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Resumen

La eliminacién de contaminantes recalcitrantes es un problema medioambiental de gran importancia. En particular,
salvo la incineracion o el confinamiento no existen procedimientos estindar para la eliminaciéon de compuestos
organoclorados como PCBs, dioxinas, pesticidas clorados o contaminantes persistentes usados en el pasado que se
encuentran como residuos en el ambiente o almacenados como desechos en grandes cantidades esperando su des-
truccién. La busqueda de alternativas para solucionar estos problemas para los cuales Uruguay aun no tiene respuesta
configura un desafio. La biotransformacién de dichos compuestos por basidiomicetes es un camino poco explorado
en la region, a pesar del desarrollo que tienen estas tecnologias en paises europeos. El objetivo de este trabajo fue
avanzar en ese sentido realizando un screening de basidiomicetes aislados en nuestro pais para seleccionar aquellos
capaces de degradar organoclorados, empleando como modelo el endosulfan, insecticida prohibido por la Comunidad
Europea desde 2007 y en Uruguay desde 2011, muy usado en el cultivo de soja y del que existen depositos que deben
ser eliminados. Se evalu6 la capacidad de estos hongos de biotransformar el endosulfan a moléculas no acumulables en
el medio ambiente y los resultados de la biotransformacién se siguieron por gC-ECD. Uno de los hongos estudiados,
Bjerkandera adusta, fue capaz al cabo de 27 dias de cultivo de degradar un 87% del endosulfan agregado.

Palabras clave: Biorremediacion, hongos de la podredumbre blanca de la madera, cribado.

Abstract

Removal of recalcitrant environmental pollutants is a major problem. In particular, there are no methods other
than incineration or landfilling for the removal of organochlorine compounds like PCBs, dioxins and chlorinated
pesticides. These were widely used in the past, but now are either found as contaminants in the environment or
stored in large quantities where they constitute a big risk. The search for alternatives to solve this issue sets a cha-
llenge for environmental sustainability. Biotransformation by basidiomycetes to remediate contaminated sites is an
unexplored path in the region, despite the development these technologies have in European countries. In order to
select fungi capable of degrading persistent compounds into harmless ones, a screening of native basidiomycetes
isolated from natural sources was performed. The insecticide endosulfan was used as model molecule; endosulfan
was banned in the European Union in 2007 and in our country in 2011. It was widely used in soybean cultivation
and there are tons stored waiting its destruction. Specific methodologies were developed for evaluation of the
biotransformation and the results were followed by gC-ECD. One of the fungi studied, Bjerkandera adusta, was
able to degrade 87% of the added endosulfan after 27 days of incubation.

Keywords: Bioremediation, white-rot fungi, screening.

Introduccion
La “revolucion verde” no hubiera sido posible sin el uso de  yelnegocio dela proteccion de cultivos por medios quimicos.

