por MAE 
Tiempo (min) 40 50 60 

Hexano-acetona 1:1 X X X X X X 

Hexano-acetona 1:2 X X X X X X 

Volumen solvente 30 ml  

140 °C Temperatura 

 

 

9.5 Screening de enzimas oxidativas extracelulares por 
decoloración en placa  

 
Las dos cepas fúngicas, A. terreus y T. spectabilis, candidatas para llevar a cabo la expresión heterologa del gen 

vpl2 se han elegido debido a la alta tolerancia que presentan frente a concentraciones de mas de 1000 ppm de 

Phe y Py. Tambien se les ha hecho crecer en fermentación en estado sólido con bagacillo de caña como soporte 

y lo han invadido. Ademas la adición de suelo contaminado con PAHs al cultivo no ha mostrado ser letal para los 

microorganismos. La disminución de los PAHs iniciales debido al metabolismo microbiano indica la presencia de 

enzimas oxidativas en el medio. Por tanto un sondeo del tipo de enzimas oxidativas extracelulares de las cepas 

en cuestión es muy pertinente.  

 

La información con respecto a las peroxidasas extracelulares de los hongos de pudrición blanca es conocida 

actualmente y algunos investigadores han avanzado en el análisis de condiciones de crecimiento, de hongos 

ligninolíticos y no ligninolíticos, que sean más similares al sustrato ligninocelulosico. Estos análisis no solo 

proveerían información relevante acerca del nicho natural sino que también proporcionarían una base para 

comparar los resultados obtenidos de sistemas de cultivo liquido y de sustratos naturales de crecimiento (Cohen 

y col., 2002).  

 

Los hongos no son capaces de utilizar PAHs como única fuente de carbono y energía sino más bien de llevar a 

cabo una oxidación de estas moléculas bajo condiciones cometabolicas (Bazelel y Cerniglia 1996). 
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Taxonómicamente, los hongos de pudrición blanca son en su mayoría basidiomicetos, aunque se ha encontrado 

que algunos ascomicetos tienen la capacidad de llevar a cabo pudrición blanca en madera. Sin embargo,  no se 

sabe con exactitud si sus enzimas oxidativas realmente pertenecen al sistema enzimático de cP450 (Eaton y 

Hale, 1993) o a un sistema enzimático similar al de los hongos ligninolíticos que producen Lac, MnP, LiP o VP, 

las cuales son las principales enzimas oxidativas de lignina incolucradas también en la degradación de 

xenobióticos por los hongos de pudrición blanca (Wesenberg y col., 2003). Bajo este contexto se hace necesario 

el desarrollo de una técnica de identificación de enzimas oxidativas extracelulares similares a MnP, LiP, Lacasas 

y peroxidasas versátiles (VPs).  

 

Para esta prueba, se utilizaron las cepas silvestres de Aspergillus niger como control negativo, ya que esta cepa 

no presenta actividad de peroxidasas; P. chrysosporium se usó como control positivo, debido a la alta actividad 

catalítica de peroxidasas (MnP y LiP), Pleurotus ostreatus se usó como control positivo para peroxidasas 

versátiles, lacasa y MnP.  

 

La LiP cataliza la oxidación dependiente de H2O2 de compuestos no fenolicos tales como el alcohol veratrilico a 

veratril aldehído. Por lo tanto la única característica de esta enzima es que es capaz de oxidar compuestos 

aromáticos con potenciales redox más allá del alcance de la peroxidasa de rábano y otras peroxidasas en un pH 

extremadamente bajo de 2.5-3 (Schoemaker, 1990). En general las soluciones amortiguadoras para las enzimas 

se hacen a partir de ácidos débiles y su base conjugada para asemejar in vitro las condiciones fisiológicas 

producidas en los hongos por lo cual se utilizará una solución amortiguadora de tartrato de sodio 100 mM pH3. El 

primer sustrato en la reacción ping-pong de LiP es un producto de una enzima accesorio como es el H2O2 el cual 

activa el ciclo catalílico. La enzima activada oxida alcohol veratrilico, un metabolito secundario natural de los 

hongos, el cual actúa como mediador redox para estimular la oxidación catalizada por LiP de un amplio rango de 

compuestos recalcitrantes. La concentración final del alcohol veratrilico como mediador será de 2 mM. La 

oxidación por LiP depende de una razón molar óptima entre el H2O2 y el contaminante. A bajas concentraciones, 

el H2O2 es un activador de LiP, mientras que a concentraciones altas es un ihibidor y desactiva rápidamente la 

enzima (Lan y col., 2006). Las concentraciones utilizadas están en el rango de 0.1 – 4.0 mM. En este estudio se 

aplicara una concentración de 0.4 mM (≈0.02 %) de H2O2. La LiP de P. chrysosporium es inhibida por EDTA y 

TEMED. Aunque un exceso de Zn2+ puede revertir esta inibición. Los colorantes con los que se cuenta, y que se 

presume tienen alto potencial redox por el tipo de su estructura, son: cristal violeta (trifenil metano), azul de 

metileno (benceno metilado), azure B y el azul brillante de remazol (antraquinona) este último posee grupos 

secuestradores de electrones α-carbonilo que tienden a desactivar el anillo aromático lo que los hace más difícil 

de atacar. La razón H2O2: contaminante será de 1:1 por lo que la concentración del colorante será de 0.02 %. 

 

El ión Mn2+, suministrado por MnSO4.H2O 2 mM en este estudio, desempeña el papel de cofactor para MnP. El 

MnP3+ es liberado de la enzima en complejo con un oxalato o con otros quelantes (Sundramoorthy y col., 2005). 

Junto con el pirofosfato, otros quelantes que mejoran la actividad son el malonato, oxalato, L-tartrato, 
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oxalacetato, L-malato y metilmalonato (Mäkelä y col., 2005). El agente quelante para evaluar la actividad 

manganeso dependiente será tartrato de Na 100 mM pH 4.5. La MnP puede utilizar además de H2O2 varios 

hidroperóxidos orgánicos, tales como el acido peracetico, acido m-cloroperoxibenzoico, y el acido p-

nitroperoxibenzoico, como fuentes equivalentes de oxidantes. Sin embargo, el oxidante disponible en este 

estudio es H2O2 0.02 % y un 0.02 % de colorante. Los colorantes reportados para identificar rápidamente MnP 

son de tipo fenolico. Entre ellos se cuenta con el rojo fenol, azul de bromotimol pero tanto el Poly R-478 como la 

ortoanizidina han mostrado una rápida decoloración en placa por MnP.  

 

El pH óptimo de las lacasas varía de 2 a 10. Para este estudio se considerará un pH de 4.5 el cual se fijará 

mediante una solución de trartrato de sodio 100 mM. Varios metabolitos fúngicos como el ABTS (2,2´-azino-

bis(3-etilbenzotiazoline-6-sulfonate) y el DMP (2,6-dimetoxifenol) desempeñan el papel de mediadores de lacasa 

y mejoran la degradación de contaminantes. Sin embargo la lacasa de T. versicolor ha mostrado ser más efectiva 

sin el uso de un mediador. Bajo este contexto la identificación de lacasa se llevara a cabo sin mediador. Aunque 

el Poly R- 478 no es un colorante fenólico se ha reportado que la lacasa de este hongo decolora efectivamente 

este compuesto en la ausencia el ión manganeso y sin H2O2. Se ha reportado que la adición de Cu, Cd, Ni, Mo y 

Mn incrementan la actividad de lacasa de los hongos de pudrición blanca. En contraste,  la adición de Ag, Hg, 

Pb, Zn, azida de sodio, cloururo de sodio y H2O2 inhiben su actividad (Asgher M., y col., 2008).  

 

La peroxidasa versátil oxida no solo Mn2+ sino también alcohol veratrilico, compuestos aromáticos de alto peso 

molecular fenolicos y no fenolicos incluyendo colorantes en reacciones independientes de manganeso (Kamitsui 

y col., 2004; Pogni y col., 2005). Las VPs han sido encontradas en los géneros Bjerkandera y Pleurotus. Para 

este estudio se cuenta con la cepa P. ostreatus la cual debería oxidar tropaeolina (azoico), cristal violeta, azul 

brillante de comassie (trifenilmetanos) o azul brillante de remazol R (antraquinona) todos ellos sin Mn2+ o alcohol 

veratrilico como mediador en un pH de 3 o 4.5, respectivamente.  

 

Las tres cepas nos ayudaran a seleccionar el colorante para la prueba cualitativa siguiendo los experimentos 

detallados en la tabla 14. 

 

El inoculo será un cilindro de cualquiera de los 14 medios de prueba (Tabla 16-29) invadido con la cepa control 

con una edad máxima de 24 hr de crecimiento. Para el escreening tanto de MnP como de Lac, los componentes 

se disolverán en una solución amortiguadora de tartrato de sodio 100 mM pH 4.5. Para el escreening de LiP los 

componentes se disolverán la misma solución amortiguadora pH 3. El medio para inmovilizar el colorante será 

compuesto de agar noble al 1 % y glucosa 2 g L -1. 
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Tabla 14. Diseño experimental para el escreening de peroxidasas 

 

 MnP LiP VP Lacc 

 

P. chrysosporium 

 

 

 

 

   

 

P. ostreatus 

 

 

 

 

   

 

A. niger 

 

 

 

 

   

 

A. terreus 

 

 

 

 

   

 

T.spectabilis 

 

 

 

 

   

 

 

Control abiotico 

 

    

 O-anizidina Azure B RBBR ABTS 

 
 
El escreening se llevo a cabo en placas de tres divisiones con un volumen final de 9 ml con una concentración de 

0.02% de colorante, a excepción de Azure B que se utilizo a 0.0033 %, esterilizados por filtración. La mezcla de 

reacción es especial para la identificación de una enzima. Incluye un sustrato inicial (H2O2), y en el caso de MnP 

la adición del ion manganeso (Tabla 15). Todos diluidos en buffer de tartrato de sodio 100 mM en el pH 

correspondiente.  
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                      Tabla 15. Mezclas de reacción de peroxidasas 

 MnP LiP VP Lacc 

pH 4.5 3.0 3.0 4.5 4.5 

Tartrato de sodio [0.9 M] 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 

MnSO4 H2O [18 mM] 1 mL -------- --------- 1 mL -------- 

Alcohol veratrilico [18 mM] -------- 1 mL 1 mL --------- ---------- 

CuSO4 [13.5 mM] --------- ------- ---------- ---------- 1 mL 

Agar [1.8%] 5 mL 5 mL 5 mL 5 mL 5 mL 

Colorante [0.18%] 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 

H2O2 [36 mM] 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 

 

Los cilindros de 14 medios diferentes (Tabla 16-29) se inocularon con 5 µL de una solución de esporas de 1x107 

esporas mL-1. Pleurotus ostreatus se inoculo cortando un disco de pleura la cual se situo en la superficie del 

cilindro. Los cilindros inoculados se incubaron a 30ºC durante 24 h. Phanerochaete chrysosporium se incubo a 

37°C.  

Tabla 16. Medio Rico p/Basidiomicetos             Tabla 17. Medio Kirk modificado        Tabla 18. Medio Básico 

Componente [g L-1]  Componente [g L-1]  Componente [g L-1] 

NH4NO3 0.724  KH2PO4 0.2  Glucosa  5.0 

KH2PO4 1.0  MgSO4 7H2O 0.05  L-asparagina 2.5 

MgSO4 7H2O 1.0  CaCl2 0.01  NaNO3 3.0 

KCl 0.5  Tiamina 0.0025  KCl 0.5 

Extracto de levadura 0.5  NH4NO3 0.724  KH2PO4 0.45 

FeSO4 7H2O 0.001  Glucosa 10.0  Na2HPO4 0.17 

ZnSO4 7H2O 0.0028  pH 6.0  MgSO4 7H2O 0.5 

CaCl2 2H2O 0.033  Kirk y col., 1986  Tiamina 0.0005 

Glucosa 10.0     CuSO4 0.0005 

 Peptona 10.0     MnCl2 0.01 

pH 6     ZnSO4 0.002 

Bezalel y col., 1997     FeSO4 0.005 

     Lindeberg and Holm, 1952 
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Tabla 19. Medio N-limitado                  Tabla 20. Medio Sintetico                           Tabla 21. Medio N-limitado FPC 

Componente     [g L-1]  Componente     [g L-1]  Componente     [g L-1] 

Glucosa  5.0  Glucosa 10.0  Glucosa 10.0 

L-asparagina 0.25  NH4NO3 2.0  KH2PO4 0.2 

NaNO3 0.3  KH2PO4 0.8  CaCl2 0.11 

KCl 0.5  Na2HPO47H2O 0.75  (NH4)2HPO4 0.264 

KH2PO4 0.45  MgSO4 7H2O 0.5  MgSO4 7H2O 0.05 

Na2HPO4 0.17  Extracto de Levadura 2.0  ZnSO4 7H2O 0.0425 

MgSO4 7H2O 0.5  ZnSO4 7H2O 0.002  MnSO4 H2O 0.175 

Tiamina 0.0005  FeSO4 7H2O 0.005  CoCl2 6H2O 0.007 

CuSO4 0.0005  CaCl2 0.06  CuCl2 2H2O 0.007 

MnCl2 0.01  CuSO47H2O 0.02  FeCl3 6H2O 0.0009 

ZnSO4 0.002  MnSO4 H2O 0.05  NaCl 0.0009 

FeSO4 0.005  pH 6  Extracto de levadura 0.2 

Lindeberg and Holm, 1952  Stajic y col., 2004  Alcohol veratrilico 0.07 

     Acido tartarico 3.0 

     Tween 80 1.0 

     pH 4.5 

     Grgič y col., 2001 
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Tabla 22. Medio Mínimo                            Tabla 23. Medio ME                         Tabla 24. Medio Enriquecido 

Componente     [g L-1]  Componente     [g L-1]  Componente     [g L-1] 

Glucosa 2.0  Glucosa 20.0  Glucosa 5.0 

(NH4)2 C4H4O6 1.0  Extracto de malta 20.0  KH2PO4 1.0 

KH2PO4 0.26  Polipeptona 2.0  (NH4)2SO4 1.0 

Na2HPO4 0.26  pH 5.0  MgSO4 7H2O 0.5 

MgSO4 7H2O 0.5  Hadibarata y col.,  2012  Extracto de Levadura 0.2 

CuSO4 5H2O 0.01     pH  5-6 

CaCl2 2H2O  0.0066     Yang y col., 2003 

FeSO4 0.005       

ZnSO4 7H2O 0.005       

NaMoO4 2H2O 0.0002       

MnCl2 2H2O 0.00009       

H3BO3 0.00007       

Extracto de malta 2.0       

pH 5.5       
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Tabla 25. Medio 1                                 Tabla 26 . Medio TDM                           Tabla 27. Medio GA    

Componente     [g L-1]  Componente     [mM]  Componente     [g L-1] 

Glucosa 10.0  Glucosa 33  Glucosa 10.0 

(NH4)2 C4H4O6 0.22  NH4Cl 15  L-asparagina. H2O 1.4 

KH2PO4 0.9  NaCl 5  MgSO4 7H2O  0.5 

K2HPO4 0.1  KH2PO4 5  KH2PO4 0.5 

MgSO4 7H2O 0.5  MgSO4 1  K2HPO4 0.6 

CaCl2 2H2O 0.05  CaCl2 0.1  CuSO4 5H2O 0.0004 

Tiamina 0.001  2,2-dimetilsuccinato 10  MnCl2 4H2O 0.00009 

CuSO4 5H2O 0.0008  Tiamina 8  H3BO3 0.00007 

H2MoO4 0.0005  FeSO4 0.02  Na2MoO4 2H2O 0.00002 

MnSO4 4H2O 0.0007  CuSO4 0.002  FeCl3 0.001 

ZnSO4 7H2O 0.043  ZnCl2 0.005  ZnCl2 0.0035 

Fe(SO4)3 0.0005  MnSO4 0.02  Cloruro de tiamina 0.0001 

Chao y Lee, 1994   CoCl2 0.005  Biotina 0.000005 

   NiCl2 0.0001  pH 6 

   (NH4)6Mo7O24 0.0005  Trupkin y col., 2003  

   pH 5.0    

   Tariq e Irvine, 1995     
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                               Tabla 28. Medio C-limitado                          Tabla 29. Medio YGA 

Componente     [g L-1]  Componente       [g L-1] 

Glucosa 10.0  Extracto de levadura 33 

Peptona 5.0  Glucosa 15 

Extracto de levadura 1.0  KH2PO4 5 

(NH4)2 C4H4O6 2.0  MgSO4 7H2O 5 

KH2PO4 1.0  ZnSO4.7H2O 1 

MgSO4 7H2O 0.5  Vitamina BI 0.1 

KCl 0.5  pH 5 

B4O7Na2.10H2O 0.0001  Jing Si y col., 2012 

CuSO4.5H2O 0.00001    

FeSO4.7H2O 0.00005    

MnSO4.7H2O 0.00001    

ZnSO4.7H2O 0.00007    

(NH4)6Mo7O24.4H2O 0.00001    

Barrasa y col., 2009    
 

Despues de 24 h de incubación los cilindros inoculados se situaron sobre el colorante inmovilizado en la mezcla 

detallada en la tabla 15. Los aceptores de electrones se suministraron en solución cada 24 h (Tabla 30). 

