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Resumen: Los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPAs) son compuestos tóxicos que no se degradan fácilmente bajo 
condiciones naturales tales como fenómenos físicos (fotooxidación, volatilización), químicos (intercambio iónico, complejación, 
transformación) y biológicos (degradación por microorganismos autóctonos) que además, dependen de la temperatura, humedad 
y niveles de oxígeno. El objetivo del presente trabajo fue aislar, identificar y caracterizar fenotípicamente hongos hidrocarbono 
clásticos de ambientes extremos que sean capaces de tolerar HPAs, tales como Trametes coccinea IDEA, que se aisló del 
Lago de asfalto natural de Guanoco en Venezuela. A fin de estudiar su tolerancia a los HPAs, el hongo se expuso a diferentes 
concentraciones de naftaleno, fenantreno y pireno (0, 2.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800 y 1600 mg/L). Posteriormente, en ensayo 
en medio de cultivo líquido, se procedió a estudiar el efecto de los HPAs sobre la actividad de enzimas del sistema enzimático 
de degradación de lignina (SEDL), así como sobre la posible variación en los niveles de toxicidad empleando Lactuca sativa 
como bioindicador. Los resultados mostraron una mayor tolerancia al pireno, seguido por el naftaleno y fenantreno. Se observó 
una fuerte inducción de la actividad lacasa en presencia de naftaleno (167.96 U/mgP) y pireno (124.89 U/mgP) con respecto 
al control, mientras que con fenantreno se obtuvo una baja actividad (88.67 U / mgP). De manera interesante, se evidenció 
una generación de sub-productos más tóxicos cuando el naftaleno y el fenantreno fueron biotratados por el hongo, mientras 
que el nivel de toxicidad del pireno disminuyó significativamente. T. coccinea IDEA tiene un alto potencial para ser utilizado en 
estrategias de biorremediación de hidrocarburos, las cuales deben ser monitoreadas mediante análisis ecotoxicológicos para 
detectar posibles variaciones de toxicidad de los productos parcialmente biotransformados.
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Abstract: Polycyclic aromatic hydrocarbons (HPAs) are toxic compounds that are not easily degraded under natural conditions. The 
goal of the present study was to isolate, identify and phenotypically characterize hydrocarbonoclastic fungi from extreme environments 
that are capable of tolerating HPAs, such as Trametes coccinea IDEA, that was isolated from the Natural Asphalt Lake of Guanoco 
in Venezuela. To study its tolerance to HPAs, the fungus was exposed to different concentrations of naphthalene, phenanthrene, and 
pyrene (0, 2.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800, and 1600 mg/L). Subsequently, in a test in a liquid culture medium, the effect of these HPAs 
on the activity of enzymes of the lignin-degrading enzymes system (LDES) was studied, and the possible variations in toxicity levels 
using Lactuca sativa as bioindicator. The results showed a high tolerance to pyrene, followed by naphthalene and phenanthrene. Strong 
induction of laccase activity was observed at the presence of naphthalene (167.96 U/mgP) and pyrene (124.89 U/mgP) compared with 
the control, while with phenanthrene a low activity was obtained (88.67 U / mgP). Interestingly, a generation of more toxic byproducts 
was observed when naphthalene and phenanthrene were biotreated by the fungus, while the toxicity level of pyrene decreased 
significantly. T. coccinea IDEA has a high potential to be used in hydrocarbon bioremediation strategies, which must be monitored by 
ecotoxicological analysis to detect the possible toxicity levels variations in the partially biotransformed products.
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Introducción
Los hidrocarburos policiclicos aromáticos (HPAs) son 

compuestos de origen natural y antropogénico, que se encuen-
tran en el suelo, el aire y el agua. De estos compuestos, 16 
han sido considerados por la Environmental Protection Agency 
(EPA) como tóxicos, recalcitrantes y cancerígenos1,2. Además, 
estos compuestos no se degradan fácilmente bajo condiciones 
naturales y su persistencia en el ambiente incrementa al au-
mentar su peso molecular. Se ha reportado que los HPAs se 

encuentran en todos los componentes del medio ambiente y 
se bioacumulan en los organismos3.

Es por ello, que se han sumado esfuerzos para encontrar 
organismos que sean capaces de tolerar y degradar estos com-
puestos con la finalidad de emplearlos en nuevas estrategias 
biotecnológicas de saneamiento ambiental. La biorremedia-
ción emplea organismos para degradar, detoxificar o biotrans-
formar compuestos tóxicos y convertirlos en menos tóxicos o 
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inocuos4. Dentro de dichos organismos, se ha demostrado que 
los hongos cuentan con un sistema enzimático de degradación 
de lignina (SEDL) que, por su baja especificidad de sustrato, 
es capaz de biotransformar eficientemente HPAs5. Dentro del 
grupo de hongos, los hidrocarbonoclásticos extremófilos sur-
gen como un grupo heterogéneo que vive de manera óptima 
en condiciones extremas y tiene una alta capacidad de usar 
hidrocarburos como única fuente de carbono y energía5.

