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Resumen. Los colorantes industriales poseen estructuras
quimicas estables que dificultan su tratamiento mediante
procesos fisicoquimicos convencionales. En los ultimos afos,
como una alternativa biotecnoldgica para la degradacion de
compuestos recalcitrantes, se han utilizado hongos ligninoliticos
de diferentes grupos taxondmicos, que producen enzimas
oxidantes de dichas moléculas. El aislamiento e identificacion
de especies fungicas nativas con potencial decolorante, resulta
promisorio para biorremediar efluentes provenientes de
industrias textiles. En esta investigacion se identificaron, con
base en andlisis de secuencias de las regiones ITS1 e ITS2 y
28S del ADNi; y por sus caracteristicas morfologicas, cuatro
hongos nativos aislados de material lignoceluldsico colectado
en el Valle de Aburrd (Antioquia, Colombia). Los aislamientos
fueron identificados como el ascomycete Leptosphaerulina
sp., v los hongos anamodrficos Trichoderma viride (dos cepas)
y Aspergillus niger.
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Abstract. Synthetic dyes have stable chemical structures
that hinder their treatment by conventional physicochemical
processes. In recent years, as a biotechnological alternative for
degradation of these recalcitrant compounds, wood degrading
fungi of different taxonomic groups have been used. These fungi
produced enzymes with oxidative potential for those molecules.
The isolation and identification of ligninolytic fungi with potential
for discoloration is promising for bioremediation of effluents
from textile industries. In this research, we identified four
native fungi isolated from lignocellulosic material in the Aburra
Valley (Antioquia, Colombia). Identification was made based on
sequence analysis of ITS1-ITS2 regions and 28S rDNA as well as
morphological characteristics. The fungi were identified as the
ascomycete Leptosphaerulina sp., and the anamorphic species
Trichoderma viride (two strains) and Aspergillus niger.

Key words: Biorremediation, decoloration, ligninolytic fungi,
sequencing.

Los colorantes industriales que se emplean en la
industria textil, se seleccionan no sélo por la gran
diversidad de colores que brindan, sino también por
la estabilidad quimica. Durante el proceso de tintura,
una parte de los tintes pasa al agua de enjuague, la
que luego es vertida a los efluentes que generalmente
rodean éstas factorias (Corso y Maganha, 2009).

El impacto negativo de estos colorantes esta
asociado principalmente a la alteracién de los
procesos fotosintéticos del fitoplancton, afectando
gravemente el equilibrio de los ecosistemas acuiferos
en los que son vertidos (Michniewicz et al, 2008).
Ademas, son compuestos con efectos carcinogénicos
y mutagénicos en diferentes organismos, incluyendo
los humanos (Weisburger, 2002; Oliveira et al,

2007). En consecuencia, es prioritario el desarrollo
de tecnologias que conlleven a la degradacién de los
colorantes industriales que permanecen inalterados
en rios y mares, debido a su alto nivel de recalcitrancia
y contaminacion.

Los hongos que crecen sobre la corteza vegetal
despolimerizan y mineralizan la lignina, accediendo a
los carbohidratos de la celulosa y la hemicelulosa. Esta
capacidad se ha aprovechado para desarrollar sistemas
bioldgicos direccionados a tratar contaminantes de
alta estabilidad, como los colorantes sintéticos textiles
(Swamy y Ramsay, 1999; Robinson et al., 2001).

Entre los hongos que han mostrado potencial para
remover tintes a través de procesos de degradacion
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y/o adsorcion, se encuentran levaduras (Niladevi
y Prema, 2008), Ascomycetes filamentosos y sus
formas anamorficas (hongos mitospdricos) y diversos
Basidiomycetes asociados fundamentalmente a la
podredumbre blanca (Toh et al, 2003; Kandelbauer
y Guebitz, 2005).

Considerando la importancia de la degradacion
enzimatica como una alternativa para el biotratamiento
de colorantes industriales, en esta investigacion
se identificaron, mediante métodos morfoldgicos
y analisis filogenéticos, hongos nativos obtenidos
de residuos celuloliticos, que en estudios previos
mostraron capacidad de decolorar algunos tintes
utilizados en la industria textil del Valle de Aburra.