 

                    Tabla 30. Aceptores de electrones para LiP y MnP 

 LiP MnP 
H2O2 500 ul para 0.04 % 500 ul para 0.04 % 
Alcohol veratrilico 500 ul para 10 mM -  -    -      - 
MnSO4. H2O - -     -    -    - 500 ul  para 2 mM 
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9.6 Expresión del gen vpl2 de P. eryngii en la cepa fúngica 
seleccionada 

 
9.6.1 Promotores 

 

El promotor PcbC de la isopenicilina N-sintetasa de Penicillium chrysogenum, se encuentra en el plásmido 

pULC43 de 4.9 kb (Fig. 6a). El cual contiene también la región de terminación de la transcripción del gen cyc1 de 

S. cerevisiae y un gen de resistencia a cloranfenicol. 

 

El promotor constitutivo PgpdA de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa Aspergillus nidulans contenido en los 

plásmidos pLJANBar (Fig. 6b) y pDLAM89d (Fig. 6d) de 5771 y 4505 pb, respectivamente. El plásmido 

pLJANBar contiene además un gen de resistencia contra apramicina en bacterias mientras que pDLAM89D 

contiene un gen de resistencia contra ampicilina. 

  

 
               
A) 

     B) 

               C) 

    D) 

Fig. 6 Vectores de expresión de genes de resistencia bajo promotores constitutivos 
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El promotor constitutivo PpikA de piruvato cinasa de Aspergillus niger, se encuentra en el plásmido pPiKA-PAN-

Cbx de 4836 pb (Fig.6c) el cual contiene un gen de resistencia en bacterias contra apramicina. 

 

 

9.6.2 Genes de resistencia contra antifúngicos como marcador 
de selección de transformantes 
 

Se cuenta con el gen ble, el cual tiene su origen en las especies de actinomicetos productores de talisomicina 

como Streptoalloteichus hindustanus que codifican una pequeña proteína (13.7 kDa) que confiere resistencia a 

talisomicina y antibióticos relacionados; incluyendo bleomicina, fleomicina y zeomicina. Estos glicopeptidos 

funcionan como antibióticos porque se enlazan y se intercalan en las cadenas de DNA destruyendo la integridad 

de la doble hélice. El papel de la proteína BLE es evitar las interacciones del DNA con estos antibióticos 

mediante su secuestro con una fuerte afinidad.  

 

El gen bar de Streptomyces hygroscopicus y el gen pat codifican una enzima llamada fosfinotricina acetil 

transferasa (PAT), que detoxifica 4-(hidroxi-(metil)fofinoil)-D,L-homoalanina (L-PPT) también llamado 

fofoinotricina. El L-PPT es el ingrediente activo del herbicida glufocinato de amonio es cual generalmente se 

encuentra en proporción equimolar de una mezcla racémica de L-PPT y D-PPT. Sin embargo, solo el L-PPT 

inhibe a la enzima glutamina sintetasa (GS) la cual que juega un rol escencial en el metabolismo del nitrógeno, 

ya que la GS cataliza la condensación de glutamato y amonio para formar glutamina. Por lo tanto cuando el L-

PPT inhibe a la enzima GS el resultado es la acumulación de amonio en altos niveles.  

 

El gen cbx de Ustilago maydis confiere resistencia al fungicida sistémico carboxina (Cbx). La carboxina evita la 

respiración mitocondrial inhibiendo la actividad de succinato deshidrogenasa (sdh) también conocida como 

succinato ubiquinona reductasa (SUR). La secuencia del gen de resistencia cbx (EC1.3.99.1) muestra un alto 

grado de homología con genes de la subunidad hierro-sulfuro de la succinato desidrogenasa de otros 

microorganismos.  

 

El gen de resistencia hyg de Streptomyces hygroscopicus codifica una cinasa que inactiva la higromicina B a 

través de fosforilación. La higromicina B es un activo contra células procariotas y eucariotas que actúa inhibiendo 

la síntesis de polipéptidos. La higromicina B actua estabilizando el sitio aceptor ribosomal-tRNA, inhibiendo la 

traslocación.  

 

Para la selección del gen de resistencia se llevaron a cabo pruebas de sensibilidad a cada antifúngico por las dos 

cepas seleccionadas Aspergillus terreus y Talaromyces spectabilis siguiendo el diseño experimental de la tabla 
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14. El ensayo se llevo a cabo en cajas de petri de 60x15 mm, un total de 0.44 x 108 esporas, en 7 ml de medio 

Czapeck y mediante el método de cobertera, que consiste en depositar una primera capa de 5 ml de medio 

donde una vez solidificado se extenderán las esporas. Esta preparación se deja secar bajo condiciones de 

esterilidad y posteriormente se incuba a 30°C durante 2 h. Finalmente las esporas son cubiertas con 2 ml del 

mismo medio pero incluyendo la cantidad deseada de antifúngico tomando como volumen final 7 ml.  

 

Tabla 31. Diseño experimental del análisis de sensibilidad de las cepas seleccionadas contra antifúngicos 

 [μg/ml] 0 600 800 1000 1250 1500 

 

A. terreus 

Carboxina x x x x x x x x x x x x 

Glufocinato x x x x x x x x x x x x 

Fleomicina x x x x x x x x x x x x 

 

T. spectabilis 

Carboxina x x x x x x x x x x x x 

Glufocinato x x x x x x x x x x x x 

Fleomicina x x x x x x x x x x x x 
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9.6.3 Estrategia de construcción del vector de expresión pGvpG 

El vector de expresión pGvpG, contiene un casett de expresión para la peroxidasa versátil vpl2 de Pleurotus 

eringii bajo la regulación de un promotor constitutivo como el promotor de la gliceraldehido 3 fosfato 

deshidrogenasa de A. nidulans, PgpdA, un péptido señal que permita su excreción al medio como el de la TAKA 

amilasa de A. oryzae y una señal de terminación como el de la amilasa B de A. awamori. La construcción de este 

vector se siguió mediante dos estrategias. La estrategia número 1 comprende la amplificación de todos los 

elementos funcionales a partir del vector pGMGavm para clonar vpl2 en los extremos (7a). La estrategia número 

2 comprende la amplificación por separado del promotor, péptido señal, vpl2 y terminador, y la subsiguiente 

clonación en pBluescript KS (7b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7 Estrategias de construcción de pGvpG 

a) Estrategia 1. Ligación de los productos de PCR 

pGG y vpl 

 

 

 

b) Estrategia 2. Clonación en fase de cada 
fragmento producido por PCR en pBluescript 
KS digerido. 
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Estrategia 1. Construcción de pGvpG a partir de PCR inversa 

Tomando como ADN molde el plasmido pGMGavm (Fig. 8) se amplificaron todos los elementos funcionales a 

excepción del gen que no es de interés.   

 

Fig. 8 Vector pGMGavm 

 

 

El producto de PCR pGG se obtuvo con tres variantes debido a los sitios de restricción en el extremo 3´ del 

péptido señal, ya sea NdeI, NruI o SnaBI; no así en el extremo 5´del terminador, donde siempre se integro un 

sitio de reconocimiento SpeI (Fig. 9).    

 

El fragmento pGG de 5581 bp contiene el promotor de gpdA, el péptido señal amyB y el terminador gluA,  

además de los mismos elementos de replicación y resistencia que el plasmido pGMGavm y el sitio de clonación 

SpeI-NruI ó NdeI ó SnaBI (Fig. 10). 
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Fig. 9 Amplificación del fragmento pGG 

 

 

 

Fig. 10 Producto de PCR pGG 

 

 

A 

SpeI 

B 

NdeI 

NruI 

SnaBI 
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El gen vpl2 (Fig.11 ) se amplificó a partir de pALMP2 (Fig. 12) insertando los sitios de restricción NdeI y NruI ó 

NdeI ó SnaBI. Posteriormente los productos de PCR; NdeI -vpl2- SpeI, NruI-vpl2-SpeI y SnaBI-vpl2-SpeI fueron 

clonados en el vector pSC-A-amp/Kan de Strataclone. 

 

 

Fig. 11 Producto de PCR cDNA vpl2 

 

El vector pALMP2, fue donado por el Dr. Ángel Martínez y contiene el promotor inducible de la enzima alcohol 

deshidrogenasa, el cDNA de una peroxidasa versátil de Pleurotus eringii, asi como una señal de termino trpC. 

 

Fig. 12 Vector pALMP2 

 

El producto de PCR vpl2 corresponde a la amplificación del cDNA de la peroxidasa versátil, tiene un tamaño 

aproximado de 1013 bp y de este producto se obtuvieron 4 variantes con la característica de tener un sitio de 

reconocimiento en el extremo 5´ ya sea para NotI, NdeI, NruI o SnaBI; mientras que en el extremo 3´ se inserto 
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para todos los casos el sitio de reconocimiento para SpeI. Los componentes de la PCR y las condiciones de 

amplificación para este fragmento se enlistan en la tabla 32.  

 

Tabla 32. PCR del cDNA vpl2 

Componentes de la PCR Condiciones de amplificación 

Componente Volumen Etapa T (°C) T (min) Ciclos 

5X Buffer 10 µl Desnaturalización 95 3 1 

dNTP´s [10mM] 1 µl Desnaturalización 95 0:30  

35 Cebador vplNotI, vplNdeI, vplNruI o 

vplSnaBI  [0.4 μ/µl] 

1 µl Hibridación 60 0:30 

Cebador SpeIvpl [0.4 μ/µl] 1 µl Elongación 72 1 

GoTaq DNApol [5 U/µl] 0.5 µl Extensión final 72 7 1 

pALMP2 [5 ng/µl] 1 µl  

H20 34.5 µl 

 

 

El producto de PCR correspondiente al gen vpl de 1005 bp se clonó en el sitio SpeI-NruI de pGG para producir el 

plásmido pGvpG (Fig.13).  

 

Fig. 13 Vector pGvpG 
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El diseño de los oligonucleotidos se llevo a cabo manteniendo ciertos lineamientos como el contenido de G+C de 

40-60%, un tamaño de 18-25 pb, valores de Tm con una diferencia <5°C. En cuanto a los sitios de restricción se 

adicionaron tantos núcleotidos como fuera necesario al extremo 5´ para asegurar el reconocimiento por la 

enzima. El número de nucleótidos necesarios alrededor del sitio de restricción es especifico para cada enzima y 

para un mayor acercamiento se consulto el catalogo de New England Biolabs que contiene esta información.  

Los oligonucleótidos se analizaron mediante el programa Primer Select del paquete DNA star el cual predice la 

temperatura a la cual se pueden formar dímeros entre los oligonucleótidos o estructuras secundarias. Los 

oligonucleótidos diseñados para esta estrategia se enlistan en la tabla 33.  

 

Tabla 33. Oligonucleótidos  

Nombre  Secuencia 5´-3´ Longitud %GC Tm 

SpeIvpl GGACTAGTTTACGATCCAGGGAC 23 52.2 64.6 

TgluSpeI CCCTGCCTAAACTAGTAATCCATTTCG 27 44.4 64.6 

NdeIPS CCGTCTGGACATATGGCAGCC 21 61.9 66.5 

vplNdeI CAGAAACGCGCCATATGCGAC 21 57.1 64.5 

NruIPS CGGGTACCGTCGCGACAGACT 21 66.7 68.4 

vplNruI GCGCAACTCGCGACGACG 18 72.2 66.7 

SnaBIPS TCTGGACATACGTAAGCCAAAG 22 45.5 60.8 

vplSnaBI GTCCAGAAATACGTAACTTGC 21 42.9 58.7 

 

 

Los componentes de la reacción y las condiciones de amplificación para cada variante del producto de PCR pGG 
se describen a continuación en la tabla 34. 
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Tabla 34. PCR de pGG 

Componentes de la PCR Condiciones de amplificación 

Componente Volumen  Etapa T (°C) T (min) Ciclos 

5X Buffer 10 µl Desnaturalización 95 3 1 

dNTP´s [10mM] 2 µl Desnaturalización 95 0:30  

30 Cebador NdeIPS, o NruIPS o SnaBIPS 2 µl Hibridación 60 0:30 

Cebador TgluSpeI [0.4 μ/µl] 2 µl Elongación 72 5 

MgCl2 25mM 2 µl Extensión final 72 7 1 

GoTaq DNApol [5 U/µl] 0.5 µl Observaciones: La temperatura óptima de 

hibridación para obtener el producto de PCR 

pGGSnaBI fue de 58°C. 
pGMGavm [5 ng/µl] 1 µl 

H20 30.5 µl 

 

 

Estrategia 2. Construcción de pGvpG a partir de la clonación de los productos de PCR PgpdA-PS, vpl2, Tglu en 

pBluescript KS. 

PCR gpdA-PS. Este producto de PCR es la amplificación del tándem promotor-péptido señal y su tamaño es de 

2387 pb. Su amplificación comprende la inserción de un sitio de reconocimiento para NotI en el extremo 3´del 

péptido señal y el sitio de reconocimiento para SacII e HindIII en el extremo 5´del promotor gpdA (Fig. 14). Este 

producto de PCR fue clonado en el vector pSC-A-amp/Kan de Strataclone. 

 

 

 
Fig.14 Producto de PCR PS TAKA amy-PgpdA 
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Los componentes de la PCR y las condiciones de amplificación del fragmento PS TAKA amy-PgpdA se enlistan 

en la tabla 35.  

