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RESUMEN

Colombia es un pais biodiverso que se ha visto azotado por la mineria ilegal, la deforestacion
indiscriminada y la produccion comercial de madera, entre otras; por lo tanto, resulta fundamental
explorar mecanismos de biodegradacién de los residuos lignocelulésicos de dichas actividades
para contribuir con el mantenimiento y la sostenibilidad del ambiente. Es por ello que, aplicaciones
biotecnol6gicas como la biorremediacion han tomado fuerza ya que representa una alternativa
sostenible, econdmica para el tratamiento de ambientes afectados; para ello, se ha puesto la mirada
en el potencial biorremediador de los hongos, capaces de producir complejos enzimaticos que
degradan compuestos quimicos recalcitrantes y generalmente tdxicos. En este contexto, surge la
necesidad de determinar la produccion de enzimas oxidantes tales como lignina peroxidasas y
manganeso peroxidasas para identificar su potencial biotecnologico y biorremediador. En este
trabajo se recolectaron macrohongos de sustrato lefioso del bosque humedo tropical de los
municipios de Llor6 y Nuqui del Chocé biogeografico, estos fueron aislados en el laboratorio
mediante técnicas de cultivo convencional. Posteriormente, se determind el crecimiento de los
hongos aislados en medio modificado con extracto de sustrato lefioso de urapan (Fraxinus sp.) y
pino (Pinus sp.), y con los que crecieron en sustrato lefioso se evalu6 cualitativamente la actividad
enzimatica de los macrohongos en medios de cultivo modificados con colorantes Azure B y Rojo.
Se observo potencial en la produccion enzimatica de lignina peroxidasas y manganeso peroxidasas
en especies de los géneros Trametes sp., Ganoderma sp., Lentinus sp., Rigidoporus sp.,

Dacryopinax sp., Pycnoporus sp. y Mycena sp.

Palabras Clave: Macromicetos, lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa.
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ABSTRACT

Colombia is a biodiverse country that has been afflicted by illegal mining, indiscriminate
deforestation, and commercial production of wood, among others; therefore, it is essential to
explore mechanisms of biodegradation of lignocellulosic residues from these activities to
contribute to the maintenance and sustainability of the environment. That is why biotechnological
applications such as bioremediation have gained strength since it represents a sustainable,
economical alternative for the treatment of affected environments. To do this, the focus has been
on the bioremediation potential of fungi, capable of producing enzyme complexes that degrade
recalcitrant and generally toxic chemical compounds. In this context, there is a need to determine
the production of oxidizing enzymes such as lignin peroxidases and manganese peroxidases to
identify their biotechnological and bioremediation potential. In this work, macrofungi from woody
substrate were collected from the tropical humid forest of the municipalities of Lloré and Nuqui
at the biogeographic region of Chocd, which were isolated in the laboratory using conventional
cultivation techniques. Subsequently, the growth of the fungal isolates in modified medium with
woody substrate extract of urapan (Fraxinus sp.) and pine (Pinus sp.) was determined, and with
those that grew in woody substrate, the enzymatic activity of the macrofungi was qualitatively
evaluated in culture media modified with Azure B and Red dyes. Potential in the enzymatic
production of lignin peroxidases and manganese peroxidases was observed in species of the genera
Trametes sp., Ganoderma sp., Lentinus sp., Rigidoporus sp., Dacryopinax sp., Pycnoporus sp. and
Mycena sp.

Keywords: Macromycetes, lignin peroxidase, manganese peroxidase.



1. INTRODUCCION

Colombia es un pais megadiverso y la gran diversidad de hongos no es la excepcion, encontrandose
cerca de 7273 (1), especies de las descritas a nivel mundial y sin contar las zonas inexploradas(2).
Dicha biodiversidad hoy se ve afectada por actividades antropicas como la deforestacion,
contaminacion de cuerpos de agua, suelo y el cambio climatico (3). Asimismo, hay un gran
desconocimiento de la diversidad y del potencial biotecnoldgico de las especies fungicas que
habitan en zonas de dificil acceso, como el departamento del Choco; en consecuencia, resulta vital
profundizar en el estudio del potencial biotecnoldgico de la funga colombiana.

Gracias a los avances cientificos se ha puesto la mirada en el potencial biorremediador de los
hongos que se caracterizan por producir complejos enzimaticos como las enzimas oxidantes
manganeso peroxidasas (MnP), lignina peroxidasas (LiP) y lacasas (Lcc) que les permiten
degradar un extenso nimero de compuestos organicos recalcitrantes (4), como lo es la lignina y
otros compuestos con alta estabilidad quimica, tales como los tintes industriales, compuestos
organoclorados o hidrocarburos aromaticos policiclicos que, sin el manejo adecuado o un riguroso
tratamiento, se vierten en los cuerpos de agua y suelos generando contaminacion y deterioro de la

diversidad del ecosistema.

Por lo tanto, es fundamental explorar mecanismos de biodegradacién de estos residuos
lignoceluldsicos e industriales para contribuir con el mantenimiento y la sostenibilidad del
ambiente. De tal modo que, el fin de este estudio es evaluar la produccién de estas enzimas
oxidantes a partir de hongos nativos del bosque tropical himedo del Chocd, para establecer su
potencial biotecnoldgico y biorremediador para mitigar el efecto contraproducente de estos
compuestos en el medio ambiente. Adicionalmente, se espera contribuir con la transferencia de
conocimiento cientifico de los hongos y llevar a la comunidad valiosa informacion para generar

conciencia sobre la biodiversidad de estos organismos e influir en su conservacion.


https://www.zotero.org/google-docs/?vrWUTq
https://www.zotero.org/google-docs/?rARn5J
https://www.zotero.org/google-docs/?CBcXqN
https://www.zotero.org/google-docs/?wPLjnO

2. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad enzimética ligninolitica de macrohongos de bosque tropical himedo de los
municipios de Lloré y Nuqui, Choco, Colombia y su potencial biotecnoldgico.

Objetivos especificos

« Identificar macrohongos del bosque tropical himedo de los municipios de Llord y Nuqui, Choco,

Colombia por analisis molecular y claves taxondmicas.

* Determinar el crecimiento de los macrohongos frente a medios modificados con compuestos

lignoceluldsicos.

 Evaluar la produccion enzimatica de lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa de los

macrohongos mediante el crecimiento en medios modificados con colorantes.
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3. ANTECEDENTES

La magnitud global de especies del reino Fungi mayormente aceptada es la de Hawksworth et al.
(5) quien estima un aproximado de 1.5 millones de especies, sin embargo, en estimaciones mas
recientes y menos conservativas, Hawksworth y Liicking (6) hablan de un rango entre 2,2 a 3,8

millones, con 120.000 especies actualmente aceptadas, donde el 8 %- 3 % estan nombradas.

Gaya et al. (1) afirman que en Colombia se han reportado 7.273 especies de hongos en donde se
encuentran grupos como macrohongos, hongos liquenizados, carbones, royas y levaduras, entre
otros. Por otro lado, mencionan que muchos de los saprotrofos (alrededor del 29%) son
descomponedores de madera (al menos 400 especies), y desempefian un papel importante en el

ciclo de nutrientes de los ecosistemas, ya que reciclan grandes cantidades de biomasa.

Ahora bien, como menciona IDEAM et al. (7), dentro de la regulacién de procesos climatologicos
en los territorios es necesario contemplar: “el ciclo anual y la distribucion espacial de la
temperatura, la humedad, el viento, la precipitacion y de los fendmenos extremos” (7). En este
caso, cuando se habla del Océano Pacifico, la migracion de la Zona de Confluencia Intertropical
aporta humedad al sector sur de la vertiente occidental de la Cordillera Occidental; asimismo, en
el sector norte del Pacifico colombiano un sistema cuasipermanente dirige la humedad hacia la
misma cordillera. Es por tales condiciones, que esta region el pais es una de las zonas mas
lluviosas, adicionalmente, hay influencia en la variacion del Océano Pacifico por los periodos
extremos de El Nifio y La Nifia. Dentro de las zonas mas lluviosas del Pacifico se encuentran los
departamentos del Cauca y del Choco; en dichas zonas la precipitacion anual sobrepasa los 10.000

milimetros al afio.

Lopez-Quintero et al. (8). en su investigaciébn mencionan que gran parte de la biodiversidad
fangica mundial, inexplorada, se encuentra en regiones tropicales, donde la diversidad de hongos
puede ser mayor que en las regiones templadas, debido a condiciones ambientales mas favorables
durante todo el afio, una mayor diversidad de plantas vasculares que crean nichos, microhabitats
de hongos, y la presencia de muchos ecotonos. Estos autores concluyen que la presencia de
esporocarpos de macrohongos esta fuertemente influenciada por la estacionalidad. La mayor

produccién de esporocarpos se observd en troncos y suelo, y el sustrato del tronco produjo los

11


https://www.zotero.org/google-docs/?ah5CE2
https://www.zotero.org/google-docs/?40Swft
https://www.zotero.org/google-docs/?8Ue1yb
https://www.zotero.org/google-docs/?32rG1s
https://www.zotero.org/google-docs/?iREEFe
https://www.zotero.org/google-docs/?KrXREs

macrohongos mas diversos y productivos.

Segun la Lista Roja Mundial de Hongos publicada por Mueller et al.(9) los bosques albergan en
gran parte los hongos evaluados y mejorados; dentro de las amenazas se encuentra principalmente
la pérdida y degradacion del habitat, sobre todo por las actividades agricolas, la deforestacion, la
silvicultura intensificada; asi mismo, el cambio climatico constante y acelerado contribuye a la
pérdida del habitat. También, actividades antrépicas con impactos directos e indirectos de
incendios, especies invasoras, contaminacion y cambio climatico. Con ese registro, los autores
resaltan lo imprescindible de tomar acciones y establecer las politicas necesarias especificas antes

que estas y otras especies se extingan y las consecuencias ecoldgicas resultantes.

Lodge et al. (10) enfatizan en la planificacion de proyectos, que debe incluir una investigacion
bibliografica de antecedentes sobre la vegetacion y la geologia del area de estudio, asi como, sobre
los taxones de hongos gque probablemente se encontraran, las técnicas para recolectar, documentar
especimenes y datos. También, proporcionan algunas ideas para monitorear poblaciones de

macrohongos.

