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RESUMEN

En la Amazonia por su alta biodiversidad, existen muchas especies
de hongos de pudricion blanca que requieren mayores investigaciones para su
uso en futuras aplicaciones biotecnolégicas. La finalidad de la presente
investigacion fue aislar cuatro fungi de pudricion blanca, determinar la biomasa
micelial y capacidad de remocion de cobre y zinc con medio minimo de sales
minerales. Para tal fin se aislaron en agar papa dextrosa y agar extracto de
malta a los fungi Ganoderma applanatum, Pycnoporus sanguineus,
Schizophyllum commune y Pleurotus ostreatus colectados del Bosque
Reservado y Jardin Botanico de la Universidad Nacional Agraria de la Selva,
Tingo Maria. Para las pruebas se consideraron concentraciones de 10, 30 y 50
mg/L de cobre y de zinc; lograndose un crecimiento en biomasa micelial en 2%
del volumen del medio acuoso. Se ha obtenido una capacidad de remocién de
cobre (95.04 a 96.77 %) y en orden de importancia con P. sanguineus, S.
commune, P. ostreatus y G. applantum, y la capacidad de remocién de zinc
(97.96 a 99.05 %) y en orden de importancia con P. ostreatus, S. commune y
P. sanguineus. En ambos casos con la concentracion de 50 mg/L se ha

obtenido el mayor promedio de remocion (95.14%).



l. INTRODUCCION

El abundante material organico que se genera en los bosques, en
su mayoria son descompuestos hasta su total mineralizacién por los hongos de
la clase Ascomycota y Basidiomycota (CHAPARRO y ROSAS, 2006); estos
organismos juegan un papel importante en el ecosistema porque degradan el
material organico generando pudriciones, y por consiguiente constituyen un

factor importante para la dinamica de los bosques.

En nuestro pais y particularmente en la Amazonia se han realizado
muy pocos estudios referidos a hongos nativos de pudricion, asi como las
posibilidades de utilizarlos biotecnolégicamente. Todas las especies de hongos
de una u otra forma tienen importancia para nuestro pais, por lo que es

necesaria su investigacion.

Es necesario contar con cepas de hongos nativos colectados de
nuestro medio y poderlos conservar ex situ, como base para usar en
posteriores investigaciones a nivel de resistencia natural de maderas al ataque
de hongos, a nivel industrial, biotecnoldgico y en la biorremediacion. En el
ambiente, se encuentran contaminantes mas nocivos que otros, de manera
particular, aquellos que no se degradan facilmente porque poseen estructuras

quimicas bastante estables, permanecen en el ambiente por afios y son



2
incorporados a las cadenas alimenticias en un proceso llamado bioacumulacién
(COELLO, 2011). Estos compuestos, también denominados “recalcitrantes”
representan un riesgo muy alto para la salud. Los microorganismos vivos, son
una buena alternativa para remover contaminantes xenobitticos de manera
economica y amigable con el ambiente; especificamente, uno de ellos es el

micelio de los hongos ligninoliticos.

De acuerdo al presente trabajo de investigacion se plantea la
siguiente interrogante: ¢Cudl es el grado de capacidad de los hongos de
pudricion blanca en la remocion de metales en medio acuoso? En tal sentido se
planted la siguiente hipétesis: los hongos de podredumbre blanca aislados en

laboratorio tienen capacidad de remover el 60% de metales en medio acuosos.

Objetivo general

- Determinar la eficiencia de remocion de cuatro fungi de pudricién blanca en
medios acuosos inducidos con cobre y zinc.
Objetivos especificos

- Aislar y determinar las caracteristicas morfolégicas del micelio de cuatro

fungi de pudricion blanca colectadas en Tingo Maria.
- Determinar la densidad celular fungica sometidos a contaminantes inducidos

en medio acuosos con cobre y zinc.

- Determinar la eficiencia de remocién de los hongos sobre contaminantes

inducidos con cobre y zinc.



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de los hongos

Los hongos son los organismos mas abundantes, después de los
insectos, existen aproximadamente 1.5 millones de hongos y unos 8 millones
de insectos (HAWKSWOTH, 2002; BOA, 2005). Los hongos constituyen un
reino que contiene numerosas especies y que hasta la actualidad so6lo se ha
identificado aproximadamente un 5 por ciento del total que habita en la tierra

(ROBLEDO, 2006).

La naturaleza de los hongos es relativamente simple, el cuerpo
fructifero esta constituido de células individuales llamadas hifas, las cuales son
muy finas que presentan un didmetro de aproximadamente 2 micras que
poseen ramificaciones y paredes transparentes constituidas por quitina. El
micelio, mediante la secrecion de enzimas se encarga de suministrar alimento
a los hongos, por lo tanto, las hifas como el micelio son los verdaderos

destructores de la madera (NOVA, 2006).

La reproduccién se da por medio de cuerpos microscopicos
denominados esporas, equivalentes a las semillas en las plantas pero mucho
mas pequefias (micrones) y usualmente reproducidas en gran namero

(HERRERA y ULLOA, 1990).
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Una vez que el hongo ha desarrollado suficiente micelio forman los

cuerpos fructiferos (Figura 1). El cuerpo de fructificacion o basidiocarpo, es uno
de los atributos mas importantes, sus caracteristicas morfologicas y la
ubicacion en el sustrato revelan caracteristicas ecoldgicas de las especies

(RYVARDEN, 2007).

laminillas (contiene
las esporas)

Basidiosporas

Basidio

Fuente: HERRERA y ULLOA, 1990.

Figura 1. Partes de un hongo prototipo

2.2. Agentes destructores de la madera

La lignina en la madera confiere una proteccion fisica a la celulosa
y hemicelulosa contra el ataque enzimético. Existe una gran cantidad de
organismos (bacterias y hongos) que degradan la celulosa y hemicelulosa, pero
en lo referente al ataque y mineralizacion de la lignina el namero de

organismos es mucho mas limitado. Los Unicos organismos descritos con
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capacidad de degradar y mineralizar la lignina son un grupo de basidiomicetes
causantes de pudricion blanca. Estos conforman el 98 % de todos los hongos

que habitan y degradan la madera (RYVARDEN, 1995).

Los hongos que degradan madera se diferencian en dos grandes
grupos: los mohos y los hongos cromdgenos y el otro grupo de hongos de
pudricion. Los del primer grupo se alimentan de las sustancias de reserva de la
madera y no producen degradaciones en la pared celular, por lo que no afectan
a las propiedades mecéanicas; mientras que los hongos de pudricion son los
que generan dafios graves en la madera. Su efecto es la pérdida de densidad y
resistencia, acompafada de un cambio de coloracién, y al final del proceso se

destruye por completo (NOVA, 2006).

2.2.1. Importancia de los basidiomicetes

Tienen esencial importancia en la naturaleza por su alta capacidad
de descomponer o degradar la lignina (AGRIOS, 2005). Otros son causantes
de las royas y los carbones (producen enfermedades en las plantas), y algunas
setas forman ectomicorrizas, es decir; una simbiosis entre los hongos y los

arboles (PEREZ-MORENO, 2012).

Existe un grupo de especies que son comestibles, de ellos
actualmente los mas cultivados comercialmente son el champifidon (Agaricus
bisporus), la seta (Pleurotus spp.) y el shiitake (Lentinula edodes) (ANDRADE

et al., 2012). Ademas, los hongos tienen aplicaciones en la medicina humana,
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los cuales son altamente promisorios como fuente de metabolitos bioactivos.
Se hacen referencia a Ganoderma lucidum, Phellinus linteus y Formes
fementarius, que poseen compuestos con actividad antiviral, antitumoral,
hematoldgica, antioxidante, antinflamatoria y antidiabetes (SMANIA et al., 2013;

AQUEVEQUE, 2006).

Debido al sistema multienzimatico extracelular, los basidiomicetos
son los Unicos organismos hasta hoy conocidos capaces de mineralizar
eficientemente la lignina y convertirla en CO, y H,O, como parte fundamental

del ciclo del carbono (CRAWFORD, 1981).

2.2.2. Maderay descomposicion

La madera es uno de los materiales méas resistentes a la
degradacion biolégica y, su resistencia se debe a su arreglo anatémico y a su
composicién quimica. Se compone principalmente de celulosa (40-50% de
peso seco), hemicelulosa (25-40%) y lignina (25-35%), con muy bajos niveles
de azucares disponibles que pueden ser atacados por protozoos, bacterias y
hongos de diferente grupos taxondémicos. Contienen componentes
potencialmente toxicos para los hongos. En arboles latifoliados generalmente
se encuentran taninos, mientras que en coniferas se encuentran compuestos
fendlicos como terpenos, estilbenos, flavonoides y tropolones (DEACON,

2002).

La celulosa es el polimero mas importante de las plantas,

constituyendo entre 40 a 50 % de la pared celular de la planta madura. La



7
lignina es el segundo polimero natural mas importante del planeta después de
la celulosa. Sin embargo, es mas resistente a la descomposicién que la
celulosa; su papel primario en la pared celular de la madera es proteger los
carbohidratos del ataque microbiano. La lignina es eficientemente degradada
en la naturaleza principalmente por los hongos de la pudricion blanca

(CHAPARRO y ROSAS, 2006).

2.3. Hongos ligninoliticos

Los hongos ligninoliticos, han desarrollado un sistema enzimatico
anico y no especifico que funciona en el ambiente extracelular. La gran
diversidad estructural de los contaminantes que son degradados por estos
hongos, les concede un uso potencial en biorremediacién. Estos hongos son
efectivos en la degradacion de una diversidad de contaminantes ambientales
peligrosos y han sido bastante estudiados en la degradacion de compuestos
xenobidticos. Su capacidad de degradacion de un compuesto tan complejo
como la lignina ha hecho considerar a estos hongos como una posible
alternativa para la eliminacibn de otros muchos compuestos de baja

biodegradabilidad (DAVILA y VASQUEZ, 2001).

Los hongos de podredumbre blanca son capaces de degradar la
lignina por medio de la secrecién de enzimas extracelulares mediante su
metabolismo secundario. Principalmente estas enzimas son la fenoloxidasa
(lacasa) y dos peroxidasas (manganeso peroxidasa (MnP) y lignina peroxidasa

(LiP)), esenciales para la degradacion de la lignina. Para lograr su completa
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mineralizacion éstas enzimas por lo general se combinan con otros procesos
gue requieren la presencia de otras enzimas, incapaces de la degradacion de

lignina por ellas mismas (MENDEZ, 2013).

2.4. Hongos de pudricién y efectos sobre la madera

Los troncos recién caidos contienen azucares en las columnas de
las bracteas del parénquima que se encuentran longitudinalmente en el tronco.
Estas columnas son colonizadas rapidamente por hongos que pueden cambiar
el color de la madera y reducir su valor comercial (mancha en la madera). Una
vez que suceda esta fase, la madera se vuelve accesible solo para los hongos
de pudricion (Ascomycota y en especial Basidiomycota) (DEACON, 2002;

CHAPARRO y ROSAS, 2006).

Las principales categorias en la descomposicion de la madera de
acuerdo al modo de ataque y de las condiciones en que estas crecen son la

pudricion blanda, pudricion café y la pudricion blanca (DEACON, 2002)

Pudricion blanda: ocurre cuando el dafio causado por el
microorganismo es muy superficial. La madera pierde fuerza mecéanica y se
torna humeda y esponjosa. Es causado por Ascomicetes y Deuteromycetes.
Podemos mencionar a Chaetomium globosum, Trichoderma spp, Daldinia

concéntrica, etc.