agroquimicos como el DDT o el paratién. Estos compuestos ~ Pero, al mismo tiempo, se comenzaron a plantear serios pro-
abrieron la posibilidad de una rapida expansién delaindustria  blemas por la aparicion de areas altamente contaminadas por
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dichos agroquimicos que no desaparecian y se acumulaban,
constituyendo un riesgo para la salud y la vida silvestre. La
atenuacion natural que podria darse no se produce con la
celeridad y eficacia suficientes para evitar los riesgos inhe-
rentes que poseen estos contaminantes para la salud humana
o el medio ambiente, generando espacios contaminados a los
que es necesario sanear para su recuperacion (Tabak, et al,,
1997). La acumulacién de un compuesto en un sitio no es
el tnico factor que define la contaminacién de ese lugar.
Existen contaminantes que no se degradan facilmente por
poseer estructuras quimicas muy estables que permanecen
en el ambiente por anos y son incorporados a las cadenas
alimenticias en un proceso llamado bioacumulacién. En
este proceso, concentraciones del orden de ppt (partes por
trillén) de contaminantes no degradables en el ambiente se
acumulan en tejidos adiposos de los distintos integrantes de la
cadena hasta alcanzar concentraciones del orden de decenas
de ppm (partes por millén) en aquellos animales que estan
en la cima de la cadena alimenticia (Pointing, 2001). Un
ejemplo de compuestos recalcitrantes son los compuestos or-
ganoclorados como PCBs o dioxinas cloradas y en particular
los insecticidas organoclorados (Keum y Li, 2004). El uso de
estos compuestos esta cada vez mas restringido, pero existen
algunos que atin se aplican o que se encuentran almacenados
como materia prima que no pudo ser comercializada debido
a nuevas restricciones de uso. Tal es el caso del endosulfan,
que ha sido prohibido en la Unién Europea desde el afio 2007
(Kumar y Philip, 2006) y en Uruguay desde el 2011 (Uruguay,
2011). Un inconveniente adicional que presenta el endosulfan
es que su primer producto de descomposicion, el sulfato de
endosulfan, es mas persistente que el propio endosulfan, y
constituye el 90% del residuo al cabo de 11 semanas (Weir,
et al., 2006). En Uruguay, el endosulfan se ha usado intensi-
vamente (aproximadamente 200 ton/afio). Aparte de ser un
contaminante ubicuo, puede encontrarse inclusive en ganado
vacuno (Mor y Ozmen, 2003), integrandose directamente ala
cadena alimenticia del ser humano. Dos problemas aparecen
en el horizonte para los cuales no hay respuesta en el pais:
por un lado, la contaminacién de la biosfera y, por otro, la
eliminacién del agrotdxico almacenado. Estas problematicas
necesitan una solucién comun que pueda adaptarse a las
condiciones particulares con un minimo de intervencion en
el medio ambiente sin incorporar mas contaminacién. Con-
diciones no contaminantes se consiguen a través de procesos
biotecnologicos entre los cuales se destaca la biorremediacion
o descontaminacion biologica (Weir, et al., 2006; Mukherjee
y Mittal, 2005; Kwon, et al., 2005; Moreno, et al., 2004). La
biorremediacion, o sea, la eliminacién por medio de agentes
bioldgicos de contaminantes ambientales constituye una
alternativa para la solucién de este problema. Es definitiva y
no genera mds contaminacion.

La capacidad de algunos hongos para transformar una gran
variedad de compuestos organicos y llevarlos hasta CO, y H,O
ofrece un potencial indiscutible para su utilizacién en procesos
de tratamiento de contaminaciones (Moreno, et al., 2004).

En especial, los hongos de la podredumbre blanca (PB)
de la madera han demostrado una gran versatilidad. Dichos
hongos son basidiomicetes, mayormente saprofitos, comunes
enbosques, por ejemplo de pino, encino y eucaliptos (Christian,
et al,, 2005). Los hongos de la PB secretan una o mas de las
tres enzimas extracelulares oxidativas esenciales para la mine-
ralizacién de lignina: lignina peroxidasas (LiPs), manganeso
peroxidasas (MnPs) ylacasas. Este complejo sistema enzimatico
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extracelular es inespecifico y tiene potencial en la eliminacion
de xenobidticos con estructura quimica similar a la lignina
(Pointing, 2001; Zhao, et al., 2014), tales como: compuestos
aromaticos, nitroaromaticos, arométicos policiclicos (benzo-pi-
reno, fenantreno y pireno, entre otros), herbicidas, pesticidas,
detergentes clorofendlicos, compuestos organicos clorados
(pentaclorofenoles, cloroanilinas, bifenilos policlorados) y
colorantes (Scheel, et al., 2000; Bending, et al., 2002; Hirai,
et al., 2004; Levin, et al., 2004; Wen, et al., 2010; Kiies, 2015)
asi como azocompuestos (Walter, et al., 2004; Shah y Nerud,
2002; Zheng y Obbard, 2002; Eichlerov4, et al., 2002; Cohen,
etal., 2002; Novotny, etal., 1999; Mester y Tien, 2000). Algunos
basidiomicetes como algunas especies de los géneros Trametes,
Coriolus, Pleurotus, Pycnoporus, Bjerkandera'y Phanerochaete
presentan también la capacidad de degradar colorantes artifi-
ciales (Kornitfowicz-Kowalska y Rybczynska, 2012).