Por otro lado, Gaitan-Hernandez et al. (11), mencionan dos técnicas de aislamiento, por fragmento
del hongo o por esporas. En la primera, el hongo se corta longitudinalmente y los fragmentos del
micelio se colocan en el medio de cultivo. Cuando son hongos silvestres, el autor recomienda lavar
con una solucién de hipoclorito de sodio al 5% el fragmento. En la segunda técnica, la esporada
se obtuvo colocando el carpéforo del hongo con las lamelas hacia abajo sobre papel estéril por un
tiempo de 6 a 8 horas, se retira el hongo del papel que tiene las esporas, se seca en una incubadora,
se corta un 1 cm?, se introduce en agua destilada estéril fria, y se agita para mantener las esporas
en el liquido para luego colocarlas en el medio de cultivo. Es fundamental evitar la contaminacion
por bacterias y hongos, por ello, se les puede aplicar antibi6ticos a los medios de cultivo del

aislamiento.
Con relacién a los sustratos y técnicas de identificacion a tener en cuenta, Chanaga et al. (12) .

identificd, por morfologia y filogenia, hongos de residuos celuloliticos del Valle de Aburra con

potencial degradacion de tintes industriales. Los aislamientos fueron purificados a partir de
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https://www.zotero.org/google-docs/?uSc19u
https://www.zotero.org/google-docs/?ugkb9A
https://www.zotero.org/google-docs/?Mgg67g
https://www.zotero.org/google-docs/?mxnQ26

cultivos mono hifales. La identificacion molecular la realizaron mediante la amplificacion y
secuenciacion de las regiones ITS del ADNr (ITS1eITS4)y 5" del ADNr 28S. La cepa con mejor
capacidad de decoloraciéon de tintes sintéticos, Leptosphaerulina americana, fue sometida a
andlisis por RAPDs, para su genotipificacion.

En cuanto a la evaluacion de actividades enzimaticas ligninoliticas, Montoya et al. (13), plantean
que los métodos cualitativos son una alternativa para rastrear enzimas lignocelulésicas. Para
detectar ligninasas emplearon reactivos que las 6xido-reductasas pueden degradar y midieron por
espectrofotometria. Para la deteccion de LiP utilizaron Azure By la deteccion de lacasa mediante
la reaccion oxidativa con el reactivo ABTS; lo anterior con el objetivo de determinar el mayor

potencial para degradar celulosa y lignina de diez especies de hongos.

Fonseca et al. (14), mencionan que enzimas como la LiP son capaces de oxidar directamente
unidades no fenolicas, mientras que la MnP y Lcc oxidan preferiblemente compuestos fenolicos,
aungue las unidades no fendlicas pueden eventualmente degradarse en presencia de mediadores.
Evaluaron el potencial en la produccién de enzimas ligninoliticas en hongos de pudricion blanca,
originarias de la Provincia de Misiones en Argentina, y categorizaron las cepas mas prometedoras
para futuras aplicaciones biotecnoldgicas en conversién de biomasa. Entre las conclusiones y
aporte a la investigacién cabe destacar la capacidad demostrada de degradacion del licor Kraft
lograda por algunos hongos probados a lo largo de 14 dias de cultivo, por lo cual sugirieron su uso
potencial para la biorremediacion de los efluentes de la industria de la fabricacion de pasta.
Ademas, las enzimas oxidativas secretadas por estos hongos pueden mitigar el impacto ambiental
de los procesos industriales y la fabricacién de productos quimicos durante la conversion de
biomasa, entre otras aplicaciones. También, Pollegioni et al. (15), centraron su revision sobre
enzimas degradadoras de lignina en la expresion de enzimas heterélogas y estudios de ingenieria
de proteinas que tienen como objetivo mejorar su uso practico. Ademas, de enfocarse en las
tendencias recientes de la biotecnologia verde ligninolitica para sugerir la aplicacion potencial
(industrial) de enzimas ligninoliticas, las perspectivas futuras podrian incluir la sinergia entre
enzimas naturales de diferentes fuentes y otros métodos de pretratamiento que pueden ser
necesarios para obtener resultados 6ptimos en tecnologias basadas en enzimas y respetuosas con

el medio ambiente.
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https://www.zotero.org/google-docs/?jd8dmf
https://www.zotero.org/google-docs/?gWZOkw
https://www.zotero.org/google-docs/?jGhTSJ

Chaparro et al.(16) evaluaron la actividad ligninolitica de lacasas y celobiosa deshidrogenasa con
pruebas semicuantitativas en hongos recolectados de un bosque subandino; seleccionaron los
hongos con mejor actividad enzimatica segun el nivel de descomposicion del tronco donde se
hallaban, como Cookeina sulcipes, Xylaria polymorpha y Earliella sp.; también observaron que el
aumento de la descomposicién era proporcional al incremento de la produccion de celobiosa

deshidrogenasa.

Quintero et al. (17), realizaron cultivos en fase solida empleando por separado los residuos
lignocelulosicos; viruta de madera, carozo de maiz y compost de jardineria y determinaron por
espectrofotometria la produccion de las enzimas manganeso peroxidasa y lignino peroxidasa para
los hongos Bjerkandera adusta y Phanerochaete chrysosporium. Se observo que la viruta de
madera permitié mayores titulos de la enzima MnP, mientras que en carozo de maiz hay mejor
actividad de LiP. En cuanto a los hongos ambientales, no fue posible determinar la presencia de
enzimas ligninoliticas y en los cultivos sobre suelo con hongo inmovilizado con carozo de maiz,

se detectd muy baja actividad ligninolitica.

En 2016, Chan-Cupul et al.(18), aislaron macrohongos nativos del estado de Veracruz, México y
evaluaron su actividad enzimaética ligninolitica. El aislamiento de los hongos se realiz6 en placas
con agar PDA suplementado con cloranfenicol y benomyl (3 ppm). Las actividades lacasa, MnP 'y
contenido de proteina fueron cuantificadas espectrofotométricamente. Para la actividad lacasa se
midié la oxidacion del ABTS. La actividad MnP se determind por el método de Glenn y Gold vy,

el contenido de proteina total en fermentacion liquida se cuantificé con el método de Bradford.

En 2019, Carrillo (19) determino el potencial ligninolitico de macrohongos en un bosque alto
andino en Tabio, Cundinamarca. Para ello, sembr6 fragmentos de hongos en agar PDA con
cloranfenicol a 25°C por 8 dias, después realiz6 una nueva siembra a partir de ese aislamiento.
Para evidenciar la actividad enzimatica ligninolitica realizd su estudio segin la metodologia
previamente mencionada por Chan-Cupul et al (18). Asimismo, para calcular una medida
semicuantitativa en la produccion enzimatica se dividié el halo de oxidacién en el halo de
crecimiento de la colonia para calcular el indice de potencia (IP). En los resultados se encontrd

que ninguno de sus hongos produjo la enzima LiP, ya que no oxidaron el reactivo Azure B,
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https://www.zotero.org/google-docs/?gr5EVF
https://www.zotero.org/google-docs/?AanLwo
https://www.zotero.org/google-docs/?SfF8TZ
https://www.zotero.org/google-docs/?B1brEG
https://www.zotero.org/google-docs/?6viDuc

mientras que para lacasa el que mejor potencial de produccion lo tuvo Auricularia sp.H12 y

Ganoderma sp. H16l para MnP.

Falade et al. (20) analizaron el potencial de las enzimas ligninoliticas en la eliminacion de
disruptores endocrinos (EDC) en aguas residuales, y propusieron un nuevo esquema de tratamiento
enzimatico para la eliminacion de EDC de las aguas residuales, que implica el uso de enzimas
extracelulares ligninoliticas inmovilizadas en lugar del cultivo celular completo, como una

alternativa idonea, ya que aumenta la estabilidad y funcionamiento de la enzima.

Agrawal et al. (21) aislaron Ganoderma lucidum y encontraron que este hongo era capaz de
degradar el 99,65 % del fenantreno y el 99,58 % del pireno después de 30 dias de incubacién a
27°C en caldo de sales minerales. Este hongo también produjo cantidades significativas de enzimas
ligninoliticas, es decir, lacasa, LiP y MnP. Su estudio concluyé que G. lucidum puede ser un
potente degradador de fenantreno y pireno en un ambiente contaminado. Ademas, en la industria
textil, Sudiana et al. (22) también utilizaron una especie de Ganoderma para la degradacién de los
colorantes azo sintéticos y remazol negro B con gran potencial para el tratamiento de aguas
residuales textiles. Los autores evidenciaron gque la eliminacion del color del remazol negro B era
mas efectiva utilizando las enzimas ligninoliticas de Ganoderma sp. que usando el hongo

Ganoderma sp.

Lee et al. (23) seleccionaron las cepas Peniophora incarnata, Peniophora nuda, Phanerochaete
sordida y Mycoaciella bispora para degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) como
fenantreno, antraceno, fluoranteno y pireno en medio liquido siendo las cepas Peniophora
incarnata y Mycoaciella bispora las que presentaron mejor degradacion de los PAHSs, y con ellas
se realizo la biorremediacion del suelo contaminado con creosota. En este estudio presentd mejor
resultado la cepa de Peniophora incarnata, mostrando su potencial para la degradacién de PAHs

y compuestos xenobioticos.
El-Din et al. (24), aislaron y seleccionaron cepas de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete

chrysosporium con alto contenido de lignina peroxidasa para utilizarlas como pretratamiento para

el despulpado (biopulpado) de paja de arroz. Se determiné que el pretratamiento con la cepa de PI.
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ostreatus obtuvo mayor pérdida de la produccién de pulpa y mayor degradacion de la lignina, que

es deseada en el proceso de despulpado de la paja de arroz.

Camacho-Morales et al. (25) evaluaron la degradacion del herbicida paraquat, para ello aislaron
54 macrohongos del sureste de México; diez de estas cepas fueron capaces de crecer en un medio
de cultivo sélido en presencia de 200 ppm de paraquat que luego fueron sembradas en medio
liquido; de las 20 cepas, tres presentaron los mayores niveles de degradacion del compuesto,
Trametes pavonia (54,2%), Trametes versicolor (54,1%) e Hypholoma dispersum, siendo

potenciales degradadores del herbicida paraquat.

Renteria-Arango et al. (26) reportan que no hay registro de publicaciones relacionadas con la
biorremediacion en el departamento del Choc6 (Figura 1).

]
7

Figura 1. Registro de publicaciones sobre biorremediacion en Colombia.
Hechos Microbiol, Renteria-Arango et al. (26).

Este estudio determin6 que las metodologias mayormente empleadas son la fitorremediacién, la
bioestimulacion y la bioaumentacion. También, que los estudios de biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos constituyen un 68 % (40/59); mientras que los estudios de
biorremediacion de aguas conforman un 20 % (12/59), los de aguas residuales un 6,8 % (4/59), y

los de biorremediacion en lixiviados un 3,4 % (2/59).
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1 Generalidades de los macrohongos

Pertenecen a los filos Ascomycota y Basidiomycota, por lo general, los macrohongos terrestres son

saprobios o simbiontes micorrizicos, pero algunos son patégenos de plantas, animales u hongos

(10). El conjunto de hifas forma el micelio que en las condiciones nutricionales adecuadas se

transforma en pequefios grumos que van aumentando de tamafio hasta formar la tipica seta (Figura

2); cuando ésta ha madurado forma esporas para reproducirse, en su ciclo de vida es necesaria la

formacion de esporangios sexuales (11). En la subdivision Ascomycotina se nombran ascas, y éstas

generan esporas conocidas como ascosporas. La union de ascas conforma los ascocarpos de los

ascomicetos (27) (Figura 2). En la subdivision Basidiomycotina se representan hongos que en su

ciclo de vida forman esporas conocidas como basidiosporas, las cuales a su vez son desarrolladas

en los cuerpos fructiferos de los basidiomicetos, conocidos como basidiocarpos (4,27) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de macrohongos. a. Ciclo de vida de un ascomiceto. b. Ciclo de vida de un
basidiomiceto. Modificado de Morrow y Algiers (27).