MATERIALES Y METODOS

Especies fingicas. Los hongos depositados en
la coleccion del grupo de investigacion Produccion,
Estructura y Aplicacion de Biomoléculas (PROBIOM),
de la Universidad Nacional de Colombia, denominados
LVN6, LVN49 y LVN72, fueron aislados de material
lignoceluldsico del Valle de Aburra; mientras que LVN93,
corresponde a un saprofito comidnmente presente
en dicha regidn. Estos microorganismos fueron
seleccionados por la capacidad de decolorar los tintes
Azul Turquesa Hispasol®, Negro Remazol B® y Rojo
Novacrén® (Placido, 2011). Los aislados se cultivaron
en papa dextrosa agar (PDA) a temperatura ambiente
y se almacenaron a 4 °C hasta su uso posterior.

Purificacion de los hongos nativos. Los hongos
fueron purificados a partir de cultivos monohifales.
Para ello, se cultivaron en medio PDA durante ocho
dias a 28 °C. Luego, cuadrantes de 0,5 cm? de micelio
fueron transferidos a un medio de agar-agua al 2%.
Al cabo de 12 a 24 h, se evalud la generacion de
hifas germinativas bajo estereoscopio. Finalmente,
se transfirid una Unica hifa en crecimiento activo a
nuevas cajas con medio PDA y se incubd por ocho
dias a 28 °C.

Extraccion de ADN. Los hongos purificados se
transfirieron a erlenmeyers de 250 mL con 50 mL de
medio liquido extracto de malta al 2% (ME), tomando
tres porciones de 1 cm? de micelio. Los cultivos
fueron mantenidos a temperatura ambiente durante
16 a 20 dias. Seguidamente, se realizo la filtracion y
secado del micelio, utilizando una bomba de vacio y
papel aluminio perforado. El filtrado fue sometido a
maceracion fisica con nitrégeno liquido.
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La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante dos
métodos: CTAB 3X vy utilizacion del kit comercial
DNeasy plant mini (Qiagen®). Para el primer caso,
se partié de 200 mg de micelio macerado en tubos
eppendorf de 1,5 mL, adicionandose 400 pL de buffer
CTAB 3X (CTAB 3% (p/v), 100 mM Tris HCL, pH 8,0,
1,4 M de NaCl, 20 mM de EDTA pH 8,0) y 150 pL de
SDS 20%. El conjunto se incubd a 65 °C por 30 min.
Luego, se agregd 1 vol. de fenol-cloroformo (1:1),
mezclandose por inversion durante 10 min, para
proceder a centrifugar a 13.000 rpm por 15 min.

Para la precipitacion de los acidos nucleicos se utilizo 1
vol. de isopropanol frio y 0,1 vol. de acetato de sodio 3
M. La mezcla se centrifugd a 13.000 rpm por 30 min. El
pellet generado fue lavado con 400 L de etanol al 70%,
centrifugado a 13.000 rpm por 5 min y resuspendido
en 50-100 L de agua destilada estéril. Finalmente, se
elimind el ARN por tratamiento enzimatico con 3 pL de
ARNasa A (10 mg mL?), a 37 °C por 24 h.

La integridad del ADN obtenido se evalué por
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X
(45 mM Tris-Borato, 1 mM EDTA pH 8,0), suplementado
con bromuro de etidio (0,5 pL bromuro/10 mL), durante
60 min a 70 V. La visualizacion del gel se realizd bajo
luz ultravioleta en un transiluminador Bio Doc Analyze
(Biometra®) y su cuantificacién mediante lecturas a 260
nm en Nanodrop 2000C (Thermo ®).