En este sentido, existen algunas especies de hongos ca-
paces de tolerar y degradar estos hidrocarburos puesto que 
producen extracelularmente enzimas que catalizan reacciones 
oxidativas. Entre las enzimas con alto potencial en biocatálisis 
ambiental, han sido reportadas la citocromo P-4506, la lignina 
peroxidasa (LigP)7, la manganeso peroxidasa (MnP)8,9, la cloro-
peroxidasa10, la lacasa (Lac)11 y las benzopireno hidroxilasa12.

Dentro de éstas exoenzimas oxidativas, se destacan las 
lacasas (EC 1.10.3.2), las cuales son enzimas glicosiladas, 
multicobre, cuya función es catalizar la oxidación de compues-
tos fenólicos, polifenólicos y aminas aromáticas, mediante el 
acoplamiento con la reducción de oxígeno a agua13. Sin embar-
go, esta enzima presenta una amplia inespecificidad de sustra-
to, por lo que puede oxidar una gran variedad de compuestos, 
tales como colorantes, pesticidas, disrruptores endocrinos e 
HPAs14. La lacasa ha sido utilizada a nivel industrial para el 
análisis de drogas, el blanqueamiento en la industria papelera 
y textil, la síntesis de polímeros y en procesos de biorremedia-
ción y saneamiento de aguas residuales15. En el caso de los 
HPAs, se ha reportado que esta enzima es capaz de oxidar naf-
taleno, fenantreno, antraceno, benzopireno, 9 metilantraceno 
y 2 metilantraceno16.

Sin embargo, aunque estas enzimas son capaces de de-
gradar hidrocarburos, en algunos casos, en el proceso de bio-
transformación se podrían generar compuestos más tóxicos 
que los HPAs originales, por lo que deben realizarse pruebas 
de ecotoxicología a fin de verificar la posible generación de 
compuestos más tóxicos que el contaminante original17.

En la búsqueda de hongos que sean capaces de sintetizar 
estas enzimas para su uso potencial en procesos de degrada-
ción de hidrocarburos, se han aislado hongos de ambientes 
extremos, tales como el caso del Lago de Asfalto de Guanoco, 
ubicado en el estado Sucre en Venezuela18. Este lago de asfalto 
tiene una superficie de 420 hectáreas, presenta una baja con-
centración de nutrientes debido a que está conformado casi 
en su totalidad por asfalto y se caracteriza por contener 83% 
carbono, 11% hidrógeno y 6% azufre19.

En la presente investigación se aisló del Lago de Asfalto 
de Guanoco el hongo Trametes coccinea, el cual es un hon-
go de pudrición blanca, capaz de producir a nivel extracelular 
enzimas tales como celobiohidrolasas, glucanohidrolasas, β- 
glucosidasas, xilanasas, α-amilasa, lignina peroxidasa, manga-
neso peroxidasa, fenoloxidasa20,21 y, adicionalmente, sintetiza 
grandes cantidades de la enzima lacasa22. También, se ha des-
crito que este hongo es capaz de degradar antraceno (67.5%), 
pireno (31.1%)23, fenantreno (45.6%) y benzo[a]antraceno 
(90.1%) en 14 días a una temperatura de 28°C24.

Los objetivos principales de este trabajo fueron: i) aislar e 
identificar un hongo con alta capacidad de degradar HPAs del 
Lago de Asfalto de Guanoco, ii) determinar la tolerancia del 
hongo a distintas concentraciones de HPAs, iii) identificar cam-
bios en la actividad de las enzimas lacasas ante su exposición 
a distintos HPAs, y iv) analizar la variación en la toxicidad de los 
HPAs tras su biotransformación por el hongo.

Materiales y métodos

Aislamiento, caracterización taxonómica e identificación 
molecular

Un hongo Basidiomycota de identificación desconocida, el 
cual fue adoptado en nuestro Laboratorio de Petromicrobiolo-
gía como el Soldado Desconocido, fue aislado de una raíz de 
una dicotiledónea que se encontraban inmersa en medio del 
Lago natural de Asfalto de Guanoco, ubicado en el estado Su-
cre en Venezuela, al Norte de América del Sur (Figura 1). La 
raíz se colocó en una bolsa plástica en oscuridad y fue con-
servada en el laboratorio a +4oC. A los tres meses apareció el 
basidiocarpo creciendo sobre la raíz del árbol (Figura 2A). 

Para su aislamiento, se seccionó un trozo del contexto del 
hongo en condiciones de esterilidad y se sembró en placas con 
medio Power25 donde, tras sucesivos repiques, se obtuvo un 
cultivo axénico (Figura 2B). 

La identificación taxonómica se realizó mediante la carac-
terización de su morfología macro y microscópica (color del 
basidiocarpo, hifas, conidias, clamidosporas, conidióforos y 
células conidiogénicas). La información fue recopilada en una 
descripción y se comparó con la literatura especializada.