Ramirez y Arango (28) resaltan la importancia de estos microorganismos en la naturaleza, ya que

actuan en el ciclo biogeoquimico del carbono, tienen beneficios medicinales y son eficaces en la

degradacion de material recalcitrante gracias a la produccion de enzimas antioxidantes y enzimas
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ligninoliticas; referente a la produccion enzimatica, esta adicionalmente tiene aplicacion en la
medicina por ser ricas en B-D glucanos, proteoglicanos, terpenos, compuestos fendlicos y en la

industria alimentaria por ser excelente fuente de nutrientes, bajos en calorias y libres de colesterol.

4.2 Caracterizacion taxondémica y molecular de macrohongos

La identificacion de los hongos ha evolucionado con el tiempo, gracias a la incorporacion de
técnicas moleculares es que se ha podido complementar métodos convencionales como la
taxonomia basada en la morfologia y conocer asi la diferenciacion entre especies. El pilar de los
métodos de identificacion convencionales es el andlisis visual de los cuerpos fructiferos que, junto
a las claves dicotomicas de las especies, se basan tanto en la macroscopia del basidioma y los
himendforos, como en la microscopia del micelio, los 6rganos del himenio y las estructuras
reproductivas como las esporas. El inconveniente que presentan estos métodos convencionales es
que requieren experticia en el tema para dar una con buena identificacion. Ademas, los métodos
de diagnoéstico basados en andlisis y pruebas de cultivos puros requieren mucho tiempo vy, a
menudo, no son adecuados para diferenciar especies cercanas; asimismo, el aislamiento de estos
hongos es complejo y a menudo no es practico, aun asi se haga uso de medios selectivos y por la

posible presencia de contaminantes fungicos de crecimiento rapido.(29)

Sin embargo, técnicas moleculares como la PCR, han revolucionado la identificacion de hongos
por ser especificas, sensibles y rapidas, ya que con estas se pueden seleccionar marcadores
moleculares tanto en regiones codificantes como no codificantes del ADN del genoma nuclear y
mitocondrial, donde el polimorfismo de la secuencia de nucleétidos de estas regiones puede
proporcionar una gran cantidad de caracteres de diagndstico adecuados para la identificacion de
hongos en diferentes niveles taxonémicos. Hoy dia se mantiene como referencia el protocolo para
la amplificacion de ADN ribosomal en la identificacion de hongos establecido por White et al.
(30), en 1990, en donde describen los pares de primers disefiados en su estudio para amplificar
varios segmentos de los genes del ADNr nuclear y mitocondrial de los hongos, es importante
resaltar que utilizar ADNTr tiene como ventajas que se utilizar pequefias cantidades para la
amplificacion, se pueden secuenciar ambas cadenas del gen y el método es compatible con gran

variedad equipos para la secuenciacion de ADN. (30)
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La longitud aproximada de la regién ITS es de 500 pb + 100 pb, y contiene dos espaciadores
variables, ITS-1 e ITS-2, que estan separados por el gen 5.8S rRNA altamente conservado. La
region ITS esta flanqueada por el gen 18S rRNA en el extremo 5°- del espaciador ITS-1y por el
gen 28S rRNA en el 3° del espaciador I1TS-2 (Figura 3). Los genes de ARNr 18S, 5.8S y 28S son
altamente conservados y permiten el disefio de "primers universales™ para amplificar ITS-1, ITS-

2 o toda la region ITS en la gran mayoria de los hongos. (30)

ITS 1
18S ITS1 ITS 2
ADNr
/ ITS4
Y
Region ITS
450 — 700 pb

Figura 3. Esquema del cluster de genes del ADNr fungico. Los espacios transcritos internos ITS 1 e ITS
2, separan los genes que codifican las subunidades de ARNr 18S, 5.8S y 28S. Las ubicaciones aproximadas
de los primers utilizados (ITS 1-F e ITS 4-R) para la amplificacion y secuenciacion del ADN indicado bajo
las flechas y generando un fragmento especifico que oscila entre 450 y 700 pb.

4.3 Compuestos recalcitrantes

Son compuestos con lenta o nula biodegradacién que persisten en el ambiente por mucho tiempo,
muchos de estos son compuestos xenobioticos, es decir, sustancias quimicas artificiales como
medicamentos, pesticidas, cosméticos, saborizantes, aditivos alimentarios, productos quimicos

industriales y compuestos derivados del petrdleo, o compuestos naturales como la lignina (31-33).
4.3.1 Lignina

La lignina es un polimero tridimensional amorfo compuesto por subunidades fenilpropanoides, es
el segundo polimero en abundancia después de la celulosa, constituye cerca del 15% de la biomasa
terrestre y su fuente natural es la madera, donde se encuentra en una proporcion del 20 al 35%;
actia como un material aglutinante y participa en el entrecruzamiento de la celulosa que
proporciona resistencia, rigidez y dureza adicionales a la pared celular, como también protege a
las células vegetales de la hidrolisis enzimatica y otras condiciones de estrés ambiental. EI 98% de
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este polimero renovable se quema como fuente de energia en la industria de la celulosa y el papel
(34).

4.3.2 Colorantes

Los tintes se utilizan ampliamente en las industrias textil, de impresion de papel, fotografia en
color, cosmética, farmacéutica y del cuero. Son compuestos orgénicos coloreados utilizados para
impartir color a un sustrato como tela, papel, plastico, etc. Un cromdgeno sin auxocromo nunca
puede actuar como colorante. Algunos croméforos importantes son de los grupos funcionales azo,
nitrilo, nitroso y tio (35). El colorante debe contener no sélo un grupo croméforo sino también otro
grupo que imparta al compuesto la propiedad de disociacién electrolitica. Dichos grupos auxiliares
se conocen como auxocromos, algunos son -OH, -NH, -NHR, -COOH, -SOH y -NR. Las
ineficiencias en el proceso de tefiido y algunos problemas técnicos pueden dar como resultado la
descarga de colorantes en las aguas residuales durante el procesamiento de textiles que, finalmente,
terminan en el medio ambiente. Globalmente, se calcula que entre el 5y el 10 % de los tintes se

pierden en el efluente durante el proceso de tefiido y afectan los ecosistemas (36).
4.3.3 Pesticidas

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los pesticidas se han definido como un
compuesto quimico que se utiliza para controlar la poblacién de insectos, plagas, roedores y
enfermedades de las plantas (33). Los principales paises consumidores de pesticidas incluyen a
China, Estados Unidos, Argentina, India, Japon, Canada, Brasil, Francia, Italia y Tailandia (37).
Los impactos ambientales asociados a los pesticidas se deben principalmente a la recalcitrancia de
estos, ya que la disolucion depende de la naturaleza del compuesto, las técnicas de aplicacion de
pesticidas y los factores climéticos; varios de estos no se degradan facilmente, se acumulan en los
suelos o0 se movilizan de un sitio a otro en forma de productos degradados, con toxicidad

desconocida para la salud humana y animal (38).
4.3.4 Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)

Segun el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) son sustancias quimicas
que se encuentran naturalmente en el carbon, el petréleo crudo y la gasolina (39), es decir, se
forman debido a la combustion parcial de materia organica que contiene carbono e hidrégeno;

ademas, son toxicos, cancerigenos y mutagénicos (36). Ejemplos de estos incluyen naftaleno,
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acenafteno, fluoreno, antraceno, fenantreno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno (B[a]P), indeno[1,2,3-cd]pireno,

benzo[g,h,i]perileno y dibenzo[a,h]antraceno (40).
4.3.5 Metales pesados

Los metales pesados son elementos y metaloides que se encuentran en la naturaleza con alta
densidad o peso atomico que pueden considerarse un riesgo grave para la salud humanay el medio
ambiente, como Pb, Cr, Hg, U, Se, Zn, As, Cd, Ni, etc. (41). En investigaciones actuales, la
biorremediacion de metales pesados apunta a emplear sistemas microbianos como un método

atractivo porque tales técnicas son rentables y compatibles con el medio ambiente (36).
4.3.6 Dioxinas

Las dioxinas y furanos hacen parte de los compuestos mas peligrosos por su altisima toxicidad.
Estos compuestos son los principales subproductos de varios procesos industriales como la
preparacion de pesticidas, el blanqueo de papel y pulpa, la incineracién de desechos, y

conservantes de la madera, como por ejemplo PCP, tetraclorofenol y triclorofenol (36).
4.4 Biorremediacion

La etimologia del término biorremediacion se compone por “bios” que significa vida y “remediar”
que es resolver un problema. En pocas palabras, la biorremediacion es una herramienta para
restaurar ambientes contaminados y recuperar el ecosistema (42). Varias especies de arqueas,

bacterias, algas y hongos han demostrado tener capacidad para biorremediar (43).

Segun el lugar en donde se lleve a cabo el proceso se puede hablar de dos tipos de biorremediacion:
In Situ y Ex Situ, la primera hace referencia al tratamiento que se realiza en el lugar propio donde
sucedi6 la contaminacién, es un método muy efectivo y con menor costo; la segunda hace
referencia al tratamiento que se lleva a cabo aqui tiene lugar en algun lugar fuera del sitio de
contaminacion, asimismo se puede clasificar segun la metodologia a emplear, donde
principalmente se hace la distincion entre usar el microorganismo y los metabolitos que este

sintetice, como las enzimas (43).
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4.5 Biorremediacion enzimatica de la lignina

Las enzimas relacionadas con procesos de biorremediacion, se encargan de catalizar reacciones
bioquimicas involucradas en las vias de degradacion de los contaminantes, es decir, disminuyen
la energia de activacion de las moléculas al aumentar la velocidad de reaccion (43). Como se
menciond anteriormente, la lignina es un compuesto recalcitrante que cuenta con una estructura
muy estable y compleja, lo que complica su degradacion. Sin embargo, algunos hongos son
capaces de degradarla gracias a los complejos enzimaticos que producen, estas se pueden dividir
en dos grupos principales: enzimas modificadoras de la lignina (LME) y enzimas auxiliares de
degradacion de la lignina (LDA).(44)

4.5.1 Enzimas modificadoras de la lignina

En este grupo se encuentran las lacasas y las peroxidasas que contienen grupos hemo, es decir,
lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), versétil peroxidasa (VP) y peroxidasa

decolorante de colorantes (DyP) (Tablal). Las enzimas de las cuales se tratara son las siguientes:

e LiP, EC 1.11.1.14: es una enzima glicosilada que contiene proteina hemo con un grupo
prostético de protoporfirina de hierro que requiere peroxido de hidrégeno (H202) para
catalizar un grupo prostético de protoporfirina de hierro que requiere peroxido de
hidrogeno (H202) para catalizar la oxidacion de unidades no fenodlicas de lignina y
mineralizar los compuestos aromaticos recalcitrantes. La oxidacion de la lignina tiene lugar
através de la transferencia de electrones, rupturas no cataliticas de varios enlaces y apertura
del anillo aromatico.(34)

e MnP (E.C. 1.11.1.13) es una glicoproteina &cida y su estructura molecular es similar en
un 43% a la LiP (45). Generalmente, MnP oxida compuestos fendlicos como fenoles
simples, colorantes, aminas, asi como la estructura de lignina y sus derivados. Para
sustratos no fendlicos, MnP requiere un segundo mediador (tioles como el glutatién) para
el proceso de oxidacion. El ciclo catalitico de MnP es similar al de LiP, sin embargo, el
manganeso actta como mediador durante la actividad enziméatica de MnP (34), ademas, el
potencial redox del sistema MnP es menor que el de la LiP y ha mostrado capacidad para
oxidar preferentemente sustratos fenélicos in vitro (46).

e Lcc (1.10.3.2) es una enzima extracelular que contiene cobre y consta de glicoproteinas

monomeéricas, diméricas y tetraméricas (47). Se encuentra en multiples isoformas
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producidas por diversas especies de bacterias, hongos, insectos y plantas (43). La secrecion

de lacasas se considera como una de las respuestas fangicas basicas a la presencia de

condiciones antagonicas: otros microorganismos, xenobiéticos, metales, toxinas y

compuestos biolégicamente activos (48).