Pudricién café: causada principalmente por basidiomicetes, los

cuales degradan la hemicelulosa y la celulosa. Los carbohidratos son
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removidos, pero la lignina es modificada simplemente hasta cierto limite. La
madera toma un color café oscuro debido a la degradaciéon de la celulosa que
es de color blanco, quedando el color café de la lignina residual. Este grupo de
hongos representa solo el 7 % de los basidiomicetes causantes de pudricion en
la madera. Alguno de los hongos causantes son Fomitopsis pinicula, Poria

placenta, Tyromyces palustre, Gloepphyllum sp etc.).

Pudricion blanca: sucede cuando los microorganismos que
atacan la madera degradan profunda y completamente los componentes
lignoceluldsicos. La madera toma una apariencia blanquecina, himeda, blanda,
esponjosa y en las etapas avanzadas la madera se debilita notablemente
(CHAPARRO y ROSAS, 2006). Alguno de los hongos causantes son Pleurotus

ostreatus, Pycnoporus sanguineus, Trametes versicolor, Ganoderma

GONZALES (1996) menciona que los hongos applanatum,
Schizophyllum commune, etc.que utilizan la lignina como fuente de
alimentacion, causan la podredumbre blanca, y los que degradan la celulosa
causan la podredumbre negra, también llamada parda, y que ademas existe

una combinacion de ambas para dar lugar a la pudricidn mixta.

Los hongos son entre uno de los pocos microorganismos capaces
de degradar lignocelulosa, los mas efectivos son los del género basidiomicetes

pudridores de madera, particularmente los de pudricion blanca que atacan los
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componentes de la pared celular (MUNOZ et al., 1997). Estos hongos son

capaces de degradar eficientemente la lignina y son altamente especializados.

2.5. Taxonomia de las especies de fungi aislados

2.5.1. Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. 1887

Reyno . Fungi

Division : Basidiomycota

Clase : Agaricomycetes

Orden X Polyporales

Familia : Ganodermataceae

Género : Ganoderma

Especie : G. applanatum (Pers.) Pat. 1887

Los hongos polyporales son clasificados por tener muchos poros
pequefios en la parte inferior del cuerpo fructifero, en los cuales contienen las
esporas, y una apariencia leflosa o coriacea. Crecen sobre madera en
descomposicion absorbiendo los nutrientes a través de pequefios tubos
conocidos como hifas, y desarrollan el cuerpo fructifero sobre troncos. Las
especies de Ganoderma estdn entre los hongos que pueden crecer bajo
condiciones elevadas de calor y humedad y, son usualmente encontrados en

regiones tropicales y subtropicales (TELLO, 2010).

2.5.2. Pycnoporus sanguineus

Reyno : Fungi
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Divisiéon : Basidiomycota

Clase : Basidiomycetes

Orden : Poriales

Familia : Coriolaceae

Género : Pycnoporus

Especie : Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill

Abhimenio: Pileo semicircular o abanicados 2 — 7 cm. de diametro,
1 — 5 cm de alto, color rojo a anaranjado, vistosos, con zonas concéntricas.
Himenio: Poros de formas irregulares de color rojizo o naranja intenso, el
margen con un borde color naranja claro. Estipite: anaranjado, ya sea corto o
sésil, se adhiere lateralmente al sustrato coridceo. Habitat: Sobre troncos

caidos en zonas asoleadas y alteradas, incluso sobre troncos quemados.

2.5.3. Schizophyllum commune

Reyno . Fungi

Divisibn Basidiomycota

Clase : Basidiomycetes
Orden : Agaricales

Familia : Schizophyllaceae
Género : Schizophyllum

Especie Schizophyllum commune Fr.
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Posiblemente es el hongo mas generalizado en existencia,
encontrandose en todos los continentes excepto la Antartida (FERNANDEZ,
2004). Tiene una gran adaptacion para un clima con lluvias esporadicas. Crece
Unicamente sobre madera en descomposicion. Capaz de sobrevivir en época

seca, en madera expuesta al sol (QUAN, 2009).

Este hongo aparece en pequefios grupos o filas en las ramas
muertas de los arboles. Es uno de los mas ampliamente distribuidos de todos
los hongos y se encuentra en todo el mundo (HALL, 2003). Comun sobre
troncos tirados o cercados, en donde crece en grandes conjuntos, siempre en

lugares asoleados (GASTON, 2003).

Se desarrolla adecuadamente en medios de cultivo para hongos
como PDA, EAM al 2% y en el medio extracto de levadura a una temperatura

de 27 °C y una humedad relativa del 70% (QUAN, 2009).

2.5.4. Pleurotus ostreatus

Reyno . Fungi

Division : Basidiomycota
Clase : Basidiomycete
Orden : Agaricales
Familia : Pleurotaceae
Género : Pleurotus

Especie : Pleurotus ostreatus (Jack. Ex Fr) Kumm
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Crece en troncos o sobre desechos agricolas o agroindustriales,

gue estan constituidos principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina en
porcentaje de 40-60, 15-50 y 10-30 respectivamente, alimentdndose de estos
nutrientes y degradandolos, y donde las condiciones ambientales sean
optimas. El micelio de este hongo puede crecer en una temperatura entre 0 y
35 °C, con temperatura optima de 30 °C, y en un rango de pH entre 55y 6,5y
humedad relativa de 85 a 90%, siendo la Optima de 85 a 90% (MARTINEZ,

2012).

2.6. Factores que influyen en el desarrollo de los hongos

Las condiciones ambientales son determinantes en la formacion del
cuerpo fructifero, ésta es un proceso sensible, influenciado por muchos
factores; como la luz, la temperatura, la humedad, la salinidad y el pH

(GAYOSO, 2016).

Los hongos son organismos cosmopolitas que pueden
desarrollarse en los sustratos mas variados, en todos los climas de la tierra e
incluso en condiciones extremas. Su ambito es tan amplio, que sus esporas

incluso sobrepasan la atmoésfera (AIRA et al., 2003).

El desarrollo fangico est4d supeditado a ciertas condiciones
ambientales tales como la humedad relativa, temperatura, precipitacion,
inversiones térmicas, contaminacioén, disponibilidad de sustrato y actividades

humanas, las que influyen de manera determinante en la proliferacion y
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propagaciéon de las particulas flngicas hacia los espacios interiores

(GUERRERO et al., 2003).

La mayor parte de las especies fungicas son cosmopolitas aunque
algunas de ellas tienen una distribucion geogréfica restringida y especifica. Los
hongos se encuentran ampliamente distribuidos, viven en cualquier sitio que
presente materia organica, humedad, y temperatura comprendida entre 4 y
60°C. Pueden vivir en climas ecuatoriales, tropicales, subtropicales, templados
y aun en los frios, siempre que la temperatura no sea menor a 0 °C, desde el
nivel del mar hasta altitudes de mas de 4000 metros, en donde se encuentran
los dltimos vestigios de vegetacion, pueden desarrollarse en lugares humedos,
en sitios semidesérticos y aun en desérticos en épocas de ligera humedad en

los suelos (HERRERA y ULLOA, 1990).

La temperatura Optima para el desarrollo de los hongos se
encuentra entre 20 y 35 °C, a menos de 0 °C los hongos entran en dormancia;
por encima de la temperatura maxima tolerable el hongo muere, asi lo indica

(RODRIGUEZ, 1996).

Los hongos consumen compuestos organicos e inorganicos. Los
elementos inorganicos incluidos en el sustrato artificial son: fésforo, potasio,
nitrégeno, sulfuro y magnesio, y en menor proporcion: fierro, cobre, zinc y boro.
El extracto de malta — agar es el mas recomendado para las investigaciones
cientificas de pudricién de la madera, debido a que es rico en azucares (KING y

ENDERSON, 1980).
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2.7. Metales pesados

Tradicionalmente se llama metal pesado a aquel elemento metalico
que presenta una densidad superior a 5 g/mL, para efectos préacticos en
estudios medioambientales se amplia esta definicion a todos aquellos
elementos metélicos o metaloides, de mayor o menor densidad, que aparecen
comunmente asociados a problemas de contaminacion. Algunos de ellos son
esenciales para los organismos en pequefias cantidades, como el Fe, Mn, B,
Co, As, V, Cu, Ni o0 Mo, y se vuelven nocivos cuando se presentan en
concentraciones elevadas, mientras que otros no desempefian ninguna funcion
biolégica y resultan altamente téxicos, como el Cd, Hg y el Pb. (ORTIZ et al.,

2007).

2.7.1. Cobre

En el ambiente se encuentra cominmente con una valencia de 2,
pero puede existir con valencias 0, +1 y +3. El Cu se presenta en diversas
sales minerales y compuestos organicos, asi como en forma metélica. EI metal
es poco soluble en agua, las sales o soluciones moderadamente acidas, pero
pueden ser disueltas en acido nitrico y sulfarico asi como en soluciones
basicas de hidroxido de amonio o carbonato (MARRUGO y PATERNINA,
2011). El cobre es un metal que ocurre naturalmente en el ambiente en rocas,
el suelo, el agua y el aire. Es esencial para plantas y animales (incluso seres
humanos). Por lo tanto, las plantas y los animales deben absorber cobre de los

alimentos o bebidas que ingieren, o del aire que respiran.
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2.7.2. Zinc

El zinc es el 24° elemento en abundancia en la corteza terrestre, de
la que constituye 0.004%. Junto con el hierro, el cobre, el manganeso vy el
niquel, entre otros, el zinc es miembro de la serie de metales de transicion en la
tabla periodica de los elementos. Tiene un numero atomico de 30 y un peso
atomico de 65.38. El 6xido de zinc es un polvo blanquecino, poco soluble en
agua en un pH neutral. El sulfato de zinc forma granulos azulados; es muy
soluble en agua y tiene un sabor metalico intenso. Compuestos de zinc con

moléculas pequefias constituyen el acetato o el gluconato (SOLOMS, 2013).

El tema ambiental por zinc, y sus efectos sobre la poblacion, no
estan muy documentados como el de otros elementos. Sin embargo, cada vez
son mas nutridos los estudios que ponen de manifiesto su elevada
concentracion en aguas subterraneas y de superficie, y en las destinadas al
consumo humano, siempre acompafando a concentraciones elevadas de otros

elementos: cadmio, plomo y mercurio (PRASAD, 2009).

2.8. Biorremediacion

La biorremediacion usando hongos blancos de putrefaccion es una
tecnologia muy prometedora la cual esta siendo estudiada (COELLO, 2011). La
biorremediacion es el uso de agentes biolégicos, esencialmente
microorganismos, para eliminar o reducir la concentracion de sustancias

toxicas presentes en un sitio o material contaminado. Se presenta como una
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alternativa viable y econ6mica frente a los métodos clasicos de

descontaminacion.

Implica el uso de microorganismos naturales o introducidos para
degradar, transformar o remover compuestos toxicos a productos metabdlicos
inocuos 0 menos toxicos, proporcionando una solucion eficiente y
econdmicamente atractiva (CARBAJAL, 2014). Dentro de estos organismos,
los hongos causantes de pudricién blanca muestran un gran potencial para su

utilizacion en biorremediacion.

2.9. Mecanismos implicados en el proceso de biorremocion de metales

2.9.1. Mecanismos fisico quimicos

MORALES y RUIZ (2008) indican que, la pared celular realiza la
retencion del metal mediante una interaccion fisicoquimica del metal con
grupos amino e hidroxilo propios de la quitina presentes en la pared. Esta
interaccion se traduce en la formacion de un enlace covalente coordinado pues
el ion metalico actia como un atomo central que dispone de orbitales vacios
capaces de aceptar pares de electrones. Estos pares de electrones son
precisamente donados. La formacion de este enlace, puede estar acompafiada
por la dislocacion de protones y dependiente en parte del grado de protonacion
de la pared que es determinado por el pH (GUPTA et al., 2000; NAVARRO et

al., 2006).
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- Intercambio I6nico

El intercambio i6nico se expresa como una reaccion en equilibrio
en donde los reactivos estan en cantidades quimicamente equivalentes y se
desarrolla hasta que se ha agotado la capacidad estequiométrica. En otras
palabras, implica que al captar iones metélicos por parte de la pared va
acompafiado de la liberacién al medio de cationes tales como Ca*?, Mg*?, K,
Na*? y H*! hasta alcanzar el equilibrio de la reaccién (CASTRO, 1998 ; IQBAL

et al., 2007).