La identificación molecular de este organismo se reali-
zó inoculando esporas en medio MPPY según la metodología 
propuesta por Montenegro et al.26 y Naranjo et al.27 y fueron 
incubadas en un agitador a 30°C y 250 rpm durante 48 h. Pos-
teriormente, el micelio fue recuperado por filtración utilizando 
un filtro Nytal, se lavó dos veces con NaCl al 0.9% (P/V), se 
congeló con nitrógeno líquido y se almacenó a -80°C. Luego, 
se tomaron 300-500 mg de micelio, se pulverizó con nitróge-
no líquido y se añadieron 1 mL de tampón de rotura (0.18 M 
Tris/HCl pH 8.2, 10 mM EDTA, 1% SDS) y 1 mL de fenol, se 
incubó por 30 min a 50°C con agitación en Vórtex cada 5 min. 
Luego, se extrajo el ADN genómico con fenol/CIA (fenol:clo-
roformo:alcohol isoamílico, 25:24:1) y se repitió este procedi-
miento hasta que la interface quedó limpia. El ADN genómico 
fue precipitado con 2.5 vol de etanol y 0.1 vol de 3M acetato de 
sodio (pH 3.2) y se conservó durante la noche a -20 oC. Al día 
siguiente, la muestra se centrifugó a 14.000 rpm a RT, se hizo 
un lavado con ETOH al 70% y el ADN se resuspendió en buffer 
Tris-EDTA (TE)28.

Para la identificación molecular se amplificó por PCR la 
región 26S rRNA, utilizando los cebadores: NL1(sentido): 5’…
GCATATCAATAAGCGGAGGAAA AG…3’ y NL4 (antisentido): 
5’…GGTCCGTGTTTCAAGACGG…3’. Las reacciones de PCR se 
llevaron a cabo en un termociclador Applied Biosystems 2720 
empleando una concentración final de los deoxiribonucleo-
tidos trifosfatos (dNTP’s) de 0.25 mM y 100-250 ng de ADN 
genómico como molde. Las condiciones de PCR fueron las si-
guientes: i) pre-desnaturalización a 95°C por 5 min, seguidos 
por 30 ciclos de ii) desnaturalización a 95°C por 5 min, iii) ani-
llamiento a 52°C por 30 s, iv) extensión a 72°C por 1 min y, v) 
una extensión final a 72°C por 7 min.

El producto de PCR obtenido (600 pb) fue doblemente pu-
rificado utilizando el kit de purificación Wizard Genomic DNA 
Purification Kit Promega (Madison, WI). Posteriormente, las 
muestras de ADN fueron enviadas a secuenciar en UC Ber-
keley DNA Sequencing Facility (California, USA). El análisis 
in silico de las secuencias de nucleótidos se realizó utilizan-
do los programas DNASTAR Programs (DNASTAR, Inc., UK), 
BLASTN29 utilizando formato FASTA30.
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Figura 1. Localización espacial de Lago de Asfalto de Guanoco.

Figura 2. Soldado Desconocido creciendo en una raíz de dicotiledónea inmersa en el Lago natural de Asfalto de Guanoco (A). 
Cultivo axénico del Soldado Desconocido en medio Power (B).

Prueba de tolerancia del hongo a los HPAs en medio 
sólido BSM

Para determinar la tolerancia del hongo a los HPAs, en 
principio, se utilizó como base el medio salino básico (BSM)31. 
los HPAs se diluyeron inicialmente en una mezcla de 20 ml de 
acetona/ tween 80/agua y se ajustaron a las siguientes con-
centraciones: 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800 y 1600 mg/L en 
medio BSM. Cada 24 horas y durante 8 días, se realizaron me-
diciones del diámetro de las colonias con un vernier calibrado 
a fin de determinar su tasa de crecimiento.

Índice de Tolerancia
El índice de tolerancia (IT) se determinó a los 8 días de in-

cubación del hongo con los diferentes HPAs a 30°C, mediante 
la siguiente ecuación:

Donde:
LMt = es la longitud del micelio tratado con los HPAs.
LRc = es la longitud del micelio control.

Beatriz Pernía, Hector Urbina, Meralys González, Lucia Sena, Yanet Villasana, Leopoldo Naranjo-Briceño
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Prueba de tolerancia del hongo a los HPAs en medio 
líquido BSM

Una vez conocida la concentración mínima inhibitoria de 
HPAs que no afectaba el crecimiento del hongo, se inocularon 
95 ml de medio BSM con 20x104 esporas de T. coccinea y se 
incubaron a 30ºC por 7 días. Al día 7 se procedió a añadir 5 
mg/L de cada uno de los HPAs (naftaleno, fenantreno y pireno) 
diluidos en una mezcla tween-acetona con un volumen final de 
100 ml. Se utilizó como control en hongo en medio BSM con el 
diluente tween-acetona. Todos los experimentos se realizaron 
por triplicado. Se tomaron muestras a los días 0, 1, 3 y 5.