Cuando el ADN obtenido no era amplificable mediante
PCR, se utilizd el kit comercial a partir de 100 mg
de micelio macerado con buffer de extraccién AP1
y 4 uL de ARNasa A, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

PCR. Los hongos se identificaron molecularmente, a
partir de la amplificacion y secuenciacion de regiones
ITS del ADNr, mediante la utilizacién de los cebadores
universales ITS1 (5’ TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3)
e ITS4 (5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3") (White
et al., 1990) y de la region 5 del ADNr 28S con los
cebadores LROR (5" ACC CGC TGA ACT TAAGC 3) y
LR6 (5" CGC CAG TTC TGC TTA CC 3") (Zuluaga et al.,
2011).

Las reacciones de PCR contenian 1X Buffer PCR (100
mM Tris-HCl pH 8,8, 500 mM KCl, 0,8% v/v Nonidet
P40), 0,2 mM dNTPs, 2 mM MgCl,, 0,4 uM de los
cebadores, 2 U de Taq Polimerasa (Fermentas®), 0,2
WL de BSA (10 mg/pL) y 25 ng de ADN, completandose
con H,0dd hasta 25 pL. La amplificacién se inicié con
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una desnaturalizacion a 95 °C durante 3 min, seguida
de 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 50 s, 72 °C
por 1 min, y una extension final a 72 °C por 5 min. Los
amplicones generados se visualizaron en electroforesis
de agarosa al 1,5%, utilizando como patrén de
referencia el marcador de peso molecular GeneRuler
100 pb (Fermentas®).

Los amplicones del tamafo esperado se purificaron
mediante los kits QIAquick PCR Purification y
QIAquick Gel Extraction (Qiagen®), dependiendo de
su especificidad. Los fragmentos fueron secuenciados
en ambos sentidos mediante el sistema Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (PE
Applied Biosystems®) y su corrido se realizd en
un secuenciador ABI Prism 3730xI (PE Applied
Biosystems®) de la compafiia Macrogen.

Andlisis de secuencias de las regiones ITS y
28S del ADNr. Las secuencias generadas con cada
cebador, se editaron mediante el software Chromas
1.45., construyéndose los consensos con el software
Bioedit 6.0.6. Luego, se dedujeron las secuencias
consenso evaluandose su identidad preliminar por
comparacién con las bases de datos moleculares,
mediante el programa BLAST (http://www.ncbi.nIm.
nih.gov/BLAST/).

Posteriormente, se procedié a su alineamiento con
el algoritmo Clustal W incluido en el software Bioedit
6.0.6, con respecto a secuencias de referencia
obtenidas del GenBank. La matriz generada fue
utilizada para realizar un analisis filogenético basado
en maxima parsimonia (MP) con blsqueda heuristica
y TBR (tree-bisection-reconnection), mediante el
software PAUP 4,0b10 (Swofford, 1998), realizando
1.000 remuestreos y tratando los espacios (gaps)
como quinta base. El soporte de la topologia interna de
los dendrogramas fue considerado mediante andlisis

de bootstrap con 1.000 iteraciones (Felsenstein,
1985).

Caracterizacion morfoldgica. Para la caracterizacion
morfoldgica, cada hongo se cultivd por triplicado en
cajas Petri con los medios PDA, EM y agar-jugo V8,
ubicandose en el centro de las cajas un disco de 4
mm de didmetro del hongo. Con el fin de inducir la
esporulacion, cada replica se mantuvo bajo diferentes
condiciones de fotoperiodo: luz constante, oscuridad
constante y 12 h luz/12 h oscuridad, por 30 dias.

Las observaciones se realizaron en un microscopio
optico Zeiss® acoplado a un sistema fotografico
digital. Se utilizaron como base de comparacion de las
estructuras observadas, las herramientas de busqueda
del Mycobank (http://www.mycobank.org/).

Finalmente, comparando los resultados morfoldgicos
con los andlisis filogenéticos, se identificaron las
especies en cuestion.