- Quelacion

La quelaciéon implica inmovilizar un ion metélico con ligandos de
bajo peso molecular para crear un complejo o una molécula quimicamente
estable. Algunos estudios revelan que la resistencia de los fungi de la pudricién
blanca y café de la madera a sales de metales pesados, se debe al desarrollo
de siderdforos o quelantes, entre los que se destacan el catecol y el acido
oxalico. El catecol moviliza hacia el interior de la célula fungica el hierro
(REYES, 2007). El acido oxalico es capaz de inmovilizar iones metalicos para
formar sales de oxalato en forma de cristales disminuyendo la solubilidad por

ende la disponibilidad de estos en el medio (MALAGRE et al., 2002).

- Adsorcién

Consiste en un fendémeno fisico-quimico que radica en la capacidad

de los denominados materiales biolégicos (biomasa) vivos o muertos, para
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acumular metales pesados principalmente de aguas residuales, involucrando al
metabolismo microbiano, resaltando los procesos fisicoquimicos de adsorcion
desorcién o absorcion de dichos elementos metalicos (MARIN et al., 2015;
GADD, 1986; KAPOOR, 1995). Los hongos, y también las algas, bacterias, y
levaduras, han demostrado ser potenciales biosorbentes de metales (GADD,

1993; VOLESKY, 1995).

La biosorcibn como proceso presenta ventajas sobre los métodos
de tratamiento convencionales ya que incluye: bajo costo; alta eficiencia,
minimizacién de productos quimicos; no se requiere nutrientes adicionales;
existe la posibilidad de regeneracion de los biosorbentes, y la de recuperacién
de los metales involucrados. La biosorcién involucra una fase sdlida que es el
material biolégico (biomasa) adsorbente o biosorbente; y una fase liquida o
disolvente en la cual estan disueltos los elementos metéalicos generalmente en

su forma ionica (sorbato) (GOLD y ALLIC, 2001).

La adsorcion es un proceso de separacion mediante el cual ciertos
componentes de una fase fluida (liquida o gaseosa) son trasferidos hacia un
sustrato solido, quedando fisica o quimicamente enlazados en la superficie del
adsorbente (KURNIAWAN, 2003). El adsorbente se caracteriza por su alta
porosidad, con poros de tamafio extremadamente pequefio que dan lugar a
que la superficie interna del adsorbente sea mucho mayor que la externa. Por
lo tanto las diferencias en el peso molecular o polaridad hacen que unas
moléculas sean retenidas mas fuertemente que otras, lo que hace que el

proceso de adsorciéon sea selectivo (GADD, 1993).
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El proceso de adsorciéon se ve influenciado por diferentes factores
como el pH, la temperatura, la naturaleza del adsorbente, el tipo y

concentracién de adsorbato, entre otros (HIDALGO et al., 2004)

2.9. Factores que afectan la bioadsorcién

29.1 pH

La pared fangica a pH menor de 3.5, sufre una protonacion de los
grupos fosfatos y carboxilos cargandolos positivamente o0 menos negativo, lo
cual permite que se promueva una repulsion electrostatica entre los iones
metalicos y la pared, al mismo tiempo se origina una competencia entre
protones como el H* y los metales. Por el contrario a pH por encima de 4 y
menores de 6 la carga negativa de la pared favorece un acercamiento anionico

con los iones del metal (LOUKIDOU, 2004).

2.9.2. Naturaleza del adsorbato

El adsorbato es un factor influyente en el equilibrio de adsorcion.
Existe una regla general que consiste en que el soluto polar preferira la fase
que es mas polar. En otras palabras, un soluto polar sera fuertemente
adsorbido por un adsorbente polar, cuando esté en un disolvente no polar

(CASTRO, 1998).

Otro factor referente a la naturaleza del adsorbato en el caso de los

metales, se refiere al radio atbmico del metal, pues se cree que a mayor
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tamafio de este disminuye la afinidad por los ligandos de la pared (QUINGBIAO

et al., 2004)

- Concentracion inicial de metal

Para determinar la efectividad de un material sorbente hay que
conocer cual es la cantidad méxima de metal (la capacidad maxima) que puede

adsorber (HIDALGO et al., 1998).

- Temperatura

La temperatura adecuada para una alta remocion de metales con
fungi esta entre 25 — 30 °C, ademas sugiere que la temperatura puede afectar

a la adsorcion fisica entre el metal y el fungi (QUINGBIAO et al., 2004).

2.9.3. Mecanismos de resistencia

- Mecanismos fisiolégicos y genéticos

La supervivencia de los fungi depende de sus adaptaciones
intrinsecas y de las propiedades fisicoquimicas del medio ambiente.
Posiblemente esta adaptacion sea a través de mecanismos fisioldgicos y
genéticos, activados o inducidos por metales, que controlan determinados
eventos bioquimicos. En diversos grupos taxondmicos de fungi, los metales
pesados son quelados por componentes extracelulares e intracelulares, de bajo
peso molecular. La interaccion de los fungi con los metales pesados ha

desencadenado respuestas adaptativas, ya que presentan tolerancia a altas
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concentraciones y una adaptacion fisiolégica muy rapida (GUTIERREZ et al.,

2008; BALDRIAN, 2002).

La produccion de &cido oxalico por parte de cepas de fungi de la
pudricion café, lograron precipitar el cobre en la forma insoluble de oxalato de
cobre. Entre los fungi de la pudricién blanca, las cantidades mas altas de
oxalato se producen por Pleurotus ostreatus, Phanerochaete. chrysosporium y
Trametes versicolor (BALDRIAN, 2002). Uno de los sistemas de quelacion de
los metales, desarrollado por los basidiomicetos es el oxalato. El &cido oxalico
inmoviliza iones metélicos solubles a compuestos de oxalato insolubles, lo cual
disminuye la biodisponibilidad de estos metales y aumenta la tolerancia

(REYES, 2007).

Los fungi producen una envoltura hifal extracelular compuesta
principalmente por polisacaridos; que atrapan los iones metalicos, ofreciendo
asi una primera barrera contra el metal. Otro mecanismo es la sintesis
intracelular de metalotioninas, proteinas que tienen una funcion en la
desintoxicacion, almacenamiento y regulacion de la concentracion interna del

metal (BALDRIAN, 2002).

A nivel genético se reportan mecanismos para evitar lesiones
premutagénicas en el ADN, especialmente bajo la accién del cromo; entre ellas
estan la reparacion por escision de nucleétidos (NER) que se encarga de la
remocion de lesiones a nivel estructural y el gen es encargado de su expresion

(rad1) (O'BRIEN et al., 2002).
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- Mecanismos enzimaticos

Los fungi de la podredumbre blanca tienen un sistema enzimatico
el cual estd comprendido por las enzimas Lignina peroxidasa (LiP), que por
sintesis endégena de H,0,, oxida veratril alcohol, a la vez oxida compuestos
aromaticos no fenolicos, Manganeso peroxidasa (MnP) que oxida componentes
fendlicos de la lignina, mediante la reaccién de oxidacién del Mn** a Mn**, la
cual es dependiente del H,O, y Lacasa (LAC), una fenol oxidasa con cobre,

que oxida anillos de la lignina (POINTING, 2001).

2.10. Hongos como biorremediador

Los hongos son efectivos porque producen una enzima extra
celular llamada lacasa, ésta cataliza una reaccion que degrada lignina, un
compuesto aromatico. Para catalizar estas reacciones poderosas la enzima

requiere peroxido de hidrogeno, la cual el hongo produce.

En los dltimos afios se ha empleado ampliamente debido a que el
sistema ligninolitico de este hongo esta compuesto por enzimas oxidativas no
especificas capaces de metabolizar y mineralizar hidrocarburos policiclicos
aromaticos y colorantes artificiales causantes de contaminacién ambiental. Esta
actividad parece estar relacionada a la produccidon de enzimas como

manganeso peroxidasa y lacasa.

La biodegradacion por basidiomycetes se considera un proceso no

especifico, oxidativo y que es llevado a cabo fundamentalmente por la accion
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de tres diferentes tipos de enzimas: Lignina peroxidasa (LiPs), Mn-Peroxidasas
(Mn- Ps), las cuales dependen de perdxido de hidrégeno, y Lacasa, la cual

depende de oxigeno molecular (BALDRIAN, 2002).

2.11. Investigaciones de fungi como biorremediador

Investigaciones con tres cepas de Pleurotus en soluciones de
cobre, reportan que la biomasa micelial ha retenido un promedio de 90% de

cobre en condiciones de laboratorio (MARIN et al., 2015).

RODRIGUEZ (1996) al investigar el comportamiento de cinco
cepas de Pleurotos ostreatus en cuatro medios de cultivo sélido en laboratorio:
agar con extracto de malta, agar con dextrosa y papa, agar con dextrosa
sabouraud y agar con extracto de trigo, paja y malta; bajo condiciones de
obscuridad total y a temperaturas de 28-30 °C, obtienen al medio agar con
extracto de trigo, paja y malta, como la mejor porque ha mostrado mejores
condiciones para el desarrollo de las cepas. Asi mismo, al cultivar el micelio de
una cepa comercial de Pleurotus ostreatus en cinco medios solidos (agar
Sabouraud dextrosa (ASD), agar papa dextrosa (PDA), agar extracto de malta
(AEM), bactoagar (BA) y bactoagar ejote (BAE)), logra que la cepa crezca mas
rapido en BAE, donde el micelio ha crecido a una velocidad de 2.5-5.0 mm/dia,
caracterizandose por ser un micelio denso, arraigado, sumamente ramificado,

vigoroso y con numerosas fibulas.
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HERNANDEZ y LOPEZ (2009) al utilizar 5 cepas de Pleurotus

nativas de la region del Sonocusco, Chiapas; evaluaron el crecimiento micelial
en tres medios de cultivo: extracto de malta (EMA). Papa dextrosa agar (PDA)
y Sabouraud (SA) (BIOXON). Los resultados obtenidos mostraron que la mayor

velocidad de crecimiento se dio en EMA, con valores entre 18.14 mm/dia.

ROSALES (2008) al estudiar el comportamiento de una cepa
silvestre de Pleurotos ostreatus macro y microscopico en agar con extracto de
malta bajo incubacion a 29-30°C en obscuridad. Obtiene colonias densas, con
micelio aéreo, textura algodonosa, con anillos concéntricos, al sembrar la cepa
en agar con extracto de malta a 29-30°C y sometido a obscuridad. La velocidad

de crecimiento fue de 8.5 mm/dia.

Se denomina pudricion blanca (white rot) debido a que la madera
una vez que es atacada por estos hongos mineralizan la lignina y sus derivados
que le da a la madera un aspecto blanquecino (EATON y HALE, 1993), estos
hongos realizan una funcion natural esencial en la conversion de lignina. En
forma natural, estos hongos viven en los tejidos de la madera y se componen

especialmente de tres biopolimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina.