 

Tabla 35. PCR del fragmento PS TAKA amy-PgpdA 

Componentes de la PCR Condiciones de amplificación 

Componente Volumen Etapa T (°C) T (min) Ciclos 

5X Buffer 10 µl Desnaturalización 95 3 1 

dNTP´s [10mM] 1 µl Desnaturalización 95 0:30  

35 Cebador NotIPS  [0.4 μ/µl] 1 µl Hibridación 66 0:30 

Cebador PgpdAHindIIISacII  1 µl Elongación 72 2:30 

GoTaq DNApol [5 U/µl] 0.5 µl Extensión final 72 7 1 

pGMGavm [5 ng/µl] 1 µl  

H20 34.5 µl 

 

 

PCR Tglu. Este producto de PCR corresponde a la amplificación del terminador de la glucoamilasa de A. 

awamori, tiene un tamaño de 131 pb y tiene sitios de reconocimiento para SpeI e HindIII en los extremos 3´-5´, 

respectivamente.  Este producto de PCR fue clonado en el vector pSC-A-amp/Kan de Strataclone. 

 

Fig. 15 Producto de PCR Tglu 
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Las condiciones para la amplificación del terminador se muestran en la tabla 36.  

 

Tabla 36. PCR del fragmento Tglu 

Componentes de la PCR Condiciones de amplificación 

Componente Volumen Etapa T (°C) T (min) Ciclos 

5X Buffer 10 µl Desnaturalización 95 3 1 

dNTP´s [1mM] 1 µl Desnaturalización 95 0:30  

35 Cebador TgluSpeI [0.4 μ/µl] 1 µl Hibridación 58 0:30 

Cebador  EcoRVEcoRITglu [0.4 μ/µl] 1 µl Elongación 72 0:20 

GoTaq DNApol [5 U/µl] 0.5 µl Extensión final 72 7 1 

pGMGavm [5 ng/µl] 1 µl  

H20 34.5 µl 

 

 

Los productos de PCR SacIIHindIIIPgpdAPSNotI, NotIvplSpeI y SpeITgluEcoRIEcoRV se clonaron en fase en el sitio 

de clonación multiple de pBluescript KS en los sitios indicados (Fig 16). 

 

Fig 16. Sitios de interés para la clonación de productos de PCR 
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Las reacciones de ligación se llevaron a cabo siguiendo la regla general de que los plasmidos recombinantes 

circulares monoméricos pueden obtenerse cuando se ponen cantidades equimolares de plásmido y de inserto, 

con una concentración <10 μg/mL (Bercovich y col., 1992). Si la proporción molar del vector en relación con el 

inserto es incorrecta, entonces la reacción de ligación puede generar un gran número de plásmidos vacíos o 

plásmidos con tándem de inserto.  La proporción molar del inserto respecto al vector en la reacción de ligación 

no debería ser menor de 2:1 y no mayor de 4:1  

 

(ng de vector)(kb del  inserto)   (proporcipon molar de inserto) = ng de inserto 

Kb del vector  vector   
 

 

La clonación del producto de PCR NotIvplSpeI en pBS-KS se hizo a partir de la digestión de ambos DNAs primero 

con SpeI de New England Biolabs, ya que su buffer contiene una concentración mas baja. Posteriormente se 

digirió con NotI de Promega. Las condiciones de digestión se detallan en la tabla 37.  

 

Tabla 37. Reacciones de digestión del  fragmento vpl2 y el vector pBS-KS con las enzimas SpeI y NotI 

Componente Volumen  Componente Volumen 

NeBuffer2 1 μl  Buffer D 2 μl 

pBS-KS [30 ng/μl] 0.5 μl  pBS-KS [15 ng] 
 
 

10 μl 
PCR NotIvplSpeI [50 ng/μl] 0.5 μl  PCR NotIvplSpeI  [25 ng] 

SpeI [10U/ μl] 0.5 μl  NotI 0.5 μl 

H2O 7.5 μl  H2O 7.5 μl 

Digestión 37°C x 4hr 
Inactivación 80°C x 20 min 

 Digestión 37°C x 2hr 
Inactivación 65°C x 15 min 
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Las reacciones de ligación se siguieron como lo recomienda el fabricante de la ligasa empleada, que para este 

caso fue T4 DNA ligasa de la marca Roche Cat. No. 10716359001 500U (1U/μl) (Tabla 38). 

Tabla 38. Condiciones de las reacciones de ligación 

Componentes Extremos protuberantes Extremos romos 

DNA templado 
≤1 μg de DNA digerido ≤1 μg de DNA digerido 

Buffer de ligación 10X 3 µl 3 µl 

T4 DNA ligasa 1-5 U 1-5 U 

H2O Ajustar a 30 μl Ajustar a 30 μl 

Incubación  4-16°C, por una noche 16-25°C, por una noche 

 

 

Una vez inactivada la ultima enzima de restricción usada, la mezcla de reacción se sometió a las siguientes 

condiciones de ligación (Tabla 39). 

Tabla 39. Reacción de ligación del fragmento vpl2 en el vector pBS-KS 

Componente Volumen 

DNA pBS-KS 15 ng 
 

20 μl 
DNA vpl 25 ng 

10X Buffer 3 μl 

T4 DNA ligasa 1 μl 

H2O 6 μl 

4-16°C x 1 noche 
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9.6.4 Métodos de transformación de hongos 
 

Actualmente se cuenta con diversos métodos de transformación de hongos. Entre ellos, los métodos basados en 

la generación de protoplastos, los métodos mediados por Agrobacterium, la biobalística y la electroporación.  

 

El método de transformación por protoplastos una eficiencia muy baja de transformaciónen comparación con los 

demás métodos. En contraste, la eficiencia tan alta que presenta la transformación mediada por Agrobacterium 

es muy atractiva; sin embargo, el casset de expresión del gen de interés debe ser construido en un vector binario 

que primero tiene que ser insertado en Agrobacterium antes de transformar al hongo en cuestión. Tan solo el 

cocultivo de la cepa transformada de Agrobacterium con la cepa fúngica nativa requiere 48 h (Jin y col., 2008). 

Por esto se ha recurrido con mayor frecuencia a métodos de transformación menos tardados y con eficiencia de 

transformación aceptable.  

 

 
Electroporación  

 
Se sabe que la aplicación de pulsos de un campo eléctrico fuerte a células y tejidos causa algún tipo de re-

arreglo estructural de la membrana celular. La hipótesis inicial fue que algunos de estos re-arreglos consistían en 

la formación de vías acuosas temporales llamadas poros. Sin embargo en la visión actual, el campo eléctrico 

juega el rol dual: causar la formación del poro y además proveer una fuerza motriz local para el transporte iónico 

y molecular a través de los poros (Kapoor M. 1995).  

 

En el caso de las células puede ocurrir un intercambio molecular relativamente no especifico entre los volúmenes 

intra- y extracelular, y puede conducir a desequilibrios químicos. Dependiendo de la relación del volumen, la 

composición de medio extracelular, y el tipo de célula, la célula puede no recuperarse del estrés asociado y morir 

(Weaver, 1995).  

 

Las esporas fúngicas han sido empleadas exitosamente como células competentes en la transformación por 

electroporación de muchos hongos filamentosos (Sánchez Aguirre, 1996). Sin embargo las esporas germinadas 

han mostrado ser más competentes para recibir DNA foráneo antes de la división nuclear y la formación de 

septos (Robinson y Sharon 1999; Koukaki y col., 2003). Es por esto que se siguieron cinéticas de germinación de 

esporas de A. terreus y T. spectabilis en cultivo sumergido siguiendo el diseño experimental de la tabla 40.  
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Tabla 40. Diseño experimental de germinación de esporas en cultivo sumergido 

Cepa fúngica Medio YPG 

A. terreus X 

T. spectabilis X 

 

 

Las esporas fueron inoculadas en matraces de 500 ml con 100 ml de medio YPG a una concentración final de 

1x107 esp ml-1. La incubación se mantuvo a 30 °C y 150 rpm. Una alícuota de cada matraz se obtenía cada hora 

y se observo en microscopio óptico para determinar el tiempo de aparición del tubo germinal.  

 

Los protocolos propuestos en la literatura revisada (Sánchez y Aguirre, 1996; Kapoor M. 1995) para la 

preparación de esporas se usaron para T. spectabilis y se describen a continuación.  

 

 

Protocolo de electroporación para Talaromyces spectabilis utilizando enzimas líticas (Kappor M., 1995) 

1. Colectar conidios en agua estéril con 0.1% de tween 80. Las esporas deben ser frescas para asegurar 

una máxima eficiencia de transformación. Inocular 100 mL de medio YPG con 1x107 esporas/ml. 

 

2. Crecer el cultivo a 30°C con agitación a 150 rpm por 6 h para T. spectabilis y 9 h para A. terreus. 

3. Adicionar preparación multienzimática (1mg/ml) inmediatamente después de que los tubos germinales 

hayan aparecido, y continuar la incubación mientras se agita con las mismas condiciones de crecimiento 

por un tiempo adicional de 2 h.  

 

4. Centrifugar la suspensión de esporas germinadas a 5900g en tubos estériles por 10 min.  

 

5. Remover cuidadosamente el sobrenadante que contiene la enzima usando una pipeta Pasteur estéril, 

resuspender las esporas germinadas en el buffer de electroporación (HEPES 1mM, pH 7.5, manitol 50 

mM), y centrifugar a 5900g por 10 min. Repetir el paso de lavado por tres veces mediante centrifugación 

y resuspención del pelet conidial.  

 

6. Resuspender el pelet en 0.5-1 ml de buffer de electroporación. La suspensión resultante se guardo en 

alícuotas de 50 µl a -80°C y se usaron como células competentes para transformación por 

electroporación.  
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7. A 100 µL de suspensión de esporas, adicionar 1-2 µg de DNA (en 1 o 2 µL). Enfriar la mezcla sobre hielo 

por 15 min, y someter a electroporación a temperatura ambiente. Controles, sin DNA adicionado, son 

tratados de la misma forma.  

 

8. Pulsar una vez con un campo de fuerza de 12.5 kV/cm; capacitancia, 25 µF; resistencia, 400Ω. Esto dará 

lugar a un tiempo constante de alrededor 5 ms.  

 

9. Inmediatamente después de la electroporación, adicionar 1 mL de YED (1 % extracto de levadura, 1% 

glucosa, HEPES 20 mM, ajustar a pH8) en la cubeta de electroporación, resuspender rápidamente el 

contenido, transferir la mezcla a un tubo estéril, e incubar de 2-3 h a 30°C, mientras se agita. Este paso 

es importante para la recuperación óptima de transformantes. La recuperación óptima debería ser 

determinada empíricamente para cada cepa/especie.  

 

10. Finalmente, las transformantes son seleccionadas por extensión superficial en placas de petri con 

diluciones apropiadas de la suspensión de espora en un medio de selección conveniente que contenga 

1.5% de agar. La selección del medio dependerá del plásmido/gen empleado en la transformación.  

 

11. Después de que la superficie se haya secado, cubrir las placas con agar blando (0.7 % de agar + medio 

líquido que contenga el antifúngico), e incubar las placas.  

 

12. Las colonias fungicas aparecen dentro de las 48-72 h en placas con el antifúngico correspondiente. 

Transferir las colonias individuales a placas con el medio de selección. Ninguna colonia se debería 

observar en los controles electroporados en ausencia del plásmido y plaqueadas en medio con 

antifúngico. La eficiencia de transformación está estimada en la base del número de recuperación de 

colonias resistentes/µg de DNA.  

 

Protocolo de electroporación para Talaromyces spectabilis con DTT (Meyer y col., 2003) 

1. Colectar conidios en agua estéril con 0.1% de tween 80. Las esporas deben ser frescas para 

asegurar una máxima eficiencia de transformación. Inocular 100 mL de medio YPG con 1x107 

esporas/ml. 

 

2. Crecer el cultivo a 30°C con agitación a 150 rpm por 6 h para T. spectabilis y 9 h para A. terreus. 

 

3. Centrifugar la suspensión de esporas germinadas a 5900g en tubos estériles por 10 min.  

 

4. Resuspender las esporas germinadas en 200 ml de agua estéril para lavarlas, centrifugar 5 min a 

4000 x g y 4°C. Realizar este lavado 2 veces más. 
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5. Segunda resuspención en 25 mL de YED pH 8.0 más 12.5 mM DTT e incubar 60 min, 30°C y 100 

rpm. 

 

6. Centrifugar 5 min a 4000 x g. 

 

7. Resuspender el pelet en 0.5-1 ml de EB (Tris HCl 10 mM pH 7.5, sacarosa 270 mM, Ac. de litio 1 

mM) a una concentración de 109 conidia/ml y mantener en hielo Posteriormente, 500 µl de glicerol 

esteril se adiciono dentro del tubo y La suspensión resultante se guardo en alícuotas de 50 µl a -

80°C y se usaron como células competentes para transformación por electroporación.  

 

8. A 50-100 µL de suspensión de esporas, adicionar 1-2 µg de DNA (en 1 o 2 µL). Enfriar la mezcla 

sobre hielo por 15 min, y someter a electroporacion a temperatura ambiente. Controles, sin DNA 

adicionado, son tratados de la misma forma.  

 

9. Pulsar una vez con un campo de fuerza de 12.5 kV/cm; capacitancia 25 µF; resistencia 400Ω. Esto 

dará lugar a un tiempo constante de alrededor 5 ms.  

 

10. Inmediatamente después de la electroporación, adicionar 1 ml de YED frío en la cubeta de 

electroporación, resuspender rápidamente el contenido, transferir la mezcla a un tubo estéril, e 

incubar de 2-3 h a 30°C, mientras se agita. Este paso es importante para la recuperación óptima de 

transformantes. La recuperación óptima debería ser determinada empíricamente para cada 

cepa/especie.  

11. Finalmente, las transformantes son seleccionadas por plaqueo con diluciones apropiadas de la 

suspensión de espora en un medio de selección conveniente que contenga 1.5% de agar. La 

selección del medio dependerá del plásmido/gen empleado en la transformación.  

 

12. Después de que la superficie se haya secado, cubrir las placas con de agar blando (0.7 % de agar + 

medio líquido que contenga el antifúngico), e incubar las placas.  

 

13. Las colonias fúngicas aparecen dentro de las 48-72 h en placas con el antifúngico correspondiente. 

Transferir las colonias individuales a placas con el medio de selección. Ninguna colonia se debería 

observar en los controles electroporados en ausencia del plásmido y plaqueadas en medio con 

antifúngico. La eficiencia de transformación está estimada en la base del número de recuperación de 

colonias resistentes/µg de DNA.  

 
La tabla 41 muestra el diseño experimental sugerido para la transformación de A. terreus y T. spectabilis por el 

método de electroporación. Tomando como controles esporas electroporadas en cultivo sin antifungico, para 
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asegurar la viabilidad de las células. Asi mismo este control sirve para comprobar la permanencia del fenotipo 

nativo. El segundo control consta de esporas electroporadas sin plásmido pero cultivadas con antifúngico para 

evidenciar que la resistencia es conferida por la inserción del caset de expresión.  

 

Tabla 41. Diseño experimental de transformación por electroporación 

Cepa fúngica Plásmido Electroesporas 

 

A. terreus 

pPiKA-BAR-Cbx DTT 

Enz 

pLJANBar DTT 

Enz 

 

T. spectabilis 

pPiKA-BAR-Cbx DTT 

Enz 

pLJANBar DTT 

Enz 

 

 

Biobalística  
La biobalística es un método de transformación que emplea microportadores revestidos de DNA para 

introducirlos en las células. De esta forma, el bombardeo con microproyectiles puede transformar bacterias, 

hongos, insectos, plantas y células animales. 

 

El instrumento de biobalística PDS-1000/He usa helio presurisado para acelerar microproyectiles revestidos con 

DNA (u otro material biológico) sobre un rango de velocidades necesarias para transformar óptimamente 

diferentes tipos de células. 