Analisis por RAPD. Tres diferentes réplicas del
aislamiento LVNG, seleccionado por la alta capacidad de
decoloracion de tintes sintéticos, fue sometido a analisis
por RAPDs (Random Amplification of Polymorphic DNA)
para su genotipificacion. EI ADN de los tres individuos
(LVN6-1, LVN6-2 y LVN6-3), fue obtenido por los
métodos de extraccion antes descritos. Para los RAPDs
se utilizaron seis cebadores aleatorios (Tabla 1) en
reacciones individuales de 20 pL, que incluyeron 10,8
uL H,0dd, 1X Buffer PCR (100 mM Tris-HCI pH 8,8, 500
mM KCl, 0,8% (v/v) Nonidet P40), 0,2 mM dNTPs, 3
mM MgCl,, 0,4 uM del cebador, 2 U de Taq Polimerasa
(Fermentas®) y 25 ng de ADN. La amplificacion se
inicié con una desnaturalizacion a 98 °C durante 3 min,
seguida de 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 36 °C por 1
min, 72 °C por 2 min, y una extension final a 72 °C por
7 min. Se incluyd un control negativo para cada cebador.

Tabla 1. Cebadores utilizados en el andlisis de RAPDs de hongos nativos del Valle de Aburra, Colombia, con

potencial decolorante de tintes industriales.

Cebador Secuencia

MseI-AC 5'-GAT GAG TCC TGA GTA AAC-3’
MseI-CC 5-GAT GAG TCC TGA GTA ACC-3’
Msel-CG 5-GAT GAG TCC TGA GTA ACG-3’
EcoRI-C 5-GAC TGC GTA CCA ATT CC-3'
EcoRI-A 5-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3'
Msel-C 5-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3’
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Los amplicones generados se visualizaron en
electroforesis de agarosa al 2,5% a 60 V durante
2,5 h, tal y como se describié anteriormente.
Se utilizaron como patrones de referencia los
marcadores de peso molecular GeneRuler 100 pb
y 1 kb DNA Ladder (Fermentas®).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis filogenético de ITS. En los cuatro
aislamientos bajo estudio se logrd la amplificacion del
ADN, generandose bandas de 500 a 600 pb para las
regiones ITS del ADNr (Figura 1).

Figura 1. Amplificacion de las regiones ITS1-2 (Lineas 2-5) y 28S (Lineas 6-9) del ADNr para los cuatro
aislamientos de hongos nativos del Valle de Aburra, Colombia con potencial decolorante de tintes industriales.
Linea 1: Marcador 100 pb Plus. Linea 10: Control negativo.

Los andlisis BLAST y de identidad de las secuencias,
permitieron la identificacidn preliminar de estos hongos

como miembros de los géneros: Leptosphaerulina,

Trichoderma'y Aspergillus (Tablas 2 y 3).

Tabla 2. Homologia de las secuencias de la region ITS1-2 del ADNr de hongos nativos del Valle de Aburra,
Colombia, con potencial decolorante de tintes industriales con respecto al GenBank.

Aislamiento  Homologia en GenBank Namero Tamaiio del Identidad Valore
accesion fragmento
(pb)
LVNG6 Leptosphaerulina americana AY278318.1 518 99% 0,0
LVN49 Trichoderma viride AJ230675.1 606 99% 0,0
LVN72 Trichoderma viride DQ841739.1 580 100% 0,0
LVN93 Aspergillus niger HQ285563.1 547 100% 0,0

El analisis filogenético se realizd con el fin de
identificar los aislamientos a nivel de especie e
incluyd las cuatro secuencias completas, obtenidas
en ambas direcciones en este trabajo. Ademas, se
utilizaron 27 secuencias de hongos depositadas en el
GenBank seleccionadas por presentar altos niveles de
identidad con los aqui obtenidos y dos hongos-roya de
las especies Melampsora laricis populina y Uromyces
trifolii-repentis, utilizados como grupos externos de
analisis (outgroups).
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El alineamiento final de las secuencias alcanzé
629 sitios, 154 de los cuales eran caracteres
constantes, 89 variables pero no informativos y
362 informativos. La longitud del arbol filogenético
con maxima parsimonia fue de 1.420, con indices
de consistencia (IC) y retencién (IR) de 0,71 y
0,90, respectivamente. En el dendrograma se
presentaron cinco clados bien definidos, todos
ellos con soportes de bootstrap >90% (Figura
2).
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Tabla 3. Matriz de identidad de aislamientos de hongos nativos del Valle de Aburra, Colombia con potencial
decolorante de tintes industriales y de cepas de referencia, para la regién ITS1-2 del ADNr.