Para el cultivo y crecimiento de los hongos en el laboratorio,
comunmente se emplean medios de cultivo sdélidos con agar, los cuales actian
a manera de substrato al solidificar como una gelatina. EI medio de cultivo que
se utilice dependera de la especie de hongo que se quiere cultivar, ya que cada

especie tiene sus propios requerimientos nutricionales (GUZMAN, 2000).
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El desarrollo de biomasa fungica sobre el cadmio y el colorante
demuestran que Pycnoporus sanguineus y Pleurotus ostreatus produjeron
enzimas que catalizaron la estructura aromética en estos compuestos, esto
posiblemente debido a la accién conjunta de lignino-peroxidasa (LiP) y
manganeso-peroxidasa (MnP) de acuerdo a lo indicado por (CHAVEZ-LOPEZ
et. al., 2005) al demostrar la actividad de la Lacasa en la degradacién del
hidrocarburo aromatico policiclico fenantreno en solamente tres dias de

actividad.



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

3.1.1. Ubicacién politica

La investigacion se realizO en el laboratorio de Micologia y
Tecnologia de la Propagacion de la Facultad de Recursos Naturales
Renovables de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, ubicado en el

Distrito Rupa Rupa, Provincia de Leoncio Prado, Regién Huanuco.

3.1.2. Ubicacién geografica

Las muestras de los fungi se extrajeron del Jardin Botanico, que
esta ubicado en las coordenadas geograficas (Longitud Oeste: 76° 00’ 17” y
latitud Sur: 9° 18’ 18”) y del Bosque Reservado de la Universidad Nacional
Agraria de la Selva (BRUNAS) cuya ubicacién geografica esta entre los 8° 22'
15" Y 10° 28' 56" latitud Sur y los 74° 29' 35" Y 77° 18' 53" de Longitud Oeste

del meridiano de Gremwich, ambos a una altitud de 660 m.s.n.m.

3.1.3. Ecologiay clima

Ecoldogicamente, segun la clasificacion de zonas de vida y el
diagrama bioclimatico de (HOLDRIDGE, 1987), Tingo Maria se encuentra en la

formacion vegetal bosque muy hiumedo Pre-montano Tropical bmh-PT. El clima
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es variable, con una precipitaciéon anual promedio de 3328.9 mm, las mayores
precipitaciones se producen entre los meses de septiembre a abril y alcanza un

maximo en el mes de febrero con un promedio mensual de 608.4 mm.

3.2. Materiales y equipos

3.2.1. Material biolégico
Especimenes de hongos de pudricion blanca: Ganoderma
applanatum, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune y Pleurotus

ostreatus.

3.2.2. Equipos y herramientas de laboratorio

Camara de flujo laminar, autoclave, estufa, balanza electronica de
0.01 de precision, estereoscopio, microscopio, mechero, pipeta, placas Petri,

camara de incubacién, bagueta y vaso de precipitado.

3.2.3. Insumos de laboratorio

Alcohol de 96°, agua destilada, ceftriaxona, hipoclorito de sodio,
medio de cultivo de Agar Papa Dextrosa y Agar Extracto de Malta, papel filtro,

tapones de algodon.

3.2.4. Reactivos y metales

Medios de cultivo, agar papa dextrosa (PDA), agar extracto de
malta (AEM) envasado con presentacion comercial de 500 gramos. Se utilizd
como metales pesados cobre (Cu) y zinc (Zn), a concentraciones de 10 mg/L,

30 mg/L y 50 mg/L.
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Figura 2. Medios de cultivo, a) Agar Extracto de Malta, b) Agar Papa Dextrosa

3.3. Metodologia

3.3.1. Preparacion de medio de cultivo

Los medios de cultivo que se utilizaron fueron agar papa dextrosa

(APD) y agar extracto de malta (AEM).

Para preparar un litro de medio de agar papa dextrosa y agar
extracto de malta se utlizaron 39 y 50 gramos de medio comercial
respectivamente, en cada caso ambos medios de cultivo fueron preparados por
separado en un vaso de precipitado removiendo constantemente con una
bagueta para homogeneizar y diluir en medio hasta hervir por 10 minutos
aproximadamente, de manera practica hasta que el medio cambie de color a un

tono mas trasparente.
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Figura 3. Medio de cultivo agar papa dextrosa autoclavado (lado izquierdo) y

agar extracto de malta (lado derecho)

3.3.2. Plaqueado de los medios

Una vez preparado los medios de cultivo agar papa dextrosa (PDA)
y agar extracto de malta (AEM), estos fueron esterilizados en un autoclave a 15
Lb de presion, 121 °C durante 15 minutos, para luego llevarlos a la camara de
flujo laminar; y con todos los demas materiales a utilizarse se procedi6é a
esterilizar con rayos ultravioleta por 15 minutos. Seguidamente, antes de
realizarse el plagueado de los medios de cultivo (PDA) y (AEM) se agregaron
0,3 gramos del antibiético ceftriaxona, luego fue homogeneizado moviendo los
matraces con la bagueta, posteriormente se procedi6é al plaqueado respectivo

en la cadmara de flujo laminar para evitar el riesgo de contaminacion.
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Figura 4. Plaqueado de los medios de cultivo PDA y AEM

3.3.3. Coleccion y descripcion

Los especimenes de hongos fueron colectados del Bosque
Reservado y Jardin Botanico de la Universidad Nacional Agraria de la Selva -
Tingo Maria. Durante la coleccion se hicieron las anotaciones generales e
informacion de la zona de coleccién, asi como las observaciones de cada

muestra referido a sus caracteristicas externas (Anexo 1).

Cada muestra ha sido codificada, fotografiada y empacada in situ
para su traslado al laboratorio. Parte de las muestras fueron secadas a estufa
por un periodo de tiempo de 24 a 72 horas dependiendo del espécimen y a una
temperatura de 60 grados centigrados (RYVARDEN, 2007; ROBLEDO, 2006),

esto para conservar en buen estado las muestras. Asimismo, la identificacién
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genérica y especifica, se ha realizado por medio de comparacién con
fotografias del catalogo “Hongos de Allpahuayo—Mishana” (ESPINOZA et al.,
2006). Las especies descritas son: Ganoderma applanatum, Pycnoporus

sanguineus, Schizophyllum commune y Pleurotus ostreatus.

3.3.4. Desinfeccion y siembra

Cada uno de los fungi en estado fresco elegidos para el aislamiento
fueron limpiados y seccionados en pedazos de aproximadamente 0.5 x 0.5 cm,
inmediatamente se procedié a desinfectar el indculo de acuerdo al protocolo
recomendado por (CORDOVA, 2010) y (RUIZ, 1990), utilizando hipoclorito de
sodio (NaOCI) en una proporcion de 1:10 en agua destilada y por un periodo de
tiempo de 1 minuto y tres enjuagues en agua destilada estéril, seguidamente

las secciones esterilizadas fueron secadas con papel filtro.

Cumplida la desinfeccion, éstas fueron sembradas en el centro de
cada placa de 90 mm de diametro con los medios agar papa dextrosa y agar
extracto de malta, finalmente las cajas Petri fueron selladas con parafilm y
rotuladas para dejar incubandose a temperatura ambiente hasta apreciar

desarrollo micelial. Toda esto se realiz6é en la camara de flujo laminar.

Las placas sembradas fueron depositadas en una incubadora con
una temperatura de 27°C y en oscuridad para el lograr el crecimiento micelial.

Con un periodo de tiempo aproximado entre 8 y 15 dias, el micelio de los
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cuatro fungi sembrados ha cubierto el area total de las placas Petri de 90 mm

de diametro.

3.3.5. Preparacion de caldo Saboraud y medio minimo de sales

Para preparar 1 litro de caldo Saboraud se ha requerido los
siguientes compuestos: dextrosa (40 g), peptona (10 g) y agua destilada (1 L).
Este medio ha sido empleado para la activaciéon de las cepas, por lo que los

hongos requieren nutrientes bastantes ricos en carbono.

Cuadro 1. Componentes para la preparacion de 1 litro de medio minimo

Compuestos Cantidad
Fosfato de potasio dibasico 5.23 gramos
Fosfato de potasio monobésico 1.91 gramos
Sulfato de magnesio 0.09 gramos
Sulfato de amonio 1 gramos
Trozo de elemento (*) 1 mililitro
Agua destilada 1000 mililitros

Cuadro 2. Compuestos para la preparacion de 1 litro de trozo de elemento (*)

Compuestos Cantidad

Acido bérico 20 miligramos
Sulfato de zinc 30 miligramos
Sulfato de cobre 1 miligramos

Molibdato de sodio 3 miligramos
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Sulfato de hierro 10 miligramos
Sulfato de magnesio 2.6 miligramos
Agua destilada 1000 mililitros

3.3.6. Activacion de los fungi

Los matraces conteniendo el caldo Sabouraud Glucosado fueron
esterilizados en el autoclave, luego se dejé enfriar para agregar el antibiotico
ceftriaxona (0.2 g/L), seguidamente se repicO el micelio axénico de los fungi
aislados en las placas Petri. Finalmente se dejo incubar por 5 dias a

temperatura ambiente.

Los fungi necesitan nutrientes ricos en carbono, por esta razon se

escogio el caldo Saboraud, debido a su alto contenido de dextrosa.

Figura 5. Caldo Sabouraud esterilizado para ser repicado con micelio

de los hongos en estudio.
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3.3.7. Prueba de desarrollo a distintas concentraciones de Cuy Zn

Luego de tener el Medio Minimo de Sales Minerales (MMSM) para

la induccion se afadié glucosa (0.25 g/L), extracto de levadura al 0.1%;
adicionado con cobre (10 mg/L, 30 mg/L y 50 mg/L) y zinc (10 mg/L, 30 mg/L y
50 mg/L). Se esterilizo en el autoclave y se dejé enfriar para agregar
ceftriaxona a una dosis de 0.2 g/L. Seguidamente se repartio la solucién en los
matraces esterilizados y posteriormente se inoculé 7.5 mL del caldo Saboraud

en activacion de las cepas de los fungi a cada matraz.

Para finalizar, se dej6 incubar durante 14 dias a temperatura
ambiente para determinar la biomasa fungica (micelio) y la eficiencia de
remocién de los fungi ante la presencia de los metales pesados inducidos en el

medio acuoso.

Figura 6. Prueba de desarrollo a distintas concentraciones de Cu y Zn (a)
Envases con MMSM con las respectivas concentraciones de Cu y Zn,
(b) esterilizando en el autoclave, (c) matraces inoculados con el
micelio de cada hongo en las distintas concentraciones de los

metales.
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3.3.8. Extraccién micelial fungicay lectura en el espectrofotometro

Después de 14 dias de incubacién, se procedi6 a extraer la

biomasa fungica por medio de centrifugacion y filtrado de sobrenadante,
seguidamente se seco en el horno hasta obtener una temperatura constante;
posteriormente se pesO para conocer la biomasa del micelio en cada
concentracion de cobre y zinc. Finalmente, una muestra de cada solucion
filtrada se someti6 a la lectura del espectrofotémetro para conocer la capacidad

de remocion de cobre y zinc.

Figura 7. Extraccion micelial fingica, (a) Centrifugado del medio para separar el

micelio (b) filtrado de la sobrenadante
3.4. Datos aregistrar

3.4.1. Crecimiento radial de la biomasa micelial

La evaluacion se realizo en forma diaria con una regla milimetrada,
tomando la medida desde el centro de cada placa hasta el borde, es decir; se

midieron hasta que el micelio cubri6 el area total de la placa.
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3.4.2. Caracteristicas morfolégicas de los fungi aislados en medios

nutritivos

Se realizé una evaluacién de tipo descriptivo con los cuatro hongos
escogidos para la investigacion, considerando las caracteristicas cualitativas

del micelio de cada fungi.
3.4.3. Densidad celular fungica

La densidad celular fue determinada por la medida del peso seco
de la biomasa celular (micelio), para ello la biomasa se separé del medio
liquido por centrifugacion a 3,500 rpm por 15 minutos, inmediatamente filtrada
con papel filtro de peso conocido y sometido el papel a la estufa con 80 °C
hasta obtener peso constante. Los resultados son expresados en miligramos

por mililitro (LOPEZ, 1998).

