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INTRODUCCION OBJETIVO

El aumento continuo en el uso global de agroquimicos, como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el El propdsito de este estudio es investigar la respuesta de P. brevispora BAFC 633 (Pb) y su enzima
Clorpirifos (CP), genera preocupaciones sobre su impacto ambiental y en la salud humana, destacando la lacasa frente a 2,4-D y CP, evaluando cambios en la actividad y estabilidad, con el fin de
necesidad de explorar enfoques innovadores. El género Phlebia sp., con enzimas como la lacasa, emergen comprender su impacto en la funcion y comportamiento enzimatico.

como posibles agentes para la remediacion de contaminantes. Las lacasas (EC 1.10.3.2), catalizan la

oxidacion con iones de cobre en su sitio activo. Su versatilidad radica en baja especificidad de sustrato,

abarcando compuestos ambientalmente importantes como los plaguicidas. RESULTADOS

El hongo crecié en todas las concentraciones de CP, mientras que con 2,4-D el crecimiento se limité a 100 mgL!. Detectamos actividad lacasa en medio sélido en

- todos los ensayos de crecimiento, siendo menos intensa con altas concentraciones de plaguicidas. Se observaron cambios morfolégicos macroscdpicos, incluyendo
METODOLOGIA un micelio mas compacto y menos desarrollo de hifas en presencia de plaguicidas. A nivel ultraestructural, las hifas expuestas a plaguicidas tuvieron diametros
menores y mayor desorganizacion. También se observaron diferencias respectAo al diametro de las esporas entre el control y el medio con ambos plaguicidas, siendo

mas evidente en el tratamiento con CP. B
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Se inocularon fragmentos jovenes de
micelio en el centro y se midié
diariamente el crecimiento radial. La
micologia predictiva determino los
grados de tolerancia e inhibicion.
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Evaluacién de cambios morfolégicos

mediante observacion macroscopica

y microscopia electronica de barrido
(SEM).
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Figura 1. Patron de crecimiento de P. brevispora BAFC 633 (Pb) y deteccion de actividad lacasa en medios sélidos . . ) . . ) i o
suplementados con diferentes concentraciones de 2,4-D y Clorpirifos (CP). (A). Vista macroscépica de la apariencia Flgu_ra 2. Analisis _ultraestructu_ral de P. brews_pora EAFC 633 (Pb) en presencia de pesticidas. (A) Micrografia electronl_ca de
Determinacion de actividad lacasa del micelio en medio sélido que contiene 12,7 gL't de extracto de malta'y 20 gL* de agar (MEA) (abajo) y secrecion de  barrido de PD cultivado en medio MEA (a-d) sin pesticidas (b-e) con 2,4-D [1000 mg L] (c-f) CP [10 mg L. (B) Comparacion de
) _ . lacasa en MEA con 2,6-dimetoxifenol (DMP) (arriba), en la ausencia de pesticidas con 2,4D y CP. (B) Perfil enzimatico ~ diametros medios de hifas y esporas (C) de Pb con 12 dias de incubacion en medio con 2,4-D, CP'y su control (sin pesticidas). Medias
mediante |a adicion de 5 mmol I de obtenido por SDS-PAGE e incubado con DMP para Pb. (1) 2,4-D [1 mg L1]. (2) PB [0.1 mg L*]. (3) Pb sin pesticidas. ~ con letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05). Para cada imagen obtenida por SEM se realizaron 50 mediciones
DMP vy perfil enzimatico analizado (4) 2,4-D [1000 mg L1]. (PM) Peso molecular. mediante el programa ImageJ y el analisis estadistico se realiz6 con Statgraphics Centurion XVL.I.

diante SDS-PAGE. L e . o °
MECIante : ) Bl o i La temperatura 6ptima para la actividad lacasa fue de 50 °C con 2,4-D y 60 °C con

B s piuicitns [ 7] "SRR B W\ 1o Clorpirifos. La maxima actividad con CuSO, en presencia de ambos plaguicidas fue a
B con24D H e ° . . ° ;e
ISR 40 °C y en ausencia de contaminantes, a 50 °C. El valor de pH dptimo para todos los
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I R tratamientos fue de 3,6. La enzima mostro alta estabilidad a distintas T° y pHs con
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coy o . ambos plaguicidas, incrementando su vida media en presencia de cobre en la
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El hongo se cultivd en medio liquido
con CuSO,. Se afladié 10 mgL? de
plaguicidas a los sobrenadantes. Se
analizo su efecto sobre |a actividad :
y estabilidad enzimatica, i\ mayoria de los tratamientos.

considerando pHy temperatura. E NE __ gy ] z
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La actividad enzimatica se evalud — . ] . 4 . . . .
PR y R AR A A Estos resultados indican que P. brevispora BAFC 633 mantiene crecimiento y
cuantificé utilizando DMP como Figura 3. Efecto de los pesticidas sobre la actividad de las lacasas. (a-d) Efecto de la temperatura y el pH sobre la tividad | 24-D v CP t d t ial fut li .
sustrato mediante actividad lacasa presente en el sobrenadante de un cultivo de fermentacion sumergido de 10 dias de P. brevispora BAFC activida acasa con 2,4-D'y » MOostrando su potencial para tuturas aplicaciones

, 633 (Pb) en ausencia (izquierda) y presencia (derecha) de Cu*2 [1 mM] (e), y su efecto en presencia de 2,4-D (m) y biotecnoldgicas de biorremediacion.
espectrofotometria a 469 nm. Clorpirifos (CP) (A) (e) Efecto de los pesticidas sobre la actividad lacasa lograda en condiciones éptimas de pH 'y T°. &
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