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RESUMEN 

 

Los hongos presentan un gran potencial estructural, fisiológico y enzimático que los convierte en 

organismos promisorios para ser empleados en procesos de biorremediación de suelos contaminados 

con hidrocarburo no convencionales, tales como los que se encuentran depositados en la 

Amazonía ecuatoriana. Debido a que existen pocas investigaciones sobre procesos de 

biotransformación y/o mineralización microbiológica de asfaltenos, así como a los continuos 

derrames de crudos recalcitrantes en esta región megadiversa del planeta tierra con alto impacto 

socio ambiental, el presente estudio tuvo como objetivo aislar y caracterizar hongos cultivables 

con alto potencial hidrocarbonoclástico provenientes de muestras de asfalto aflorante de la 

cantera de Pungarayacu en la Provincia de Napo, Ecuador. Se aislaron e identificaron 

molecularmente 6 cepas fúngicas mediante amplificación por PCR y secuenciación de la región 

ITS2 pertenecientes a los siguientes géneros y especies: Fusarium croci, Coniochaeta hoffmannii, 

Xenoacremonium falcatum, Trichoderma yunnanense, Penicillium amphiboloria y, 

Neocosmospora rubicola. Una vez identificadas las cepas aisladas, se procedió a realizar un estudio 

de minería de genomas (Genome Minning) para identificar posibles genes y proteínas asociados a 

procesos de biorremediación en el genoma del hongo levaduriforme Coniochaeta hoffmannii, 

centrando los estudios en lacasas y peroxigenasas aromáticas. Los resultados mostraron que las 

enzimas hipotéticas Lac3, POA1 y POA2 poseen características esenciales para ser consideradas 

como catalizadores biológicos en procesos de micoremediación ambiental. Los resultados 

proporcionados en el presente estudio brindan una base sólida para continuar explorando el 

potencial de cepas de hongos aislados de afloramientos naturales de asfalto en la Amazonía 

ecuatoriana para la biorremediación de desechos petrolizados y la restauración de ecosistemas 

impactados 
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ABSTRACT 

 

Fungi have great morphological, physiological, and enzymatic potential that makes them promising 

organisms to be used in bioremediation processes of unconventional hydrocarbon contaminated 

soils, such as those found in the Ecuadorian Amazon. Because there is little research on 

biotransformation and/or microbiological mineralization of asphaltenes, as well as the continuous 

spills of recalcitrant crude oils in this mega-diverse region of planet earth with high socio-

environmental impact. The present study aimed to isolate and characterize cultivable fungi with 

high hydrocarbonoclastic potential from asphalt samples from the Pungarayacu pit in the Napo 

Province, Ecuador. In total 6 fungal strains, were isolated and molecularly identified by PCR 

amplification and sequencing of the ITS2 region belonging to the following genera and species: 

Fusarium croci, Coniochaeta hoffmannii, Xenoacremonium falcatum, Trichoderma yunnanense, 

Penicillium amphiboloria and, Neocosmospora rubicola. Once the isolated strains had been identified, 

a Genome Mining study was carried out to identify possible genes and proteins associated with 

bioremediation processes in the yeast fungus genome Coniochaeta hoffmannii focusing the 

studies on laccase and aromatic peroxygenases. The results showed that the hypothetical 

enzymes Lac3, POA1, and POA2 possess essential characteristics to be considered as biological 

catalysts in environmental mycoremediation processes. The results showed in the present study 

provide a solid foundation to continue exploring the potential of indigenous fungal strains isolated 

from natural asphalt outcrops in the Ecuadorian Amazon for the bioremediation of oil-polluted soils 

and the restoration of impacted natural ecosystems. 
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

1.1 Antecedentes 

1.1.1 El petróleo 

1.1.1.1 Características 

 