En Uruguay existen diversos hongos de la podredumbre
blanca. Enla Catedra de Microbiologia general, Departamento
de Biociencias de Facultad de Quimica, se ha reunido una
coleccion de cepas, algunas nativas, otras de cultivo comercial,
de las cuales no se conocen sus capacidades degradadoras de
xenobidticos. Este trabajo plantea realizar un screening de estos
hongos para evaluar su capacidad de biodegradar endosulfan
como modelo de agroquimicos persistentes. Esto permitira
seleccionar basidiomicetes que seran la base de biorreactores
(biobeds) para la descontaminacion de sitios impactados o
la degradacién de contaminantes persistentes almacenados.

Materiales y Métodos

Microorganismos
empleados en el estudio

Los basidiomicetes utilizados pertenecen a la coleccion del
Departamento de Biociencias, Catedra de Microbiologia,
Facultad de Quimica, UDELAR: ganoderma resinaceum
(CCM7187), Psilocybe cubensis (CCMO0417), Trametes versico-
lor (CCM0338), Coriolus sp (CCM0341), Abortiporus biennis
(CCMO0106), Pleurotus cornucopiae (CCMO006), Pycnoporus
sanguineus (CCMO0374), Bjerkandera adusta (CCM0379),
Phanaerochaete chrysosporium (CCMO004), Punctularia atro-
purpurascens (CCMO014), gloeophyllum trabeum (H2130). Las
cepas son conservadas en glicerol a <5 °C.

Medios de cultivo,
reactivos y estandares

Medios de cultivo

Agar Extracto de Malta (OXOID) con Remazole brilliant
blue r/Poly-R 478 (0,2 g/L): Extracto de Malta (12,5 g/L)
H,O Destilada c.s.p (1L).

Yeast Nitrogen Base (YNB, DIFCO) con el agregado
de glucosa con Remazole brilliant blue r/Poly-R 478
(0,2 g/L): 6,7 g (0,1L (10X)). Esterilizado por filtracion.
H,O Destilada c.s.p (1L); pH 4,5+0,2.

Agar Extracto de Malta (MEA, OXOID) con Remazole
brilliant blue r/Poly-R 478 (0,2 g/L): Extracto de mal-
ta (30,0 g/L); Peptona bacterioldgica (3,0 g/L); Agar
(15,0 g/L); H,O Destilada c.s.p (1 L); pH 5,5+0,2.
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« Kimura Agar con Remazole brilliant blue r/Poly-R
478(0,2 g/L): glucosa (20,0 g/L); Peptona bacteriolo-
gica (5,0 g/L); Extracto de levadura (2,0 g/L); KH,PO,
(1,0 g/L); MgSO, (5 g/L), Agar (15,0 g/L), H,O Destilada
cs.p (1 L); pH 5,510,2.

Yeast Carbogen Base (YCB) de DIFCO con Remazole
brilliant blue r/Poly-R 478 (0,2 g/L): Tartrato de amonio
(1,2 mM) preparado segun indicaciones del fabricante.
Yeast Carbogen Base (YCB) de DIFCO con Remazole
brilliant blue r/Poly-R 478 (0,2 g/L): Tartrato de amonio
(30 mM) preparado segtin indicaciones del fabricante.

Los medios utilizados se esterilizaron en autoclave a
121 °C durante 15 min.
Los colorantes fueron esterilizados por filtracion.

Reactivos

Remazole brilliant blue r y Poly-R 478 fueron proporcionados
por Sigma Aldrich, USA.

Sales: MgSO, proporcionado por Merck (Darmstadt, ger-
many).

Estandares y solventes

Estandares de los pesticidas del estudio: endosulfan o+f (>
99% de pureza), proporcionados por Dr. Ehrenstorfer (Augs-
burg, germany, 99%).

Solventes orgéanicos libres de residuos de pesticidas,
calidad HPLC, fueron proporcionados por Merck (Darm-
stadt, germany).

Las soluciones Stock de 1000 mg/L fueron preparadas
en hexano o acetato de etilo y conservadas a 4 °C. Para los
ensayos realizados en los medios de cultivo se disolvieron las
soluciones stock en dimetil sulfoxido.

Seleccion de los basidiomicetes
Preparacion de los indculos

Los indculos se prepararon en Agar Extracto de Malta y
se incubaron a 28 + 2 °C por siete dias. Se extrajo con un
sacabocado de 1 cm de didmetro del borde de la colonia y
se inocularon placas de Petri con los medios de cultivos. Los
cultivos se incubaron a 28 + 2 °C.