Aislamiento* LVNG6 LVN72 LNV49 LNV93 L.americana T. viride T. atroviride A. niger

LVN6 ID 0,573 0,573 0,527 0,997 0,573 0,571 0,528
LVN72 0,573 ID 1 0,605 0,571 1 0,992 0,603
LNV49 0,573 1 ID 0,605 0,571 1 0,992 0,603
LNV93 0,527 0,605 0,605 ID 0,525 0,605 0,609 0,998
L. americana 0,997 0,571 0,571 0,525 ID 0,571 0,569 0,527
T. viride 0,573 1 1 0,605 0,571 ID 0,992 0,603
T. atroviride 0,571 0,992 0,992 0,609 0,569 0,992 ID 0,607
A. niger 0,528 0,603 0,603 0,998 0,527 0,603 0,607 ID

* Leptosphaerulina americana, Trichoderma viride; Trichoderma atroviride; Aspergillus niger.

HQ285563 Aspergillus niger
HQ401273 Aspergillus niger
HQ170509 Aspergillus niger

96 F1960824 Aspergillus tubingensis
100 EF121331 Aspergillus awamori
LVN93
AJ2303775 Trichoderma viride
LVN72
100 —% LVN49

R F1481123 Trichoderma viride
] EU718083 7richoderma koningiopsis
1 EU280118 7richoderma ovalisporum

F1442215 Trichoderma koningiopsis

195 15090 EU280129 7richoderma gamsii
| AY154950 T7richoderma atroviride
GQ376098 Trichoderma atroviride
AY131203 Leptosphaerulina trifolif
100 AY278318 Leptosphaerulina americana
LVN6
54 EU732730 Marssonia populi
18070 EU520055 Dothiorella gregaria
HQ630963 Phoma sp.
51 76 o | AB369456 Phoma herbarum
47 60 DQ458892 Lasiodjplodia ganubiensis
64 W{ HM855224 Botriosphaeria rhodina
EU918708 Lasiodjplodia rubropurpurea
| 53 L 56 HQ607943 Nijgrospora oryzae
39, HQ248198 Fusarium oxysporum
48‘1(365156 Fusarium oxysporum
100[ 64 HQ148101 Fusarium solani
105 84 FJ765365 Acremonium sp.

EU014067 Melampsora laricis populina

L 108  EFuo14070 Uromyces trifolii repentis

Figura 2. Arbol filogenético obtenido a partir de secuencias de la regién ITS1-2 del ADNr de cuatro hongos
nativos del Valle de Aburra, Colombia, con potencial decolorante de tintes industriales y cepas de referencia
obtenidas del GenBank. Los nimeros sobre las ramas representan el nimero de cambios y debajo de las ramas
los valores de bootstrap.
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Estos clados permitieron identificar a nivel de especie
a los hongos LVN72 y LVN49 como Trichoderma
viride; mientras que el andlisis filogenético no
ofrecid una resolucion suficiente para determinar las
especies de los hongos identificados como miembros
de los géneros Aspergillusy Leptosphaerulina.

Andlisis filogenético de 28S. La amplificacion
de la region 5° del ADNr 28S gener6 fragmentos
de cerca de 1.100 pb (Figura 1). Los analisis BLAST
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y de identidad de dichas secuencias, permitieron
confirmar los géneros de los hongos identificados en
el trabajo como Leptosphaerulina y Trichoderma y
adicionalmente, determinar la identidad del cuarto
hongo como Aspergillus niger P.E.L. van Tieghem
(Tablas 4 y 5).

El alineamiento final para este andlisis alcanz6 1.046
sitios, de los cuales 573 caracteres eran constantes,
92 variables pero no informativos y 381 informativos.