Efecto de los HPAs sobre la actividad enzimática de las 
enzimas extracelulares guaiacol peroxidasa, lignina 
peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa

Para determinar la actividad de la guaiacol peroxidasa 
se utilizó la metodología de Fielding y Hall (1978) citada por 
Chaoui et al.32. La actividad de la enzima se determinó siguien-
do el incremento en la absorbancia a 470 nm por la polime-
rización  del Guaiacol. Utilizando el coeficiente de extinción 
(26.6/mM x cm) se llevaron a unidades de enzima por g de 
peso fresco, definiéndose una unidad de enzima como la can-
tidad de enzima que produce 1 μmol de tetraguaiacol en 1 min 
a 25°C. Para llevar a cabo la reacción, se mezcló 25 mM de 
buffer fosfato (pH 7) con 10 mM de H2O2, 9 mM de guaiacol y 
25 μl del cultivo enzimático.

La actividad de la LiP se midió siguiendo la metodología 
propuesta por Troller et al.33 y fue analizada mediante la oxida-
ción del alcohol veratrílico en una mezcla de reacción que con-
tenía: alcohol veratrílico (20 mM) en un buffer 0.5 M de fosfato 
de sodio (pH 3.0), como agente oxidante peróxido de hidrógeno 
al 30 % y 0.025 mL del cultivo enzimático. La oxidación del 
alcohol veratrílico fue monitoreada de 0-200 s por medio del 
incremento de la absorbancia a 310 nm. La unidad de actividad 
enzimática (U) se definió como: 1 μM alcohol veratrílico oxida-
do por mL de sobrenadante en un min (ε310 = 9.3 mM-1.cm-1)

La actividad de la MnP se determinó según la metodología 
propuesta por Papinutti et al.34 y fue analizada por medio de la 
oxidación del rojo de fenol, en una mezcla de reacción consti-
tuida por: 0.1 mL de rojo de fenol (0.1 %) en un buffer 0.5 M de 
fosfato de sodio (pH 5.0), cofactor 0.1 mL de sulfato de man-
ganeso (1 mM) y 0.04 mL del cultivo enzimático. La oxidación 
del rojo de fenol fue monitoreada de 0-200 s por medio del 
incremento de la absorbancia a 610 nm. La unidad de actividad 
enzimática (U) se definió como: 1 μM rojo de fenol oxidado por 
mL de sobrenadante en un min (ε610 = 22.0 mM-1.cm-1).

La actividad de la Lac fue determinada según la meto-
dología propuesta por Saparrat et al.35 siguiendo la oxidación 
del ABTS en una mezcla de reacción constituida por: 0.01 mL 
de ABTS (25 mM) en un buffer 0.1 M de tartrato de sodio (pH 
5.0) y 0.1 mL del cultivo enzimático. La oxidación del ABTS 
fue monitoreada de 0-200 s por medio del incremento de la 
absorbancia a 436 nm. La unidad de actividad enzimática (U) 
se definió como: 1 μM ABTS oxidado.

Estimación de proteínas totales
La concentración de proteínas se estimó en el sobrena-

dante utilizando el método de Bradford36 y como estándar BSA.

Actividad de la enzima lacasa en un zimograma
Para observar la actividad de las isoenzimas de la lacasa 

por separado, se corrió un gel PAGE al 12 % bajo condiciones 
no denaturalizantes y, posteriormente, se fijó por 10 min con 

una solución 30% metanol y 10% ácido acético. El gel se in-
cubó en una solución que contenía 5 mM de ABTS en buffer 
tartrato 0.5 M pH 5.0. Finalmente, se tiño el gel con azul de 
coomasie para verificar el peso molecular de las isoenzimas y 
para confirmar que la diferencia en la actividad no era debido 
a la concentración de la enzima sino a su activación por los 
HPAs.

Actividad de enzimas peroxidasas en gel
Para observar la actividad de las enzimas peroxidasas se uti-

lizó el mismo protocolo anterior para el ABTS sólo que en este 
caso, en vez de ABTS, se utilizó 5 mM de Guaicol y 10 mM de H202.

Ensayos de toxicidad empleando Lactuca sativa como 
bioindicador

A fin de determinar variaciones en la toxicidad de los 
compuestos antes y después de haber sido biotratados con el 
hongo, se practicó una prueba de toxicidad según el protocolo 
propuesto por la USEPA EPA 00/3-88-029. En primer lugar, 
se estandarizó la concentración de medio de cultivo a utilizar, 
partiendo de la premisa de utilizar una dilución a la cual ni el 
medio de cultivo BSM ni el medio BSM en presencia del hongo 
fuese tóxico. En pruebas previas se determinó que la dilución 
óptima del sobrenadante era 1:15. Todos los extractos se con-
servaron durante la noche a -20°C previo a los ensayos con el 
fin de inactivar las enzimas ligninolíticas. Se calculó el Índice 
Integral de Fitotoxicidad (IIF) utilizando la fórmula propuesta 
por Pernía et al.17: 

Donde:
SGM = número de semillas germinadas de la muestra, es 

el promedio del número de semillas germinadas en las cuatro 
réplicas para cada tratamiento (n = 4).