Evaluacion del crecimiento
en presencia de endosulfan

Los hongos se hicieron crecer con 50 mg/kg de endosulfan en
el medio YNB con y sin el agregado de glucosa. Se incubaron
por 12 dias a 28 + 2 °C. Se realizaron cinco mediciones del
didmetro de la colonia en las tres réplicas realizadas.
Asimismo, se hicieron crecer con 50 mg/kg de endosulfan
en el medio agar malta con y sin glucosa. Los cultivos se incu-
baron por 10 dias a 28 + 2°C. Se realizaron cinco mediciones
del didmetro de la colonia, en las tres réplicas realizadas.

Seleccion del medio de cultivo
y estudio de la produccidon enzimatica

Se estudid la capacidad de producir enzimas ligninoliticas
de los hongos seleccionados previamente en los medios,
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agar extracto de malta, MEA, YNB con glucosa e YCB con
tartrato de amonio, a los cuales se les agregé RBB o Poly-R478
(Novotny, et al., 2004).

Se evalué la capacidad que presentaron los hongos de de-
colorar los colorantes artificiales y se midieron los didmetros
de crecimiento de la colonia y/o los halos de decoloracion.
Se tomaron tres medidas de la colonia formada o de la zona
decolorada y se defini6 el promedio como el valor del did-
metro correspondiente.

Evaluacion de la bioconversion

A partir de los cultivos en YNB con 1% de glucosa y 50 mg/
kg de endosulfan se tomaron muestras a los 12 dias de
incubacidn. Las muestras consistieron en un segmento de
1 cm de didmetro de medio de cultivo tomado de la zona
con micelio y un segmento del mismo tamano de medio
de cultivo sin micelio. Se evaluaron cinco placas de las
cuales se sacaron dos muestras de cada zona. Se calculd
el valor promedio.

Determinacion del porcentaje
de endosulfan degradado por gC-ECD

Para la extraccién de la muestra se adicionaron 4 mL de
acetona que fueron homogenizados con la muestra durante
cinco minutos en un vortex. La suspension resultante fue
centrifugada por 10 min a 3000 rpm. El sobrenadante se
paso por una columna con Sulfato de Magnesio y el eluido
se evaporo bajo presion reducida. El residuo se retomé con
1 mL de una solucion de bromofds 1,3 mg/kg en acetato de
etilo. Dicho compuesto se empled como estandar interno y
se inyectaron las muestras en el cromatdgrafo de gases con
detector de captura electrénica (GC- ECD) SHIMADZU
17A, equipado con un inyector PTV y una Columna capilar
Mega 60 (30 m, 0,32 mm de didmetro interno y 0,25 um
de grosor). La temperatura del detector fue de 280 °C. Se
determiné el valor promedio y se calcul6 su desviacion
estandar relativa.

Resultados
Seleccion de basidiomicetes

El primer screening se realizé para evaluar la capacidad de
crecer de los 11 hongos seleccionados con 50 mg/kg de en-
dosulféan, tanto en presencia como ausencia de glucosa como
se muestra en la Tabla 1. El cribado arrojé que existian cepas
de basidiomicetes que presentaban la capacidad de crecer
en presencia de endosulfdn como unica fuente de carbono
presente en el medio de cultivo. Se pudo comprobar que
ocho de los 11 hongos fueron capaces de crecer en presencia
de endosulfan. Del total de los basidiomicetes evaluados se
seleccionaron seis hongos que fueron los que mejor crecieron
con endosulfdn como tnica fuente de carbono. Se tested la
capacidad de los basidiomicetes seleccionados de crecer en
un medio complejo como el agar malta con y sin glucosa. Los
resultados se muestran en la Tabla 1.

