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Actividad enzimatica de Trametes maxima en cocultivo
con micromicetos de suelo en agua sintética-agar (ASA)
con atrazina como fuente de «C» y «N»
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Resumen

Existen antecedentes de que compuestos xenobi6ticos, como lo es la atrazina pue-
den ser mineralizados o removidos mediante métodos biolégicos, por ejemplo la
degradacion enzimatica. Sin embargo, la actividad enzimatica en condiciones nor-
males no suele ser suficiente para la degradacion de estos compuestos xenobidti-
cos, por lo que en el presente trabajo se busca aumentar la produccion enzimatica
de hongos ligninoliticos bajo estrés biotico al confrontarlos con hongos filamen-
tosos conformando un cocultivo, asi como caracterizar la influencia que tiene esta
condicion sobre el crecimiento y la produccion de enzimas.

Palabras clave: enzimas ligninoliticas, interacciones, micorremediacion, biotecnolo-
gia verde.
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Introduccion

En la agricultura convencional, la atrazina es el
herbicida mas empleado en todo el mundo y en
México es el tercero (Hernandez-Antonio y Han-
sen, 2011). Este herbicida es considerado como un
disruptor endocrino, al ocasionar anormalidades
en el desarrollo reproductivo e inmunosupresion
en organismos no blancos (anfibios, reptiles, pe-
ces y mamiferos) (U.S. Centers for Disease Control,
Agency for Toxic Substances and Disease Registry,
2003), por esta razon su uso ha sido cuestionado en
la agricultura sustentable.

La remocion de atrazina en agua y suelo con-
taminado ha sido objeto de estudio en los tltimos
anos, la biorremediacién a través de la micorreme-
diacion, es una estrategia promisoria para la des-
contaminacién de agua y suelo (Barr et al., 1992).
La micorremediacion consiste en la aplicacion de
hongos o sus enzimas para la remocion, degrada-
cion o transformacion del contaminante.

Este proceso es mediado por enzimas extrace-
lulares como las lacasas (EC 1.10.3.2) y mangane-
so peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.14) (Christian et al.,
2005). La sobreproduccion de estas enzimas a tra-
vés de métodos compatibles con la biotecnologia
verde, evitando el uso de inductores quimicos y la
modificaciéon genética de microorganismo, ha sido
foco de estudio cientifico.

Al respecto, se ha demostrado que el cocultivo
de basidiomicetos con micromicetos de suelo, es
ventajoso para la produccion de lacasa y MnP, com-
parado al simple monocultivo de basidiomicetos
(Chan-Cupul et al., 2014). Sin embargo, en cuanto
a la remocion de atrazina en agua contaminada
mediante cocultivos fingicos, alin esta en fase de
investigacion.

Por tanto, para conocer la habilidad de los co-
cultivos a fin de adaptarse a agua contaminada, la
finalidad de este estudio fue: 1) evaluar la compa-
tibilidad de Trametes maxima con hongos micromi-
cetos de suelo a través de cocultivos en agua sinté-
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tica-agar (ASA), 2) evaluar la actividad lacasa y MnP
en los cocultivos estudiados bajo el estrés por atra-
zina en ASA.

Metodologia

Se empled una cepa nativa de T. maxima (basidio-
miceto) y Paecilomyces carneus aislado e identifica-
do por Chan et al. (2014) y Heredia y Arias (2008),
respectivamente, el resto de los micromicetos de
suelo fueron aislados de suelo rizosférico de Phrag-
mites australis colectado en La Macha, Actopan, Ve-
racruz. Los cocultivos se realizaron en cajas Petri
con ASA (Glucosa 40 ng/l, KH,PO, 28/L, NH,NO,
30p/1), el cual se elabord con base en la férmula
para agua sintética de la NOM-DIN 3841M.

La atrazina se adicion6 al ASA después de su es-
terilizacion cuando tenia entre 30 y 40 °C a una
concentracion de 30 ppm. Los cocultivos se es-
tablecieron inoculando a T. maxima (1 disco mi-
celio-agar 6 mm de diametro) en el lado izquierdo
de la caja Petri e inoculando al micromiceto fila-
mentoso del lado derecho (5 pl de una solucién de
1 x 107 esporas/mL). Como controles se emplearon
monocultivos de cada hongo.

Se evalud el crecimiento radial del hongo em-
pleando una escuadra milimétrica y se evalué el tipo
de interaccion de acuerdo con la escala establecida
por Badalyan et al., (2004), donde se describen los si-
guientes tipos de interaccion: @) inhibiciéon mutua al
contacto, b) inhibicion a distancia, ¢) reemplazo con
crecimiento sin inhibicion al contacto, C,, reempla-
zo parcial después de la inhibicion al contacto, C,,
reemplazo completo después de una inhibicion al
contacto, C,, reemplazo parcial después de una inhi-
bicion a distancia y Cy, reemplazo completo después
de una inhibicién a distancia.

La actividad enzimatica se evalué al momento de
la confrontacion entre 1. maxima y el micromiceto
(unién de micelios). El extracto enzimatico se obtu-
vo tomando cinco discos de micelio-agar de la zona
de confrontacion y depositandolo en 5 mL de agua
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desionizada estéril, el agua con los discos se agito
durante 15 min y centrifugo6 a 7 000 rpm durante 10
min, el sobrenadante se tomo para la cuantificacion
de lacasa y MnP (Qian y Chen, 2012)

Resultados y discusion

Los resultados indican que T. maxima es compati-
ble con Penicillium sp. No. 2, debido a que mostraron
una inhibiciéon al contacto. La cepa de Trichoderma
sp., Paecilomyces carneus y Penicillium sp. No. 1 mos-
traron inhibicién a distancia y Aspergillus sp. mostro
un remplazo parcial sobre T. maxima (cuadro 1). En
si, estas cepas no son compatibles con T. maxima (fi-
gura1).