SGC = número de semillas germinadas del control, es el 
promedio del número de semillas germinadas en las cuatro 
réplicas del testigo (n = 4).

LRM = Longitud de la radícula de la muestra, es el pro-
medio de la medición en centímetros de las radículas de 10 
plántulas por réplica de cada tratamiento (n = 40).

LRC = Longitud de la radícula del control, es el promedio 
de la medición en centímetros de las radículas de 10 plántulas 
por réplica del testigo (n = 40).

LHM = Longitud del hipocótilo de la muestra, es el pro-
medio de la medición en centímetros de los hipocótilos de 10 
plántulas por réplica de cada tratamiento (n = 40).

LHC = Longitud del hipocótilo del control, es el promedio 
de la medición en centímetros de los hipocótilos de 10 plántu-
las por réplica del testigo (n = 40).

Este índice muestra los resultados de -100 a +100 pudién-
dose interpretar en términos de porcentaje. También permite 
observar no solo los efectos de inhibición de crecimiento (va-
lores positivos), sino también los efectos de estimulación de 
crecimiento (valores negativos).

Análisis estadísticos
Para el análisis estadístico se aplicó una prueba de An-

derson-Darling para verificar la distribución normal de los 
datos. Con la finalidad de analizar la homocedasticidad de los 
tratamientos se aplicó una prueba de Levene. Para comparar 
entre las medias de crecimiento, concentración de proteínas, 
actividad enzimática y crecimiento de las plántulas se aplicó 
una prueba ANOVA de una vía con test a posteriori de Dunnet 
o Tukey (p<0.05). Todas las pruebas estadísticas se realizaron
con el programa Minitab versión 19.

Trametes coccinea IDEA, un hongo súper productor de lacasa aislado de un lago natural de asfalto: Tolerancia y biotransformación de hidrocarburos policíclicos aromáticos
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Resultados

La caracterización taxonómica y la identificación molecular 
del Soldado Desconocido determinaron que pertenece a la 
especie Trametes coccinea

El hongo Basidiomycota creciendo en una raíz de una di-
cotiledónea fue exitosamente aislado a partir de su micelio 
aéreo. La descripción taxonómica del Soldado Desconocido 
fue la siguiente: colonias blancuzcas cuando están jóvenes y a 
medida que maduran se tornan amarillentas con pigmentación 
anaranjada, crecen de forma zonada, superficial y con borde 
entero, algodonosas y superficiales (Figura 2B). Conidiogéne-
sis tretrica, enteroblástica, baxautica. Las hifas son hialinas, 
de pared delgada y lisa, con fíbulas ramificadas. Los conidió-
foros no están diferenciados. Conidios hialinos, cilíndricos a 
globosos, algunos con una ligera constricción central, con ex-
tremos truncados cuando recién están escindidos de las hifas 
y con extremos redondeados cuando están maduros, de pared 
delgada y lisa, sin gútulas, aseptados, excisión esquizolítica. 
Clamidiosporas hialinas, obclavadas, solitarias, terminales a 
intercalares, algunas con un extremo truncado, de pared en-
grosada y lisa. Basidiocarpo, constituido por hifas esqueléticas, 
hialinas, y sin septos (Figura 3).

La caracterización taxonómica y la identificación molecu-
lar permitieron determinar que el Soldado Desconocido per-
tenecía a la especie Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill 1904, 
Polyporaceae, el cual actualmente ha sido re-clasificado como 
Trametes coccinea (Fr.) según Li y He38.

Tolerancia de T. coccinea a los HPAs estudiados
Los resultados mostraron que T. coccinea tiene toleran-

cia al naftaleno y al pireno, a excepción del fenantreno el cual 
fue tóxico para el hongo a bajas concentraciones. En cuanto al 
naftaleno pudimos observar un efecto tóxico a partir de 800 
mg/L, donde el índice de tolerancia se redujo a 0.77 y 0.60 a 
800 y 1600 mg/L, respectivamente. El porcentaje de creci-
miento del hongo se redujo en el tratamiento con 800 mg/L a 
77.25% y 59.61% a 1600 mg/L (F = 148.71; p = 0.000).

El fenantreno generó una reducción de crecimiento del 
hongo a partir de 25 mg/L, con una disminución de 78.43%, 
70.20%, 72.55%, 66.67%, 66.27% y 61.96% a 25, 50, 100-
200, 400, 800 y 1600 mg/L, respectivamente (F = 70.50; p = 

0.000). De la misma manera, el índice de tolerancia se redujo 
al aumentar la concentración de fenantreno hasta 0.62 a 1600 
mg/L.

El pireno fue el HPA menos tóxico para T. coccinea, ya que 
no presentó inhibición del crecimiento hasta los 800 mg/L de 
pireno. Solo se apreció una ligera reducción a altas concentra-
ciones (1600 mg/L), donde hubo una disminución significativa 
del crecimiento de 20.78% (F = 70.50; p =  0.000), concomitan-
te con una reducción del índice de tolerancia (0.78).