Bjerkandera adusta 'y Abortiporus biennis fueron los
basidiomicetes que presentaron una mayor velocidad de
crecimiento en presencia de endosulfan en todos los medios
evaluados, por lo que fueron seleccionados. Asimismo, se
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. Tamafo . Tamafio
Hongo Medio (didametro) Medio (didmetro)
No
P. atropurpuracens | YNB 8 mm Malta A
crecimiento
YNB Malta No
8 mm .
+ glu + glu | crecimiento
. No
P. chrysosporium | YNB 12mm | Malta o
crecimiento
YNB Malta No
14 mm o
+ glu + glu | crecimiento
A. biennis YNB 27mm | Malta 18 mm
YNB 27 mm Malta 15 mm
+ glu + glu
B. adusta YNB 38mm | Malta | 30mm
YNB 40 mm Malta 25 mm
+glu +glu
T. versicolor YNB 9 mm Malta N ©
crecimiento
YNB Malta No
8 mm .
+glu +glu | crecimiento
. No
P. sanguineus YNB 8 mm Malta L.
crecimiento
YNB Malta No
11 mm .
+glu + glu | crecimiento
P. cubensis YNB N ° ND
crecimiento
WB | No | p
+ glu | crecimiento
Coriolus sp. YNB 9 mm ND
YNB 8 mm ND
+ glu
P. cornucopiae YNB .N(? ND
crecimiento
WB | No | p
+ glu | crecimiento
G. ferreus YNB 9 mm ND
YNB 10 mm ND
+ glu
G. recinaceum YNB .N(? ND
crecimiento
mm | N |,
+ glu | crecimiento

Tabla 1. Medicién del didmetro de la colonia (didmetro)
de los basidiomicetes crecidos en Yeast Nitrogen Base
(YNB) en presencia de 50 mg/kg de endosulfan, con

o sin el agregado de glucosa (glu), al 1% al cabo de 12
dias, y en Agar Malta (Malta) en presencia de 50 mg/kg
de endosulfan, con o sin el agregado de glucosa (glu), al
1% al cabo de 10 dias. ND: no determinado.
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selecciond Punctularia atropurpurascens como referencia por
ser uno de los hongos que presentd crecimiento en al menos
uno de los medios evaluados.

Seleccion del medio de cultivo
y estudio de la produccidon enzimatica

En la Figura 1 se observa como la decoloracién a los tres dias
es parcial y a los seis dias es total.

Figura 1. Decoloracion de los colorantes Remazole-blue (A),
y Poly-R (B) por Abortiporus biennis en el medio Agar Malta,
a los tres (inferior) y seis (superior) dias de incubacion.

Para poder definir cudl era el medio de cultivo mas ade-
cuado se realizé un estudio de la produccion del sistema lig-
ninolitico en los medios de cultivo en estudio. Partiendo de la
hipétesis de trabajo de que son estas enzimas las responsables de
la degradacion del compuesto, se realizaron ensayos con varios
medios de cultivo buscando aquel que permitiera la mayor ex-
presion enzimatica, para realizar los estudios de bioconversion.

Como medida cualitativa de la produccién de enzimas, se
evalud la capacidad de decoloracion de determinados coloran-
tes artificiales y al mismo tiempo se determind su velocidad
de crecimiento a través de la medicion del didmetro de la
colonia en diferentes condiciones nutricionales, en cuanto
a la fuente de carbono y nitrégeno. Asimismo se evaluaron
medios de composicion definidos (medios sintéticos) y com-
plejos (Grafico 1). Se probaron los Basidiomycota que fueron
seleccionados en el screening. A. biennisy P. atropurpurascens
presentaron crecimiento en todos los medios ensayados y
decoloraron los colorantes Remazole brilliant blue r y Poly-R
478 (grafico 1A y 1B). B. adusta a los seis dias no decoloré
ninguno de los medios ensayados. Sin embargo, se continué
igualmente el estudio de este basidiomicete pues fue el que
presentd la mayor velocidad de crecimiento.

Delos medios evaluados, el medio Agar Malta es el medio
que presentd mejores valores en cuanto a crecimiento y deco-
loracién, por lo que seria un medio propicio para el estudio.
El medio YNB con 1% de glucosa y MEA son los medios
donde los basidiomicetes presentaron menor decoloracion,
la situacion mas critica de las evaluadas. Por ello se selecciono
YNB+1% de glucosa para realizar el estudio de bioconversion.

