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Introduccién

La agricultura es una actividad de mucha importancia no s6lo en México sino a nivel mundial, debido a que
desempefia un papel crucial en la economia del pais, es un gran generador de empleos y es la principal
fuente de produccion de alimentos para consumo humano (1).

En los ultimos afios, el sector agricola mexicano no ha parado de crecer, solo en el 2019 el valor de
produccion de cultivos represento una inversion de 675 millones de pesos (2). Jalisco es el estado niumero
uno en la produccién agricola aportando 13.6% del volumen de la producciéon nacional. Del total de la
produccion agroalimentaria en tierras jaliscienses, el 87,8% corresponde a la produccion agricola (3), para
el desarrollo de esta actividad se utilizan diferentes insumos de entre los cuales resaltan los agroquimicos.

Los agroquimicos son sustancias usadas para mejorar la produccion de las cosechas; sin embargo el uso
indiscriminado de estos compuestos ha provocado una alta contaminacion en los suelos agricolas,
causando destruccién de ecosistemas naturales, infertiidad de suelos y pérdida de cultivos (4). Se ha
buscado implementar alternativas amigables con el medio ambiente que nos ayuden a degradar los residuos
de estos productos presentes en suelos agricolas. Una alternativa que ha resultado factible es la
biorremediacion, la cual utiliza la capacidad de los organismos vivos para absorber, degradar o transformar
compuestos de gran impacto ambiental.

La biorremediacion a su vez se divide en 3 grupos: la fitorremediacién, remediacién microbiana y
degradacién enzimatica. Esta ultima resalta debido la importancia de las enzimas como catalizadores
bioldgicos que aceleran la velocidad de una reaccidon quimica especifica. Los organismos con gran
importancia como productores de enzimas son los hongos. Estos son organismos eucariotas que se
caracterizan por estar constituidos por estructuras llamadas hifas y su capacidad de crecimiento es notable.
A su vez estos organismos tienen un alto potencial en biorremediacién de suelos y una alta tolerancia a
condiciones de crecimiento (5).

Una de las principales enzimas utilizadas en la biorremediacion de contaminantes en suelos agricolas es la
lacasa, cuya principal funcién es degradar compuestos similares a la lignina y compuestos organicos
aromaticos tanto fendélicos como no fendlicos de alto impacto ambiental. La amplia variedad de sustratos
que pueden ser degradados por estas enzimas las hace utiles para diferentes procesos biotecnoldgicos
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tales como degradacién de tintes y la remocion de compuestos fendlicos, xenobidticos, entre otros
compuestos aromaticos (6).

Entre estos compuestos se encuentran los clorofenoles, estos son un grupo de compuestos quimicos en los
que se ha adicionado uno o varios atomos de cloro a la molécula de fenol. En la agricultura son utilizados
como biocidas y son considerados unos de los compuestos mas peligrosos a nivel mundial (7). Actualmente
se utiliza el 2,4,6-triclorofenol como fungicida, herbicida, insecticida, antiséptico y defoliante. Este compuesto
se encuentra en la lista de prioridades nacionales identificadas por la Agencia de Proteccion Ambiental, por
clasificarse como posible carcinégeno (8). Otro compuesto clorofénolico aplicado en cultivos
agroalimentarios es el acido 2,4-diclorofenoxiacetico aplicado como herbicida sistémico hormonal auxinico,
para control de malezas de hoja ancha.

Entre los estudios relacionados con el tema se encuentra el de Bellot y col. en 2011, quienes mencionan

que los hongos basidiomicetos son capaces de transformar y mineralizar compuestos clorofénolicos
utilizando enzimas ligninoliticas, entre las que se encuentra la lacasa, lo cual confirma su potencial aplicacién
en biorremediacion. Por otra parte Rodriguez en el 2006, demostré que las enzimas ligninoliticas lacasas y
peroxidasas producidas por hongos basidiomicetos, estan implicadas en la degradacién de 2,4-diclorofenol

y benzopireno.

Por lo cual la finalidad de este trabajo fue implementar pruebas bioquimicas en placa para determinar
lacasas a partir de hongos filamentosos con un posible potencial en aplicaciones del area agroalimentaria.