Tabla 1. Comparacion entre las propiedades de MnP, LiP, Lcc y peroxidasa decolorante de tinte

(DyP).
E.C. LiP 1.11.1.14 MnP 1.11.1.13 Lcc 1.10.3.2 DyP 1.11.1.19
Estructura Monoémero, Monoémero, Mono-, di- o tetrdmero, Dimero
glicoproteina glicoproteina glicoproteina
hasta 15
Grupo Hemo Hemo Cuatro atomos de Cu por Hemo
prostético unidad de proteina activa
Glicosilacion N- N- N- N-acetil-glucosamina y
manosa
Isoformas Monomeros; Monomeros; Mono-, di-, tetrameros; Estructura de barril
hasta 15 hasta 11 varios dimérica a + f
Rango pH 2.0-5.0 2-6 2.0-8.5 3.2 (6ptimo)
Escision C-C A menudo A menudo No Si
H202 Si Si No Si
regulada
Estabilidad Baja Inmensa Inmensa Altamente
Mediadores Mediadores Mn2+; Mn3+ Acido 3-hidroxi- Mn2+
naturales desconocidos antranilico
Amplio, aromaticos, Mn2+ Amplio, fendlicos No fenolicos, fendlicos,

Especificidad

incluido no fendlicos

alcohol veratrilico

Centro Fe-protoporfirina Fe-protoporfirina Cuatro atomos de cobre Fe-protoporfirina
catalitico
Mediadores NO Tioles, acidos grasos Hidroxibenzotriazol o Mn3+ quelado
insaturados, acidos ABTS, HBTOo,
organicos como siringaldazina, 3-HAA,
quelantes, Mn3 +. RBB.
Cofactor H202 H202 02- H202
Sustrato Compuestos fendlicos Lignina y otros Orto- y para-difenoles, Fenoles, hidroquinonas,
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policiclicos arilaminas xenobioticos.

Estructura
tridimensional

Modificado de Pollegioni et al., Datta et al. (15,34).

4.5.2 Enzimas auxiliares de degradacion de la lignina

Las enzimas LDA no pueden degradar la lignina por si mismas, ya que requieren una participacion
enzimatica adicional para una degradacion completa. En este grupo se encuentra una gran
diversidad de enzimas como glioxal oxidasa (GLOX; EC 1.2.3.5), aril alcohol oxidasas (AAO; EC
1.1.3.7), piranosa 2-oxidasa (POX; EC 1.1.3.10), celobiosa deshidrogenasa (CDH; EC 1.1.99.18)
y glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) (44).

4.6 Madera blanda y madera dura

Al hablar de la estructura y composicion de la madera, nace la diferencia entre madera blanda y
madera dura. La madera blanda es de gimnospermas como las coniferas, mientras que la madera
dura es de angiospermas como los caducifolios, asimismo difieren en sus componentes (Tabla 1);
por un lado, en la madera blanda se encuentran porcentajes mas altos de hemicelulosa y lignina,
en donde el galactoglucomanano es el principal componente de la hemicelulosa de las paredes
celulares secundarias, y la fraccion de lignina de guayacilo es mas alta; por otro lado, en la madera
dura el glucuronoxilano acetilado es el principal polimero de la hemicelulosa y la fraccién de la
lignina de guayacilo-siringilo es mas alta. Con ello, la recalcitrancia de la lignocelulosa de la
madera blanda se ha atribuido a su mayor contenido de lignina, tamafio de poro mas pequefio y

menos grupos acetilo derivados de la hemicelulosa en comparacion con la madera dura. (44,48)
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Tabla 2. Composicion quimica de la madera blanda y la madera dura.

Composicion quimica (% peso seco)
Material
vegetal o Hemicelulosas

Celulosa Lignina
Galactoglucomanano | Arabinoglucoronoxilano | Glucuronoxilano | Glucomanano

Madera 33-42 27-32 5-18 7-14
blanda
Madera 38-51 21-31 15-35 2-5
dura

Modificado de Janusz et al.(44).
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5. DISENO METODOLOGICO

Tipo de investigacion y nivel

Es de tipo mixta, con sus niveles de investigacion exploratorios, descriptivo y experimental: el
nivel exploratorio en la medida en que los macrohongos del bosque tropical himedo de Chocé de
los municipios de Lloré y Nuqui han sido poco estudiados y no se han realizado investigaciones
acerca de su produccion de enzimas ligninoliticas; el nivel descriptivo porque es necesario
identificar los macrohongos, caracterizar la produccion de enzimas ligninoliticas y establecer sus
aplicaciones biotecnoldgicas; finalmente, el nivel experimental, ya que la identificacién molecular
y la determinacion de actividad ligninolitica se realiza en el laboratorio y, gracias al patrocinio de
la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca se realiz6 este proyecto de investigacion.

Universo: Macrohongos en sustratos lefiosos del bosque tropical himedo de Colombia.

Poblacion: Macrohongos en sustratos lefiosos del bosque tropical himedo de Choc6, Colombia.

Muestra: Macrohongos en sustratos lefiosos de los municipios de Lloré y Nuqui del bosque

tropical himedo de Choco, Colombia.

Técnicas y procedimientos

Area de estudio

La recoleccion de los macrohongos se realizd en un ecosistema de bosque tropical himedo
primario localizado en los municipios de Nuqui y Lloré del departamento del Chocé en Colombia,
con una altura promedio de 5y 70 msnm, respectivamente (49). En julio, segun registros, la
precipitacion oscila entre 667 y 1000 mm, la humedad relativa esta entre 89% y 91 %, con un
promedio de 90 %, la temperatura media es de 23 a 29°C con un clima céalido super humedo
(29,50).
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Figura 4. Mapa politico que denota los municipios de Nuqui y Llor6 en Choc6, Colombia. Mapa
realizados por la autora con base en Earthstar Geographics- ArcGIS (Esri TM, USA).

5.1 Recoleccién de especimenes

Se realiz6 en el mes de julio del 2021 durante 4 dias en cada municipio con una metodologia de
muestreo oportunistico con transectos lineales de aproximadamente 2 km, para un total de 8
muestreos. Como parametros de recoleccion se tuvo en cuenta que el hongo estuviera en un
sustrato lefioso, es decir, ramas, arbustos, arboles en pie y arboles caidos; ademas, se tuvo en cuenta
que fueran diferentes fenotipicamente. Se recolectaron los hongos con ayuda de una navaja,
incluyendo parte del sustrato, ya que era necesario tomar un poco del mismo para el analisis
preliminar; cada muestra fue debidamente rotulada en codigo con el nombre de la zona y la fecha,
adicionalmente, se tomo registro fotografico y de la ubicacion geogréfica del lugar donde se

recolecto el macrohongo, se envolvieron en papel parafinado y cuanto antes se refrigeraron.
5.2 Aislamiento primario

Previo a la siembra, los carpoforos (cuerpo fructifero) de los hongos recolectados fueron cortados
en fragmentos (£1.0 cm2), y la desinfeccion de los fragmentos se realizé empleando un lavado en
agua destilada, luego en hipoclorito de sodio al 3%, nuevamente en agua destilada, posteriormente
en etanol (70%) vy, finalmente, dos lavados en agua destilada, por un minuto en cada paso; los
fragmentos desinfectados fueron depositados en los medios de cultivo PDA y agar avena (Anexo
1), durante 8 a 20 dias a 25°C£1°C en oscuridad.
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5.3 Identificacién molecular

Las cepas aisladas fueron cultivadas en caldo PDB (Potato Dextrose Broth) (Anexo 1) durante 8-
10 dias a 25°C+1°C, el micelio de cada hongo fue recuperado mediante filtracion al vacio con el
equipo KGS-47TF Glass microanalysis holder S/S Support 47mm (ADVANTEC®, Jap6n) con
papel de filtro Whatman® Grado 1 de 11um de poro (GE Healthecare-Whatman, USA), y fue
conservado en sobres de papel aluminio estériles a -80°C.

Para la extraccion del material genético del micelio se emplearon dos técnicas: la primera fue
extraccion del ADN gendmico con el kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 2); la segunda fue por un método de extraccion

mecanico y quimico descrito por Frederick et. al, 2002 (51) (Anexo 3).

La cuantificacion del ADN se realizd en las instalaciones del Instituto de Genética de la
Universidad Nacional de Colombia con el equipo EzDrop 1000 (Blue-Ray Biotech) siguiendo las

instrucciones del fabricante, y se tom¢ agua desionizada ultrapura como blanco.

La amplificacion de la region ITS del ADNTr se realizé con los primers ITS1 e ITS4 (Macrogen,
Corea) (Tabla 3) vy, se utilizaron dos cocteles de reaccion de PCR listos; el primero, OneTaq®
Quick-Load® 2X Master Mix with Standard Buffer (New England Biolabs, USA) vy, el segundo,
AccuStart™ || PCR ToughMix® (2X) (Quantabio, USA), el volumen inicial para la reaccion,
ajustes a la cantidad de ciclos y temperatura adecuados para la reaccién que se llevé a cabo en el
termociclador (Tabla 4, Tabla 5).

Tabla 3. Primers para la amplificacion de genes de ADN ribosomal flngico.

Nombre Secuencia Concentracion Referencia
ITS 1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCG-3' 25 nmol White et al.(52)
ITS 4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 25 nmol White et al.(52)
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Tabla 4. Preparacion de PCR para la amplificacion de la region ITS.