Una vez que se determinó el efecto tóxico de los HPAs 
sobre el crecimiento del hongo, se tomó la decisión de traba-
jar en medio líquido con una concentración mínima inhibitoria 
de 5 mg/L considerando el efecto tóxico del fenantreno, a fin 
de poder comparar los efectos de los distintos HPAs sobre las 
actividades enzimáticas del SEDL de T. coccinea, la concentra-
ción de proteínas totales y la fitotoxicidad. 

Efecto de los HPAs sobre la concentración de proteínas 
totales y la actividad de las enzimas ligninolíticas: La 
isoenzima lacasa de 68 Kda se induce en presencia de HPAs

En cuanto a la concentración de proteínas totales en el 
sobrenadante, se observó un incremento en el tiempo para 
todos los tratamientos (Figura 5). Sin embargo, se encontró 
una reducción en la concentración de proteínas en el sobrena-
dante del hongo tratado con naftaleno desde el primer día de 
exposición. En el día 1, se observó una reducción significativa 
en la concentración de proteínas totales en el sobrenadante 
del tratamiento con naftaleno, de 0.093±0.001 mg/mL en el 
control a 0.068±0.002 mg/mL (F = 14.11; p = 0.001). En el día 
5, también se apreció una disminución en el contenido protéico 
para los tratamientos con naftaleno y fenantreno según Anova 
de una vía y test a posteriori de Dunnet (F=26.64; p= 0.000). Se 
evidenció una reducción en el contenido de proteína en el tra-
tamiento con naftaleno, de 0.121±0.006 mg/mL en el control 
a 0.085±0.011 mg/mL (F = 7.98; p = 0.000) y en el biotratado 
con fenantreno se redujo a 0.101±0.01 mg/mL.

Al estudiar el efecto sobre la síntesis de enzimas ligni-
nolíticas, no se evidenció actividades de las enzimas guaiacol 
peroxidasa, LigP ni MnP. Sin embargo, se observó una fuerte 
inducción de la actividad lacasa en presencia de pireno y naf-
taleno. En la Figura 6A se observa un incremento en el tiempo 
para la actividad lacasa en todos los tratamientos la cual se vió 
fuertemente inducida en presencia de pireno y naftaleno. En el 

Figura 3. Fotografía y dibujos del Soldado Desconocido en medio de cultivo (A). Conidias (c), hifas productoras de conidias, 
clamidosporas (cl), clamidosporas intercalares (icl), fíbulas(cc) e hifas (h) en microscopio óptico1000X (B).
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Figura 4. Porcentaje de tolerancia e inhibición del crecimiento del hongo T. coccinea en medio sólido BSM expuesto a distintas 
concentraciones de HPAs. Naftaleno (A), Fenantreno (B), Pireno (C). Las barras y puntos representan la media ± desviación 
estándar (n=3). Letras iguales señalan que no hay diferencias estadísticamente significativas según ANOVA de 1-vía p<0.05 y 
test a posteriori de Tukey.  
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día 1, se evidenció un aumento significativo de la actividad la-
casa en el sobrenadante del tratamiento con pireno, incremen-
tando de 5.95±4.96 U/mgP en el control hasta 96.90±51.10 
U/mgP (F = 5.70; p = 0.027). Para el día 3, la actividad de la 
lacasa incrementó en el tratamiento con naftaleno de 18.81 a 
104.91 U/mgP (F = 4.98; p = 0.039) y, para el día 5, se evidenció 
un fuerte estímulo de esta acividad enzimática en presencia 
de pireno (124.85±14.76 U/mgP) y naftaleno (167.95±16.23 U/
mgP) (F = 22.45; p = 0.001).  

Además, los zimogramas con ABTS (Figura 6B) muestran 
3 isoenzimas de la lacasa con pesos moleculares estimados 
de 68, 58 y 56 KDa. De estas, la isoenzima que mostró una 
mayor actividad en presencia de los HPAs fue la de mayor peso 
molecular (68 KDa), especialmente, en presencia de naftaleno 
y pireno. En nuestro laboratorio se realizó esta misma prueba 
con un sobrenadante enriquecido con almidón y se vió un in-
cremento en la actividad de las dos isoenzimas de menor peso 
molecular (datos no mostrados), de donde se desprende que la 
activación enzimática de las distintas isoenzimas depende del 
sustrato, en este caso, los HPAs estudiados.

Variación en la toxicidad de los HPAs tras su 
biotransformación por T. coccinea: La biotransformación de 
pireno estimula el crecimiento de las plántulas de L. sativa.