 

Aunque se sabe que la conveniencia de este método se debe a que con él es posible transformar células intactas 

en cultivo, yaqué se requiere una mínima manipulación antes o después del bombardeo, también se siguieron 

cinéticas de germinación de esporas de los hongos seleccionados pero en cultivo superficial con el diseño 

experimental de la tabla 42.  

 

Tabla 42. Diseño experimental de germinación de esporas en cultivo superficial 

Cepa fúngica Medio Czapeck 

A. terreus X 

T. spectabilis X 
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Las esporas (1x108 esporas) fueron extendidas en cajas petri de 90x15 mm. Se incubaron a 30°C y se muestreo 

cada hora para observar en microscopio óptico.  

Los protocolos de transformación por biobalística fueron ligeramente modificados para adaptarlos a Aspergillus 

terreus como a Talaromyces spectabilis y se describen a continuación.  

 

Transformación por biobalística de Aspergillus terreus (Adaptado de Herzog y col., 1996).  

1. Los conidios de A. terreus (1 x108) germinados o intactos se extendieron en 10 ml de medio Czapeck. 

2. Estas placas se usaron para el bombardeo. Cada placa fue bombardeada 2 veces con partículas de 

tungsteno 0.7 μm impulsadas por helio 5.5-8.3 MPa (800-1200 lb/in2). 

3. La distancia del disparo fue de 6 cm, el vacio de la cámara fue de 94.7 kPa, 28 Hg 

4. Las esporas se dejaron recuperar por 2 h. 

5. Se adiciono 15 ml del mismo medio con la cantidad deseada de antifúngico para un volumen final de 25 

ml.  

6. Una vez solidificadas, las placas se incubaron a 30°C y solo las esporas transformantes emergieron del 

medio.  

 

Tabla 43. Diseño experimental de transformación de A. terreus por biobalística 
Cepa fungica Plasmido No. Disparos Antifungico Unidades 

Experimentales 
A. Terreus  pPiKA-BAR-Cbx 1  

Carboxina  

1000μg ml-1 

 

x 

Control resistencia ------------- 1 x 

A. Terreus pLJANBar 1  

Glufocinato 

1000μg ml-1 

x 

Control resistencia ------------- 1 x 

Control viabilidad -------------- 1 -------------- x 

 

 

Transformación por Biobalística de Talaromyces spectabilis (Adaptada de Chavez-Barreto 1997) 

1. Para el método de biobalística, los conidios intactos fueron usados. 5-30 ul de una suspensión de 

esporas (109 ml-1) fueron situadas en el centro de una caja Petri para el bombardeo. 

2.  Inmediatamente después del bombardeo, la suspensión de conidios fueron transferidos a 5 m de 

Czapeck liquido e incubado a 28 °C por 18 h.  
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3. Los conidios fueron colectados por centrifugación y resuspendidos en 2 ml de YMG.  

4. Alicuotas de 200 ul fueron plaqueados en el medio selectivo y re-incubadas a 28 °C. 

5.  De acuerdo a la referencia con este método se obtuvieron 33-153 colonias ug-1 DNA.  

6. Cuando los conidios fueron subcultivados en medio no selectivo, no se perdió la resistencia después de 

5 transferencias sucesivas, y los transformantes mostraron un crecimiento normal, morfología colonias y 

producción de las esporas.  

La explicación principal y obvia de los autores sobre la eficiencia de transformación tan alta del método de 

biobalística puede ser que el plásmido es inyectado directamente en el núcleo, sin la exposición del DNA 

exógeno a nucleasa citroplasmicas (Chavez-Barreto y col., 1997).  

 

Tabla 44. Diseño experimental de transformación de T. spectabilis por biobalística 
Cepa fungica Plasmido No. Disparos Antifungico Unidades 

Experimentales 
T. spectabilis  pPiKA-BAR-Cbx 1  

Carboxina  
1000μg ml-1 

 

x 

Control resistencia ------------- 1 x 

T. spectabilis pLJANBar 2  

Glufocinato 

1000μg ml-1 

x 

 pLJANBar 1 x 

Control resistencia -------------- 1 x 

Control viabilidad -------------- 1 -------------- x 

 

 

Los experimentos de transformación se llevaron a cabo para estandarizar las condiciones de transformación y 

para asegurar que el gen de resistencia a carboxina no interfiera con la función metabólica de la célula. El uso de 

un gen de resistencia como el glufosinato tiene la ventaja de que, en contraste a los marcadores de selección 

como el benomilo o el metabolismo de acetamida, no interfiere con otras funciones celulares o metabólicas de 

las células transformantes (Chávez Barreto y col., 1997). Otro de los objetivos fue comprobar que efectivamente 

los promotores PpKiA de A. niger y PgdA de A. nidulans sean reconocidos por la maquinaria transcripcional de A. 

terreus y T. spectabilis. 
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10. Resultados y discusión 
10.1 Aislamiento de cepas fúngicas 

El muestreo se llevo a cabo en la Coatzacoalcos, Veracruz. En las coordenadas 18° 09’ latitud norte y 94° 26’ 

longitud oeste, a una altura de 10 metros sobre el nivel del mar.  

 
Fig.7 Suelo muestreado 

 

El clima de la zona es cálido-regular con una temperatura promedio de 25.6 °C. La flora en el lugar de muestreo 

fue principalmente de pastizales y el suelo está conformado por minerales como el azufre, arena sílice y su 

característica principal es que presenta acumulación de arcilla en el subsuelo cuyo pH es ácido, su color es rojo 

o amarillo calroy y es susceptible a la erosión (Fig. 7). La zona está caracterizada por contar con yacimientos de 

petróleo y gas natural. 

 

En general el sureste de México es una zona rica en petróleo. Se ha calculado que cada pozo petrolero puede 

afectar 1000 m2 de suelo en una profundidad de hasta 2 m. El suelo contaminado puede presentar niveles de 

hidrocarburos alrededor de 100 000 mg de hidrocarburos totales del petróleo (TPH) kg-1 de materia seca (Rivera-

Cruz y col., 2002). Ante este escenario, el aislamiento de cepas fúngicas de suelos contaminados con 

hidrocarburos se ha propuesto ya que estas cepas no presentarían inhibición cuando fueran aplicadas en 

sistemas de biorremediación de suelos altamente contaminados con PAHs.  

 

Las colonias que emergieron, tras el aislamiento, a la superficie contaminada con petróleo fueron pequeñas y 

aisladas (Fig. 8) Estas fueron traspasadas a medios con PDA y EMA por inoculación por estría para asegurar un 

completo aislamiento.  
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Fig.8 Colonias fúngicas aisladas  
 
 

En total, se logro aislar 37 cepas fúngicas por su capacidad de crecer en presencia de petróleo crudo. Las 

características morfológicas de las cepas incluyendo sus conidióforos fueron comparados con especies 

relacionadas actualmente reportadas para proceder a identificarlas.  

 

 

10.2 Identificación de los aislados 
El análisis y comparación de las ITS de los aislados fúngicos y la morfología sugirieron rotundamente que los 

aislados pertenecían a los géneros Aspergillus (65 %), Penicillium (8 %), Fusarium (3 %), Scedosporium (5%), 

Talaromyces (8%), Neurospora (3 %) and Neosartorya (8%), cuya frecuencia se muestra como porcentaje. Las 

características de la morfología colonial y morfología microscópica de por lo menos un representante de cada 

especia se describe a continuación y puede ser corroborada con la micrografía correspondiente (Fig. 9).  

 

Las cepas de Aspergillus terreus muestran colonias color café a cinamon en la mayoría de los medios, mientras 

que el reverso va de amarillo pálido a café. Las hifas son hialinas y septadas. La longitud de los conidióforos va 

de 70-300 μm y son de apariencia globosa en su mayoría, las vesículas contienen métulos que soportan las 

fialides. El tamaño de los conidio va de 2-2.5 μm de diámetro, tienen una apariencia lisa, y se desallorran en 

columnas largas (Fig. 9 C1, C2A, C2B,C3, C4A, C4B, C4C, C6, C8, C13, C15, C16, C27, C28, C29, C30). 

 

La textura de las colonias de Aspergillus niger generalmente va de acolchonada a polvosa, la superficie 

inicialmente es blanca cuando el crecimiento es miceliar pero se vuelve negro cuando comienza la producción de 

las esporas. Mientras que el reverso es de un amarillo pálido o sin color. Las hifas son septadas, hialinas y los 

metulos soportan las fialides productoras de conidios. Los conidióforos alcanzan longitudes que van desde 400-

3000 μm y los conidios son de aproximadamente 4-5μm (Fig. 9 C4D). 

 

Aspergillus fumigatus produce colonias con textura de lana o algodonosa hasta granular. La superficie es de 

color gris humo a verde y el reverso es amarillo. Los conidióforos son con frecuencia teñidos en gris, y alcanzan 
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hasta 300 μm de longitud. Las hifas son septadas, hialinas y los conidios son redondos a sub-globosos, lisos o 

finamente rugosos y con un diámetro de 2-3.5 μm (Fig.9 C9, C14, C18, C25, C26, C31, C32). 

 

Las cepas de Penicillium chrysogenum en colonia son de aspecto aterciopelado y de color verde. Tipicamente 

los conidióforos peniciliados son hialinos con metulos con muchos estados de ramificación. Las fialides tienen 

frecuentemente forma de botella y consisten de una parte cilíndrica en la base y diferentes cuellos. Los conidios 

son globosos, elipsoidales o cilíndricos, son hialinos o verdes, de pared ya sea lisa o rugosa (Fig. 9 C10A, C7 y 

C24). 

 

Las cepas de Fusarium verticillioides producen colonias lanudas o algodonosas y planas. El color puede ser 

crema, salmón o rosado. Posee hifas hialinas septadas, solitarias o producidas como un sistema complejo de 

ramificación. Los macroconidios (8-3x11-70 μm) son producidos a partir de fiálides que tienden a acumularse en 

bolas. Los microconidios varían en tamaño de 2-4x4-8 μm (Fig. 9 C5).  

 

Scedosporium apiospermum posee una superficie algodonosa cuyo color es ligeramente gris a negro, el reverso 

de la colonia también puede ser gris o negro. Posee estructuras llamadas anélidos que se pueden formar 

directamente de las hifas septadas hialinas o se pueden formar en la punta de los conidióforos, con la base 

hinchada y cuello alargado, los conidios son de forma ovalada, de color olivo a marrón, con una base truncada y 

ligeramente angosta, con un tamaño de 5-2x3-13μm y aparecen en las puntas de los anélidos (Fig.8 C17, C19)  

 

Talaromyces spectabilis tiene una apariencia plana, usualmente coloreada uniformemente en café o café olivo, 

con el reverso pálido. Los penicilios nacen de las hifas aéreas. Las fialides se encuentran en grupo o solas, con 

metulos, y ocasionalmente ramificadas con 12-20 μm de longitud, disminuyendo gradualmente. La mayoría de 

los conidios son subesferoidales a elipsoidales usualmente de 3-5 μm de longitud con una pared aparentemente 

lisa (Fig. 9 C10B, C12, C22).  

 

Neurospora crassa crece como una biomasa blanca en el centro consistente de micelio filamentosos suelto y 

disperso que se colorea a naranja en la periferia. El nombre del género, “nervios-esporas” se refiere a las 

características de las esporas (Fig.9 C21).  

 

Neosartorya hiratsukae produce colonias aterciopeladas y blancas. El reverso sin color. Hifas hialinas. Los 

estados de los conidios son morfológicamente muy similares a la de A. fumigatus (Fig. 9 C11, C20, C23).  
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Fig 9. Micrografías de cepas fúngicas aisladas 

Para determinar el generó y la especie de las cepas fúngicas aisladas fue necesario recurrir a técnicas más 

precisas como lo son las de biología molecular. Específicamente en este trabajo se utilizo el análisis de las 

secuencias ITS para lo cual se hizo necesario realizar la extracción de ADN total de hongos cuya concentración 

se verifico por espectrofotometría, por otra parte la calidad se verifico por electroforesis en gel de agarosa.  

Una vez purificado el ADN se utilizo en PCR, el cual se llevo a cabo bajo las condiciones descritas en el apartado 

5.2.2 de material y métodos. Los productos se obtuvieron de un tamaño al reportado por la bibliografía el cual es 

de 700-800 pb y que fue corroborado también mediante electroforesis (Fig. 10).  

 
Fig. 10 Productos de PCR de secuencias ITS 

 

Los productos de PCR fueron secuenciados y se compararon con la base de datos de NCBI. Las secuencias se 

alinearon y se construyeron los arboles filogenéticos así como matrices de identidad en el paquete DNAstar. 

Todas las especies pertenecientes al género Aspergillus se agruparon en un solo árbol filogenético y en una sola 

matriz de identidad. La colección de cepas aisladas de suelo contaminado con hidrocarburos comprende 13 

cepas de A. terreus que aunque pertenecen al mismo género y especie su posición en el árbol filogenético nos 

dice que hay, aunque pequeña, variación en sus secuencias ITS (Fig. 11 ). Por ejemplo, la cepa C1 tiene un 

porcentaje de identidad de 45 % con A. niger porque ambos pertenecen al mismo género. Sin embargo, C1 tiene 

un porcentaje de identidad del 100% con una cepa de A. terreus WM03.218 (Fig. 12 ) 
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Fig. 11 Árbol filogenético del genero Aspergillus 
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Fig.12. Matriz de identidad del género Aspergillus 
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Las cepas aisladas de suelos contaminados con hidrocarburos diferentes al género Aspergillus se agruparon en 

otro árbol filogenético (Fig. 13) en el que se aprecian 2 cepas de Neosartoria hiratsukae, 3 cepas de Penicillium 

dipodomyicola, 3 cepas de Paecilomyces variotii también llamada Talaromyces spectabilis, 2 cepas de 

Scedosporium apiospermum, una cepa de Fusarium proliferatum y una cepa de Neurospora crassa.  

 

Fig. 13 Árbol filigenético de los género Neosartorya, Penicillium, Paecillomyces, Scedosporium, Fusarium y 
Neurospora 

 

Fig. 14. Matriz de identidad de los géneros Neosartorya, Penicillium, Paecillomyces, Scedosporium, Fusarium y 
Neurospora 
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La matriz de identidad (Fig. 14) nos muestra que el porcentaje de divergencia entre C22 y C10B es de cero por lo 

que puede tratarse de la misma cepa. Las cepas aisladas de Scedosporium apiospermum tienen diferencias en 

el rango de 0.3-0.5 % en sus secuencias ITS. La cepa C11 tiene un porcentaje de identidad de 99.8 tanto con 

Neosartoria hiratsukae SGLAF3 mientras que la cepa C20 tiene un 100% de identidad con Neosartoria 

hiratsukae UOAHCPF. 

 

Es notable, que de las 37 cepas aisladas el 38 %pertenece la especie Asperigillus terreus (Fig. 15), mientras que 

el 19 % lo ocupan especies de Aspergillus fumigatus. El 43 % restante de las cepas aisladas lo comprenden 

cepas de Aspergillus niger, Talaromyces spectabilis, Fusarium proliferatum, Neosartorya hiratsukae, 

Scedosporium apiospermum, Neurospora crassa y Penicillium dipodomyicola.  

 

                                                Fig 15. Frecuencia de los generos aislados 

 

 

El cultivo superficial impregnado con petróleo crudo resulto ser un método de aislamiento muy selectivo ya que 

solo pequeñas y contadas colonias emergieron. Entre ellas el genero Aspergillus el cual tiene la habilidad de 

crecer en altas temperaturas y actividad de agua baja. Las especies de Aspergillus dominan las poblaciones en 

el trópico de la misma forma que Penicillium lo hace en zonas templadas. Esta es la razón de que el mayor 

número de aislados pertenezcan al género Aspergillus mientras que el género Penicillium mostró una baja 

incidencia. 