Biomasa (%) =X, —X;

Xi1: Peso del papel solo;
X,: Peso del papel con biomasa

3.4.4. Concentracion de cobrey zinc

El sobrenadante (efluente) en el cual se encontraria el cobre y el
zinc en solucién, fueron almacenados en envases de 70 mL con tapa y puestos
en refrigeracion (4 a 8 °C) hasta la realizacion de las pruebas cuantitativas de

la presencia de cobre y zinc, por medio de la técnica de absorcién atomica en
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llama con el espectrofotometro, esta técnica consiste en la excitacion de los
electrones asociados al ndcleo atémico, dicha excitacidbn absorbe energia a

una longitud de onda especifica.
3.4.5. Eficienciade remocién

Se calcul6 mediante una correlacion porcentual entre la
concentracion inicial y final del cobre y zinc en el medio acuoso presente en los
matraces, segun cada tratamiento evaluado (MARCOVECCHIO y MORENO,

1991).

(-G

—x 100
(i

£, =

Donde:
E; = eficiencia de remocion (%)
Ci= Concentracion inicial (g/mL)

C¢= Concentracion final (g/mL).
3.5. Disefio experimental

Se consider6 4 hongos (H1l: Ganoderma applanatum, H2:
Pycnoporus sanguineus, H3: Schizophyllum commune y H4: Pleurotus
ostreatus), 2 contaminantes (Cu: cobre y Zn: Zinc), 3 concentraciones (Col: 10

mg/L, Co2: 30 mg/L y Co3:50 mg/L), con tres repeticiones.
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Tratamientos en estudio

Cuadro 3. Descripcion de los tratamientos en la remocion de cobre y zinc

Contaminante Concentracion
Tratamientos Repeticiones
ppm
T1 Testigo 0 mg/L 1
T2 Cobre ccl 10 mg/L 3
T3 Cobre cc2 30 mg/L 3
T4 Cobre cc3 50 mg/L 3
T5 Testigo 0 mg/L 1
T6 Zinc ccl 10 mg/L 3
T7 Zinc cc2 30 mg/L 3
T8 Zinc cc3 50 mg/L 3

3.6. Variables
- Variables independientes: concentracion inicial del cobre y zinc,

capacidad de los fungi ligninoliticos.

- Variable dependiente: capacidad de remocion.

3.7. Andlisis estadistico

Se utiliz6 el modelo estadistico disefio completamente al azar

(DCA) con arreglo 4 x 2 x 3, con tres repeticiones.

Cuadro 4. Analisis de Varianza (ANVA)

Fuente :ne GL sc cM Fc Significancia
Tratamientos t—1 ST-e SCtrat/GLtrat CMtrat/CMe Fc > Ft
Error t(r-1) SCT-SCtrat  SCerror/GLe
TOTAL tr-1

Modelo aditivo lineal



Yj= ui+Ti+E

Donde:

Yj : Variable resultado u observacion cualquiera
M : Media general

Ti : Efecto del i-ésimo tratamiento

E : Efecto del error experimental
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IV. RESULTADOS

4.1. Aislamiento y determinacion de caracteristicas morfolégicas de

cuatro fungi de pudriciéon blanca colectados en Tingo Maria

Cuadro 5. Especimenes de fungi colectados y aislado

N°  Cddigo N. Cientifico Familia

1 FTM-203 Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. GANODERMATACEAE
2 FTM-212 Pycnoporus sanguineus (L.) Murril POLYPORACEAE

3 FTM-216  Schizophyllum commune Fries SCHIZOPHYLLACEAE
4 FTM-220 Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr) Kumm PLEUROTACEAE

Figura 9. Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. (a) basidiocarpo, (b) poros

circulares pequefios vistos al estereoscopio, (¢ y d) micelio

crecimiento en forma irregular de color blanco en ambos medios de

cultivo agar extracto de malta y agar papa dextrosa.
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Figura 10. Pycnoporus sanguineus (L.) Murril (a) pileo e himendforo, (b) poros
vistos al estereoscopio (c) micelio en medio agar extracto de malta

(d) micelio en medio agar papa dextrosa.

Figura 11. Schizophyllum commune Fries (a) laminas en el himendforo (b) pileo
o sombrero del basidiocarpo (c) micelio en medio agar papa

dextrosa (d) micelio en medio agar extracto de malta.



Figura 12.

Figura 13.
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Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr) Kumm (a) sombrero o pileo (b)

micelio en medio PDA (c) micelio en medio AEM.
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Curva de crecimiento radial de micelio de Ganoderma applanatum

(mm) en placas Petri de 90 mm de diametro.
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Figura 14. Curva de crecimiento radial de micelio de Pycnoporus sanguineus

(mm) en placas Petri de 90 mm de diametro.
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Figura 15. Curva de crecimiento radial de micelio de Schizophyllum commune

(mm) en placas Petri de 90 mm de diametro.
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Figura 16. Curva de crecimiento radial de micelio de Pleurotus ostreatus (mm)

en placas Petri de 90 mm de diametro.

Cuadro 6. Caracteristicas morfologicas de los fungi aislados en medios

nutritivos
Ganoderma Pycnoporus  Schizophyllum  Pleurotus
Caracteristicas morfologicas Cadigo applanatum sanguineus commune ostreatus
PDA AEM PDA AEM PDA AEM PDA AEM
Homogéneo 1 X X X X X
) Irregular 2 X X X
Tipo de
crecimiento Ralo 3
Clanillos de
o 4 X
crecimiento
Algodonoso 1
Aborlada 2 X
Textura  Venosa 3 X X
Aterciopelada 4 X X X
Cerosa 5 X X
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Blanco 1 X X X

Blanqucino 2 X X X
Color Amarillento 3

Rosado a rojizo 4 X X

Marron a oscuro 5

Abundante 1
Micelio Regular 2 X X X X
aereo Escaso 3 X X

Ausente 4 X X

Se aprecia los aislamientos de los fungi Ganoderma applanatum,
Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune y Pleurotus ostreatus
debidamente codificados (Cuadro 5, Figuras 9 al 12), la curva de crecimiento
de cada especimen (Figuras 13 al 16), y el crecimiento radial diario de micelio.
Entre 8 y 15 dias fue el tiempo trascurrido para que el micelio cubra el total de
area de las placas de 90 mm de diametro. Siendo P. ostreatus el que cubri6 el
area de la placa en solo ocho dias después de sembrado el indculo, a

diferencia de G. applanatum que ha requerido 15 dias (Figural3).

Referente a las caracteristicas morfologicas del micelio de los fungi
aislados, se ha considerado el tipo de crecimiento, es decir; si es homogéneo,
regular, ralo, y si presenta o no anillos de crecimiento; la textura, considerado
si es algodonoso, aborlada, venosa, aterciopelada, cerosa; el color que
presenta el micelio y la presencia o no de micelio aéreo. Estas caracteristicas
influyen grandemente para demostrar la robustez y demas caracteristicas que

ayudan a definir para seleccionar al fungi para otras pruebas.
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En ambos medios de cultivo, se ha notado buen crecimiento y

desarrollo del micelio de los fungi aislados. Schizophyllum commune en agar
papa dextrosa tienen un crecimiento chispeado, mientras que en agar malta es
bastante compacto. Pycnoporus sanguines, presenta un crecimiento micelial
inicialmente de aspecto ceroso en ambos medios de cultivo, posteriormente se
torna mas blanco y algodonoso en medio extracto de malta, y entre los 9 a 10
dias se notan lineas concéntricas de color blanco, torndndose después de
algunos dias de color rosado, y rojo en otros casos. Ganoderma applanatum,
crece con textura cerosa en medio agar papa dextrosa, mientras que el micelio
es mas homogéneo, algodonoso y vigoroso en agar extracto de malta.

Pleurotus ostreatus, crece bastante bien en ambos medos de cultivo.

4.2. Densidad celular fungica en medio acuoso con cobrey zinc

4.2.1. Densidad celular fangica en medio acuoso con cobre

Cuadro 7. Analisis de varianza (alfa=0.05), de la densidad celular fungica en

medio acuoso con cobre

F.V. SC g.l. CM F p-valor
Tratamientos 2005 3 6.68 20.39 <0.0001
Hongo 12.73 3 4.24 12.95 <0.0001
Tratamientos*Hongo 7.44 9 0.83 2.52 0.0260
Error 1049 32 0.33
Total 50.71 47

R2 =0.79; CV=24.92%
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Cuadro 8. Prueba de Tukey (alfa=0.05), de densidad celular fungica de las

interacciones tratamientos*hongos

Tratamientos Hongo Medias
(/L)

0 mg/L P. sanguineus 3.91 a
0 mg/L P. ostreatus 3.91 a
50 mg/L P. sanguineus 3.33 a b
50 mg/L P. ostreatus 3.24 a b
0 mg/L S. commune 2.84 a b c
0 mg/L G. applanatum 2.58 a b c d
10 mg/L P. ostreatus 2.31 a b c d
10 mg/L G. applanatum 2.22 a b c d
30 mg/L P. ostreatus 2.09 a b c d
10 mg/L P. sanguineus 2 b c d
30 mg/L G. applanatum 1.87 b c d
50 mg/L G. applanatum 1.82 b c d
10 mg/L S. commune 1.33 c d
30 mg/L P. sanguineus 1.29 c d
30 mg/L S. commune 1.02 d
50 mg/L S. commune 0.98 d

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Para el analisis estadistico del comportamiento de los cuatro fungi

se plantearon las hipétesis correspondientes:

HO: yF1 = yF2 = pF3 = yF4y Ha: existe una y o media diferente

En el ANVA, para el caso de densidad celular fungica si vemos las
interacciones tratamientos*hongos p valor = 0.0260 < a = 0.05, lo que implica el
rechazo de HO, por lo tanto, existe diferencia estadistica significativa entre las

interacciones hongo/tratamientos en referencia al promedio de crecimiento y
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generacion de densidad celular en las distintas concentraciones de cobre; lo
que significa que, no todos los hongos investigados son eficientes para este

caso.

Cuadro 9. Prueba de Tukey (alfa = 0.05), de la densidad celular en medio

acuosa de cobre, con respecto al tipo de fungi de pudricién blanca.

Hongo Medias (g/L)
P. ostreatus 2.89 a
P. sanguineus 2.63 a b
G. applanatum 2.12 b c
S. commune 1.54 c

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

271+

Z.30

1.884

Densidad Celular Fangica (g/L)

o

1.47 - !

F. ostreatus F. sanguineus . applanaturm S. commune

Figura 17. Densidad celular en medio acuoso con cobre y el tipo de fungi de

pudricion blanca.
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Cuadro 10. Prueba de Tukey (p= 0.05), de la densidad celular fungica en medio

acuoso, con respecto a las concentraciones de cobre.

Tratamiento Medias (g/L)

0 mg/L 3.31 a

50 mg/L 2.34 b

10 mg/L 1.97 b c

30 mg/L 1.57 c
3.57 4

3,054

2524

Densidad Celular Fangica (g/L)

5
200 oc
I C
147 I .
0 mgiL 50 mgiL 10 mgiL 30 mglL

Tratamlentos
Figura 18. Densidad Celular fungica en medio acuoso con cobre en las

concentraciones (tratamientos)

En referencia a la densidad celular fungica con respecto al
elemento cobre, se aprecia en el andlisis de varianza (Cuadro 7) y prueba de
Tukey (Cuadro 8), asi como en la Figura 18; donde existe diferencia estadistica
entre los fungi, entre las concentraciones y entre la interaccion fungi-
concentraciones, donde Pleurotus ostreatus muestra mayor promedio de

densidad celular fungica a concentraciones de 0, 10, 30 y 50 mg/L, seguido de
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Pycnoporus sanguineus a concentraciones de 0, 10 y 50 mg/L; con respecto a
los demas tratamientos. En consecuencia, P. ostretaus y P. sanguineus
(Cuadro 9), son posiblemente los fungi con mayor potencial para biodegradar
cobre, en consecuencia; es necesario plantear investigaciones considerandose

mayores concentraciones del elemento cobre.