Tabla 4. Homologia de las secuencias de la region 28S del ADNr de hongos nativos del Valle de Aburra,
Colombia, con potencial decolorante de tintes industriales con respecto al GenBank.

Aislamiento Homologia en GenBank Namero Tamaiio del Identidad Valor e
accesion fragmento (pb)

LVNG6 Leptosphaerulina australis EU754167.1 977 100% 0,0

LVN49 Trichoderma atroviride EF591763.1 983 99% 0,0

LVN72 Trichoderma atroviride EF591763.1 965 99% 0,0

LVN93 Aspergillus niger AM270052.1 998 100% 0,0

Tabla 5. Matriz de identidad de hongos nativos del Valle de Aburra, Colombia, con potencial decolorante de
tintes industriales y de cepas de referencia, para la region 28S del ADNr

Aislamiento* LVN6 LVN72 LNV49 LNV93 L. americana T. viride T. atroviride A. niger
LVN6 ID 0,811 0,812 0,858 1 0,811 0,813 0,858
LVN72 0,811 ID 0,998 0,813 0,811 0,996 0,997 0,813
LNV49 0,812 0,998 ID 0,814 0,812 0,997 0,998 0,814
LNV93 0,858 0,813 0,814 ID 0,858 0,813 0,815 1
L. americana 1 0,811 0,812 0,858 ID 0,811 0,813 0,858
T. viride 0,811 0,996 0,997 0,813 0,811 ID 0,996 0,813
T. atroviride 0,813 0,997 0,998 0,815 0,813 0,996 ID 0,815
A. niger 0,858 0,813 0,814 1 0,858 0,813 0,815 ID

*Leptosphaerulina americana, Trichoderma viride; Trichoderma atroviride,; Aspergillus niger.

La longitud del arbol filogenético con maxima parsimonia
fue de 1.077, con indices de consistencia (IC) y retencion
(IR) de 0,65y 0,89, respectivamente y su enraizamiento
se efectio con base en secuencias de los hongos-roya
Hemileia colombiana'y Puccinia graminis (Figura 3).

Caracterizacion morfologica. Las observaciones

microscépicas y macroscdpicas permitieron confirmar las
identificaciones filogenéticas (Figuras 4 y 5).
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Las mediciones de las estructuras microscopicas
para el aislamiento LVN6, son caracteristicas del
género Leptosphaerulina, aunque no fue posible
su identificacién a nivel de especie. Se observaron
peritecios agregados con gran cantidad de células
pseudoparenquimatosas de paredes gruesas y
melanizadas, ascas bitunicadas con ocho ascosporas
hialinas elipsoides del tipo dictiosporas y rodeadas
de una matriz gelatinosa.
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EU851165 Hemileia colombiana
2L AF522177 Puccinia graminis

LVN6

EU754167 Leptosphaerulina australis
GU237983 Leptosphaerulina arachidicola
GU237982 Leptosphaerulina trifolii
GU237981 Leptosphaerulina americana
GU238132 Phoma plurivora

GU237979 Epicoccum sorghi

EU754157 Dijplodia pinea
NG 027577 Botryosphaeria dothidea

LNV93
AM270052 Aspergillus niger

IN048503 Aspergillus heteromorphus

HQ395773 Aspergillus flavus
FM179606 Aspergillus fumigatus

EF411064 Eupenicillium limosum
AY640958 Penicillium freii

94
100 —13
3

LVN72
LNV49
HM535608 Hypocrea viridescens
EF591763 Trichoderma atroviride
AY283548 Trichoderma viride
HM466686 Trichoderma hamatum
HM466685 7richoderma asperellum
AY283547 Gliocladium viride
HM466682 Trichoderma longibrachiatum
AF213032 Verticillium cf fungicola
A1583482 Hypomyces khaoyaiensis
AY283555 Beauveria bassiana
EF590327 Fusarium oxysporum f. cubense
AYO097324 Fusarium lichenicola
AY283552 Neonectria radicicola
AY544676 Xylaria acuta ,
GU592015 Hypoxylon sp.