Volumen pruebas | Volumen para
iniciales secuenciacion
AccuStart™ |l PCR ToughMix® (2X) o OneTag® 6,25uL 25uL
Quick-Load® 2X-MasterMix with StandardBuffer
ITS 1 (10uM) 0,25uL 1yl
ITS 4 (10uM) 0,25uL 1yl
ADN muestra 0,4uL Sul
H-O ultrapura desionizada 5,0uL 18uL
Total 12,5 puLL 50pL
Tabla 5. Condiciones de PCR para la amplificacion de la region ITS.
Etapas Ciclos Tiempo Temperatura
Inicio 1 ciclo 5 min 94°C
Desnaturalizacion 30 seg 94°C
Anillaje 30 ciclos 1 min 55°C
Extensién 1 min 68°C
Elongacion Final 1 ciclo 5 min 68°C

Se realiz6 la electroforesis en gel de agarosa al 1% para visualizar los productos de la

amplificacion, con un voltaje de 80 V durante 40 minutos y se observé con el sistema de
documentacion Bio-Rad Chemi XRS Gel Documentation System y el Bio-Rad Quantity One®
software (Bio-Rad, USA) y el marcador de peso molecular utilizado fue 100 bp plus DNA ladder

ready-to-use (BIORON). Los amplicones obtenidos fueron secuenciados por el servicio de

secuenciacion tipo sanger de Macrogen (Corea).
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Las secuencias obtenidas se editaron con el software Chromas 2.6.6 (Technelysium, Australia);
luego, se evalud la identidad preliminar de las secuencias por comparacion con bases de datos
moleculares en el programa BLASTn (BLAST®, National Center for Biotechnology Information
- NCBI, USA).

5.4 ldentificacién taxondmica

En el momento de la recoleccién de los macrohongos se tomo6 nota de las caracteristicas
macroscopicas tales como pileo, fragmentos de velo, contexto del pileo, himeno6foro, lamelas,
tubos, anillo, estipite, contexto del estipite y volva (53). La otra parte se llevo a cabo en el
laboratorio de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, con caracteristicas macroscépicas
y microscopicas relevantes al momento de usar las claves taxondmicas, tales como las esporas para
compararlos con claves taxondmicas, entre ellas estan Franco-Molano et al. (53), Lodge et al.
(10), Fergus (54), Largent et al. (55,56), Noordeloos et al.(57), Ryvarden (58), Mata (59,60), entre
otras. Adicionalmente, se realiz6 la busqueda en la plataforma de ColFungi (https://colfungi.org/),
la cual permite conocer si la especie se encuentra registrada o no, ubicacion de los registros y
también las utilidades que se le han atribuido.

5.5 Crecimiento en medio modificado con extracto de sustrato lefioso

Se utilizé el medio propuesto por Puerto (61) compuesto por sales minerales tales como MgSOa,
KCl, K2HPOs., KH2PO4, NHsNO35 y FeSO4(7H20) y como fuente de carbono se emplea extracto
de corteza y madera aserrada de urapan (Fraxinus sp.) y pino (Pinus sp.) con el fin de obtener
lignina tipo soda. Los hongos se incubaron durante 10 a 20 dias a 25°C+1°C en oscuridad. (Anexo

1). Los ensayos se hicieron por triplicado.
5.6 Produccion de enzimas ligninoliticas

La evaluacion cualitativa de la produccién de enzimas ligninoliticas se realizo en el medio de
cultivo propuesto por Rubilar (Anexo 1) (62) con la adicion del colorante. Para evaluar la actividad
de la LiP y de la MnP, se agrego el colorante heterociclico Azure B en una concentracion de 50
MM vy el reactivo rojo de fenol, respectivamente. Sobre estos medios con colorante, se sembraron
plugs de micelio de las cepas aisladas en PDA y/o Agar avena y, fueron incubadas entre 10 a 25

dias a 25°C+1°C en oscuridad. Los ensayos se hicieron por triplicado.
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En el momento que el micelio cubrio la superficie del medio, se realiz6 la evaluacion bajo los
siguientes criterios:

e Crecimiento y degradacion del colorante.

e Crecimiento y no degradacion del colorante.

e No crecimiento.
Finalmente, con los hongos que presentaron potencial de produccion de las enzimas LiP y MnP,

se realizO6 una revision bibliografica para profundizar en el potencial biotecnol6gico y

biorremediador hasta ahora registrado.
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6. RESULTADOS

6.1 Recoleccién de especimenes

La recoleccion de los macrohongos se realizé mediante ocho recorridos de 2 km aproximadamente,
cuatro en el municipio de Llord (05 - 08 de julio de 2021) y cuatro en el municipio de Nuqui (11-
14 de julio de 2021) (Figura 5). Por las caracteristicas de la zona no fue posible hacer rdpidamente

la deshidratacion de los cuerpos fructiferos por lo que algunos debieron ser descartados.
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Figura 5. Recorridos de recoleccion de hongos macrohongos. a. Recorridos de recoleccion en el municipio
de Lloré. b. Recorridos de recoleccion en el municipio de Nuqui. Mapas realizados por la autora con base
en Earthstar Geographics- ArcGIS (Esri TM, USA).

Los hongos macrohongos fueron recolectados de sustrato lefioso, 37 en Lloré y 33 en Nuqui, para
un total de 70 macrohongos (Anexo 4). La figura 6 muestra algunos de los hongos recolectados en

su habitat natural.
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6.2 Aislamiento primario
Se logro aislar 40 hongos en los medios de cultivo PDA y agar avena, 24 de Llor6 y 16 de Nuqui
(Figura 7, Anexo 4).
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Figura 7. Hongos aislados en medios de cultivo PDA )/\'agar avena.

6.3 Crecimiento en medio modificado con extracto de sustrato lefioso
Los 40 hongos aislados se sembraron en los medios con extracto de sustrato lefioso de urapan y

pino, donde crecieron solamente 29 de ellos, 20 crecieron en ambos medios (LL2, LL4, LL6, LL7,
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LLS8, LL9, LL11, LL17, LL20, LL25, LL29, LL32A2, LL37, N3, N12, N18, N20, N31, N33,
N33Al), 9 crecieron solo en el medio con extracto de urapan (LL22, LL24, LL32A1, LL35, LL38,
N11, N19, N21, N23) y ninguno de los aislamientos crecid solo en medio con extracto de pino.

(Figura 8, Anexo 5).

Figura 8. Medio modificado con extracto de sustrato lefioso de urapéan y pino. izg. a der. a. Medio con
extracto de sustrato lefioso de urapan sin crecimiento a la izquierda y con crecimiento de micelio a la
derecha. b. Medio con extracto de sustrato lefioso de pino sin crecimiento a la izquierda y con crecimiento
de micelio a la derecha.

6.4 Produccion de enzimas ligninoliticas

Los 29 aislamientos que crecieron en medio modificado con extracto de sustrato lefioso fueron
sembrados en los medios modificados con los colorantes para evaluar cualitativamente su
actividad ligninolitica. 20 aislamientos presentaron actividad ligninolitica de la siguiente manera:
8 mostraron actividad lignina peroxidasa (LL6, LL8, LL25, LL32, LL37, N11, N18 y N20), 6
actividad manganeso peroxidasa (LL11, LL17, LL38, N12, N21 y N23) y, por ultimo, 6
presentaron las dos actividades enziméticas (LL4, LL9, LL29, N3, N19 y N33) (Figura 9, Tabla 7
y Anexo 5).
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Figura 9. Medios modificados con colorantes Azure B y Rojo fenol. izg. a der. a. Medio modificado con
Azure B sin crecimiento a la izquierda y con crecimiento y degradacion del colorante a la derecha. b. Medio
modificado con Rojo fenol sin crecimiento a la izquierda y con crecimiento y degradacion del colorante a
la derecha.

6.5 Identificacion molecular y caracterizacidén taxonémica

Se utilizaron dos métodos de extraccion para obtener el ADN gendmico de los 40 hongos aislados
en medio de cultivo. Se realiz6 PCR de la region ITS con los primers ITS1-ITS4 a los 40
aislamientos. Sin embargo, solo se logré la amplificacién de 26, utilizando una enzima especial
(AccuStart™ I PCR ToughMix® (2X)). Los productos obtenidos de la amplificacién se
visualizaron por medio de electroforesis en gel de agarosa, algunas de las amplificaciones se

muestran a continuacion (Figura 10).
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Figura 10. Visualizacion de los productos de la PCR de la region ITS con los primers ITS1-1TS4.
Electroforesis en gel de agarosa (TAE 1X, agarosa al 1% a 80V). MPM:100 bp plus DNA ladder ready-to-

35



use (BIORON); Control positivo (C+): A. niger. LI: Aislamientos provenientes del municipio de Lloro,
Choco; N: Aislamientos provenientes del municipio de Nuqui, Choc6

Los 26 amplicones fueron enviados al servicio de secuenciacion tipo Sanger de Macrogen (Corea)
y las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Chromas 2.6.6 (Technelysium); los 26
hongos fueron identificados molecularmente y por comparacion con claves taxondmicas hasta el
nivel de género, coincidiendo en todos los casos (Tabla 7 y Anexo 6), mientras que 12 hongos
fueron identificados solamente por comparacion con claves taxonémicas hasta el nivel de género,
puesto que no fue posible su aislamiento en medios de cultivo, lo cual impidi6 su identificacion

molecular (Anexo 7).

De los 26 hongos identificados sélo uno es Ascomiceto, el hongo LL29 del orden Xylariales
(Xylaria sp.), los restantes son Basidiomicetos de la clase Agaricomycetes de los oOrdenes
Polyporales con 17 aislamientos (7 Trametes sp., 3 Ganoderma sp., 2 de Hexagonia sp., y uno de
Amauroderma sp., Rigidoporus sp., Earliella sp., Lentinus sp., Pycnoporus sp.,), Agaricales con
cuatro aislamientos (Mycena sp., Volvariella sp., Oudemansiella sp., y Morganella sp. (sinbnimo
Apioperdon sp.), Auriculariales con tres aislamientos de Auricularia sp. y, por ultimo, el orden

Dacrymycetales con un solo aislamiento del hongo Dacryopinax sp.
La tabla 7 muestra la identificacién molecular mediante BLASTn de los 20 hongos que presentaron

actividad ligninolitica en los medios modificados con colorantes, las 6 identificaciones restantes

se encuentran en el anexo 6.
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Tabla 7. Homologia de las secuencias de la region ITS del ADNr de hongos aislados que presentaron actividad ligninolitica.