Metodologia

Materiales

Agar Papa Dextrosa (PDA) Bioxon®, cajas petri, acido 2,2-azino-bis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico] (ABTS),
glucosa, KH,PO4 MgSO,4-7H,0, (NH4).SO4, agar, extracto de levadura.

Reactivacion de cepas

Las cepas utilizadas fueron Trichoderma sp, Penicillium sp, Penicillium chrysogenum y Fusarium equiseti.
La reactivacion se realizé por microgota en cajas petri con medio Agar Papa Dextrosa (PDA) Bioxon ® a
30°C durante 5 dias.

Determinacion cualitativa de actividad lacasa

Se determind por ensayos de coloracion del (ABTS) descrita por Montoya, 2014. El medio se preparé con
10g/L de glucosa, 2g/L de KH,POy4, 0.5 g/L de MgSO,-7H.0, 0.2 g/L de (NH:)2SO4, 0.2 g/L de ABTS, 22 g/L

de agar y 0.2 g/L de extracto de levadura. Las cajas fueron incubadas a 30°C durante 72 horas. Para
determinar la actividad enzimatica, posteriormente se midié el tamafo del halo color azul/verdoso con una
regla milimétrica. Posteriormente se observo al estereoscopio LeicaZoom 200.

Determinacién cuantitativa por indice de potencia

Para determinar actividad cuantitativa se determiné la longitud de los halos presentados en el Software
ImageJ utilizando la siguiente expresion:

B Area del halo de actividad

Area de la colonia
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Resultados y discusion

La actividad lacasa se determiné mediante la presencia de un halo azul-verdoso. Esta coloracion se debe a
la reaccion de oxidacion del agente oxidante (ABTS) con el cobre tipo | que contiene la enzima. En figura 1
A,B,C se puede observar cuatro cajas con un control negativo agregando Penicillium sp, Trichoderma sp. y
Penicillium chrysogenum en comparacion con Fusarium equiseti, la cual muestra un halo color azul/verdoso.

Figura 1. A) Control negativo en Penicillium Sp. B) Control
negativo en Trichoderma sp. C) Control negativo en Penicillium
chrysogenum. D) Control positivo en Fusarium equiseti.

Como se muestra en la figura 2 Fusarium equiseti muestra una coloracién azul producida por la actividad
en la caja en presencia de ABTS el cual hace reaccién con el cobre tipo |, presente en las lacasas, del
mismo modo se pueden observar sus estructuras ramificadas.

Figura 2. Fusarium equiseti
visto al estereoscopio
LeicaZoom 200.

Posterior a la prueba confirmativa se procedié a medir el halo radial de crecimiento de la cepa y el halo
generado por la oxidacion del sustrato obteniéndose un area del hongo 0.79 Tm un area del halo
presentado de 2.54 cm?, con un indice de potencia de 3.21
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Figura 3. A) Medicion del area del crecimiehfo de
la cepa en F. equiseti. B) Medicion del halo de
actividad lacasa presentado en F. equiseti.

La cepa F. equiseti mostrd presencia de actividad lacasa en medio complementado con ABTS. En cuanto
a las condiciones del medio utilizada es posible mencionar que son adecuadas para la determinacion de
lacasas, ya que la coloracion presentada en la caja petri se debe a la reaccién catalitica de oxidacion con el
cobre tipo | presente en la reaccién asociada a la captura y transferencia de electrones tal como lo describe
Montoya en el 2014. Los estudios de Bellot y col. 2011 muestran que las cepas del género Basidiomicetos
son productoras de lacasas, sin embargo, dado el alcance de este trabajo, aun no es posible generalizar
que todas las cepas de Fusarium son productoras de lacasas. En una siguiente etapa se pretende
implementar las lacasas en la degradacion de clorofenoles aplicados a suelos contaminados de la industria
agroalimentaria.

Conclusiones

De las cuatro cepas evaluadas, F. equiseti fue la que tuvo una prueba positiva de actividad enzimatica
lacasa en comparacion con las otras tres cepas. Basandonos en las pruebas realizadas y los resultados
obtenidos podemos concluir que F. equiseti produce lacasas las cuales pueden utilizarse en procesos de
remocion de contaminantes basados en clorofenoles.
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