176892 Nigrospora oryzae

Figura 3. Arbol filogenético obtenido a partir de secuencias de la regién 285 del ADNr de cuatro hongos
nativos del Valle de Aburra, Colombia, con potencial decolorante de tintes industriales y cepas de referencia
obtenidas del GenBank. Los nimeros sobre las ramas representan el nimero de cambios y debajo de las ramas

los valores de bootstrap.

Hasta donde se conoce, no existen reportes de L.
americana, siendo utilizado para la decoloracion
de tintes industriales; aunque Simon et al. (1979),
describieron la presencia y las caracteristicas de
lacasas en la especie L. briosinia, lo cual representa
su potencial como degradador de colorantes. En el
trabajo previo a esta investigacion, Placido (2011),
encontrd que la cepa LVN6 presenta una alta actividad
de produccién de enzimas ligninoliticas, por lo cual
es fundamental continuar con la identificacion a nivel
de especie de este aislamiento, utilizando analisis de
multiples /oci que incluyan secuencias de los genes
BTubulina, Calmodulina y factor de elongacion g, entre
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otros. Similarmente, es necesario emprender nuevas
evaluaciones que determinen el efecto de este hongo
(independiente y en conjunto con los otros hongos
bajo estudio), sobre otros tipos de colorantes y bajo
diferentes condiciones de cultivo, de manera que en
el mediano plazo sea posible su aplicacion en nuestro
medio para el tratamiento de efluentes contaminados
con colorantes industriales.

Con respecto a los aislamientos LVN48 y LVN72 de T.
viride, se encontraron conidias ovaladas de color verde
oliva, con didmetros entre 3,75 - 4,50 um y originadas
sobre conidiéforos ramificados en angulos rectos.
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Figura 4. Fotografias de las colonias de hongos nativos del Valle de Aburra, Colombia con potencial deco-
lorante de tintes industriales. a. LVN6, b. LVN49, c. LVN72 y d. LVN93, después de 15 (arriba) y 30 (abajo)

dias de incubacion en medios PDA, MEA y V8.

Ademas, presenta fidlides atenuadas en sus puntas,
con cerca de 10 pm de longitud. Después de 30 dias
de incubacion, estos aislamientos presentaron gran
cantidad de clamidosporas terminales e intercalares.

Las especies pertenecientes al género Trichoderma,
se caracterizan por ser ampliamente utilizados en la
agricultura, principalmente para el control bioldgico de
hongos fitopatdgenos como Rhizoctonia, Fusarium y del
oomycete Pythium. También se han registrado como
decoloradoras de tintes industriales. Por ejemplo,
T. viride ha sido estudiado por su potencial en la
bio-absorcidn del azul de metileno y el tinte azoico
Orange G, respectivamente (Saeed et al, 2009;
Sivasamy y Sundarabal, 2011); mientras que con el
uso de la enzima lacasa de T. harzianum, es posible
disminuir el color de sistemas acuosos con rodamina
6G, azul acido 9 y azul de Tripan (Sadhasivam et
al, 2009). T. atroviride y T. longibrachiatum, se han
descrito como productores de lacasas con potencial
en biorremediacién (Gochev y Krastanov, 2007).

Por otra parte, el aislamiento LVN93 fue identificado
morfoldgicamente como A. niger al presentar conidias
esféricas y oscuras, de diametro entre 3,75y 5,00 ym,
ornamentadas con multiples rugosidades y generadas
en vesiculas subesféricas de aproximadamente 80 um
de diamétro. Las células conidiogénicas tipo fidlides
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son biseriadas y las métulas generalmente duplican la
longitud de las fialides.