Bioconversion de endosulfan
por Bjerkandera adusta

Tal como se describié en Materiales y Métodos, las placas
crecidas con el basidiomicete en el medio YNB con 1%
de glucosa y 50 mg/kg de endosulfan fueron evaluadas a los
12 dias. Se realizé la medicién del didmetro de la colonia y
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B Remazol blue Crecimiento de la colonia
. . . B Remazol blue Halo de decoloracién
A) Abortiporus biennis
| | Poly R Crecimiento de la colonia

M Poly R Halo de decoloracion

8
€ s
2
1S
©
a 4
2
0
0
Agar Malta MEA Kimura YCB30mM  YCB1,2mN YNGBIL] %
Medio de cultivo
B Remazol blue Crecimiento de la colonia
. B Remazol blue Halo de decoloracién
B) Bjerkandera adusta
| | Poly R Crecimiento de la colonia
M Poly R Halo de decoloracion
10
8
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I
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a 4
2
0
[
Agar Malta MEA Kimura YCB30mM  YCB1,2mN YNGBIJ %
Medio de cultivo
[l Remazol blue Crecimiento de la colonia
C) Punctularia M Remazol blue Halo de decoloracién
atropurpurascens [ Poly R Crecimiento de la colonia
[l Poly R Halo de decoloracion
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0

YNB 1%

Agar Malta Glu

MEA Kimura YCB30mM  YCB1,2mN

Medio de cultivo

Grafico 1. Medicién del crecimiento y del halo de
decoloracion de Abortiporus biennis (A), Bjerkandera adusta
(B), Punctularia atropurpurascens (C) en los medios de
cultivo: Agar Malta, MEA, Kimura, YCB (Tartrato de amonio
30 mm), YCB (Tartrato de amonio 1,2 mm), YNB (1%Glu).
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se tomaron muestras para la evaluacion de la biodegradacién
del pesticida en estudio. Las muestras fueron analizadas de
forma tal de evaluar la bioconversion en la zona de creci-
miento del basidiomicete y en zonas alejadas del mismo. Se
realizé también una determinacion de la biodegradacion total
al cabo de 27 dias.

Se verifico que B. adusta es capaz de biotransformar endo-
sulfan. Los porcentajes de bioconversion a los 12 dias fueron
del 67 + 3% y 47 + 1% en un drea de la placa con micelio y sin
micelio, respectivamente. Se transformd el compuesto en la zona
debajo de la colonia del hongo asi como en la zona sin micelio.

Luego de 27 dias de incubacion, B. adusta degrada el
endosulfdn en un 83 + 7% La metodologia para evaluar no
solo el porcentaje de degradacion de endosulfan sino también
el porcentaje de aparicion de los metabolitos producto de
la biotransformacién con significancia toxicoldgica ha sido
previamente reportada por nuestro grupo (Rivero, et al.,
2012). Es de destacar que se comprobd la no acumulacion de
endosulfan sulfato al final del ensayo de degradacién (27 dias).

Discusion
Seleccion de basidiomicetes

Las referencias bibliograficas permitieron seleccionar dentro
dela coleccién de Basidiomycota de la Catedra de Microbiolo-
gia de la Facultad de Quimica a 11 Basidiomycota que tenian la
capacidad potencial de transformar compuestos xenobidticos
(Lamar, 1992; Choi, et al., 2014; Jaszek, et al., 2006; Sarnthima
y Khammuang, 2013). El estudio demostré que los ocho ba-
sidiomicetes capaces de crecer en presencia del compuesto lo
realizaban en presencia y/o ausencia de glucosa en el medio,
y esto no necesariamente afectaba el tamaiio de la colonia a
un determinado tiempo de incubacién, aunque sila densidad
de micelio de la misma al cabo del tiempo de cultivo. Estos
resultados permiten evaluar la hipétesis de que el compuesto
es utilizado por estas cepas como fuente de carbono, pues
fueron capaces de crecer en un medio definido sin el agregado
de fuente de carbono (YNB). En las condiciones ensayadas,
B. adusta no necesariamente presenta un sistema ligninolitico
activo, segun descrito por Novotny et al. (2004). Estos resulta-
dos sugieren que pueden existir otras vias de degradacion del
endosulfdn que no sean tinicamente la degradacién producida
por las enzimas del sistema ligninolitico que se excretan al
medio como parte del metabolismo secundario.