El petróleo se encuentra entre los recursos naturales con mayor importancia en el mundo, tanto así 

que en muchos países es conocido como el “oro negro” [1]. Etimológicamente, la palabra petróleo 

proviene de <petro> que significa roca y <oleum> aceite; y en conjunto, aceite de roca. El petróleo 

es una fuente de energía no renovable destacada por ser un líquido viscoso, inflamable y espeso que 

se produce naturalmente en depósitos bajo la superficie de la tierra. Además, se caracteriza por 

contener cantidades variables de compuestos gaseosos, líquidos y sólidos con heteroátomos tales 

como nitrógeno, oxígeno y azufre, así como cantidades mínimas de constituyentes metálicos 

donde sus concentraciones dependen del lugar y condiciones de formación (Figura 1) [2,3] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Descripción de la composición del petróleo. [2,4]. El petróleo posee una composición muy variada 

representada en su mayoría por hidrocarburos de cadenas cortas y largas, compuestos con heteroátomos y 

moléculas muy complejas que no poseen estructuras moleculares definidas, como es el caso de los asfaltenos. 
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Esta variabilidad de compuestos presentes en el petróleo hace que sea un recurso con 

propiedades físicas y químicas muy diversas. En cuanto a su color, este varía según la luz: mientras 

más pesados sea el petróleo, el color que refleja tiende a ser más oscuro, lo que, a su vez, se relaciona 

con la cantidad de material asfáltico que presenta. El olor del petróleo depende de igual forma de su 

composición y se puede clasificar como crudos dulces cuando contiene bajas concentraciones de 

sulfuro de hidrógeno o dióxido de carbono y cuando está a altas concentraciones, estos se 

clasifican como crudos agrios [1,3]. 

 

1.1.1.2 Clasificación 

 

Existen varios criterios para la clasificación del petróleo, uno de esos es de acuerdo a su 

composición SARA (Figura 2). El cual consiste en separar al petróleo en 4 fracciones que están 

representadas por sus siglas: Saturados, Aromáticos, Resinas y Asfaltenos. Se debe mencionar que 

según la proporción de estas fracciones en la mezcla, la viscosidad y densidad se verán afectada 

[1,2]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Resumen de la clasificación del petróleo según su fracción SARA [1–3]. El petróleo puede 

separase en cuatro grandes fracciones de acuerdo a su solubilidad, siendo la única fracción sólida la de los 
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asfaltenos. Como indica la flecha inferior en negro, esta fracción se caracteriza por tener un alto peso molecular, 

polaridad y aromaticidad, los cuales dificultan su biodisponibilidad para la degradación mediada por 

microorganismos.  

 

La fracción de saturados está constituida por hidrocarburos con enlaces simples que se clasifican 

según su estructura química: alcanos, isoprenoides y cicloalcanos. Los alcanos poseen una fórmula 

general CnH2n+2; donde n puede ir de 1 hasta 60. Los alcanos son considerados como los 

componentes con mayor valor agregado del petróleo. Se ha descrito que la degradación de la fracción 

de saturados por hongos ocurre principalmente en alcanos lineales (n-alcanos), seguido por los 

alcanos de mayor peso molecular y luego los ramificados [5]. 

 

La fracción de aromáticos está conformada por uno o varios anillos de seis átomos de carbono donde 

el compuesto base es el benceno [1]. Muchos de estos compuestos forman series homólogas de 

hidrocarburos aromáticos conocidos como hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs), que consisten 

en dos o más anillos de benceno fusionados y disponibles en diferentes arreglos moleculares. Cabe 

destacar, que muchos de los HAPs son resistentes a las diferentes técnicas convencionales de 

biodegradación, por lo que pueden presentarse en altas concentraciones en el suelo, a tal punto que 

llegan a ser tóxicos tanto para el ambiente como para la salud humana. En cuanto a su 

biodisponibilidad, la tasa de degradación microbiana es inversamente proporcional al número de 

anillos de benceno en la molécula [1], lo que implica que a mayor complejidad estructural exista menos 

microorganismos capaces de trasformar o degradar estas fracciones. Por esta razón, los esfuerzos 

actuales van enfocados en la búsqueda de microorganismos capaces de tolerar y degradar estos 

compuestos con fines de saneamiento ambiental [5]. 