 

Aunque el género Talaromyces tambien es característico de climas cálidos solo tres cepas de este género fueron 

aisladas. Estos tres ascomicetos con anamorfos en el género Penicillium, Aspergillus, y Paecilomyces han sido 

clasificados en la familia Trichocomaceae (Pitt y col., 2000). En la literatura reportada se ha encontrado que P. 
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variotii es el anamorfo de Talaromyces spectabilis. Debido a que los anamorfos Paecilomyces se agrupan dentro 

de Byssochlamys, se ha propuesto una nueva combinación Byssochlamys spectabilis (Houbraken y col., 2008; 

Udagawa and Suzuki, 1994; R.A Samson, np). 

 

En cuanto al género fusarium se sabe que incluye especies que son altamente competitivas en contra de hongos 

patogénicos, los cuales pueden contribuir a la mayor captación de nutrientes por la planta (Dix and Webster, 

1995) y algunos de ellos producen promotores de crecimiento de plantas jugando así un papel de hongos 

micorrisicos arbusculares (Fracchia y col., 2000). Sin embargo el árbol filogenético muestra que F. verticillioides 

SCO5A aislado de un suelo contaminado con hidrocarburos se sitúa en un grupo mas cercano a hongos 

saprofiticos como F. oxysporum.  

 

Por otro lado, el género Scedosporium es un hongo oportunistico aunque, los humanos inmunocompetentes 

podrían también ser blanco de sus infecciones (Bernstein et al. 1995). Los géneros antes mencionados asi como 

los géneros Neurospora y Neosartorya ya han sido aislados de suelos contaminados con hidrocarburos (Naranjo 

et al., 2007). 

 

10.3 Selección primaria de los aislados  

Las cepas fúngicas aisladas, 37 en total, fueron evaluadas por su habilidad de tolerar desde 200 hasta 

1000 ppm de una mezcla de PAHs en cultivo superficial. Estas cepas se sometieron a una selección en base a 

su velocidad de crecimiento radial (Vcr) en la presencia de Phe y Py. El impacto del aumento en la concentración 

de PAHs sobre cada cepa fue observado en el cambio o conservación de las características de crecimiento 

colonial como la esporulación, el color de la colonia y la densidad miceliar (Fig. 16). 

 

Se observó que A. terreus HCS2B (Fig 16. C2B) y T. spectabilis HCS12 (Fig 16. C12) no fueron afectadas en la 

esporulación, el color de la colonia no cambio y la densidad miceliar sobre la placa no fue reducida, mientras que 

la densidad miceliar de F. verticillioides HCS5A (Fig 16. C5A) disminuyo visiblemente y el color de la colonia de 

S. apiospermum SCO17 (Fig 16. C17) cambio ligeramente de blanco a gris con el aumento en la concentración 

de PAHs. Un caso notable es el de A. niger SCO4D (Fig 16. C4D) el cual no solo disminuyo su Vcr del micelio 

vegetativo, sino que tambien ceso la capacidad de esporulacion por la falta de micelio aereo. En otros casos, 

como en N. crassa SCO21 (Fig 16. C21) la invasion se inhibio completamente aun en la presencia de bajas 

concentraciones de PAHs.  
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Fig. 16. Prueba de tolerancia de cepas fúngicas aisladas. 

 
 
Cuatro de las cepas fúngicas aisladas sobresalieron por su tolerancia a concentraciones altas de PAHs 

determinadas por su Vcr. La tolerancia de estas cepas puede deberse a las diferencias en la pared celular. Se 

sabe que la pared celular de algunas especies del genero Paecilomyces (al cual pertenece Talaromyces) tienen 

una membrana externa a la pared, la cual consiste en un núcleo de α-manopiranosa (1,6). A diferencia de las 

especies de Penicillium en el cual el núcleo de mananos es corto y las ramificaciones de galactofuranos son más 

largas (Domenech y col., 1999). De acuerdo a la literatura el enlace glicosídico entre los anillos furanosos es más 

débil comparado con los anillos piranosos. La solubilidad depende del contenido de las unidades de galactosa 

presentes. Así que, se puede asumir que la pared de T. spectabilis SCO12 es más resistente que la pared de 

especies de P. chrysogenum SCO7A.  

 

También se ha sugerido que los hongos filamentosos pueden permanecer en contacto con compuestos 

hidrofóbicos y mejorar su transporte mediante fenómenos de superficie (van Groenestijn and Liu, 2002) 

relacionados a la presencia de hidrofobinas (Muñoz y col., 1997), pequeñas proteínas antipáticas (~100 

aminoácidos) involucradas en el crecimiento aéreo, la formación de canales de aire para el intercambio de gases 

y el aumento en la resistencia a la desecación (Wessels 1997; Wösten 2001; Linder y col. 2005) 

 

Una respuesta cuantitativa de cada cepa a 1000 ppm de PAHs basada en su Vcr también fue analizada (Fig.17). 

Con lo cual se determino que nueve de las cepas fúngicas de Aspergillus terreus presentaban un Vcr en el rango 

de 0.55-0.604 cm dia-1 a una concentración de 1000 ppm (C1, C2A, C3, C4A, C8, C16, C28, C29 y C30). Sin 

embargo, su esporulación fue afectada desde 800 ppm de PAHs. Cuatro de las cepas mostraron una inhibición a 

partir de 400 ppm de PAHs (C4B, C4C, C15 y C29), y 19 de las cepas no mostraron tolerancia desde 200 ppm lo 

cual se observó en su baja velocidad de crecimiento y la falta de esporulación (C4D, C6, C13, C9, C10A, C11, 

C13, C14, C18, C21, C23, C24A, C25B, C26B, C27, C28, C31 y C32). En este último grupo se encontraron las 

cepas de Aspergillus fumigatus, Penicillium, Neosartorya, y Neurospora.  
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Fig 17. Velocidad de crecimiento radial en 1000 ppm de PAHs 

 

 

En este trabajo se encontraron cepas fúngicas con diferentes niveles de tolerancia a PAHs las cuales podrían 

aplicarse a sistemas de biorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos. Las cepas del género 

Aspergillus, Neosartorya, Penicillium y Pseudallescheriya (Pseudosporium) ya han sido reportadas como hongos 

cultivables degradadores de petróleo (Davis y Prenafeta.-Boldú, 2001, 2002, 2004, 2006). Fusarium y 

Paecillomyces incluso han sido reportados como hongos que tienen la capacidad de degradar lignina aunque su 

habitat sea el suelo (Kluczek-Turpeinen, 2003, Hao y col., 2006, Saparrat y Hammer, 2006, Singh y Tharcur, 

2006). 

 

Ente los nueve géneros mostrados, cuatro aislados fúngicos designados como Aspergillus terreus SCO2B, 

Fusarium verticillioides SCO5A, Talaromyces spectabilis SCO12 y Scedosporium apiospermum SCO17, 

mostraron una tolerancia a concentraciones altas de PAHs debido a que su Vcr fue significativamente mantenida 

aun en la presencia de 1000 ppm de una mezcla de PAHs sin que la densidad miceliar se haya visto reducida. 

Por esta razón se evaluó su Vcr en presencia de 2000 ppm de PAhs (Fig. 18). 
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Fig. 18 Tolerancia de las cepas seleccionadas a 2000 ppm de PAHs 

 

 

Se mostro que Fusarium y Talaromices puede sobrevivir a concentraciones de PAHs tan altas como 2000 ppm. 

Sin embargo, el crecimiento de A. terreus y Scedosporium apiospermum fue significativamente reducido en un  

50 % de su Vcr en comparación con la Vcr observada a 1000 ppm de PAHs.  

 

10.4 Selección secundaria (Crecimiento en cultivo sólido) 
 

La segunda selección se baso en adaptar las cepas seleccionadas: A. terreus SCO2B, F. verticillioides SCO5A y 

T. spectabilis SCO12, al cultivo sólido. En este estudio, cada cepa fue precrecida en un texturizante 

lignocelulosico como el bagacillo de caña.  

 

Hoy en día, el uso de residuos agroindustriales o subproductos tiene diversas aplicaciones. Unos son usados 

para la producción de biocombustibles mediante fermentación, directamente usados como combustibles en 

calentadores, o como alimento para ganado. Sin embargo, estos materiales pueden ser usados como una fuente 

alterna de carbono que como se describe en este trabajo, puede mejorar significativamente el crecimiento de los 

microorganismos.  
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10.4.1 Estandarización de las condiciones de crecimiento en 
cultivo sólido de las cepas seleccionadas. 

 
La selección secundaria se baso en la adaptación de los hongos seleccionados: A. terreus SCO2B, F. 

verticillioides SCO5A y T. spectabilis SCO12, al cultivo sólido. En este estudio cada cepa fue precrecida en un 

texturizante lignocelulosico como el bagacillo de caña, impregnado con tres medios de composición diferentes 

pero con glucosa como fuente primaria de carbono. Los primeros experimentos estuvieron enfocados en el 

estudio de algunos aspectos desconocidos del crecimiento de cada cepa fúngica sobre cultivo sólido. Algunos de 

estos aspectos incluyen: la determinación del inicio de la fase exponencial con el objetivo de seleccionar el 

tiempo de adición del suelo contaminado en experimentos subsecuentes, y finalmente, el efecto que podría tener 

la presencia del suelo contaminado sobre el crecimiento del hongo en el sistema.  

 

La fase de adaptación de A. terreus HCS2B con el medio mínimo (MM) toma todo un día. El inicio de la fase 

exponencial del se da en el día dos de la fermentación, la fase estacionaria toma lugar en el día 4 que dura poco 

menos de 24 horas con una producción máxima de 0.045 mol de CO2. Finalmente se presume que la fase de 

esporulación comienza en el día 5 pues la producción de CO2 comienza a disminuir hasta que no se puede 

cuantificar lo cual sucede desde el día 7. Mientras que con el medio Toyama´s la fase de adaptación es tan 

rápida que no se puede diferenciar del inicio de la fase exponencial. Con este medio la fase estacionaria se 

alcanza en el dia dos de la fermentación y dura 4 días más hasta que en el día 7 no se puede cuantificar la 

producción de CO2. Sin embargo, en el día 8 hay nuevamente producción de CO2 con lo cual se presume que el 

microorganismo podría estar utilizando ya la fuente alterna de carbono del bagacillo de caña. Finalmente el 

medio mínimo 2 (MM2) mantiene al microrganismo activo por menos tiempo, pues se observa que en el día 6 no 

hay respiración. La micrografía demuestra que el hongo aunque no es ligninolítico tiene la capacidad de invadir el 

bagacillo de caña produciendo compuestos con tonalidades oscuras a diferencia de los hongos ligninolíticos (Fig. 

19). 

 

  

Fig. 19 Crecimiento de A. terreus HCS2B sobre bagacillo de caña. 
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La fase de adaptación F. verticillioides HCS5 sobre bagacillo de caña impregnado con cualquiera de los tres 

medios evaluados (MM, Toyama´s, MM2) se da en las primeras horas de cultivo. En el primer día de 

fermentación también da inicio la fase exponencial, que termina en el día 2 tanto para el cultivo llevado a cabo 

con MM como con MM2. Sin embargo con el medio Toyama´s la fase exponencial se extiende hasta el día 4 en 

el que comienza la fase estacionaria, a diferencia de los otros dos cultivos que para este tiempo ya declinan su 

producción de CO2. Aunque el agotamiento de la fuente primaria de carbono coincide con los cultivos en MM y 

MM2 (día 6), la producción de CO2 en el cultivo con Toyama´s nunca es tan cercano a cero. El inicio de la 

utilización de la fuente de carbono en el día 8 hace suponer que se puede tener al microorganismo activo por 

periodos largos de tiempo si se cultiva inicialmente con medio Toyama´s. El crecimiento de F. verticillioides 

HCS5 en bagacillo de caña de da tanto superficial como interno pero sin la producción del efecto de pudrición 

oscura (Fig. 20). 

 

 
 

Fig. 20 Crecimiento de F. verticillioides HCS5 sobre bagacillo de caña. 

 

La composición del medio Toyama´s fue determinante para el crecimiento de T. sepectabilis HCS12 en cultivo 

sólido. No solo por el inicio a corto plazo de la fase exponencial, lo cual ocurre en el día uno de la fermentación, 

sino por la mayor duración de la fase estacionaria que comienza en el día dos extendiéndose al día 4. Con este 

medio, la respiración no disminuye tanto como con los otros dos medios permitiendo al microorganismo 

prepararse para el consumo de la fuente alterma de carbono que comienza en el día 8. Talaromyces sepectabilis 

HCS12 al igual que A. terreus HCS2B tiene la capacidad de crecer dentro de las fibras del bagacillo, tomando la 

ventaja de utilizar sus nutrientes como fuente alterna de carbono cuando la glucosa del medio inicial se ha 

agotado. (Fig. 21). 

 

  
Fig. 21 Crecimiento de T. sepectabilis HCS12 sobre bagacillo de caña. 
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El comienzo de la fase exponencial en ambos T. spectabilis SCO12 como A. terreus SCO2B, bajo estas 

condiciones de crecimiento, ocurren en el segundo día de fermentación. Asi que, para evitar cualquier inhibición 

del microorganismo debido a la toxicidad en etapas tempranas del crecimiento, la adición del suelo contaminado 

se realizo en el segundo día de fermentación. En cuanto a la humedad A. terreus SCO2B presenta un mayor 

crecimiento (observado por el crecimiento miceliar y la producción de CO2) con 30% (v / p) humedad, 35% de 

humedad para T. spectabilis SCO12 35% y el 40 % es optimo para el crecimiento de F. verticillioides SCO5A 

.  

Actualmente, el uso de residuos agroindustriales o subproductos tiene diversas aplicaciones. Algunos de ellos 

sirven como sustrato en fermentaciones dirigidas a la producción de biocombustibles, otros son usados 

directamente como combustibles para calentamiento o como alimento para ganado. Sin embargo, todos estos 

materiales pueden ser usados como fuente alternativa de carbono que, como se describe en este trabajo, puede 

mejorar significativamente el crecimiento de microorganismos.  

 

10.4.2 Estandarización de las condiciones de extracción  

Las mezclas de hexano-acetona en relación 1:1 rindieron eficiencias por debajo de 80% aun en tiempos de 

reflujo de 60 minutos. La mayor eficiencia de extracción se consiguió utilizando una mezcla de hexano-acetona 

en ralación 1:2, pero con tiempos cortos de reflujo. Se observo que con esta mezcla, el aumento en el tiempo de 

tratamiento es inversamente proporcional a la eficiencia (Tabla 20). Por lo tanto las condiciones de extracción 

para los experimentos de remoción en cultivo sólido son: 30 ml de una mezcla de hexano-acetona en relación 

1:2, 40 minutos de reflujo, con una energía de 800 W.  

 

                 Tabla 20. Eficiencia de extracción 
Hexano:acetona Tiempo de reflujo 

 (min) 
Eficiencia (%) 

1:1 40 44 

1:1 50 56 

1:1 60 76 

1:2 40 98.7 

1:2 50 98.4 

1:2 60 78.9 
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10.4.3 Remoción de Phe y Py en cultivo sólido 

Partiendo del conocimiento de que las cepas seleccionadas son capaces de crecer en contacto directo con una 

mezcla de PAHs sobre cultivo superficial, se creó la hipótesis de que también tendrían la capacidad de sobrevivir 

en presencia de suelo contaminado con Phe y Py. Debido a que, por su recalcitrancia, estos xenobioticos se 

integran en los poros de la partículas sólidas como el suelo y por lo tanto el contacto microorganismo-xenobiotico 

en cultivo solido no sería tan directo como lo es en cultivo superficial. La necesidad de tener la certeza de la 

sobrevivencia de las cepas seleccionadas en cultivo sólido con suelo contaminado con PAHs, llevo a realizar un 

experimento de remoción. Basado en la prueba de tolerancia, el suelo se contamino con una mezcla de PAHs (a 

una razón 1:1 de Phe y Py) a una concentración final de 2000 mg kg-1 de suelo.  