4.2.2. Densidad Celular fungica en medio acuoso con zinc

Cuadro 11. Analisis de varianza (alfa=0.05), de la densidad celular fungica en

medio acuoso con zinc.

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamientos 0.09 3 0.03 25.32 <0.0001
Hongo 0.05 3 0.02 13.96 <0.0001
Tratamientos*Hongo 0.03 9 2.80E-03 2.39 0.034
Error 0.04 32 1.20E-03
Total 0.2 47
R2=0.81 CV: 20.65

Cuadro 12. Prueba de Tukey (alfa=0.05), de densidad celular fungica de las

interacciones tratamientos*hongos

Tratamientos Hongo M(Z(/jli_?s
Omg/L  P. ostreatus 027 a
Omg/L P, sanguineus 026 a b
Omg/L  G. applanatum 022 a b c
Omg/L s commune 0.21 a b c
10mg/L  p. sanguineus 021 a b c
S50mg/L  p_ ostreatus 0.2 a b c q
30mg/lL  p. ostreatus 0.18 a b c d
30mg/L  p. sanguineus 018 a b c q
10mg/lL  p, ostreatus 0.16 b e d o



10 mg/L
30 mg/L
50 mg/L
10 mg/L
50 mg/L
50 mg/L
30 mg/L

S.

O W wnw T OO

. applanatum
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commune

. commune

. applanatum

commune

0.16
0.15
0.14
0.12
0.1
0.06
0.06
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Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Para el analisis estadistico del comportamiento de los cuatro fungi

se plantearon las hipétesis correspondientes:

HO: yF1 = yF2 = pF3 = yF4y Ha: existe una y o media diferente

En el ANVA, para el caso de densidad celular fungica si vemos las

interacciones tratamientos*hongos p valor = 0.0340< a = 0.05, lo que implica el

rechazo de HO, por lo tanto, existe diferencia estadistica significativa entre las

interacciones hongo/tratamientos en referencia al promedio de crecimiento y

generacion de densidad celular en las distintas concentraciones de zinc; lo que

significa que, no todos los hongos investigados son eficientes para este caso.

Cuadro 13. Prueba de Tukey (alfa = 0.05), de la densidad celular en medio

acuosa de zinc, con respecto al tipo de fungi de pudricion blanca.

Hongo

Medias (g/L)

P. ostreatus

P. sanguineus
G. applanatum

S. commune

0.2
0.2

0.15
0.12

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 19. Densidad celular en medio acuosa de zinc con los fungi de pudricion

blanca

Cuadro 14. Prueba de Tukey (alfa = 0.05), de la densidad celular en medio

acuoso de zinc, con respecto a las concentraciones de zinc.

Tratamientos Medias (g/L)
0 mg/L 0.24 a
10 mg/L 0.16 b
30 mg/L 0.15 b
50 mg/L 0.12 b

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



55

0.25-

a
0.22-
0.191
b
0.151 b
I b
012 . .

0 mg/L 10 mg/L 30 mg/L 50 mg/L
Tratamientos

Densidad Celular Fungica (g/L)

Figura 20. Densidad Celular fungica en medio acuoso con zinc en las distintas

concentraciones

La densidad celular fangica obtenida con respecto a las
concentraciones del elemento zinc (Cuadro 11) y prueba de Tukey (Cuadro 12),
nos muestra que existe diferencia estadistica entre los fungi, entre las
concentraciones y entre las interacciones fungi-concentraciones. Con el
tratamiento TO (testigo), los cuatro fungi presentan mayor promedio de
densidad celular fangica, asimismo, se pudo observar respuesta con mayores
promedios a 10, 30 y 50 mg/L por los fungi Pleurotus ostreatus y Pycnoporus

sanguineus, con respecto a los demas tratamientos.

De igual modo como en el caso del cobre, P. ostretaus y P.
sanguineus (Cuadro 13 y Figura 19), son posiblemente los fungi con mayor

potencial para biodegradar zinc.
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4.3.1. Capacidad de remocién de los fungi en medio acuoso con

cobre

Cuadro 15. Andlisis de varianza (alfa=0.05), de remocion de los fungi en medio

acuoso con cobre.

F.V. SC gl CM p-valor
Tratamientos 10.79 2 54 0.0003
Hongo 1.88 0.63 0.2767
Tratamientos*Hongo 64.39 10.73 <0.0001
Error 11 24 0.46
Total 88.07 35
R*=0.88 CV: 0.72

Cuadro 16. Prueba de Tukey (alfa=0.05), de remocion de los fungi en medio

acuoso con cobre.

Tratamientos Hongos Medias (%)

10 mg/L  G. applanatum 92.1 a

10 mg/L  P. sanguineus 92.11 a

30 mg/L P. ostreatus 92.8 a b

50 mg/L P. ostreatus 93.98 a b

50 mg/L S. commune 94.03 a b

30 mg/L S. commune 94.15 b

30mg/L  G. applanatum 94.22 b

10 mg/L S. commune 95.04 d
30 mg/L P. sanguineus 95.15 d
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50 mg/L  G. applanatum 95.78 c d
10 mg/L P. ostreatus 96.33 d
50 mg/L  P. sanguineus 96.77 d

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Para el andlisis estadistico (Cuadro 16) referido al comportamiento

de los cuatro fungi se plantearon las hipotesis correspondientes:

HO: yF1 = yF2 = pF3 = yF4y Ha: existe una y o media diferente

En el ANVA, para este caso de eficiencia de remocioén en las
interacciones tratamientos*hongos se aprecia que p valor = 0.0001< a = 0.05,
en consecuencia se rechaza HO, lo que implica que existe diferencia estadistica
significativa entre las interacciones hongo/tratamientos en el comportamiento

de los cuatro fungi en cuanto a la eficiencia de remocion del cobre.

Cuadro 17. Prueba de Tukey (alfa = 0.05), de remocion de los fungi en medio

acuoso con cobre, con respecto al tipo de fungi de pudricion

blanca.

Hongo Medias (%)
G. applanatum 94.03 a
P. ostreatus 94.37 a
S. commune 94.41 a
P. sanguineus 94.68 a

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Capacidad de remocion de Cu

Figura 21. Eficiencia de remocion en medio acuoso con cobre para los fungi de

pudricion blanca.

Cuadro 18. Prueba de Tukey (alfa = 0.05), de remocion de los fungi en medio

acuoso con cobre, con respecto a las concentraciones de cobre.

Tratamientos Medias (%)
10 mg/L 93.9 a
30 mg/L 94.08 a
50 mg/L 95.14 b

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 22. Eficiencia de remocion de los fungi en medio acuoso con cobre,

respecto a las concentraciones de cobre.

La eficiencia de remocion de los fungi en medio acuoso con el
elemento cobre (Cuadros 15 y 16) y, muestra que existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos y entre las interacciones
tratamientos/hongos; mas no asi entre los fungi, porque todos mostraron
promedios significativos de remocién en alguna de las concentraciones de
cobre en prueba, cuyos promedios van entre 95.04 a 96.77 % de remocion. El
orden de importancia de acuerdo a los promedios de remocion de cobre, con
respecto al tipo de fungi, se indican a P. sanguineus, S. commune, P. ostreatus
y G. applantum (Cuadro 17, Figura 21). Asimismo, referente a las

concentraciones de cobre usadas, la concentracion de 50 mg/L fue el que ha



60
obtenido mayor promedio de remocion (95.14) con respecto a los demas, tal

como se aprecia en el Cuadro 18 y Figura 22.

4.3.2. Eficiencia de remocién de los fungi en medio acuoso con zinc

Cuadro 19. Analisis de varianza (alfa=0.05), de remocion de los fungi en medio

acuoso con zinc.

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamientos 97.43 2 48.72 174.31  <0.0001
Hongo 44.81 3 14.94 53.44 <0.0001
Tratamientos*Hongo 4.32 6 0.72 2.58 0.0452
Error 6.71 24 0.28
Total 153.27 35
R?: 0.96 CV: 0.55

Cuadro 20. Prueba de Tukey (alfa=0.05), de remocion de los fungi en medio

acuoso con zinc.

Tratamientos Hongo Medias (%)
10 mg/L  G. applanatum 91.88 a
10 mg/L  P. sanguineus 94.44 b
10 mg/L  S. commune 95.43 b c
10 mg/L  P. ostreatus 95.54 b ¢
30 mg/L  G. applanatum 96.09 Cc d
50 mg/L  G. applanatum 96.12 Cc d

30 mg/L  P. sanguineus 97.44 d e



30mg/L S.
30mg/L P.
50mg/L  P.
50mg/L  S.
50mg/L  P.

commune
ostreatus
sanguineus
commune

ostreatus

97.49

97.96

98.65

98.92

99.05
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

Para el andlisis estadistico (Cuadro 20) referido al comportamiento

de los cuatro fungi se plantearon las hipotesis correspondientes:

HO: uF1 = yF2 = pF3 = yF4y Ha: existe una y o media diferente

En el ANVA, para la eficiencia de remocion en las interacciones

tratamientos*hongos se aprecia que p valor = 0.0452< a = 0.05, entonces se

rechaza HO, lo que implica que existe diferencia estadistica significativa entre

las interacciones hongo/tratamientos en referencia a la eficiencia de remocion

del zinc.

Cuadro 21. Prueba de Tukey (alfa = 0.05), remocién de los fungi en medio

acuoso con zinc, con respecto al tipo de fungi de pudricion blanca.

Hongo

Medias (%) )

G. applanatum
P. sanguineus
S. commune

P. ostreatus

94.7

96.84

97.28

97.52

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 23. Eficiencia de remocién en medio acuoso con zinc, con respecto a los

fungi de pudricion blanca

Cuadro 22. Prueba de Tukey (alfa = 0.05), remocion de los fungi en medio

acuoso con zinc, con respecto a las concentraciones de zinc.

Tratamientos Medias (%)
10 mg/L 94.32 a
30 mg/L 97.25 b
50 mg/L 98.19 c

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 24. Eficiencia de remocion de los fungi en medio acuoso con zinc, con

respecto a las concentraciones de zinc

La eficiencia de remocion de los fungi en medio acuoso con el
elemento zinc (Cuadros 19 y 20), muestra que existe diferencia estadistica
significativa entre tratamientos, entre los fungi y entre las interacciones
tratamientos/hongos. Asimismo, es necesario resaltar que tres de los cuatro
fungi muestran altas eficiencias de remocidn, con promedios que van entre
97.96 a 99.05 por ciento de remocion. El orden de importancia de acuerdo a los
promedios de remocién de zinc, con respecto al tipo de fungi, se indica a P.
ostreatus, S. communey P. sanguineus (Cuadro 21, Figura 23). Asimismo,
referente a las concentraciones de cobre usadas, la concentracion de 50 mg/L
ha sido el que ha obtenido mayor promedio de remocién (98.19) con respecto a

los demas, tal como se aprecia en el Cuadro 22 y Figura 24.