Seleccion del medio de cultivo y
estudio de la difusion enzimatica

La presencia de uno u otro colorante no afectd el crecimiento
de B. adusta y son comparables los crecimientos en los me-
dios sin la presencia de colorantes a los observados cuando
estos se habian agregado. Sin embargo, no se observé deco-
loracion de ninguno de los dos colorantes en los distintos
medios ensayados.

A. biennis y P. atropurpurascens presentaron crecimiento
y decoloracién de los colorantes en las condiciones de ensayo
en todos los medios evaluados, observandose los mayores
halos de decoloracion para el medio extracto de malta. Por lo
tanto, la capacidad de crecer en cada una de estas condiciones
nutricionales permite seleccionar cualquiera de estos medios
para evaluar la degradacién de endosulfan. Por otro lado, el
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medio YNB con 1% de glucosa y MEA son los medios donde
estos basidiomicetes presentaron menor decoloracién de los
colorantes artificiales. Se verific la capacidad de producciéon
enzimatica en el medio y su crecimiento en presencia de
50 mg/kg de endosulfan.

En general, se ha relacionado la capacidad degradativa
de los hongos de la pudriciéon blanca con la actividad de su
sistema enzimdtico ligninolitico; sin embargo, en numero-
sos trabajos se ha comprobado que estos hongos degradan
xenobidticos bajo condiciones de cultivo no ligninoliticas
y ademas se ha comprobado que muchos de ellos no son
degradados por las enzimas ligninoliticas en condiciones in
vitro (Karas, et al., 2011).

Bioconversion de endosulfan
por B. adusta

B. adusta fue capaz de biotransformar el endosulfan en las
zonas con presencia de crecimiento activo y sin micelio en
el medio, demostrando que existen procesos de difusion de
enzimas o del compuesto en estudio. La ausencia de halo
de decoloracién para este hongo a los seis dias y resultados
obtenidos para esta misma especie (Korniltowicz-Kowalska
y Rybczynska, 2012) sugieren que, en estas condiciones, este
basidiomicete necesita un mayor tiempo de cultivo para
comenzar a excretar las enzimas extracelulares del sistema
ligninolitico. Se conocen tres mecanismos enzimaticos prin-
cipales empleados por los hongos de la podredumbre blanca
dela madera para degradar contaminantes ambientales, dos
de tipo oxidativo y uno reductivo: i) sistema de degradacion
de la lignina, que realiza ataques oxidativos a moléculas
organicas por medio de radicales libres generados por las
enzimas ligninoliticas peroxidasas; ii) fase I del metabolis-
mo, mecanismo oxidativo en que intervienen las enzimas
citocromo P-450 monooxigenasas, y iii) fase II del metabo-
lismo donde un conjunto de enzimas cataliza reacciones de
conjugacion reduciendo los contaminantes (Christian, et al,
2005; Karas, et al, 2011) . Esto ha sido reportado para otros
hongos de la podredumbre blanca que han demostrado su
capacidad de degradar endosulfan (Quintero Diaz, 2011).
Por ejemplo, se comprobé que para P. chrysosporium en las
etapas iniciales de degradacion no estan involucradas las
enzimas ligninoliticas y se ha propuesto que las enzimas
P-450s son las responsables de la degradacion inicial de este
insecticida (Kullman y Matsumura, 1996). Estos reportes
podrian explicar el comportamiento de B. adusta evaluado
en este trabajo.

Conclusiones

De los 11 hongos evaluados, ocho son capaces de crecer en
presencia de 50 mg/kg de endosulfan, llegando a crecer cuan-
do el endosulfan es la tinica fuente de carbono. El medio YNB
con 1% de glucosa es apropiado para evaluar el porcentaje de
bioconversion de endosulfan por los basidiomicetes. Los ba-
sidiomicetes que presentaron mayor crecimiento en el medio
YNB con y sin glucosa fueron B. adusta y A. biennis. A los 12
dias de ensayo, en el medio YNB+1% de glucosa, B. adusta
es capaz de transformar el endosulfdn en un 67 y 46% debajo
dela colonia y alejado de ella, respectivamente. Al cabo de 27
dias degradd un 83% del total de endosulfan agregado. Este
estudio comprueba que la biorremediacién de compuestos
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recalcitrantes, aromaticos o clorados por hongos nativos es
una alternativa ambientalmente amigable como respuesta a
una problematica seria y actual del pais.
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