 

El crecimiento revelado en este estudio fue similar al patrón clásico de degradación de PAHs (Serrano Silva y 

col., 2009) donde la disminución del crecimiento solo ocurrió cuando el suelo contaminado fue adicionado. 

Aunque la sobrevivencia de cada hongo se verifico por la producción de CO2 durante dos semanas.  

En la ausencia de PAHs, el crecimiento de las cepas fúngicas se mantuvo. Sin embargo, la presencia de PAHs 

obviamente afecto el crecimiento de los aislados fúngicos (Fig 22). 

 

La cepa T. spectabilis SCO12 mostro el mayor crecimiento seguido de F. verticillioides SCO5A. Aunque en 

cultivo solido, el hongo tenía menos contacto con la sustancias toxicas, A. terreus SCO2B mostro el crecimiento 

más bajo, lo cual confirma la inhibición observada en el cultivo superficial con 2000 mg PAHs kg-1 (Fig. 20). 

Como ya se ha reportado, los residuos lignocelulosicos permiten al hongo posicionarse para penetrar 

posteriormente en los más profundo de las partículas des suelo y servir no solo como sustrato para el 

crecimiento, sino también como almacén de humedad y además protege al micelio. Esto mejora la sobrevivencia 

del hongo en el suelo donde se enfrenta con otros microorganismos o compuestos tóxicos (Canet y col., 2001). 

 

 
Fig. 22 Crecimiento de las cepas seleccionadas en cultivo sólido con suelo contaminado con PAHs 
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Después del análisis de la producción de CO2 por efecto de la respiración de cada microorganismo en presencia 

y ausencia de PAHs, la cuantificación de remoción de cada compuesto también es importante (Fig.23).  

 

La eficiencia de cada cepa para remover PAHs fue calculada de la cantidad de Phe y Py remanentes usando 

extracción asistida por microondas. Un buen acercamiento al porcentaje de remoción depende de la eficiencia de 

la técnica de extracción la cual debe ser de preferencia igual o mayor que el 90%. La porción no recuperada de 

PAHs puso deberse a la volatilización por el proceso de aireación, especialmente con fenantreno, la oxidación 

abiótica y la adsorción irreversible sobre las partículas del suelo y/o la superficie de los reactores (Novotný etal., 

1999).  

 

Aunque la perdida de Phe y Py a través de la adsorción física y la foto-oxidación se observo, esta fue baja (<10% 

en 14 días de incubación). Después de sustraer la perdida abiótica, el total de biodegradación de Phe por F. 

verticillioides SCO5A después de dos semanas de incubación fue 19–26 % de la cantidad inicial. Aunque, es el 

mayor porcentaje de remoción de Phe este fue similar al obtenido por A. terreus SCO2B (22-25 %) y por el 

obtenido para T. spectabilis SCO12 (17-27 %). Los resultados de remoción complementados con la producción 

de CO2 muestran que no hay una relación directamente proporcional entre ellos (Fig. 22 y 23). Es decir que la 

mayor producción de CO2 no asegura también una mayor remoción. En cuanto a la remoción de Py T. spectabilis 

SCO12 demostró mayor eficiencia de degradación (20 %) que F. verticillioides SCO5A y A. terreus SCO2B, los 

cuales degradaron 17 y 15 % del Py en un lapso de 14 días de incubación, respectivamente.  

 

 

 

Fig. 23 Remoción de Phe y Py en cultivo sólido por las cepas seleccionadas 
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Los porcentajes de la remoción alcanzados por T. spectabilis SCO12, F. verticillioides SCO5A y A. terreus 

SCO2B no mostraron una diferencia significativa en la remoción de of Phe. Aun así, la remoción de Phe es 

considerado alto si se compara con el porcentaje de degradación que rinde el hongo modelo P. chrysosporium el 

cual remueve 40% de Phe, 34.6% Py y 17% BaP, sobre todo si se tiene también en consideración que estos 

porcentajes son alcanzados en una lapso de 19 días por P. chrysosporium y que además se llevaron a cabo con 

una concentración inicial de PAHs muy baja (30 mg kg-1) (Wang et al., 2009) 

 

Aunque las cepas de P. ostreatus reducen las concentraciones de antraceno, pireno y fenantreno en porcentajes 

de 81–87%, 84–93% y 41–46%, respectivamente, esta remoción fue obtenida en un periodo de cuatro meses el 

cual es bastante largo y además partiendo de una cantidad muy baja de PAHs (50 mg de cada PAH kg-1 suelo). 

Por otro lado la remoción causada por P. chrysosporium y T. versicolor en el mismo estudio fue mucho mas baja 

debido a su baja capacidad de colonizar el suelo (Novotný et., al 1999). Incluso T. versicolor ha sido catalogada 

también en otros trabajos como incapaz de colonizar suelo no estéril (Martens & Zadražil, 1998). 

Los resultados antes expuestos nos confirman que los hongos ligninoliticos no son capaces de colonizar el suelo, 

y que concentraciones altas de PAHs les son toxicas, estas son por lo tanto características que limitan la 

biorremediación de suelos contaminados. Aunque cepas como P.ostreatus alcanzan porcentajes de remoción 

mayores al 80% de Py al final la cantidad removida es de 40 mg Kg-1 suelo, mientras que T. spectabilis HCS12 

remueve al menos 200 mg Kg-1 suelo en menos tiempo.  

 

Una vez comparados los resultados obtenidos en este estudio con los obtenidos por hongos ligninolíticos 

también es de interés hacer una comparación de la remoción de PAHs por otros hongos aislados de suelo. Se 

encontró que un hongo no ligninolítico A. terreus aislado de suelo contaminado con (PAHs) rendía un 60% y 

27.5% de disminución de pireno y benzo(a)pireno respectivamente en cultivo sumergido adicionado con 50 y 25 

mg L-1 respectivamente después de nueve días de cultivo. Es importante resaltar que aunque la remoción de Py 

fue alta, la concentración inicial fue de apenas 50 ppm. Esto da como resultado la remoción final de 30 ppm de 

Py. La cepa de A. terreus metaboliza pireno y B(a)pireno por una reacción similar a la reportada previamente 

para hongos no ligninolíticos con un mecanismo que sugiere la hidroxilación por una monoxigenasa citocromo P-

450 seguida de la conjugación con un ion sulfato (Capotorti y col., 2004). En otros estudios la degradación 

cometabolica con glucosa 5 mg kg-1 suelo reporta que A. terreus degrado aproximadamente un 35% de Phe y 

23% de Py. Mientras que una cepa de Penicillium sp. degrado 62% de Phe y 48 % de Py. En un suelo 

contaminado con 589.3 mg PAHs kg-1 suelo. La concentración inicial de Phe y Py fue de 106.2 y 94.8 mg kg-

1suelo. (Jeong-Dong y Choul-Gyun, 2007). En ninguno de los estudios reportados se encontró una cantidad de 

remosión de Phe y Py tan alta como la que nosotros reportamos para los hongos T. spectabilis HCS12, F. 

verticillioides HCS5A y A. terreus HCS2B. 

 



109 
 

La razón de diferentes comportamiento de cepas en el cultivo solido con otros del mismo género y especie en 

otros trabajos podría deberse a que, en nuestro estudio, la biodegradación fue llevada a cabo en la presencia de 

una concentración inicialmente alta de PAHs (2000 mg kg-1 suelo) con cepas fúngicas aisladas directamente de 

suelos altamente contaminados con hidrocarburos pero precrecidas en bagacillo de caña. Es también conocido 

que los PAHs de bajo peso molecular pueden afectar la degradación de los PAHs de alto peso molecular, y 

viceversa, vía cometabolismo, inducción de la actividad enzimática por intermediarios de degradación 

relacionados o vía inhibición competitiva o toxicidad (Dean-Rosset y col., 2002). En este estudio el porcentaje de 

remoción es atribuido solo a la actividad de cada hongo sin embargo, en otros trabajos llevados a cabo bajo 

condiciones no estériles la remoción es favorecida por la cooperación metabolica de muchos microorganismos 

que pueden resultar en la utilización mejorada de PAHs, ya que los intermediarios producidos por algunos 

microorganismos pueden servir como sustrato para el crecimiento e otros. Por lo tanto las enzimas ligninolíticas 

pueden competir por los mismos sustratos y los radicales formados interactúan unos con otros o con los 

metabolitos fúngicos y dan paso a la generación de otros radicales que continúan el proceso (Anastasi y col., 

2009). 

 

En este trabajo se observo una remoción significativa de pireno de los cultivos en suelo por la cepa T. spectabilis 

SCO12 la cual muestra un 20 % de remoción que representa 1.15 veces la remoción alcanzada por F. 

verticillioides SCO5A y 1.32 veces la obtenida por A. terreus SCO2B dentro de 14 días de un suelo donde los 

PAHs estaban presentes a las concentraciones de 1000 de Phe y 1000 Py mg kg-1 suelo. Esto documenta la 

eficiencia de estas cepas para remover Py del suelo y refrenda la habilidad de A. terreus de degradar PAHs en 

cultivo solido. 

 

Por otra parte, el género Fusarium ya ha sido bioaumentado en residuos agroindustriales pero solo para 

degradar o modificar sustancias aromáticas de residuos del procesamiento de olivo lo cual se alcanzo en un 80% 

por un periodo de 20 semanas por F. lateritium (Sampedro y col., 2005). Sorprendentemente, los autores 

encontraron muchas oxidasas modificadoras de lignina, incluyendo lacasa, Mn-peroxidasa y la peroxidasa 

inhibida por Mn en cultivos en estado sólido. Es de importancia mencionar que la presencia de estas enzimas en 

cultivos con Fusarium spp. no es un conocimiento nuevo (Curir y col., 1997; Regalado y col., 1997; Saparrat y 

col., 2000). En relación con la aplicación del genero fusarium en biorremediación se encontró también que, la 

oxidación de benzo(a)pireno por Fusarium sp. E033 produce la formación de un metabolito intracellular dihidroxi 

dihidro-benzo(a)pireno mientras que el metabolito benzo(a)pireno-quinona se observo de una muestra 

extracelular. Estos resultados concuerdan con dos productos de transformación formados a partir de la ruta de 

degradación de benzo(a)pireno propuesta para F. solani, el cual involucra una monoxigenasa citocrome P-450 

intracelular y enzimas peroxidasas de lignina extracelulares (Verdin y col., 2004). Así mismo, una cepa de 

Fusarium sp. aislada del suelo contaminado con PAH se probo en el suelo nativo para la degradación de PAH. El 

porcentaje de remoción por esta cepa fúngica fue de 27.5% de una concentración inicial de 793.92 mg PAHs kg -1 

suelo del cual 55% fue de 5-6 anillos, 38% de 4 anillos y 6% de 3 anillos cuya remoción fue de 30%, 20% y 20 % 
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respectivamente. En cuanto al Phe, este, fue removido en un total de 11% mientras que el Py fue removido en un 

24% (Potin y col., 2004) 

 

En cuanto a T. spectabilis HCS12 se refiere, aunque se han aislado cepas relacionadas al género Paecilomyces 

(Fedorak y Westlake, 1986), al cual pertenece Talaromyces, este ha sido aplicado en la degradación de de 

compuestos monoaromaticos como los BTEX (Benceno, tolueno, etil benceno y xilenos) como una fuente de 

carbono y energía. Estos compuestos se han tratado por separado y en mezclas en cultivo sumergido y en 

biofiltros empacados con los hongos filamentosos Paecilomyces variotti CBS115145. El tolueno fue degradado 

completamente, seguido del etilbenzeno, sin embargo el benzeno fue asimilado solo (45%) igual que los m- y p-

xilenos, mientras que solo el 30 % del o-xileno fue metabolizado (García-Peña et al., 2008). Estos compuestos 

están formados de solo un anillo aromático que además esta activado por un grupo OH o un grupo metilo lo cual 

los hace un blanco de oxidación. Además, muchos estudios reportaron la capacidad de degradación de lignina 

de los hongos Paecillomyces fusisporus, Paecillomyces varioti, Paecillomyces inflatus y Paecillomyces sp. y la 

aplicación de estos últimos para la remoción de color de efluentes de la industria del papel (Kluczek-Turpeinen y 

col., 2003; Singh y Thakur, 2006). Sin embargo, nuestros resultados muestran el alto potencial de degradación 

de este género para ser aplicado en el desarrollo de procesos ecológicos debido a su capacidad de metabolizar 

PAHs. 

 

 

Actualmente algunos de los mecanismos por los cuales los hongos pueden asimilar o escindir xenobioticos han 

sido dilucidados. Sin embargo, en T. spectabilis este mecanismo permanece aún incierto. Se ha postulado que 

cuando el mecanismo de hongos involucrados en la asimilación de hidrocarburos monoaromáticos esta 

correctamente identificados y posicionados en un contexto filogenético, puede ser posible evaluar 

sistemáticamente la presencia de varias rutas metabolicas que pueden ser usadas en la biodegradación de tales 

materiales por otros organismos(Prenafeta-Boldu 2006). Tomando como base lo anterior, es posible que el 

sistema de degradación de T. spectabilis pueda ser el mismo que presenta A. terreus.  

 

Como se ha visto las monoxigenasas y peroxidadas son las enzimas protagonistas en la degradación de 

xenobioticos. Sin embargo, la contribución de los lípidos peroxidados (LPO) u otros mediadores redox podrían 

estar mejorando la degradación de PAHs. Los LPO pueden iniciarse por la actividad de MnP (Bogan y Lamar 

1996) y también se han observado como resultado de la actividad de MnPs de hongos degradadores de paja 

(Kapich y col., 2005). El metabolismo de los lípidos producen peróxido de hidrogeno (H2O2). En consecuencia, 

esto puede inducir la formación de especies reactivas del oxigeno (ROS), tales como los radicals hidroxi (-OH) 

(Hammel y col., 2002), los cuales pueden ser los agentes que inician la oxidación del BaP en el hongo Fusarium 

solani; los autores usan inhibidores específicos de peroxidasas y de monooxigenasas cP-450 donde 

sorprendentemente, se observa la degradación no esperada de BaP. Esto indica que no solo los mecanismos 

enzimáticos están envueltos en la degradación de xenobioticos sino que también están involucradas otras 
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moléculas menores pero importantes (Veignie y col., 2004). Se ha hipotetizado que la producción de H2O2 y de 

ROS extracelulares, actúan como pequeños agentes no enzimáticos, los cuales juegan un papel esencial en la 

biodegradación de PAHs por C. sphaerospermum. 

 

Hoy en día este es el primer trabajo sobre la degradación de PAHs usando Fusarium verticillioides y 

Talaromyces spectabilis en cultivo sólido con suelo contaminado con una alta concentración de PAHs.  
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10.5 Screening de enzimas oxidativas extracelulares en las 
cepas candidatas a mejora genética 

Tabla. Oxidación de O-anizidina, Azure B y ABTS. 