Se observó una variación en la toxicidad de los HPAs sobre 

Figura 5. Concentración de proteí-
nas totales de T. coccinea en medio 
líquido BSM y medio BSM suple-
mentado con 5 mg/L de naftaleno, 
fenantreno y pireno, durante 5 días.
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el crecimiento de L. sativa luego de ser biotratados con el hon-
go. Con respecto al porcentaje de germinación, se observó una 
disminución ante la exposición a naftaleno (91.67 %), naftale-
no biotratado con T. coccinea (93.33 %), fenantreno biotratado 
(91.67 %), pireno (96.67 %) y pireno biotratado (95.00 %). Sin 
embargo, esta disminución no fue significativa con respecto al 
control (100 %) (p>0.05). 

Por otro lado, la longitud de las radículas de las plántulas 
se redujo ante la exposición a los HPAs (F = 15.54; p = 0.000). 
La longitud media de los controles fue de 2.01 cm el cual dis-
minuyó en los tratamientos de naftaleno biotratado (1.34 cm), 
fenantreno biotratado (1,49 cm) y pireno (1.57 cm). En el caso 
del pireno biotratado (2.34 cm), mostró un estímulo de creci-
miento en comparación al pireno solo (1.57 cm).

Las pruebas de fitotoxicidad mostraron que ocurrió un 
proceso de biotransformación de los HPAs al observarse di-
ferencias en los niveles de toxicidad de los compuestos al ex-
ponerlos al hongo. En el caso del naftaleno y el fenantreno, el 
contacto con el hongo generó compuestos más tóxicos que el 
compuesto original mientras que, por el contrario, en el caso 
del pireno se generaron compuestos menos tóxicos, lo que se 
reflejó como un estímulo significativo en el crecimiento de las 

plántulas de L. sativa.
En este sentido, el IIF empleado en la presente investiga-

ción, mostró que el naftaleno promueve un estímulo de creci-
miento con un valor de -6 y, luego del tratamiento con T. coc-
cinea, genera una toxicidad con un valor de IIF de 17. De igual 
manera que el naftaleno, el fenantreno promueve un estímulo 
de crecimiento de -20 y, cuando es biotratado por el hongo, se 
evidenció una toxicidad de 16. Por el contrario, el pireno inicial-
mente fue tóxico para las plantas (2) y, luego de su exposición 
con el hongo, se observó un estímulo del crecimiento de -20, el 
cual pudiera deberse a la generación de sub-productos menos 
tóxicos que el original, en este caso, el pireno.

Discusión
El hongo T. coccinea aislado del Lago de Asfalto de Gua-

noco tiene la capacidad de tolerar ambientes extremos con 
altas temperaturas y contaminados con hidrocarburos recal-
citrantes. En el presente trabajo, la cepa aislada fue capaz de 
crecer sobre bajas concentraciones de HPAs sin síntomas de 
toxicidad. Esta capacidad podría deberse a la presión adap-
tativa de esta cepa al vivir en presencia de asfalto y a bajas 
concentraciones de nutrientes. Además de ello, una cepa de 
esta misma especie fue aislada por Dantán-González et al.38, 
creciendo en un tronco cubierto de crudo cercano a una refine-

ría en Veracruz, México, lo que demuestra su alta tolerancia a 
los hidrocarburos.

En el presente estudio no se observaron las actividades 
enzimáticas guaiacol peroxidasa, LigP ni MnP, resultados que 
coinciden con los reportados por otros autores que señalan 
que la principal enzima extracelular oxidtiva del SEDL de P. 
sanguineus (formalmente T. coccinea) es la lacasa23,24. Sin em-
bargo, contrastan con los resultados obtenidos por Esposito 
et al.20 quienes encontraron actividades LigP y MnP al exponer 
al hongo a extracto de malta, lo que sugiere que, aunque esta 
especie sintetize exoenzimas oxidativas en presencia de algu-
nos sustratos como la malta, las mismas no se estimulan en 
presencia de los HPAs estudiados en la presente investigación 
(naftaleno, fenantreno y pireno) ni en los estudiados por Li et 
al.24, quienes expusieron el hongo a fenantreno, benzo[a]antra-
ceno y a antraceno.

Por otro lado, una posible explicación de la baja actividad 
lacasa los primeros días del experimento se debe a la presen-
cia de glucosa en el medio, la cual, al irse consumiendo por 
el hongo, la actividad de la enzima incrementa proporcional-
mente a la desaparición de la glucosa en el caldo de cultivo. 
A este respecto, Siqueira et al.21 reportaron la inhibición de la 
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Figura 6. A. Actividad de la enzima lacasa en medio BSM control y suplementado con 5 mg/L de los diferentes HPAs B. Zimo-
grama de los sobrenadantes de T. coccinea expuestos a los HPAs por 5 días y 5 mM de ABTS. Al lado, el mismo gel teñido con 
azul de coomasie.  PM: peso molecular, Control: T. coccinea en medio BSM y medio BSM con 5 mg/L de NAF: naftaleno, FEN: 
fenantreno y PIR: pireno.

producción de la α-amilasa en presencia de glucosa, por lo que 
sugieren que esta fuente de carbono y energía pudiera generar 
represión catabólica.