Cadigo | Homologia en Taxonomia Pudricion Urapéan | Pino | LiP | MnP Numero de Identidad | Valore
GenBank acceso %
LL4 Trametes sp. Filo: Basidiomycota Blanca 3 3 3 2 0OK?210319.1 99% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
LL6 Trametes sp. Filo: Basidiomycota Blanca 3 3 2 0 LR759930.1 98% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
LL8 Mycena sp. Filo: Basidiomycota Blanca 3 3 1 0 OP345124.1 95% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Agaricales
LL9 Trametes sp. Filo: Basidiomycota Blanca 3 3 3 1 0OL604355.1 100% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
LL11 | Ganoderma sp. Filo: Basidiomycota Blanca 3 3 0 2 MN191580.1 99% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
LL17 | Amauroderma Filo: Basidiomycota Blanca 2 2 0 3 OK643861.1 96% 0.0
sp. Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
LL25 | Trametes sp. Filo: Basidiomycota Blanca 3 3 1 0 KY688213.1 99% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)

Orden: Polyporales
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8 | LL29 Xylaria sp. Filo: Ascomycota Blanca MH268161.1 100% 0.0
Clase: Sordariomycetes | (Madera dura)
Orden: Xylariales
9 | LL32 | Volvariella sp. Filo: Basidiomycota Blanca MK018999.1 99% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Agaricales
10 | LL37 | Morganella sp. Filo: Basidiomycota Marrén AB811851.1 97% 0.0
Clase: Agaromycetes | (Madera blanda)
Orden: Agaricales
11 | LL38 | Ganoderma sp. Filo: Basidiomycota Blanca MH290278.1 98% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
12 N3 Trametes sp. Filo: Basidiomycota Blanca 0L604342.1 99% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
13 | N11 | Auricularia sp. Filo: Basidiomycota Blanca MW554097.1 100% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Auriculariales
14 | N12 | Rigidoporus sp. Filo: Basidiomycota Blanca OK643811.1 99% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
15 | N18 Earliella sp. Filo: Basidiomycota Blanca MW940759.1 100% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)

Orden: Polyporales
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16 | N19 | Auricularia sp. Filo: Basidiomycota Blanca JX065162.1 99% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Auriculariales
17 | N20 Lentinus sp. Filo: Basidiomycota Blanca MH708513.1 100% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
18 | N21 | Pycnoporus sp. Filo: Basidiomycota Blanca FJ750267.1 100% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)
Orden: Polyporales
19 | N23 | Dacryopinax sp. Filo: Basidiomycota Marrén MW795369.1 100% 0.0
Clase: Dacrymycetes | (Madera blanda)
Orden: Dacrymycetales
20 | N33 | Ganoderma sp. Filo: Basidiomycota Blanca MT012164.1 99% 0.0
Clase: Agaromycetes (Madera dura)

Orden: Polyporales

degradacion moderada del colorante; (3) crecimiento abundante, y degradacién alta del colorante.
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7. DISCUSION

Los macrohongos son de vital importancia en la naturaleza, estos acttan en el ciclo biogeoquimico
del carbono, tienen propiedades medicinales y son eficaces en la degradacion de material
recalcitrante gracias a la produccion de enzimas antioxidantes y enzimas ligninoliticas (28).
Colombia cuenta con una gran biodiversidad de especies de macrohongos, favorecida por las
condiciones ambientales en regiones tropicales con una mayor diversidad de plantas vasculares
que crean nichos, microhabitats de hongos, y la presencia de muchos ecotonos, como también con
diversos estudios que se han realizado con el fin de conocer la diversidad de la funga, asi como

sus utilidades, potencial biotecnoldgico y ecologia.

Se recolectaron 70 macrohongos, de los cuales se logré aislar tan solo 40 hongos, 24 de Llord y
16 de Nuqui, con el método convencional de siembra de fragmentos del carp6foro sobre los medios
de cultivo PDA vy agar avena, los cuales permaneceran en conservacion en el cepario de la
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Este método de aislamiento no result6 totalmente
eficiente, ya que el aislamiento de algunos macrohongos en laboratorio es limitado por la falta de
nutrientes especificos y de las condiciones ambientales propias del ecosistema, como en este caso
particular que las condiciones ambientales del bosque humedo tropical favorecen al crecimiento
de gran variedad de macrohongos en sustrato lefioso. Algunos autores refieren otras técnicas tales
como recuperar y sembrar la esporada (11), ya que requiere menor manipulacién y facilita la
preservacion a largo plazo, que se puede realizar a -80°C, ademas de sembrarlos en otro tipos de
medios de cultivo, como medios en fase liquida (63) o medios en fase solida con diversos
elementos como carozo de maiz, viruta de madera, compost de jardineria, tusas de maiz y demas
sustratos organicos que puedan suplir con mayor grado los nutrientes necesarios para el

crecimiento in vitro de los hongos. (17,64)

Para la identificacion molecular, en este trabajo se realizé la amplificacion de la region ITS del
rDNA que ha sido aceptada como el gen de codigo de barras para hongos (67) con los primers
ITS1/ITS4, y se logro obtener producto de amplificacion de tan solo 26 de los 40 hongos aislados,
debido a las dificultades presentadas con los ADN gendmicos que conservaron algunos inhibidores
de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR), puesto que se utilizaron como patron ADN
obtenidos mediante extraccion cruda (66).
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Hay inhibidores de la PCR que interfieren o impiden que el proceso de amplificacion del ADN se
produzca correctamente como los presentes en la madera, los extractos de la madera y los hongos
filamentosos, especialmente los macrohongos, como los polifenoles, los taninos, los acidos
resinicos y los polisacaridos. Por lo tanto, el proceso de extraccion de ADN como la enzima ADN
polimerasa o el kit comercial que la contenga deben propender por evitar la presencia de estos
contaminantes inhibidores y superar la inhibicién causada por la eventual presencia de ellos,
respectivamente (29).

Para superar las dificultades en la realizacion de la PCR con la primera enzima ADN polimerasa
escogida para realizar el trabajo con el ADN extraido, la OneTag® Quick-Load® 2X Master Mix
with Standard Buffer (New England Biolabs, USA), se recurrié al empleo de una enzima ADN
polimerasa diferente, la AccuStart™ |l PCR ToughMix® (2X) (Quanta, USA), la cual es una
mezclade reaccion que cuenta con una polimerasa de ADN termoestable ultra pura y altamente
procesable que se combina con anticuerpos monoclonales de alta avidez que le permiten superar
muchos inhibidores conocidos de PCR que a menudo estan presentes en muestras crudas de ADN
gendmico extraidas de muestras ambientales, tejidos vegetales, hongos o tejidos animales (66x]).
Finalmente, la secuenciacion de los 26 amplicones obtenidos y su comparacién con la base de
datos de nucledtidos “nt/nr” del Genbank mediante el algoritmo BLASTn permitieron identificar

molecularmente hasta género 26 de los 40 hongos aislados (Tabla 7, anexo 6).

Cabe anotar que para profundizar en la identificacion taxonomica de los hongos, se ha sugerido la
utilizacion de varios genes y no solo la region ITS, ya que se ha demostrado que esta region ITS
no proporciona suficiente resolucion entre especies estrechamente relacionadas(65), es decir,
especies que no se pueden distinguir facilmente en funcion de la morfologia, pero que forman
linajes filogenéticos distintos en funcion de marcadores moleculares, denominadas especies
cripticas(66), ejemplo de ello es la identificacion de siete aislamientos como Trametes sp. y tres
de Auricularia sp. y Ganoderma sp., sin poder distinguir si son diferentes especies. Para ello se
han planteado unos marcadores de codigo de barras secundarios para hacer filogenias, como el
espaciador intergénico (I1GS), el gen codificante de la B-tubulina Il (TUB2), las subunidades mas
grande (RPB1) y segunda mas grande (RPB2) de la ARN polimerasa Il dirigida por ADN, factor
de elongacion traslacional la (TEF1), ADN topoisomerasa | (TOP1), fosfoglicerato quinasa
(PGK), y la subunidad I (COX1) y la subunidad 11 (COX2) de la citocromo ¢ oxidasa(65).
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Ademas de emplear estos codigos de barras para la identificacion molecular de los hongos,
también se deberian tener en cuenta para mayor efectividad criterios como: primero, un conjunto
comun de primers y tecnologias que permitan la amplificacion y secuenciacion de todos los hongos
en los loci objetivo, segundo, una base de datos de referencia integral que incluye todas las especies
de hongos conocidas y, tercero, un conjunto de criterios de reconocimiento de especies basados en
secuencias de ADN que se pueden aplicar en todo el reino de los hongos (67). Asimismo, junto
con el componente molecular, es vital correlacionar la identificacion con los datos fenotipicos para
hacer de la taxonomia de los hongos algo mas integro y preciso, para obtener registros mas

detallados de las especies identificadas.

En cuanto al crecimiento en los medios modificados con extracto de sustrato lefioso, se observd
un mayor namero de aislamientos con crecimiento en el extracto de urapan, 23 mientras que en
extracto pino solamente 16, que podria deberse a que el urapan tiene una madera dura y esto puede

facilitar en mayor medida su aprovechamiento como fuente de carbono y otros nutrientes.

En el ambiente se pueden observar preferencias a raiz de diferencias estructurales; por ejemplo,
los basidiomicetos de la pudricion blanca como los hongos de los géneros Trametes spp.,
Ganoderma spp., Auricularia spp., y Amauroderma sp., identificados en este estudio, entre otros,
mayormente se encuentran en la madera dura, mientras que los hongos de la pudricion parda atacan
con mayor frecuencia las maderas blandas; ademas, la presencia o no de compuestos en cada tipo
de madera también varia, por ejemplo, extractos que incluyen algunos &cidos grasos y fenoles,
como los taninos, se encuentran tanto en maderas blandas como en maderas duras, mientras que

los terpenos mayormente se hallan en las maderas blandas (44,48).

Ademas, dentro de la sucesion fangica de la colonizacion lefiosa se evidencia que los macrohongos
del filo Basidiomycota prevalecen en el inicio de la descomposicion de la madera, mientras que
los del filo Ascomycota en las ultimas etapas, esto respalda estudios que demuestran como algunas
especies de hongos y su relacion con las plantas muestran preferencia por cierto tipo de sustrato
(44).
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Por otro lado, la degradacion de los colorantes Azure B y Rojo Fenol permite evaluar
cualitativamente la produccion de las enzimas lignina peroxidasas y manganeso peroxidasas,
respectivamente, debido a la oxidacion del reactivo. Es importante resaltar que los métodos
cualitativos constituyen una buena herramienta para la busqueda répida (rastreo) de enzimas que
degraden complejos lignocelul6sicos. Estas pruebas proporcionan una indicacién certera de la
presencia de estas enzimas con el fin de realizar una adecuada seleccion de cepas de hongos
respecto al grupo de enzimas que producen, disminuyendo la cantidad de pruebas cuantitativas,
que pueden ser mucho maés costosas. (13)

Estas enzimas modificadoras de lignina también se denominan colectivamente enzimas
ligninoliticas. Estas enzimas han ganado gran atencidn hacia los agentes bioldgicos para la
degradacion de compuestos que contienen desechos lignoceluldsicos y otros contaminantes
organicos. También se reporta que las enzimas ligninoliticas son efectivas en el tratamiento de
desechos industriales y otros compuestos xenobidticos a través del proceso de biodegradacion y

decoloracion (47).

La regulacién de los genes de las lacasas y las peroxidasas involucra una jerarquia de sefiales
ambientales tales como la concentracién de carbono y nitrogeno, la presencia de metales y
xenobioticos, el chogque de temperatura y, recientemente, varias longitudes de luz del dia
descubiertas (68).

En cuanto a la produccion enzimatica de lignina peroxidasas y manganeso peroxidasa, se observo
potencial en especies de los géneros Trametes sp., Ganoderma sp., Lentinus sp., Rigidoporus sp.,
Dacryopinax sp., Mycena sp., Amauroderma sp., Xylaria sp., Volvariella sp., Morganella sp.,
Auricularia sp. y Pycnoporus sp. Asi mismo, se han registrado multiples aplicaciones
biotecnoldgicas para estos hongos, tanto medicinales como farmaceuticas, agricolas, alimenticias

y de biorremediacion.

Los siete aislamientos de Trametes sp. mostraron crecimiento diferente sobre los medios

modificados con extractos de madera de urapan y pino, asi como en los medios con los colorantes
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Azure B y Rojo fenol, sugiriendo una actividad ligninolitica diferente entre todos ellos, resultados

que sugieren que podria tratarse de siete especies diferentes de este géenero.