 MnP LiP Lacc 
 pH 4.5 pH 3.0 pH 4.5 
P. 

chrysosporium 

 

  

P. ostreatus 

 

 

 

A. niger 

  

 

A.Terreus 
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T. spectabilis 

  

 

Control 

abiótico 

 
 

 

 O-anizidina Azure B ABTS 

Tabla. Oxidación de RBBR por P. ostreatus, A.terreus y T. spectabilis a pH 3.0 y 4.5 
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Tabla. Oxidación de Rblack5 por P. ostreatus, A.terreus y T. spectabilis a pH 3.0 y 4.5 
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10.6 Pruebas de sensibilidad a antifungicos 
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Por su capacidad de tolerancia de altas concentraciones de PAHs asi como por su capacidad de crecer 

en cultivo solido y de remover eficientemente altas concentraciones de Phe y Py, las cepas seleccionadas como 

candidatas a transformación para la expresión del gen vpl2 son: A. terreus HCS2B y T. spectabilis HCS12. Sobre 

estas cepas se llevaron a cabo estudios preliminares como las pruebas de sensibilidad a antifúngicos con el 

objetivo de seleccionar el marcador de selección de transformantes que sería incluido en el vector de expresión.  

 

Se evaluaron inicialmente los antifúngicos carboxina, glufocinato y bleomicina. El ensayo se llevo a cabo 

en medio Czapeck y como se puede ver los controles sin antifúngico crecieron sin ningún problema. Mientras 

que A. terreus HCS2B se vio completamente inhibida cuando se puso en contacto con 1000 μg/ml de carboxina. 

El efecto de la carboxina sobre T. spectabilis HCS12 de observo en 800 μg/ml. La concentración mínima 

inhibitoria (MIC) de glufocinato para A. terreus HCS2B y T. spectabilis HCS12 fue de 800 μg/ml. Frente al 

antifúngico bleomicina A. terreus HCS2B mostro una MIC menor (800 μg/ml) que la presentada por T. spectabilis 

HCS12 (1000 μg/ml) (Fig.24). 

 
Microorganismo Antifungico MIC 

[μg/ml] 
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Fig. 24 Sensibilidad de las cepas seleccionadas a diferentes antifungicos. 

El ensayo de sensibilidad a higromicina se llevo a cabo solo para T. spectabilis HCS12 y en 

concentraciones bajas. Este hongo presento resistencia natural a higromicina aun a 500 μg/ml del antifúngico 

(Fig. 25) Por lo que el gen de resistencia a hygB no se puede usar como marcador de selección de 

transformantes. 
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Fig. 25 Sensibilidad de T. spectabilis HCS12 a diferentes concentraciones de higromicina. 

 

 

El método de transformación de T. spectabilis HCS12 por biobalística involucra la regeneración por 

18 horas de las esporas que fueron baleadas. Esto implica que las esporas que no sufrieron tanto 

daño por el impacto de los microproyectiles podrían germinar y tener la ventaja de crecer ante 1000 

μg ml-1 de glufocinato aun sin haber integrado el gen de resistencia bar. Para desechar esta hipótesis 

se realizo un experimento donde esporas incubadas durante 18 horas se pusieron en contacto con la 

MIC de glufocinato calculada inicialmente para este microorganismo sobre medio Czapeck. Tomando 

como control las mismas esporas germinadas pero cultivadas en medio sin antifungico. Las esporas 

germinadas no fueron capaces de crecer ante 1000 μg ml-1 de glufocinato (Fig. 26).  

 

 
Fig. 26 Inhibicion de esporas germinadas de T. spectabilis HCS12 por glufocinato 

 

 

10.7 Germinación de esporas en cultivo sumergido y 
superficial 

Las cineticas de germinación de esporas de los microorganismos seleccionados se llevo a cabo debido a 

que se ha probado que las esporas germinadas resultan ser más competentes para recibir DNA foráneo 

antes de la división nuclear y la formación de septos (Robinson y Sharon 1999). Esto puede deberse a 

que la aparición del tubo germinal a través de la pared de la espora combina la degradación enzimática 

de una pequeña región localizada de la pared de la espora y la presión física ejercida por el protoplasma. 
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El tubo germinal puede surgir de una región predeterminada más delgada de la pared de esporas (poro 

germinal). Por lo tanto, la germinación per se involucra la generación de al menos una zona susceptible 

para crear poros por la aplicación de un campo eléctrico.  

 

El tiempo de germinación puede variar incluso entre especies del mismo género por lo que fue necesario 

seguir una cinética de germinación. En general, se prefieren esporas con un tubo germinal de longitud 2 

veces el diámetro de la espora lo cual asegura la presencia de esporas geminadas uninucleadas. 

 

Las esporas de A. terreus HCS2B en cultivo superficial alcanzan un hinchamiento homogéneo en la hora 

11. A las 12 h de incubación se observa la aparición de los tubos germinales que adquieren la longitud 

deseada hasta la hora 14 de incubación (Fig. 27).  

 
1h 8h 11 h 

   
12 h 14 15 

   
Fig. 27 Germinación de A. terreus HCS2B en cultivo superficial 

Talaromyces spectabilis HCS12 en cultivo superficial comienza con la etapa de hinchamiento apenas 

transcurridas 2 h de incubación. Este fenómeno se observa más homogéneo en la hora 6 y finalmente los 

tubos germinales son observados en la hora 7 del cultivo (Fig. 28). 
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1h 2 4 

   

5 6 7 

   

Fig. 28 Germinación de T. spectabilis HCS12 en cultivo superficial 

 

 

En cultivo sumergido la etapa de germinación es alcanzada en un tiempo mucho menor comparado con el tiempo 

que toma alcanzar la germinación de las dos cepas seleccionadas en cultivo superficial. Las esporas de A. 

terreus HCS2B alcanzan la etapa de germinación en 9 h (Fig. 29), mientras que las esporas de T. spectabilis 

HCS12 toman apenas 6 h en alcanzar la germinación (Fig. 30). 

 

 
1h 8h 9h 

   
Fig. 29 Germinación de A. terreus HCS2B en cultivo sumergido 
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1h 2h 6h 

   
Fig. 30 Germinación de T. spectabilis HCS12 en cultivo sumergido 

 

10.7.1 Lisis de esporas 
 
 

 

Se adiciono 1 mg de enzimas líticas/mL cultivo. Las enzimas en este experimentos se adicionaron a la 

hora número 4 de incubación y se tomo una muestra de 400 µl cada 10 minutos, fue centrifugada y lavada 

con agua, luego se resuspendio en agua y se tiño con 50 µl de azul de algodón  

 

10 min 40 min 80 min 

   
120 min 160 min 200 min 

   
 

Fig. 30 Efecto de enzimas líticas sobre esporas germinadas de T. spectabilis HCS12 
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10.8 Construcción del vector de expresión de vpl. 

 
Los plasmidos pGMGavm, pALMP2, pJPPE y pJBar fueron replicados en E. coli DH5α y purificados mediante el 

método de Zhou C. y col., 1990 

 

 

 

Fig. 31 

Volumen final de dilución: 100 μl. Muestra de análisis: 2 μ l de cada miniprep.  

 

Las clonas c4 y g6 de pJPPPE asi como las clonas c3 y g6 de pJBar fueron seleccionadas para un análisis de 

restricción. Para ello fueron cultivadas en 10 mL de medio Luria  Bertani con 100 μg/mL de ampicilina durante 12 

hr y posteriormente centrifugadas para extraer DNA plasmidico con el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA 

Purification System de Promega A1460 el cual tiene una eficiencia de 3.5-5 µg de plásmido de alto número de 

copias y de 1.5-3.0 µg para plásmidos de bajo número de copias. La mínima recuperación esperada es de 3.5 5 

µg de plásmido ya que los plásmidos con que se cuenta tienen un origen de replicación pMB1  de alto número 

de copias (500-700). 

 

Las enzimas que se utilizaron para analizar las clonas del plasmido pJPPPE fueron HindIII, NdeI, EcoRV, BamHI, 

PstI y ApaI. HindIII debería linearizar el plásmido, la reacción con NdeI no debería cortar si es que la construcción 

fue hecha en pJet, la digestión con EcoRV rinde 2 fragmentos; uno de 2720 que corresponde al caset de cbx y 

otro de 2996 correspondiente a pJet. BamHI corta justo en extremo 3´de cbx y dentro del promotor Pika. La 

enzima que se uso para cortar justo en cbx fue PstI pero que también corta en pJet produciendo 2 fragmentos 

uno de 1636 y 4080. Finalmente la digestión con ApaI produjo un solo corte en Pika rindiendo así la linearización 

C4               c4   c5   c9    g4   g6   g8  c1   c3  c5   g5    g6   g8  

 

pJPPPE pJBar 
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de pJPPPE. Las clonas de pJBar se analizaron con PstI que debería linearizar el plásmido y con ApaI que corta en 

el gen de interés bar. Las digestiones de cada una de las enzimas anteriones sobre los plásmidos pJMGP y 

pBluescript KS, se utilizaron como controles.  La ubicación de cada digestión en el gel de electroforesis se 

muestra en la siguiente tabla, el bandeo del marcador utilizado y posteriormente el electroferograma obtenido. 

 

Carril Digestión Carril Digestión Carril Digestión Carril Digestión 

1 Roche VII 11 NdeI 21 pJMGP 31 EcoRV 

2 pJPPE c4 12 EcoRV 22 HindIII 32 BamHI 

3 HindIII 13 BamHI 23 NdeI 33 PstI 

4 NdeI 14 PstI 24 EcoRV 34 ApaI 

5 EcoRV 15 ApaI 25 BamHI 35 pJBar g6 

6 BamHI 16 pJBar c3 26 PstI 36 PstI 

7 PstI 17 PstI 27 ApaI 37 ApaI 

8 ApaI 18 ApaI 28 pB KS 38 λHindIII/EcoRI 

9 pJPPPE g6 19 λHindIII/EcoRI 29 HindII 39  

10 HindIII 20 Roche VII 30 NdeI 40  

 

 

2 μ l deMarcador molecular VII Roche [0.25 μg/ μl].  Las seis primeras bandas tienen un porcentaje del 19.4, 

16.85, 13.85, 11.11, 8.25 %  (en promedio 55 ng DNA), cuyo patrón de bandeo se muestra en la siguiente figura. 
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Las clona c3 y g6 del plásmido pJBar mostraron el mismo bandeo en el análisis de restricción, pero la clona g6 es 

la que se usó como templado para la amplificación del gen bar. Mientras que para la obtención del promotor 

pika por restricción se seleccionó la clona c4 del plásmido pJPPPE. 
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El plasmido pGMGavm y pALMP2 fueron replicados en E. coli DH5α. El dna plásmidico de 6 clonas de cada uno 

se obtuvo por el método de Zhou C. y col., 1990 

pGMGavm pALMP2 

  

 

Las clonas c9 y g3 del plásmido pGMGavm asi como las clonas c2 y g6 del plásmido pALMP2 se cultivaron en 10 

ml de LB con 100 μg/mL de ampicilina durante 12-16 hr. Al cabo de ese tiempo las células fueron centrifugadas y 

el DNA plásmidico se purifico por kit para ser analizados por restricción.  

Las enzimas EcoRI, XhoI, XbaI, ApaI y  BamHI se usaron para analizar el plásmido pGMGavm. Los resultados 

esperados por la digestión de EcoRI, de acuerdo a la secuencia proporcionada, es  que no debe haber digestión. 

La obtención de cinco fragmentos de tamaño de 3673, 1661, 691, 381 y 240 bp por la digestión con XhoI se debe 

a que hay 1 sitio de reconocimiento en el vector, dos sitios de reconocimiento en el gen mnp1 y dos sitios de 

reconocimiento para esta enzima en el promotor gpdA. La digestión con Xba debe dar la linearización del 

plasmido de 6646 bp asi como la digesgión por ApaI la cual corta en mnp1. Finalmente la digestión por BamHI 

debe producir la escición del caset de expresión de 3666 pb y el fragmento correspondiente al vector en que fue 

clonado de 2980 pb.  

pGMGavm     

 

1 Clona c9 7 Clonag3 

2 EcoRI 8 EcoRI 

3 XhoI 9 XhoI 

4 XbaI 10 XbaI 

5 ApaI 11 ApaI 

6 BamHI 12 BamHI 

13 Marcador Fermentas #SM1338 
MM 

 

La clona de pGMGavm g3 se utilizo como templado para los productos de PCR pGG y PCR gpdA-PS. 

El plásmido pALMP2 en sus clonas c2 y g6 también fueron analizadas pero con HindIII, XbaI, NcoI y EcoRV. La 

enzima HindIII encuentra dos sitios de reconocimiento en argB+ (ornitina carbamoiltransferasa) produciendo 2 

c8    c9    c10  g3    g6  g8   c2  c3    c7   g1   g4  g6  

    1      2      3      4      5      6      7      8     9     10    11  12    13  
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fragmentos; uno de 1453 bp y otro de 6170 bp. Por otra parte, el promotor alcA de 630 bp se libera mediante la 

digestión con XbaI. El gen vpl2 tiene un sitio de reconocimiento para NcoI, pero no se sabe si en el resto del 

plásmido hay más sitios de reconocimiento para esta enzima. Por último EcoRV debe producir la linearización 

del plásmido.  

pALMP2     

 

1 Roche 

VII 

7 EcoRV 

2 Vivantis 

VC100 

8 pALMP2 

g6 

3 pALMP2 

c2 

9 HindIII 

4 HindIII 10 XbaI 

5 XbaI 11 NcoI 

6 NcoI 12 EcoRV 

 

 

El patrón de bandeo del los marcadores de peso molecular Vivantis VC100 y Fermentas SM1338 se muestran a 

continuación. 

Vivantis VC100 
  

Los primeros productos de PCR obtenidos fueron el tándem promotor gpdA-péptido señal con los sitios de 

restricción para SacII e HindIII en el extremo 5´ y el sitio de reconocimiento para NotI en el extremo 3´del 

     1       2       3       4      5        6      7       8       9     10     11   12  
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péptido señal con un tamaño de 2390 pb (SacIIHindIIIPgpdAPSNotI) a partir del plásmido pGMGavm como 

templado. El gen que codifica para la peroxidasa versátil proveniente de Pleurotus ostreatus se amplifico con los 

sitios de restricción para NotI en el extremo 5´y el sitio SpeI en el sitio 3´ con un tamaño de 1013 pb 

(NotIvplSpeI) a partir del plásmido pALMP2 como templado. El terminador de la glucoamilasa de 130 bp se 

amplifico, a partir del plásmido pGMGavm como templado, con los sitios de restricción para SpeI en el extremo 

5´ y los sitios EcoRV y EcoRI en el extremo 3´ (SpeITgluEcoRIEcoRV). Cada producto de PCR fue clonado en el 

vector de clonación para productos de PCR pSC-A-amp/Kan. Los plasmidos construidos con estos productos de 

PCR se nombraron pSCgpdA-PS, pSCvplNotI y pSCTglu. 

 

 

 

Los productos de PCR SacIIHindIIIPgpdAPSNotI, NotIvplSpeI y SpeITgluEcoRIEcoRV se clonaran en fase en en el 

sitio de clonación multiple de pBluescript KS en los sitios indicados. 