V. DISCUSION

5.1. Aislamiento y determinacion de caracteristicas morfologicas de

cuatro fungi de pudricion blanca colectados en Tingo Maria

Con una y otra caracteristica distintiva referido al tipo de
crecimiento, textura, color o la presencia o no de micelio aéreo, el crecimiento
de los cuatro fungi aislados en los medios de cultivo agar papa dextrosa y agar
extracto de malta, muestran un crecimiento apropiado. Para los cuatro fungi, el
tiempo requerido para cubrir las placas Petri de 90 mm de diametro fue entre 8
a 15 dias, siendo G. applanatum (Figura 13) el que tardé mas tiempo (15 dias),
y los tres restantes P. ostreatus, S. commune y P. sanguineus (Figura 14 al 16)
cubrieron el total del area de la placa entre 8 a 12 dias, dependiendo del medio
de cultivo, asi como P. ostreatus crece mas rapido en agar extracto de malta
que en medio agar papa dextrosa, al respecto GUZMAN (2000) indica que, el
medio de cultivo a utilizar dependera de la especie de hongo que se quiere
cultivar, ya que cada especie tiene sus propios requerimientos nutricionales,
definidos como un conjunto de elementos o sustancias que garantizan a un
microorganismo, célula, o a un grupo de ellos, los nutrientes necesarios para su
conservacion, crecimiento y desarrollo; de igual modo, KING Y ENDERSON
(1980), reporta que los fungi consumen compuestos organicos e inorganicos.

Los elementos inorganicos incluidos en el sustrato artificial son: fésforo,
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potasio, nitrdgeno, sulfuro y magnesio, y en menor proporcion: fierro, cobre,
zinc y boro. El extracto de malta — agar es el mas recomendado para las
investigaciones cientificas de pudriciéon de la madera, debido a que es rico en
azucares. Ademas, coincide con lo reportado por ROSALES (2008), donde
obtiene cepas de Pleurotus ostreatus en agar con extracto de malta a 29-30°C
y a obscuridad, donde observa colonias densas con micelio aéreo, textura
algodonosa, con anillos concéntricos, la velocidad de crecimiento fue de 8.5
mm/dia, requiriendo 11 dias para cubrir la caja de Petri, el micelio fue
blanquecino con tonos amarillentos. Asimismo, RODRIGUEZ (1996) al estudiar
el comportamiento de 5 cepas de Pleurotos ostreatus sobre 4 medios de cultivo
sélido de laboratorio: agar con extracto de malta, agar con dextrosa y papa,
agar con dextrosa sabouraud y agar con extracto de trigo, paja y malta; bajo
condiciones de obscuridad total y a temperaturas de 28-30 °C, el medio de
cultivo que resulté el mas adecuado fue el de agar con extracto de trigo, paja y
malta, donde el micelio se expandié a una velocidad de 2.5-5.0 mm/dia, y se
caracterizO por ser un micelio denso, arraigado, sumamente ramificado,
vigoroso y con numerosas fibulas. De igual modo HERNANDEZ y LOPEZ
(2009) al utilizar 5 cepas de Pleurotos nativas de la region del Sonocusco
Chiapas, evalud el crecimiento micelial en tres medios de cultivo: extracto de
malta (EMA), papa dextrosa agar (PDA) y Sabouraud (SA), donde los
resultados obtenidos mostraron que la mayor velocidad de crecimiento fue

sobre EMA, con valores entre 18.14 mm/dia.

En referencia a la temperatura sometidos a los cultivos de los

cuatro fungi, fue de a temperatura ambiente y a oscuridad, caracteristica en
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cuanto a requerimiento de temperatura de la mayoria de fungi, el cual
concuerda con lo reportado por EATON y HALE (1993), quienes sefialan que la
mayoria de los fungi son organismos mesdfilos, es decir, crecen en un rango
de temperatura de 10 y 40° C, con una temperatura 6ptima de entre 20 y 30° C.
De manera natural, los fungi estan supeditados a ciertas condiciones
ambientales tales como la humedad relativa, temperatura, precipitacion,
inversiones térmicas, contaminacioén, disponibilidad de sustrato y actividades
humanas, las que influyen de manera determinante en la proliferacion y
propagacion de las particulas fungicas hacia los espacios interiores
(GUERRERO et al.,, 2003). Viven en cualquier sitio que presente materia
organica, humedad, y temperatura comprendida entre 4 y 60°C, en climas
ecuatoriales, tropicales, subtropicales, templados y aun en los frios, siempre
que la temperatura no sea menor a 0° C, desde el nivel del mar hasta altitudes

de mas de 4000 metros (HERRERA y ULLOA, 1990).

5.2. Densidad celular fungica en medio acuoso con cobrey zinc a bajas

concentraciones

En nuestro estudio se seleccionaron a los fungi de pudricién blanca
Pleurotus ostreatus, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune vy
Ganoderma applanatum, para las pruebas de desarrollo de micelio en las
distintas concentraciones de cobre y zinc en medio minimo de sales minerales,
los resultados obtenidos en promedio logran retener 2% del volumen del medio
acuoso, lo que significa que ha existido buen crecimiento de micelio de los

hongos, y esto refleja, en la eficiencia de remocion del cobre y zinc. El
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desarrollo de biomasa fangica sobre el cobre y zinc demuestra que los fungi
producen enzimas que catalizaron la estructura de estos compuestos,
posiblemente por la accién conjunta de Lignino-peroxidasa (LiP) y Manganeso-
peroxidasa (MnP) y por la actividad de bencenodiol-oxigeno reductasa o
Lacasa de acuerdo a lo afirmado por (CHAVEZ-LOPEZ et. al., 2005) al
demostrar que la Lacasa estaba comprometida en la degradacién de
fenantreno un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP) en solamente tres dias
de actividad. Estos hongos son efectivos porque producen una enzima extra
celular llamada Lacasa, esta cataliza una reaccion que degrada lignina, un
compuesto aromatico. Para catalizar estas reacciones poderosas la enzima
requiere peroxido de hidrégeno, la cual el hongo produce. Asimismo MARIN et
al. (2015), indica que varias levaduras, hongos, algas, bacterias y cierta flora
acuatica tienen la capacidad de concentrar metales a partir de soluciones
acuosas diluidas y de acumularlas dentro de la estructura vegetal o microbiana.
Por lo que un enfoque biolégico cuenta con un gran potencial, ya que

contribuye al objetivo de biorremediar y puede ser un proceso economico.

5.3. Eficiencia de remocion fungica en medio acuoso con cobre y zinc a

bajas concentraciones

Con respecto a la eficiencia de remocién fungica de cobre
generado por los cuatro fungi de pudricion blanca, todos muestran promedios
significativos de remocion que van de 95.04 a 96.77 % de remocion, en orden
de importancia se indican a P. sanguineus, S. commune, P. ostreatus y G.

applantum. De igual modo, con respecto a la eficiencia de remocion fungica de



68
zinc generado por los cuatro fungi de pudricion blanca, muestra que tres de los
cuatro fungi son mas eficiencias, con promedios que van de 97.96 a 99.05 %
de remocioén, en orden de importancia se indica a P. ostreatus, S. commune y
P. sanguineus. Asimismo, en ambos casos tanto para cobre y zinc se da mayor
promedio de remociébn a concentraciones de 50 mg/L (95.14 y 98.19)
respectivamente. Resultados similares a los obtenidos, indican MARIN et al.
(2015), quienes al investigar cepas de Pleurotus spp en soluciones de cobre,
lograron que la biomasa micelial retenga un promedio de 90% de cobre en
condiciones de laboratorio. Por lo que, posiblemente la pared celular ha
realizado la retenciébn del metal mediante una interaccion fisicoquimica
(MORALES y RUIZ, 2008). Esto ademas, probablemente se ha generado por
accion de la biosorcion, que es un fendmeno fisico-quimico que se sustenta en
la capacidad de los denominados materiales biolégicos (biomasa) vivos o
muertos, para acumular metales pesados principalmente de aguas residuales,
involucrando al metabolismo microbiano, resaltando los procesos
fisicoguimicos de adsorcion desorcion o absorcidon de dichos elementos
metalicos (MARIN et al., 2015). Estos organismos Yy microorganismos
involucrados son las algas, bacterias, hongos y levaduras, que han demostrado
ser potenciales biosorbentes de metales (GADD, 1993; VOLESKY, 1995). Los
hongos son efectivos en la degradacién de una diversidad de contaminantes
ambientales peligrosos y han sido bastante estudiados en la degradacion de
compuestos xenobidticos. Su capacidad para degradacion a un compuesto tan
complejo como la lignina, ha hecho considerar como una posible alternativa

para la eliminacion de otros muchos compuestos de baja biodegradabilidad
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(DAVILA y VASQUEZ, 2001). Siendo ademas, capaces de degradar la lignina
por medio de la secrecidon de enzimas extracelulares mediante su metabolismo
secundario, estas enzimas principalmente son la fenoloxidasa (lacasa) y dos
peroxidasas, Manganeso peroxidasa (MnP) y Lignina peroxidasa (LiP),
esenciales para la degradacion de la lignina (MENDEZ, 2013). Dentro de estos
organismos, los hongos causantes de pudricion blanca muestran un gran

potencial para su utilizacion en biorremediacion (CARBAJAL, 2014).



VI.  CONCLUSIONES

Se aislaron y determinaron las caracteristicas morfologicas de los fungi de
pudricion blanca Pleurrotus ostreatus, Ganoderma applanatum,
Pycnoporus sanguineus y Schizophyllum commune, usando dos medios

nutritivos soélidos.

Los cuatro fungi de pudricibn blanca usados en las pruebas a
concentraciones de cobre y zinc lograron desarrollar micelio en mas de 2%
del volumen del medio acuoso, lo que se ve reflejado en la eficiencia de

remocion de estos metales.

Mayor capacidad de remocién de cobre y en orden de importancia se logro
con P. sanguineus, S. commune, P. ostreatus y G. applantum, y en
concentraciéon de 50 mg/L se ha obtenido el mayor promedio de remocion
(95.14%). Asimismo, Mayor eficiencia de remocién de zinc y en orden de
importancia se consiguié con P. ostreatus, S. commune y P. sanguineus, e
igualmente a concentracion de 50 mg/L se ha obtenido el mayor promedio

de remocion (98.19%).

Se acepta la hipotesis planteada, debido a que la capacidad de remocién

de cobre y zinc fueron mayores a 60%.



VIl.  RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones usando fungi ligninoliticos aislados de la zona, por
ser un recurso del bosque y estar al alcance para su uso en la

biorremediacion y en otras formas.

Plantear nuevas investigaciones con mayores concentraciones del elemento
zinc y mediante pruebas en biorreactores considerando otras variables de

medicion, tales como pH, Temperatura, oxigeno disuelto, etc.

Seguir apropiadamente con el protocolo de desinfeccion de basidiocarpos
de las especies fangicas para prevenir contaminacion en la obtencién de

micelios.

Inocular el sustrato liquido inmediatamente después del proceso de

esterilizacion para evitar la contaminacion con agentes extrafos.



ABSTRACT

In the Amazon for its high biodiversity, there are many species of
white rot fungi that require further investigation for use in future in biotechnology
applications. The purpose of this research was to isolate white rot fungi four and
determine mycelial biomass and removal efficiency of copper and zinc in
aqueous medium with minimal mineral salts medium. To this end were isolated
on potato dextrose agar and malt extract agar with the fungi Ganoderma
applanatum, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune and Pleurotus
ostreatus collected the Reserved Forest and Botanical Garden of the National
Agrarian University of the Jungle, Tingo Maria. For testing concentrations of 10,
30 and 50 mg/L of copper and zinc were considered; being achivied mycelial
biomass growth in 2% by volume of the aqueous medium. It has obtained a
removal efficiency of copper (95.04 to 96.77 %) and in order of importance with
P. sanguineus, S. commune, P. ostreatus and G. applantum, and zinc removal
efficiency (97.96 to 99.05 %) and in order of importance with P. ostreatus, S.
commune and P. sanguineus. In both cases the concentration of 50 mg/L was

obtained the highest average removal (95.14%).