Al igual que en el presente trabajo, otros trabajos reportan 
la presencia de varias isoenzimas de la lacasa. García et al.39  

encontraron 3 isoenzimas con distintos pesos moleculares, 
entre ellas una de 68 Kda, lo cual coincide con la isoenzima 
que se activó en T. coccinea en prencia de  naftaleno y pireno 
en nuestro estudio. De igual manera, Litthauer et al.40 encon-
traron una lacasa termoestable de 58 KDa, pH óptimo 3-5, que 
toleraba temperaturas de 50-75°C. Así mismo, Dantán-Gonzá-
lez et al.38 aislaron dos isoenzimas de lacasa de 68 KDa con PI 
de 7.00 y 7.08, respectivamente. En nuestro caso, observamos 
la presencia de 3 isoenzimas de pesos moleculares distintos: 
56, 58 y 68 KDa. Se pudiera sugerir, que la activación de las 
distintas isoenzimas lógicamente podría depender del sustrato 
utilizado, en este caso, por los HPAs ensayados.

En este sentido, la inducción de la actividad de la lacasa 

de 68 KDa de T. coccinea en presencia de naftaleno y pireno, 
sugiere que esta enzima podría reconocer estos compuestos 
como sustratos con una mayor especificidad. En otras pruebas 
realizadas en nuestro laboratorio, observamos que la actividad 
de la lacasa de T. coccinea en un medio rico en almidón se vio 
duplicada al añadir 5 mg/L de pireno, lo que confirma la induc-
ción de esta enzima ante la exposición a este HPA.

La capacidad de la lacasa para degradar distintos com-
puestos orgánicos se debe a su baja especificidad de sustrato. 
Se ha demostrado que ciertos compuestos recalcitrantes tales 
como pesticidas, colorantes, bifenilos policlorados y diversos 
HPAs presentan una similaridad estructural con la lignina - 
sustrato original de la lacasa - y son degradados por la misma.

Con respecto a la toxicidad de los HPAs tratados con T. coc-
cinea, se evidenció un incremento en la toxicidad del fenantre-
no al ser biotratado con el hongo. Según Li et al.24, esta especie 
transforma el fenantreno en 9,10-fenantrenodiona mediado por 
la enzima lacasa y se conoce que las dionas son muy tóxicas. 
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Además, se ha demostrado que esta especie degrada el fenan-
treno via lacasa y también por la enzima citocromo P450, donde 
se genera el metabolito secundario 2-methyl- phenol24.

Aunque T. coccinea es capaz de degradar hidrocarburos y 
es promisorio para fines de biorremediación, se sugiere el uso 
de la enzima lacasa purificada (Ej. isoenzima lacasa de 68 Kda) 
debido a la posibilidad de generar compuestos más tóxicos al 
original, como en el caso de naftaleno y fenantreno. Por otro 
lado, se ha descrito que T. coccinea (previamente P. sangui-
neus) tiene propiedades antibióticas sobre varias especies bac-
terianas41, lo cual podría ser contraproducente ya que, por un 
lado, no se pueden generar consorcios con bacterias con fines 
de biorremediación y, por otro lado, el hongo podría eliminar 
bacterias autóctonas presentes en los suelos contaminados 
con capacidad de mineralizar HPAs.

Conclusiones
El hongo Trametes coccinea fue aislado del Lago natural 

de Asfalto de Guanoco y demostró tolerancia hacia los hidro-
carburos naftaleno, fenantreno y pireno. Además, se evidenció 
que estos HPAs estimulan a la enzima lacasa, especialmente 
la isoenzima de 68 kDa que podría estar implicada en la oxi-
dación inicial en el proceso de degradación de hidrocarburos. 
También se observó una variación en la toxicidad de los hi-
drocarburos sobre la especie L. sativa al ser biotratados por 
T. coccinea, generándose una mayor toxicidad en el caso del
naftaleno y el fenantreno, mientras que, en el caso del pireno,
disminuyó su toxicidad. Se recomienda trabajar con la enzima
lacasa purificada para fines de biorremediación de suelos y
aguas contaminados con HPAs.

Figura 7. Efecto de los sobrenadantes de T. coccinea crecido en distintos HPAs sobre  la germinación y el crecimiento de radí-
culas e hipocótilos de plántulas de L. sativa  expuestos a agua= control agua, BSM = control medio BSM, Tc = control hongo en 
medio BSM, NAF = medio BSM con 5 mg/L de naftaleno, Naf-Tc = medio BSM con naftaleno y T. coccinea, Fen = medio BSM con 
naftaleno, Fen-Tc= medio BSM con naftaleno y T. coccinea, Pir = medio BSM con  naftaleno, Pir-Tc = medio BSM con  naftaleno 
y T. coccinea durante 5 días. Los resultados se muestran como medias ± desviación estándar (n=30). *Estadísticamente signifi-
cativas en comparación al control agua, según ANOVA de 1-vía y test de Dunnet p<0.05. B. Índice Integral de Fitotoxicidad (IIF) 
para las plantas de L. sativa expuestas a los distintos sobrenadantes.
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