A especies del género Trametes se les ha atribuido propiedades medicinales, por ejemplo, a T.
versicolor propiedades como antidiabético, anticancerigeno, antioxidante y antiinflamatorio,
antimicrobiano, antiviral, citotdxicos, actividad de mejora inmunoldgica, actividad prebidtica y
efecto inhibidor de AChE. Ademas, se ha demostrado que los compuestos fendlicos y el acido
linoleico extraidos de T. lactinea poseen actividades antimicrobianas, antioxidantes, citostaticas.
Por otro lado, extractos de T. polyzona inhibieron el crecimiento de las diferentes cepas de K.
pneumoniae, E. coli, S. aureus y S. enterica. También Trametes sp. tiene la capacidad de degradar
desechos agricolas como sustitutos de los productos quimicos cominmente utilizados para el
tratamiento de contaminantes que son tdxicos para el medio ambiente. T. polyzona puede eliminar
farmacos como carbamazepina, diclofenaco, ibuprofeno y sus metabolitos y reducir su actividad

estrogenica por debajo del limite de deteccion (69)

Especies del género Ganoderma spp. han sido ampliamente estudiadas por sus mdaltiples
aplicaciones, entre ellas el tratamiento para enfermedades, como artritis, bronquitis, Ulceras
gastricas, hiperglucemia, insomnio, nefritis, enfermedades inflamatorias y cancer. Dentro de las
propiedades medicinales, se sabe que G. lucidum tiene una alta actividad antioxidante y contiene
triterpenos y acidos ganodéricos A, B, H, T, C2 y Me, con propiedades hepatoprotectoras,
antihipertensivas, anti-VIH-1 y acciones antihistaminicas (70). También, tienen un gran potencial

en la bioacumulacion de metales pesados como el plomo, zinc, niquel, cobre y cadmio (71) .

En cuanto al hongo Lentinus crinitus, su secretoma muestra una diversa gama de enzimas
lignoceluloliticas y proteoliticas con aplicaciones prometedoras en varias ramas de la industria
(72); a especies del género Rigidoporus les han determinado genes con relevancia en el
metabolismo de los antibioticos (p. ej., cefalosporina esterasa), asi como aplicaciones potenciales

en la degradacion de acidos grasos (73).

Dacryopinax spathularia tiene la capacidad de producir glicolipidos con actividad antimicética y

antibidtica de microorganismos que deterioran alimentos y bebidas, asimismo la produccion de

44


https://www.zotero.org/google-docs/?UpMgaj
https://www.zotero.org/google-docs/?2P2je9
https://www.zotero.org/google-docs/?LBS2ID
https://www.zotero.org/google-docs/?TdxIn1
https://www.zotero.org/google-docs/?qjE5dD

estos compuestos parece ser una caracteristica quimiotaxondémica valida que ha sido “preservada”
en los organismos productores en el curso de su evolucion, probablemente porque los hongos

tienen una ventaja selectiva sobre sus competidores (74).

Amauroderma se ha utilizado tradicionalmente para prevenir los ataques epilépticos y el llanto
constante en los bebés. Las propiedades farmacologicas de Amauroderma incluyen efectos
antioxidantes, antiinflamatorios, neuroprotectores, anticancerigenos, antihiperlipidémicos,
antiepilépticos y antibacterianos. (75) La amaurocina, una proteina sintetizada por Amauroderma
mostrd actividad contra aislados de T. vaginalis con una baja toxicidad hacia los neutrofilos

humanos y un caracter proinflamatorio (76).

Por el lado de los ascomicetos, especies de Xylaria presentan potencial antifingico de los
metabolitos secundarios &cido piliforme y citocalasina D, los cuales fueron aislados y guiados por
ensayos con el hongo fitopatogeno Colletotrichum gloeosporioides y presentaron un gran potencial
biotecnoldgico y de produccion de diferentes compuestos activos que podrian ser prometedores
contra la enfermedad de antracnosis (77), es decir, como controlador bioldgico de fitopatdgenos.

Especies del género Morganella, antes incluidos en el género Lycoperdon han sido estudiadas por
bioacumular metales pesados, tal como el Hg. (78) Se ha descrito diversas aplicaciones
biotecnoldgicas del género Pycnoporus mediante el aprovechamiento de sus lacasas, como la
bioconversion de subproductos agricolas y materias primas vegetales en productos valiosos, la
biopulpa y el bioblanqueo de pulpa de papel y la biodegradacion de organocontaminantes,

xenobidticos y contaminantes industriales (79).
Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento de la biodiversidad y refuerzan la

necesidad de profundizar en el estudio de los macrohongos colombianos, tanto desde la taxonomia

y descripcion de especies, como de su gran potencial biotecnologico y su aplicacion.

45


https://www.zotero.org/google-docs/?zwQPkk
https://www.zotero.org/google-docs/?3dFUrW
https://www.zotero.org/google-docs/?O03MFq
https://www.zotero.org/google-docs/?hp6jxp
https://www.zotero.org/google-docs/?AZfujk
https://www.zotero.org/google-docs/?r8V4pP

8. CONCLUSIONES

* Se logro6 aislar 40 macrohongos de Lloré y Nuqui en medios de cultivo PDA y agar avena.

* Se identificaron 26 macrohongos del bosque tropical humedo de los municipios de Llor6 y Nuqui,
Choco, Colombia por analisis molecular y siguiendo claves taxondmicas, los cuales pertenecen a
los generos Trametes sp., Ganoderma sp., Lentinus sp., Rigidoporus sp., Dacryopinax sp., Mycena
sp., Amauroderma sp., Xylaria sp., Volvariella sp., Morganella sp., Auricularia sp., Earliella sp.

y Pycnoporus sp.

* Se identificaron 12 macrohongos hasta género solamente por clave, los cuales pertenecen a los
géneros Ganoderma sp., Auricularia sp., Trametes sp., Auricularia sp., Hymenochaete sp.,

Lentinus sp., Stereum sp., Cookeina sp. y Oudemansiella sp.

* De los 40 hongos, 20 presentaron crecimiento frente a los dos medios modificados con extracto
de madera (urapan y pino), 9 solo presentaron crecimiento en el medio modificado con el extracto
de madera de urapan y los 11 hongos restantes no presentaron crecimiento en ninguno de los

medios modificados con extractos de madera.

* Los hongos LL4, LL9 y N3 (tres aislamientos de Trametes sp.), N18 (Earliella sp.) y N19
(Auricularia sp.) evidenciaron una mayor produccion enzimatica de lignina peroxidasa, seguidos
de LL6 (Trametes sp.), LL29 (Xylaria sp.), LL32 (Volvatiella sp.) y N33 (Ganoderma sp.) con una
actividad moderada y, por altimo, con una baja actividad los hongos LL8 (Mycena sp.), LL25
(Trametes sp.), LL37 (Morganella sp.) y N20 (Lentinus sp.)

* Los hongos que presentaron mayor actividad manganeso peroxidasa fueron LL17 (Amauroderma
sp.) y N23 (Dacryopinax sp.), seguidos de LL4 (Trametes sp.), LL11 (Ganoderma sp.), LL38
(Ganoderma sp.), N3 (Trametes sp.), N19 (Auricularia sp.) y N33 (Ganoderma sp.) y, por ultimo,
con una baja actividad LL9 (Trametes sp.), LL29 (Xylaria sp.), N12 (Rigidoporus sp.) y N21
(Pycnoporus sp.).

* Los hongos LL4 (Trametes sp.) y N19 (Auricularia sp.) mostraron actividad Lip y MnP, aunque
el hongo LL4 presentd alta actividad de ambas enzimas y crecimiento en ambos tipos de extracto
de madera, dura y blanda (urapan y pino), a diferencia del hongo N19, que presentd alta actividad
LiP, una moderada actividad MnP y solo presentd crecimiento en el medio con extracto de madera

dura (urapan).
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9. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Es necesario continuar con el registro de la funga existente en el pais para la apropiacion del
conocimiento y asi abrir camino a investigaciones que profundicen en el potencial biotecnoldgico

de los mismos.

Es necesario contribuir con la transferencia de conocimiento a las comunidades, para promover la

conservacion de la biodiversidad y el posible aprovechamiento de los recursos.

Se recomienda hacer ensayos disefiando un medio de cultivo con el sustrato lefioso directamente

con el fin de generar un ambiente méas propicio para el crecimiento de microorganismos.
Se recomienda para futuras investigaciones en macrohongos, utilizar marcadores de codigo de
barras secundarios para realizar la identificacién molecular a nivel de especie como R-tubulina el

RPB1, el RPB2 y el TEF1.

Se recomienda estudiar los procesos bioquimicos tras la degradacion de los colorantes, con el fin

de dilucidar las rutas metabélicas utilizadas.

47



10. SOCIALIZACION EN EVENTOS Y PRODUCCION ACADEMICA

Este trabajo se socializo en el I Congreso Colombiano de Micologia, organizado por la Asociacién
Colombiana de Micologia y realizado del 22 al 24 de junio de 2022 en la Universidad EI Bosque
en Bogota.

Adicionalmente, se socializd en el XX Encuentro Regional de Semilleros de Investigacion
REDCOLSI- Nodo Bogota D.C., Cundinamarca y realizado del 8 al 12 de agosto de 2022 en
Bogota D.C por modalidad virtual, obteniéndose puntaje superior a 90 puntos por lo que se
socializd en el XXV Encuentro Nacional y XIX Encuentro Internacional de Semilleros de
Investigacion — REDCOLSI, realizado del 12 al 15 de octubre de 2022 en Medellin.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de medios de cultivo.

Medio PDA

1.
2.
3.

Suspender 39 g de medio PDA liofilizado en 1 litro de agua destilada.
Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Servir en placas de Petri.

Agar avena

1.

2.
3.
4.

Suspender 30 g de harina de avena y 20 g de Agar-Agar en 1 litro de agua destilada.
Llevar a ebullicién para disolver por completo.

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Servir en placas de Petri.

Caldo PD

1.

ok w0

Cocinar 200 g de papa sabanera sin cascara en 1 litro de agua destilada.

Filtrar el caldo con una gasa.

Agregar 20 g de Dextrosa.

Mezclar hasta disolver por completo.

Servir en matraces pequefios con 20 ml aproximadamente y tapar con torundas de algoddn
envueltas en gasa.

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Medio modificado con extracto de sustrato lefioso

© ks N

Extraccién de la lignina de corteza y madera aserrada de urapan (Fraxinus sp.) y pino
(Pinus sp.)

El protocolo es igual para las dos especies de arboles (urapan y pino) pero se realiza por
separado.

Mezclar el aserrin de la corteza con el de la madera.

Suspender 100 g de aserrin en 150 mL de soda caustica al 4 %.

Llevar a fuego bajo hasta la emision de vapores.

Desde la emision de vapores mantener por 45 minutos en fuego bajo.

Filtrar el liquido obtenido en un embudo con papel filtro y apisonar para obtener la mayor
cantidad de liquido rico en lignina.