 

La fracción de resinas se compone por moléculas complejas conformadas por compuestos 

heterocíclicos, ácidos y sulfóxidos que junto con los asfaltenos, constituyen las fracciones más 

abundantes en el crudo no convencional [3].La fracción de asfaltenos involucra compuestos no 

volátiles con moléculas poliaromáticas que contienen heteroátomos (S, N, O) y metales pesados 

como vanadio y níquel. En cuanto a su estructura, existen dos teorías de la distribución molecular de 

los asfaltenos [6] (Figura 3): a) la estructura con un núcleo poliaromático rodeado de cadena 
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alifáticas conocido como modelo “isla” y b) el modelo “archipiélago” donde se representa como varios 

grupos aromáticos interconectados por puentes alifáticos o polares [7]. Esta complejidad 

estructural provoca una resistencia en la biodegradación de asfaltenos, lo que resulta en la 

acumulación de estos compuestos en ecosistemas contaminados con derrames de petróleo pesado y 

extra pesado, implicando grandes riesgos para la naturaleza y la salud humana [8]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3. Representación de los dos puntos de vista sobre la estructura molecular de los asfaltenos. a) 

“modelo isla” y b) “modelo archipiélago” [7]. 

 

Es importante mencionar que los asfaltenos presentan una tendencia a formar agregados que 

provocan una alta viscosidad [6], que para aceites pesado y extra pesados pueden variar de 20 cP 

(centipoise) a más de 1,000000 cP [9]. Debido a esta alta viscosidad, el transporte del crudo no 

convencional y el taponamiento de los equipos se han convertido en un problema constante para la 

industria hidrocarburífera, considerando a los asfaltenos como la fracción menos deseable desde el 

punto de vista productivo. 

 

En cuanto a la eficiencia en procesos de biorremediación de asfaltenos, dada a la complejidad 

estructural que tiene estos compuestos se encuentran poco biodisponibles a la degradación 

microbiana [5]. Por ende, es necesario realizar más estudios sobre rutas catabólicas implicadas en 
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procesos de transformación y/o eliminación de asfaltenos en comparación con otras fracciones 

de petróleo [10]. 

 

En términos generales, el crudo no convencional corresponde a aquellos aceites que requieren de 

nuevas técnicas de obtención, producción y tratamiento. De manera general, el crudo se clasifica en: 

petróleo pesado, extra pesado, arena de petróleo (betún) y petróleo de esquisto bituminoso 

(querógeno) (Tabla 1). En este caso se prestará especial atención al petróleo extra pesado y pesado, 

ya que se estima que constituyen el 70% de las reservas mundiales de petróleo [11]. Además, se ha 

identificado que una de las principales dificultades que actualmente afronta la industria petrolera 

es el agotamiento de los yacimientos de petróleo convencional, presentándose un declive en su 

producción global   [11]. Esto ha provocado que la dinámica cambie y se termine la era del petróleo 

relativamente homogéneo y de fácil acceso. Por lo que las nuevas tendencias apuntan a la 

explotación de yacimientos de crudo no convencional que se encuentran principalmente 

distribuidos en Norteamérica, Europa del Este, Eurasia y América Latina [11].

 

Tabla 1. Clasificación del petróleo según su gravedad ᵒAPI [1,2,7].  

Crudo Escala ᵒAPI Densidad Descripción 

 

Extrapesado 

 

<10ᵒ 

 

1, 00 g/cm3 

Baja fluidez. 

Dificultad en su trasporte y 

extracción. 

 

 

Pesado 

 

 

10-21,9ᵒ 

 

 

1,00 – 0,92 g/cm3 

Ideal para combustibles y 

derivados. 

 

Dificultad en su extracción. 
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Mediano 

 

 

22-29,9ᵒ 

 

 

0,92 – 0,87 g/cm3 

Ideal para combustibles y 

derivados. 

 

Fácil extracción y transporte. 

 

 

 

Ligero 

 

 

30-40ᵒ 

 

 

0,87 – 0,83 g/cm3 

 

Ideal para combustibles y 

derivados. 

Fácil extracción y trasporte. 
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1.1.2 Impacto ambiental de la industria petrolera 

 

Uno de las problemáticas más grandes que se afronta a nivel mundial es la prevención y el control de 

los impactos generados por la actividad petrolera. Pues muchos pasivos ambientales asociados a esta 

industria están siendo liberados directamente al ambiente, afectando así, a la flora, fauna, 

composición de comunidades microbianas autóctonas y salud de las personas que habitan en 

zonas aledañas a yacimientos petroleros [12].  