Key words: characterization, colonies, white rot fungi, isolation.
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Anexo 1. Ficha de coleccién de fungi

N. Cientifico -
CODIGO:
Dt
Localidad:
Pais: Prov.: Region:
Fecha.: Colector:
Coordenadas:
Sustrato: Habitat:
Habitat:
Habito:
OBSERVACIONES:
BASIDIOCARPO:
Medidas: L x A x Emm Consistencia:
Forma: Indumento:
Color:
Pileo:
Himenio:
Superficie del pileo:
Textura: Margen:
LAMINAS: espacio entre laminas mm laminas completas/incompletas: indicar:
POROS:
Forma: Tamafio /mm/cm2
Capa de tubos: Contexto:
PIE:
Forma: Tamafio
Color: Diametro pie:
OBSERVACIONES:
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Anexo 2. Datos generales

Cuadro 23. Promedio de crecimiento radial de micelio de los fungi en medio de

. G. applanatum P. sanguineus S. commune P. ostreatus
Dias PDA AEM PDA AEM PDA AEM PDA AEM
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 5 2 0 0 0 0
3 3 2 9 6 5 7 0 4
4 7 7 13 15 10 12 2 10
5 11 10 20 24 17 18 6 16
6 14 12 25 28 22 25 10 30
7 17 15 32 33 28 34 11 41
8 21 19 40 40 34 38 13 45

9 24 23 45 45 37 42 19
10 28 27 41 45 28
11 33 31 45 36
12 36 35 45

13 39 38

14 42 41

15 45 45
cultivo (mm)

Las placas Petri usadas tuvieron 90 mm de diametro (radio de 45 mm) para todos los tratamientos.

Cuadro 24. Biomasa micelial de los fungi, obtenidos en medio acuoso con el

elemento cobre

Densidad Densidad
Peso del Peso papel Celular Celular

Hongo Cadigo filtrado filtro Fungica Fungica Prom.
(g/75mL) (g/L)
TOR1 1.09 0.9 0.19 2.53

TOR2 11 0.9 0.2 2.67 2.58
TOR3 1.09 0.9 0.19 2.53
X1C1R1 1.01 0.9 0.11 1.47

Ganoderma w1y o 1.13 0.9 0.23 3.07 2.22

applanatum -

X1C1R3 1.06 0.9 0.16 2.13
X1C2R1 1.02 0.9 0.12 1.6

X1C2R2 1.01 0.9 0.11 1.47 1.87

X1C2R3 1.09 0.9 0.19 2.53




86

X1C3R1 1.06 0.9 0.16 213

X1C3R2 1.01 0.9 0.11 1.47 1.82

X1C3R3 1.04 0.9 0.14 1.87

TOR1 1.2 0.9 0.3 4

TOR2 1.19 0.9 0.29 3.87 3.91

TOR3 1.19 0.9 0.29 3.87

X1C1R1 1.04 0.9 0.14 1.87

X1C1R2 1.03 0.9 0.13 1.73 2
Pycnoporus  X1CIR3 1.08 0.9 0.18 2.4
sanguineus  x1C2R1 0.83 0.66 0.17 2.27

X1C2R2 0.98 0.9 0.08 1.07 1.29

X1C2R3 0.94 0.9 0.04 0.53

X1C3R1 1.24 0.9 0.34 453

X1C3R2 1.12 0.9 0.22 2.93 3.33

X1C3R3 1.09 0.9 0.19 253

TOR1 1.14 0.9 0.24 3.2

TOR2 1.09 0.9 0.19 253 2.84

TOR3 1.11 0.9 0.21 2.8

X1C1R1 0.99 0.9 0.09 1.2

X1C1R2 1.03 0.9 0.13 1.73 1.33
Schizophyllum  XLC1R3 0.98 0.9 0.08 1.07
commune ~ X1C2R1 0.96 0.9 0.06 0.8

X1C2R2 0.99 0.9 0.09 1.2 1.02

X1C2R3 0.98 0.9 0.08 1.07

X1C3R1 0.97 0.9 0.07 0.93

X1C3R2 0.97 0.9 0.07 0.93 0.98

X1C3R3 0.98 0.9 0.08 1.07

TOR1 1.21 0.9 0.31 413

TOR2 1.18 0.9 0.28 3.73 3.91

TOR3 1.19 0.9 0.29 3.87

X1C1R1 1.11 0.9 0.21 2.8

X1C1R2 1.07 0.9 0.17 2.27 231
E'S‘i;‘ergfﬂi X1C1R3 1.04 0.9 0.14 1.87

X1C2R1 1.07 0.9 0.17 2.27

X1C2R2 1.07 0.9 0.17 2.27 2.09

X1C2R3 1.03 0.9 0.13 1.73

X1C3R1 1.06 0.9 0.16 213

X1C3R2 1.24 0.9 0.34 453 324
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X1C3R3 1.13 0.9 0.23 3.07

Cuadro 25. Biomasa micelial de los fungi, obtenidos en medio acuoso con el

elemento zinc.

Densidad Densidad

- Peso del Peso Celular Celular ,
Hongo Codigo filtrado ~ PaP® Fungica Fungica Promedio
filtro
(9/75 mL) (g/L)
ToR1 1.09 0.9 0.19 2.53
ToR2 1.1 0.9 0.2 2.67 2.49
ToR3 1.07 0.9 0.17 2.27
X2C1R1 1.06 0.9 0.16 2.13
X2C1R2 1.06 0.9 0.16 2.13 209
Ganoderma X2C1R3 1.05 0.9 0.15 2
applanatum X2C2R1 1.11 0.9 0.21 2.8
X2C2R2 1.01 0.9 0.11 1.47 205
X2C2R3 1.04 0.9 0.14 1.87
X2C3R1 0.96 0.9 0.06 0.8
X2C3R2 0.98 0.9 0.08 1.07 0.85
X2C3R3 0.95 0.9 0.05 0.67
ToR1 1.08 0.9 0.18 2.4
ToR2 1.09 0.9 0.19 2.53 2.44
ToR3 1.08 0.9 0.18 2.4
X2C1R1 1.09 0.9 0.19 2.53
X2C1R2 1.11 0.9 0.21 2.8 2.75
Pycnoporus X2C1R3 1.12 0.9 0.22 2.93
sanguineus X2C2R1 1.1 0.9 0.2 2.67
X2C2R2 1.08 0.9 0.18 2.4 2.4
X2C2R3 1.06 0.9 0.16 2.13
X2C3R1 1.03 0.9 0.13 1.73
X2C3R2 1.05 0.9 0.15 2 1.82
X2C3R3 1.03 0.9 0.13 1.73
Schizophyll  ToR1 0.95 0.9 0.05 0.67
um ToR2 0.98 0.9 0.08 1.07 0.84

commune ToR3 0.96 0.9 0.06 0.8
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X2C1R1  1.02 0.9 0.12 1.6
X2C1R2 1 0.9 0.1 1.33 1.64
X2C1R3  1.05 0.9 0.15 2
X2C2R1  0.96 0.9 0.06 0.8
X2C2R2  0.95 0.9 0.05 0.67 0.85
X2C2R3  0.98 0.9 0.08 1.07
X2C3R1  1.01 0.9 0.11 1.47
X2C3R2 1 0.9 0.1 1.33 1.29
X2C3R3  0.98 0.9 0.08 1.07
ToR1 1.06 0.9 0.16 2.13
ToR2 1.03 0.9 0.13 1.73 1.91
ToR3 1.04 0.9 0.14 1.87
X2C1R1  1.06 0.9 0.16 2.13
X2C1R2  1.07 0.9 0.17 2.27 2.09
Pleurotus X2C1R3  1.04 0.9 0.14 1.87
ostreatus X2C2R1  1.17 0.9 0.27 3.6
X2C2R2 1 0.9 0.1 1.33 2.44
X2C2R3  1.08 0.9 0.18 2.4
X2C3R1  1.17 0.9 0.27 3.6
X2C3R2  1.02 0.9 0.12 1.6 2.62
X2C3R3 1.1 0.9 0.2 2.67

Cuadro 26. Datos de eficiencia de remocion de cobre, por los fungi de pudricion

blanca.

G. applanatum

Lectura de Cu en el espectrofotometro

Concentracion (mg/L)

Repeticion
10 30 50
R1 0.82 15 2.05
R2 0.69 2.06 2.06
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R3 0.86 1.88 2.18
PROM 0.79 1.82 2.09
Eficiencia de remocion
Concentracion (mg/L)
Repeticion 10 30 50
R1 91.8 93.95 95.81
R2 93.1 94.99 95.89
R3 91.4 93.73 95.64
P. sanguineus
Lectura de Cu en el espectrofotometro
Concentracion (mg/L)
Repeticion
10 30 50
R1 0.61 1.56 1.51
R2 0.91 1.3 1.7
R3 0.84 1.51 1.63
PROM 0.79 1.46 1.62

Eficiencia de remocion

Repeticion Concentracion (mg/L)
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10 30 50
R1 93.88 94.8 96.97
R2 90.86 95.68 96.59
R3 91.6 94.97 96.74
S.commune
Lectura de Cu en el espectrofotometro
o Concentracion (mg/L)
Repeticion
10 30 50
R1 0.61 1.56 1.51
R2 0.91 1.3 1.7
R3 0.84 1.51 1.63
PROM 0.79 1.46 1.62
Eficiencia de remocion
Concentracion (mg/L)
Repeticion
10 30 50
R1 95.92 93.87 93.79
R2 94.41 94.41 94.23
R3 94.8 94.16 94.08
P. ostreatus
Lectura de Cu en el espectrofotometro
Concentracion (mg/L)
Repeticion
10 30 50




R1 0.29 2.21 3.1

R2 0.36 2.08 2.87
R3 0.45 2.19 3.07
PROM 0.37 2.16 3.01

Eficiencia de remocién

Concentracion (mg/L)

Repeticion
10 30 50
R1 97.12 92.64 93.8
R2 96.37 93.07 94.268
R3 95.5 92.7 93.86

Cuadro 27. Datos de eficiencia de remocion de zinc por los fungi de pudriciéon

G. applanatum

Lectura de Zn en el espectrofotbmetro

Concentracion (mg/L)

Repeticion
10 30 50
R1 0.8 1.52 1.76
R2 0.89 0.88 2.06
R3 0.74 1.12 1.99
PROM 0.81 1.17 1.94

Eficiencia de remocion
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Concentracion (mg/L)

Repeticion
10 30 50
R1 91.97 94.94 96.47
R2 91.09 97.067 95.882
R3 92.59 96.263 96.016
P. sanguineus
Lectura de Zn en el espectrofotbmetro
o Concentracion (mg/L)
Repeticion
10 30 50
R1 0.47 0.83 0.4
R2 0.56 0.7 0.8
R3 0.64 0.78 0.82
PROM 0.56 0.77 0.67
Eficiencia de remocién
o Concentracion (mg/L)
Repeticion
10 30 50
R1 95.33 97.246667 99.194
R2 94.38 97.676667 98.404
R3 93.6 97.39 98.36




S.commune

Lectura de Zn en el espectrofotometro
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Concentracion (mg/L)

Repeticion
10 30 50
R1 0.46 0.83 0.3
R2 0.44 0.65 0.7
R3 0.47 0.77 0.63
PROM 0.46 0.75 0.54
Eficiencia de remocion
o Concentracion (mg/L)
Repeticion
10 30 50
R1 95.45 97.233 99.406
R2 95.56 97.823 98.604
R3 95.28 97.433 98.74
P. ostreatus
Lectura de Zn en el espectrofotometro
o Concentracion (mg/L)
repeticion
10 30 50
R1 0.47 0.54 0.36
R2 0.43 0.61 0.4
R3 0.44 0.68 0.66
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PROM 0.45 0.65 0.53
Eficiencia de remocion
o Concentracion (mg/L)
Repeticion
10 30 50
R1 95.26 98.187 99.284
R2 95.72 97.967 99.196
R3 95.64 97.733 98.68