Cuadro 1
Tipo de interaccion entre Trametes maxima
y diferentes hongos de suelo

Micromicetos de suelo
TRIC PEN1 PEN2 AS PAE
T maxima B(2) B2 A@1) Cu(35) B(2

TRIC = Trichoderma sp., Penicillium sp. No.1, PEN2 =
Penicillium No. 2, PAE = Paecilomyces carneus.

Figura 1. Tipos de interaccion entre Trametes maxima y
hongos de suelo en agua sintética agar (ASA).
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En cuanto a la actividad enzimatica en ASA, se
encontré una mayor actividad de MnP en el cocul-
tivo de T. maxima-Penicillium sp. No. 1 (8 U/L, figura
2A), comparado con el monocultivo de T. maxima.
Sin embargo, cuando a este cocultivo se realizo en
ASA suplementado atrazina (30 ppm), la actividad
enzimaética se inhibi6 significativamente (p < 0.05),
este efecto en la actividad enzimatica, representa
un efecto toxico sobre ambos hongos. Por el con-
trario, bajo el efecto de la atrazina, el cocultivo de
T maxima-P. carneus estimuld (p < 0.05) su actividad
MnP.

Existen reportes que mencionan ambos feno-
menos en organismos flngicos, al respecto, se ha
reportado un incremento en la actividad MnP de
Ganoderma lucidum entre 2.0 y 3.3 veces mas cuando
se dispuso en medio de cultivo con bentazon y diu-
ron (herbicidas) (Da Silva ef al., 2010). No obstante,
también se ha reportado una fuerte inhibicion en la
produccion de MnP de C. maxima 'y C. hirsutus al cul-
tivarlo en un medio suplementado con 20 gm L* de
atrazina (Gorbatova et al., 2006).

Respecto a la actividad lacasa, T. maxima no in-
cremento la actividad de la enzima cuando se dis-
puso en cocultivo en medio de ASA sin atrazina. En
contraste, cuando se le adicion6 atrazina al ASA 'y se
dispuso a T. maxima en cocultivo con Penicillium sp.
No. 1y Trichoderma sp., se encontr6 un aumento sig-
nificativo (p < 0.05) en la actividad lacasa. Los incre-
mentos fueron en el orden de 1.0 y 1.2 veces mas
con Penicillium sp. No. 1y Trichoderma sp., respec-
tivamente. Estos resultados concuerdan con los
de Mougin et al. (2002), quienes encontraron un
aumento en la actividad lacasa entre 3.6 y 4.0 ve-
ces al crecer a T. versicolor en medio de cultivo con
atrazina (5 mM).

La actividad lacasa en el ASA con atrazina es ma-
yor que cuando no se le agrega atrazina. Posible-
mente este efecto sea mediado por la falta de fuentes
de C y N en el ASA sin atrazina, o posiblemente el es-
trés por atrazina sea la razén de este incremento en
la actividad enzimaética, como lo reportan algunos
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estudios (Gorbatova et al., 2006; Rezende et al., 2005;
Mougin et al., 2002).

Ademas de la atrazina, otros herbicidas que ac-
thian como estresores e incrementan la actividad la-
casa en hongos ligninoliticos se encuentran el Ben-
tazon, Diuron y el Imazaquin Rezende et al., 2005).
Los aportes de este trabajo son puntuales en cuanto
a la seleccion de cocultivos con actividad lacasa y
MnP bajo estrés por atrazina en ASA.

A 3 i ; iy ;
Actividad de MnP de Tremetes morina en ASA sin Afrazina
] . |
TRAM  TRAM-PAE TRAM-PENI THAM-PLNZ TRAM-ASP TRAM-TRN
[
Activiclad de MnP de Trametes marima en ASA con Afrazina
TRAM-PAE THAMN- "l;r'l TRAM-PENT TRAM-ASF TRAM-TRIC
t Activichad cle lacasa ce Trometes meacrima e ASA sin Atrazina
T TRAM-PAE TRAM-PENI TRAM-PENZ TRANCASP  TRAM-TAIC
n i . 2 :
Actividad de lacasa de Trometes moorima enc ASA con Mrcing

e B __ i

TRAM-PAE TRAM-PENT TRAM-PEN2 TRAM-ASP RAM-TRIC

Figura 2. Actividad MnP y lacasa en el cocultivo de
T. maxima y micromicetos de suelo en ASA con y sin
atrazina.

Tomando en consideracién lo mencionado, el co-
cultivo entre T. maxima y Trichoderma sp., es candida-
ta a emplear en el estudio de micorremediacion de
atrazina en agua contaminada, debido a su incre-
mento en la actividad lacasa y MnP.
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Conclusiones

La compatibilidad (inhibicion al contacto micelial)
entre Trametes maxima y micromicetos de suelo no
se pudo relacionar con la actividad lacasa y MnP en
los cocultivos. Sin embargo, ambas enzimas fueron
incrementadas por la adicién de atrazina en el ASA.
Se propone al cocultivo T. maxima-Trichoderma sp. co-
mo candidato para evaluar en micorremediacion de

atrazina en agua contaminada.
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