Los principales contaminantes asociados a la industria petrolera son: hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAPs), compuestos orgánicos volátiles, metales y metaloides, los cuales son   

generados en distintas etapas de producción y refinación del petróleo [13,14]. En el caso de suelos 

contaminados con petróleo, los HAPs de alto peso molecula son los contaminantes más recurrentes; 

los cuales, según las circunstancias y el modo de exposición, pueden involucrar efectos tóxicos, 

genotóxicos, inmunotóxicos o actuar como agentes de alteración hormonal. Además de que los 

HAPs de alto peso molecular son mucho más persistentes en el medio ambiente que los de bajo 

peso molecular, considerándolos así como compuestos que necesitan de un mayor control 

ambiental [15–17].

 

1.1.2.1 Impacto de la explotación petrolera en la Amazonía ecuatoriana 

 

El aprovechamiento del petróleo en Ecuador se remonta al año 1911, cuando empezó a 

posicionarse como un país exportador de crudo liviano de entre 30-40 ᵒAPI, extraídos de 

alrededor de 1300 pozos disponibles en la península de Santa Elena [18]. Desde ese entonces y 

hasta la actualidad la exportación de petróleo es la principal fuente de divisas en el Ecuador.  

 

Actualmente gran parte de los yacimientos petroleros en Ecuador se encuentran situados en la 

región Amazónica, el cual se caracteriza por ser el territorio con mayor biodiversidad en relación 

a su superficie del mundo [19]. En esta región se localiza una gran cantidad de áreas protegidas 
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que ocupan alrededor de 3’051.487,80 hectárea, correspondientes al 26,17% de la región [20]. Las 

cuales se caracteriza por ser zonas altamente sensibles a las distintas actividades antropogénicas. 

Paradójicamente, al mismo tiempo la Amazonia ecuatoriana representa una de las zonas con mayor 

actividad petrolera en Ecuador, en la cual a lo largo de la historia se han generado distintos pasivos 

ambientales que no solo han afectado a la flora y fauna endémica, sino que han afectado la calidad 

de vida de las distintas nacionalidades indígenas que habitan la zona y que son consideradas como 

los guardianes de su  biodiversidad [21–23]. 

 

Uno de los mayores accidentes ambientales ocasionados en la región Amazónica ecuatoriana se 

le adjudica a la empresa Chevron-Texaco, la cual operó oficialmente en el territorio durante 30 

años, perforando 356 pozos y generando al menos 1000 piscinas abiertas con un área de 75 x 70 

m. Lo que sucedió con estas piscinas es que al situarse en un ecosistema con altas precipitaciones 

como es la Amazonia, se desbordaron rápidamente y contaminaron el suelo de chacras indígenas, 

fincas de campesinos y cuerpos de agua, que hasta la actualidad aún no han sido correctamente 

remediadas [23,24]. Pero lamentablemente este no es el único caso de contaminación con 

hidrocarburos en la región. Para el primer semestre del año 2020, en medio de la selva tropical más 

grande del mundo se produjo el mayor derrame de petróleo en los últimos 15 años, propagándose 

según las empresas que administran los oleoductos al menos 15.000 barriles que 

comprometieron directamente a más de 2.000 familias indígenas y el acceso de agua potable a 

120.000 personas de la región [25]. 

 

A pesar de que el Estado conoce muy bien los diferentes problemas ambientales que se han generado 

en esta región del país, hasta la actualidad no se ha detallado de forma precisa los efectos que han 

tenido estas acciones sobre las comunidades locales. Pues únicamente se ha documentado dos 

trabajos realizados por San Sebastián [24,26] donde se sugiere que en las comunidades aledañas a 

territorios petroleros existe una alta prevalencia de enfermedades como el cáncer, irritación de ojos y 

garganta, infecciones en la piel, defectos de nacimiento, gastritis y otras enfermedades que pudieran 

relacionarse con la presencia de concentraciones altas de distintos xenobióticos en el suelo y agua. 
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1.1.3 Tecnologías de remediación para suelos contaminados con petróleo 

 