Diferentes especies de Aspergilllus han sido
mencionadas por su capacidad para remover tintes
sintéticos. Entre las mas destacadas se presenta
la especie detectada en este trabajo: A. niger,
utilizada para la descontaminacién de sistemas
acuosos con azul drimaren K2-RL, Azul acido 29,
Azul basico 9, Rojo Congo, Rojo disperso 1y Orange
G (Fu y Viraraghavan, 2003; Andleeb et al., 2010;
Sivasamy y Sundarabal, 2011). Similarmente, Jin et al.
(2007) demostraron que A. fumigatus XC6 decoloro
efluentes con una mezcla de colorantes textiles
reactivos y diferentes aislamientos de las especies
A. flavus, A. oryzae, A. parasiticus y A. ochraceus,
removieron colorantes diversos por biosorcion y/o
degradacién (Akar et al, 2009; Corso y Maganha,
2009; Telke et al., 2010; Lalitha et al,, 2011).

Analisis RAPD. De los seis cebadores evaluados para
los marcadores RAPDs, fueron seleccionados EcoRI-C,
Msel-C y Msel-CG, por presentar mayor polimorfismo,
resolucion y reproducibilidad experimental. Se
compararon los perfiles electroforéticos de los tres
individuos de Leptosphaerulina sp., lograndose
identificar fragmentos polimoérficos en el rango de 500
a 2.000 pb (Figura 6).
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Figura 5. Microfotografias de hongos nativos del Valle de Aburra, Colombia, con potencial decolorante de tintes
industriales. a. LVN6 (De izquierda a derecha, arriba: 1. Agregados de peritecios, 2. Peritecios con ascas, 3. Peritecios
con tejido pseuparenquimatoso, 4. Peritecio inmaduro; abajo: 1. Liberacion de ascas, 2. Detalle de ascosporas,
3. Ascas bitunicadas; 4. Ascosporas). b. LVN49 (De izquierda a derecha: 1. Micelio con ameroconidias, 2. Micelio,
ameroconidias y clamidosporas, 3 y 4. Detalle de clamidosporas). ¢. LVN72 (De izquierda a derecha,: 1 y 2. Micelio
y ameroconidias, 3 y 4. Detalle de conidiéforos, fidlides y conidias). d. LVN93 (De izquierda a derecha: 1. Vesicula
cubierta de ameroconidias, 2. y 3. Detalles del conidiéforo y vesiculas, 4 y 5. Detalles de ameroconidias.

De acuerdo a los resultados, se establecié que
los tres individuos analizados, obtenidos a partir
de hifas individuales del aislado original LVNG,
no presentaron variabilidad intraespecifica a
través de RAPDs; por lo cual, dichos perfiles se
pueden utilizar como base para la genotipificacion
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de este hongo en ensayos de re-aislameinto y
aplicaciones de biorremediacién, siendo posible
hacer un seguimiento en tiempo y espacio de las
aplicaciones de dichos aislamientos, especialmente
para evaluar su permanencia en el sustrato o
efluente bajo analisis.
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Figura 6. Gel de agarosa resultado de la amplificacion de los RAPDs para los tres individuos LVN6-1, LVN6-2
y LVN6-3 con los cebadores E-C (Lineas 2-4), M-C (Lineas 6-8) y M-CG (Lineas 10-12) en el estudio de hongos
nativos del Valle de Aburra, Colombia, con potencial decolorante de tintes industriales. Lineas 5, 9 y 13:
Controles negativos. Linea 1 y 14: Marcador 100 pb y 1 kb, respectivamente.

Este estudio constituye un paso en la seleccion de
hongos para la biorremediacién de efluentes con
contaminantes organicos en la industria textil del Valle
de Aburra, y abre el camino a otros estudios para
identificar los mecanismos fisioldgicos, bioquimicos
y moleculares que tienen estos hongos para tolerar,
acumular, transformar y/o mineralizar tintes
industriales.

CONCLUSIONES

Seidentificaron con ayuda de herramientas morfoldgicas
y moleculares, el ascomycete Leptosphaerulina sp., dos
aislamientos de la especie mitosporica Trichoderma
viride y una cepa de Aspergillus niger, a partir de
material lignocelulésico colectado en el Valle de Aburra
(Antioquia, Colombia).

Los hongos mencionados tienen potencial para su
utilizacion como agentes de biorremediacién de
efluentes de industrias textiles del Valle de Aburra y de
cuerpos de agua contaminados con tintes industriales
de diferente naturaleza quimica.
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