Conservar este liquido en un frasco ambar.
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Preparacion del medio de cultivo
Suspender los componentes mencionados a continuacién en un litro de agua destilada:

MgSO4 0,50/L
KCI 0,5g/L
K>HPO4 4,55 g/L
KH:PO4 0.53 g/L
NH4NO3; 5 g/ L

FeSO4(7H20) 0.005 g/L

Agar-Agar 20 g/L

Lig. rico en lignina  5mL

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Servir en placas de Petri.

Medio modificado con colorantes Azure B y Rojo Fenol

1.

w

Suspender los componentes mencionados a continuacién en un litro de agua destilada:
Glucosa 10 g

Tartrato de amonio 0,2 g

KH2P0O4 2,0 g

MgS0O4 x 7TH20 0,5 g
Agar22g

CaCl2x2H200,1¢

pH 5,5

Mezclar hasta disolver por completo.

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Cuando el medio esté a punto de servirse, agregar 0.2 g de colorante y mezclar hasta
disolver por completo

Filtrar con gasa estéril y servir en placas de Petri.
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Anexo 2. Protocolo de extraccion de ADN por medio del kit de purificacion de DNA

© oo No O

genomico Wizard® para Hongos filamentosos

Macerar 60 mg de micelio obtenido del crecimiento obtenido y filtrado del caldo PD en
nitrégeno liquido y llevarlos a un tubo Eppendorf de 1.5mL

Agregar 600uL de Nuclei Lysis Solution e incubar a 65°C por 15 min y posteriormente
vortex para homogeneizar.

Agregar 3uL. de RNase Solution, incubar a 37°C por 15 minutos y vortex. Finalmente
mantener a temperatura ambiente por 15 min.

Agregar 200uL de Protein Precipitation Solution, llevar a vortex por 20 segundos y

luego 10 min en hielo para maximizar la precipitacion.

Centrifugar a 13000 g por 4 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5mL nuevo.

Agregar 600uL de isopropanol y mezclar suavemente de 5 a 7 veces.

Centrifugar a 13000 g por 2 minutos.

Descartar cuidadosamente el sobrenadante y agregar etanol al 70% (entre 600uL y 1 mL).
Mezclar suavemente de 5 a 7 veces.

. Centrifugar a 13000 g por 2 minutos.
11.
12.
13.

Descartar el etanol y dejar secar al aire toda la noche.
Agregar 100uL de solucion de rehidratacion y llevar a vortex.
Incubar a 65°C por una hora o toda la noche a 4°C.

Anexo 3. Protocolo de extraccion cruda de ADN (46).

1.

B

Suspender aproximadamente 10 mg de micelio filtrado en 100 mL de tampdn de extraccion
(89 mM Tris-HCI, pH 8,0, acido borico 45 mM, EDTA 0,05 mM y 1,0% (vol/vol)p-
mercaptoetanol ) en tubos Eppendorf de 1.5 mL.

Triturar el micelio suspendido con una punta de plastico acoplada a un taladro eléctrico
hasta observar una mezcla homogénea, es importante evitar dejar calentar la muestra
durante la trituracion.

Incubar a 75 °C durante 15 min.

Centrifugar a 16.000 x g durante 10 min.

Transferir 50 uL del sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo y almacenar a —
20°C.
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Anexo 4. Registro fotogréafico de los macrohongos recolectados y los aislamientos obtenidos.

Municipio Lloré

Municipio Nuqui, corregimiento Pangui

Caddigo, fechay
coordenadas
geograficas

Registro fotografico

Aislamiento en medio
PDA y/o Agar avena

Cddigo, fechay
coordenadas
geograficas

Registro fotografico

Aislamiento en medio PDA
y/o Agar avena

LL-1 N-1
05.07.21 5.49835,- No fue posible aislarlo. 11.07.21
76.54503 5.66469,-77.31398
LL-3 N-3
05.07.21 11.07.21

5.49578,-76.53590

5.66479,-77.31442

LL-4

05.07.21
5.496,-76.53611

N-4

11.07.21
5.66517,-77.31469

62




LL-5

05.07.21
5.49835,-76.54503

No fue posible aislarlo.

N-5

11.07.21
5.66513,-77.3146

No fue posible aislarlo.

LL-6

05.07.21
5.49572,-76.53519

N-6

11.07.21
5.66541,-77.31475

LL-7

05.07.21
5.49835,-76.54503

N-7

11.07.21
5.66552,-77.31476

No fue posible aislarlo.
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LL-8

05.07.21
5.49577,-76.53524

N-8

11.07.21
5.66544,-77.31468

No fue posible aislarlo.

LL-9

05.07.21
5.49564,-76.53483

N-9

11.07.21
5.66588,-77.31451

No fue posible aislarlo.

LL-10

05.07.21
5.49835,-76.54503

N-10

11.07.21
5.66056,-77.31051

No fue posible aislarlo.
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N-11
LL-11
11.07.21
05.07.21 5.66055,-77.31056
LL-12 N-12
06.07.21 No fue posible hacer el No fue posible aislarlo. 11.07.21

5.49988,-76.54214

registro fotografico.

5.66051,-77.31059

LL-13

06.07.21
5.49502,-76.52792

N-13

11.07.21
5.66033,-77.31041

No fue posible aislarlo.

65




LL-14

06.07.21
5.49988,-76.54214

No fue posible aislarlo.

N-14

11.07.21
5.66028,-77.31041

No fue posible aislarlo.

LL-15

06.07.21
5.49387,-76.52672

N-15

11.07.21
5.66029,-77.31031

LL-17

06.07.21
5.49391,-76.52665

N-17

11.07.21
5.65997,-77.31058

No fue posible aislarlo.
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LL-18

06.07.21
5.49956,-76.54214

N-18

11.07.21
5.65997,-77.31058

LL-19

07.07.21
5.4942,-76.52763

N-19

11.07.21
5.65985,-77.31061

LL-20

07.07.21
5.4942,-76.52763

No fue posible hacer el
registro fotografico.

N-20

11.07.21
5.65992,-77.3104

67




LL-21

07.07.21
5.49813,-76.53253

No fue posible aislarlo.

N-21

12.07.21
5.7091,-77.26799

LL-22

07.07.21
5.49814,-76.53266

N-22

12.07.21
5.70144,-77.27802

LL-23

07.07.21
5.49801,-76.53359

N-23

12.07.21
5.7011,-77.27886
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LL-24

07.07.21
5.49797,-76.53346

N-24

13.07.21
5.66348,-77.30982

No fue posible aislarlo.

LL-25

07.07.21
5.49835,-76.54503

N-25

13.07.21
5.66348,-77.30982

No fue posible aislarlo.

LL-26

07.07.21
5.497,-76.53558

No fue posible aislarlo.

N-26

13.07.21
5.66348,-77.30982
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LL-27

07.07.21
5.49699,-76.53545

No fue posible aislarlo.

N-27

13.07.21
5.66348,-77.30982

No fue posible aislarlo.

LL-28

07.07.21
5.49906,-76.54792

No fue posible aislarlo.

N-28

13.07.21
5.66348,-77.30982

No fue posible aislarlo.

LL-29

08.07.21
5.49906,-76.54792

N-29

13.07.21
5.66348,-77.30982

No fue posible aislarlo.
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LL-30

08.07.21
5.49988,-76.54178

No fue posible aislarlo.

N-30

13.07.21
5.66348,-77.30982

No fue posible hacer el registro

fotografico.

No fue posible aislarlo.

LL-31

08.07.21
5.4997,-76.54198

No fue posible aislarlo.

N-31

13.07.21
5.66348,-77.30982

LL-32

08.07.21
5.49988,-76.54178

N-32

13.07.21
5.66348,-77.30982

No fue posible aislarlo.
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LL-33

08.07.21
5.49988,-76.54178

No fue posible hacer el
registro fotogréfico.

No fue posible aislarlo.

N-33

14.07.21
5.66374,-77.31543

LL-34

08.07.21
5.48201,-76.54353

No fue posible aislarlo.

LL-35

08.07.21
5.48319,-76.54011
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LL-36

08.07.21
5.46477,-76.54431

LL-37

08.07.21
5.46477,-76.54431

LL-38

08.07.21
5.48546,-76.54084
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Anexo 5. Crecimiento de los macrohongos aislados en medios modificados.

Cddigo | Medio con extracto de sustrato Medio con extracto de Medio con colorante azure B | Medio con colorante rojo fenol
lefioso de urapan sustrato lefioso de pino
Control
negativo
.. e
No crecimiento No crecimiento No crecimiento
LL2
No crecimiento
LL4

Crecimiento

Crecimiento

Crecimiento con degradacion.
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LL6

Crecimiento con degradacion.

Crecimiento sin degradacion.

LL7

Crecimiento sin degradacion.

LL8

Crecimiento

Crecimiento

Crecimiento con degradacion.

No crecimiento
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LL9

LL11

Crecimiento con degradacion.

LL17

Crecimiento

Crecimiento sin degradacion.

Crecimiento con degradacion.
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LL20

~ = —=

Crecimiento

LL22

—

Crecimiento

No crecimiento

LL24

Crecimiento

Crecimiento sin degradacion.

No crecimiento
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LL25

Crecimiento con degradacion.

LL29

Crecimiento con degradacion.

LL32A1

Crecimiento

No crecimiento

Crecimiento sin degradacion.
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LL32A2

LL35

No crecimiento

LL37

Crecimiento

Crecimiento

— >

Crecimiento con degradacion.

No

recimiento
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LL38

Crecimiento

No crecimiento

N3

Crecimiento

Crecimiento

N1l

Crecimiento

No crecimiento

Crecimiento con degradacion.

Crecimiento sin degradacion.
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N12

N18

Crecimiento

N19

Crecimiento

No crecimiento

Crecimiento con degradacion.

Crecimiento con degradacion.
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N20

Crecimiento

Crecimiento

N21

N23

Crecimiento

No crecimiento

No crecimiento

Crecimiento con degradacion.
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N31

N33

Crecimiento

n degradacion.

N33A1

Crecimiento

Crecimiento

Crecimiento con degradacion.

Crecimiento sin degradacion.
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Anexo 6. Homologia de las secuencias de la region ITS del ADNr de hongos aislados que no

presentaron actividad ligninolitica.

Cadigo Homologia en GenBank | Numero de accesion | Identidad % | Valor e
1 LL10 Auricularia sp. KM583898.1 99% 0.0
2 LL15 Trametes sp. JX040840.1 98% 0.0
3 LL18 Hexagonia sp. MK968437.1 95% 0.0
4 LL23 Oudemansiella sp. HQ331034.1 100% 0.0
5 N1 Hexagonia sp. MF195031.1 99% 0.0
6 N4 Trametes sp. KU253773.1 96% 0.0

Anexo 7. Hongos identificados solo por comparacion con claves taxonémicas.

Cddigo Género identificado

1 LL1 Ganoderma sp.

2 LL3 Auricularia sp.

3 LL5 Trametes sp.

4 LL10 Auricularia sp.

LL14 Hymenochaete damicornis

6 LL21 Lentinus sp.

7 LL27 Stereum sp.

8 LL34 Cookeina sp.

9 N9 Cookeina sp.

10 N24 Cookeina sp.

11 N25 Oudemansiella sp.
12 N29 Trametes sp.

84