 

Las reacciones de ligación se llevaron a cabo siguiendo la regla general de que los plasmidos recombinantes 

circulares monoméricos pueden obtenerse cuando se ponen cantidades equimolares de plásmido y de inserto, 

  gpdA-PS       

                  vpl       

                             

                          Tglu 
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con una concentración <10 μg/mL (Bercovich y col., 1992). Si la proporción molar del vector en relación con el 

inserto es incorrecta, entonces la reacción de ligación puede generar un gran número de plásmidos vacíos o 

plásmidos con tándem de inserto.  La proporción molar del inserto respecto al vector en la reacción de ligación 

no debería ser menor de 2:1 y no mayor de 4:1  

 

(ng de vector)(kb del  inserto)   (proporcion molar de inserto) = ng de inserto 

Kb del vector  vector   
 

 

La clonación del producto de PCR NotIvplSpeI en pBS-KS se hizo a partir de la digestión de ambos DNAs primero 

con SpeI de New England Biolabs, ya que su buffer contiene una concentración mas baja. Posteriormente se 

digirió con NotI de Promega. Las condiciones de digestión se detallan en la siguiente tabla.  

 

Componente Volumen  Componente Volumen 

NeBuffer2 1 μl  Buffer D 2 μl 

pBS-KS [30 ng/μl] 0.5 μl  pBS-KS [15 ng] 
 
 

10 μl 
PCR NotIvplSpeI [50 ng/μl] 0.5 μl  PCR NotIvplSpeI  [25 ng] 

SpeI [10U/ μl] 0.5 μl  NotI 0.5 μl 

H2O 7.5 μl  H2O 7.5 μl 

Digestión 37°C x 4hr 
Inactivación 80°C x 20 min 

 Digestión 37°C x 2hr 
Inactivación 65°C x 15 min 
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Una vez inactivada la ultima enzima, la mezcla de reacción se sometió a las siguientes condiciones de ligación. 

 

Componente Volumen 

DNA pBS-KS 15 ng 
 

20 μl 
DNA vpl 25 ng 

10X Buffer 3 μl 

T4 DNA ligasa 1 μl 

H2O 6 μl 

4-16°C x 1 noche 

 

El protocolo de transformación consultado en Sambrook y Russell, recomienda usar un máximo de 25 ng o hasta 

el 10% del volumen total de las células competentes. En este caso se aplicaron 5 μl de la reacción de ligación a 

50 μl de células competentes. Después de la transformación por choque térmico, las células se recuperaron 

durante 1 h en 900 mL de medio SOC. Posteriormente, las células fueron plaqueadas en medio LB-agar con 

ampicilina y se incubaron a 37°C por 12-16 hrs. Se obtuvieron colonias y 10 de ellas fueron aisladas y cultivadas 

en LB con ampicilina, centrifugadas y el DNA plasmidico extraido. Solo las clonas 2, 3 y 10 fueron seleccionadas 

por presentar un desplazamiento, diferente entre si, en electroforesis. El DNA plasmídico de las clonas 

seleccionadas fueron analizadas mediante restricción con BamHI y SacII que debió liberar el inserto de 1013 pb, 

pero ninguna había integrado el inserto.  

Las causas por las cuales se obtuvieron colonias es porque integraron el plasmido pBS-KS que es el que confiere 

la resistencia al antibiótico. Por lo tanto, es posible que no se haya llevado a cabo una digestión completa o que 

la cantidad de vpl no fue la necesaria para  insertarse. Por lo tanto se implemento el protocolo siguiente.  

La clonación de vpl en pBS-KS se trato de hacer pero ahora a partir de la digestión de pSCvplNotI con NotI y SpeI, 

cuya reacción fue separada por electroforesis y la banda correspondiente a la peroxidasa versátil fue cortada 

para luego extraerla del gel de agarosa mediante el Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega. En 

una reacción por separado, el vector pBS-KS también fue digerido con NotI y SpeI de promega bajo las 

condiciones que se enlistan a continuación. 
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Digestión de pSCvplNotI    Digestión de pBS-KS  

Componente Volumen  Componente Volumen 

BufferD 3 μl  Buffer D 3 μl 

pSCvplNotI [35 ng/μl] 20 μl  pBS-KS [35 ng/ μl] 20 μl 

BSA 0.3 μl  BSA 0.3 μl 

SpeI [10U/ μl] 0.5 μl  SpeI [10U/ μl] 0.5 μl 

NotI [10U/ μl] 0.5 μl  NotI [10U/ μl] 0.5 μl 

H2O 5.7 μl  H2O 5.7 μl 

Digestión 37°C x 4hr 
Inactivación 65°C x 15 min 

 Digestión 37°C x 4hr 
Inactivación 65°C x 15 min 

 

El fragmento vpl obtenido a partir  de la purificación del gel se eluyó en 50 μl y solo 1μl se analizó por 

electroforesis. La concentración estimada de este fragmento fue de 2 ng/μl. El plasmido pBS-KS digerido con 

NotI y SpeI también se analizo por electroforesis, estimándose una concentración de 70 ng/ul. La proporción 

vector:inserto fue de 1:3 y las condiciones de ligación siguientes. 

 

Componente Volumen 

DNA pBS-KS [70 
ng/ μl] 

0.7 μl 

DNA vpl [2 ng/ μl] 25 μl 

10X Buffer 3 μl 

T4 DNA ligasa 1 μl 

 

La transformación se llevo a cabo con 10 μl de la reacción de ligación anterior. Se observaron colonias sobre 

placas con LB agar adicionado con ampicilina. Solo 10 colonias se cultivaron y su DNA plasmidico se analizara por 

restricción con las enzimas NotI y SpeI.  
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La construcción del caset de expresión de vpl se está siguiendo por dos estrategias. La segunda estrategia 

comprende la clonación de vpl pero en el producto de PCRpGG que corresponde a la amplificación de los 

elementos funcionales del plásmido pGMGavm a excepción del gen mnp1. 

 

 

 

Para llevar a cabo la estrategia mencionada se obtuvieron los productos de PCR pGGNdeI, pGGNruI y pGGSnaBI 

que contienen sitios de restricción diferentes en el extremo 3´del péptido señal así como los productos de PCR 

vplNdeI, vplNruI y vplSnaBI. 

 

 

vpl 

pGG 
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La clonación de vplNdeI y pGGNdeI se trato de realizar directamente con los respectivos productos de PCR r 

digeridos en un solo tubo de reacción primero SpeI de Promega y luego con NdeI de Invitrogen.   

 

Componente Volumen  Componente Volumen 

Buffer B 1 μl  React 6 2 μl 

pGGNdeI [4 ng/μl] 1 μl  pGGNdeI [4 ng]  

10 μl vplNdeI [3 ng/μl] 7.26 μl  vplNdeI [0.7274 ng] 

BSA 0.1 μl  BSA ----- 

SpeI [10U/ μl] 0.5 μl  NdeI 0.5 μl 

H2O 0.14 μl  H2O 7.5 μl 

Digestión 37°C x 4hr 
Inactivación 65°C x 15 min 

 Digestión 37°C x 4hr 
Inactivación 65°C x 15 min 

 

El volumen total de la última digestión se utilizo para la ligación puesto que contenía el DNA del inserto y del 

vector.  

 

Componente Volumen 

DNA 4.72 ng 20 μl 

10X Buffer 3 μl 

T4 DNA ligasa 1 μl 

H2O 6 μl 

 

La transformación de las células competentes se llevo a cabo con solo 10 μl de la reacción de ligación anterior, 

pero después de plaquear e incubar a 37°C por 16 h ninguna colonia se observó. El mismo procedimiento se 

utilizará para la ligación de pGGNruI y de pGGSnaBI con vplNruI y vplSnaBI, respectivamente, pero aumentando 

a 100 ng la cantidad total de ADN en la reacción de ligación.  

La construcción del caset de resistencia a glufocinato se inicio con la digestión de pJPPPE con NcoI de Invitrogen 

bajo las siguientes condiciones.  
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Componente Volumen 

React 3 1 μl 

pJPPPE [100 ng/μl] 1.5 μl 

NcoI 0.5 μl 

H2O 7 μl 

Digestión 37°C por 2h 
Inactivación 70°C por 15 min 

 
 
Después de la inactivación de NcoI, la mezcla fue adicionada con 1 μl de fosfatasa e incubada por 5 minutos, al 
cabo del cual fue inactivada a 65°C x 15 min. El total de esta mezcla se sometió a separación por electroforesis 
donde se observaron 2 bandas correspondientes a 890 pb y 4854 pb. La banda de mayor tamaño fue recuperada  
a partir del gel de agarosa pues contiene los elementos de interés como el promotor pki y el terminador trpC. El 
producto de PCR bar también se sometió a digestión con NcoI. La reacción de ligación para estos dos fragmentos 
se ajusto como sigue. 
 
 
 

Componente Volumen 

DNA pika-trpC [0.6 
ng/ μl] 

10 μl 

DNA bar [1 ng/ μl] 2 μl 

10X Buffer 3 μl 

T4 DNA ligasa 1 μl 

H2O 14 μl 

 
 
La transformación se llevo a cabo con 10 μl de la reacción de ligación anterior. Solo se observó una colonia 
resistente a ampicilina la cual fue analizada mediante la digestión con NcoI  y la doble digestión con ApaI/SmaI. 
La primera para comprobar la inserción de bar y la segunda digestión para comprobar la correcta dirección en 
que se haya clonado el gen. La clona obtenida no contiene el inserto deseado.  
La clonación de bar en pika-trpC también se intento pero a partir de la digestión con NcoI de pSCbar y el mismo 
protocolo de obtención del promotor y terminador a partir de pJPPPE bajo las siguientes condiciones. 
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Componente Volumen  Componente Volumen 

Buffer  3 μl  Buffer 2 μl 

pSCbar [35 ng/μl] 20  pJPPPE [35 ng/μl] 15 

NcoI [10U/ μl] 0.5 μl  NcoI [10U/ μl] 0.5 μl 

H2O 6.5 μl  H2O 2.5 μl 

Digestión 37°C x 4hr 
Inactivación 65°C x 15 min 

 Digestión 37°C x 4hr 
Inactivación 65°C x 15 min 

 
 
Una vez digeridos los plásmidos pSCbar y pJPPPE con NcoI, los fragmentos generados se separaron por 
electroforesis en agarosa y las bandas de 560 y 4854 pb fueron extraídas del gel para someterlas a ligación.  
 
 

Componente Volumen 

DNA pika-trpC [4 
ng/ μl] 

18 μl 

DNA bar [3 ng/ μl] 8.33 μl 

10X Buffer 3 μl 

T4 DNA ligasa 1 μl 

H2O 14 μl 

 
 
De la reacción de ligación se tomaron 10 μl para transformar 50 μl de células competentes. Las colonias crecidas 
sobre LB con ampicilina se cultivaron en líquido para extraer DNA plasmídico y se analizaran con NcoI y con 
ApaI/SmaI para asegurar la inclusión del inserto asi como la dirección en que se haya clonado.  
 
 

10.9  Evaluación de transformantes 

Los métodos de biobalística y electroporación rindieron colonias con la capacidad de degradar el antifungico 

carboxina. La eficiencia de transformación del método de electroporación fue de 80 colonias por microgramo de 

ADN mientras que la eficiencia del método de biobalistica fue de 10 colonias transformadas por microgramo de 

ADN. Los cultivos monosporicos de solo 5 colonias de cada cepa obtenida por los diferentes métodos de 

transformación fueron sometidas a 5 pases consecutivos de desafio frente al antifungico. Todas las colonias 

mantuvieron su resistencia a carboxina.  
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La selección de las cepas transformantes se realizo en base a su capacidad de decoloración de O-anizidina y 

RBlack5. Partiendo del conocimiento que las cepas silvestres de A. terreus y T. spectabilis no poseían un 

sistema enzimático capaz de oxidar ninguno de estos dos colorantes. 

10.9.1 Sondeo de la expresión heteróloga de vpl en A. terreus y T. 

spectabilis por decoloración de O-anizidina y RBlack5 en cultivo 
superficial. 

La oxidación de O-anizidina visible por la producción de un halo purpura permitió identificar las cepas que 

producen eficientemente vpl, la enzima heterologa. Solo las cepas transformadas de T. spectabilis mostraron la 

capacidad de oxidar O-anizidina.  

Se puede observar en la figura que de las cepas obtenidad por electroporacion es la transformante 8E la que 

presenta un halo purpura mas amplio e intenso. Sin embargo es necesario cuantificar la actividad catalítica para 

seleccionar la cepa con la mayor capacidad de expresión heteróloga. 

Por el contrario no se obtuvo un resultado positivo al poner en contacto cada una de las cepas transformantes 

con el colorante RBlack5 bajo las condiciones usadas.  
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10.9.2 Cuantificación de la expresión heteróloga de vpl en T. 

spectabilis en cultivo sumergido. 

La cepa con mayor actividad catalítica fue T. spectabilis 8E con 25 U por mg de proteína, esta cepa  fue obtenida 

por el método de electroporación. 

 

 

 

11. Conclusiones 

Se logro aislar 37 cepas fúngicas de un suelo contaminado con hidrocarburos, las cuales fueron identificadas en 

género y especie.  

La selección primaria arrojo 13 cepas fúngicas con diferentes niveles de tolerancia a PAHs, entre las que 

destacaron cuatro. Estas cepas fueron designadas como Talaromyces spectabilis HCS12, Aspergillus terreus 

HCS2B, Scedosporium apiospermum HCS17 y Fusarium verticillioides HCS5A, cuyas Vcr en presencia de 1000 

ppm fueron de 1.16 ± 0.014, 0.539 ± 0.018, 0.5±0.007 y 0.484 ±0.0007 cm día-1. 

 

La remoción de pireno estuvo encabezada por Talaromyces spectabilis HCS12, cuyo porcentaje de remoción fue 

de 20%. Mientras que Aspergillus terreus HCS2B removió un 17% y finalemente Fusarium verticillioides HCS5A 

removió el 15% del pireno inicial en un lapso de 14 días.  

 

La remoción de fenantreno sin embargo presento mayor fluctuación, presentándose rangos de remoción para 

este contaminante desde 19 hasta 26 % por F. verticillioides SCO5A, mientras que el rango de remoción por A. 
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terreus SCO2B fue de 22-25 %. Un rango de 17-27 %.en la remosión del fenantreno por T. spectabilis SCO12 

fue observado. 

 

Las cepas candidatas a la expresión heteróloga del gen vpl2 fueron seleccionadas por su tolerancia a 1000 ppm 

PAHs cuantificada por su velocidad de crecimiento radial (Vcr) así como por mantener su fenotipo aun en 

presencia de tales contaminantes. Las cepas seleccionadas son T. spectabilis SCO12 y A. terreus SCO2B. 

 

A.terreus SCO2B se inhibió completamente en presencia de carboxina, glufocinato y bleomicina en 

concentraciones de 1000, 800 y 800 μg ml-1, respectivamente. Las concentraciones que inhibieron 

completamente el crecimiento de T. spectabilis SCO12 fueron 800 μg ml-1 de carboxina, 800 μg ml-1 de 

glufocinato y 1000 μg ml-1 de bleomicina. Sin embargo esta cepa no mostro inhibición por higromicina en 

concentraciones de 500 μg ml-1. 

 

La transformación de A.terreus SCO2B se vio favorecida por el empleo de esporas germinadas. La resistencia al 

fungicida carboxina comprueba que esta cepa reconoce al promotor de piruvato cinasa Ppki proveniente de A. 

niger. El fenotipo de la cepa transformante no difiere de la nativa y la eficiencia de transformación alcanzada fue 

de al menos 11 transformantes por μg DNA. 

 

Se logro la construcción del vector de expresión para vpl, bajo el promotor constitutivo de la gliceraldehído 3-

fosfato deshidrogenasa y el péptido señal de la glucoamilasa. 

 

La transformación de A. terreus y T. spectabilis se obtuvo tanto por los métodos de electroporación y biobalística. 

 

La cepa T. spectabilis 8E obtenida por electroporación expresa eficientemente la enzima heterologa. 
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