La contaminación de suelos asociados a la liberación de pasivos ambientales relacionados con el 

petróleo y sus derivados es una problemática actual y futura que se ha venido incrementando con 

el tiempo, por lo que se han desarrollado varias técnicas de recuperación de suelos contaminados 

con petróleo. Sin embargo, el tipo de proceso de remediación a emplear dependerá de tres 

factores principales: características del contaminante, características del medio e interacciones 

entre el contaminante y el medio [27] (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Principales factores que intervienen en las técnicas en remediación (Modificado de [27]).Para 

las estrategias de remediación, uno de los primeros pasos es analizar son los factores químicos, físico y biológicos 

presentes en la zona a remediar. 

 

Las tecnologías de remediación de suelos son aquellas metodologías que tienen por propósito 

reducir la concentración, movilidad o toxicidad del contaminante presente en la matriz del suelo a 

través de variaciones en su composición. Para cumplir con este objetivo se dispone de una gran 
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variedad de técnicas de remediación que como ya se mencionó, dependerán de las características 

que presente el contaminante y la zona a remediar [28]. En cuanto a las tecnologías disponibles 

existen varios criterios de clasificación que dependerán de: a) el lugar donde se ejecute la 

remediación, b) el objetivo que se quiera cumplir con el proceso de remediación, c) el tipo de 

tratamiento y d) el grado de desarrollo que se desee implementar (Figura 5) [27]. De acuerdo al 

lugar donde se ejecuta la remediación, se dispone de tratamientos in situ y ex situ. Cuando las 

tecnologías de remediación se aplican directo al sitio a recuperar, se habla de tratamientos in situ. 

Por otra parte, cuando se extrae el contaminante del sitio afectado para su posterior tratamiento 

se trata de técnicas ex situ [29]. 

 

En cuanto a la clasificación según el tipo de tratamiento, se dispone de tratamientos físico-

químicos donde a través de interacciones mecánicas y con distintos solventes se logra la 

destrucción, contención o reducción de los contaminantes en la zona afectado [30]. También hay 

tratamientos térmicos que emplean los diferentes puntos de fusión de los contaminantes para 

retirarlos del medio. Por último, se dispone de técnicas biológicas que emplean sistemas propios 

de la naturaleza para degradar y/o transformar           distintos compuestos en versiones inocuas para el 

medio ambiente [31]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Clasificación de las tecnologías de remediación (Modificado de [30]) 
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En las tablas 2 y 3 se resume la información principal acerca de las técnicas de remediación disponibles 

de acuerdo al tipo de tratamiento, así como también sus ventajas y desventajas a considerar cuando 

se aplican en campo. 

 

Tabla 2. Resumen de las principales técnicas asociadas a cada tipo de tratamiento (Modificado de 

[30]). 

 

Tratamientos Físico-químicos Tratamientos térmicos Tratamientos biológicos 

o Lavado de suelos 

o Oxidación UV 

o Sellado de suelos 

o Extracción de agua 

o Extracción de aire 

o Estabilización Físico química 

o Inyección de aire comprimido 

o Flushing 

o Electrocinética 

o Barreras permeables activas 

o Barreras hidráulicas 

o Barreras físicas 

o Calentamiento por 

conducción térmica 

o Calentamiento 

por 

radiofrecuencia 

o Calentamiento por 

resistencia térmica 

o Desorción térmica 

o Incineración 

o Inyección de agua o 

aire caliente 

o Inyección de vapor 

o Pirolisis 

o Vitrificación 

o Bioaumentación 

o Biodegradació

n asistida 

o Compostaje 

o Bioventing 

o Landfarming 

o Lodos biológicos 

o Pilas biológicas 
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Tabla 3. Principales ventajas y desventajas de cada tipo de tratamiento (Modificado de 

[30,32]).

  

 

Ventajas  

 

Desventajas 

 

Tratamientos Físico- 

químicos 

 

- Buena relación costo 

beneficio 

-         Se requiere de post  

          tratamientos  

-  No necesita equipos  

  sofisticados  

- Tiempo de tratamiento 

lento 

- Produccion de 

intermediarios tóxicos 

- Perdida de viabilidad del 

suelo 

- Su aplicación dependerá 

de la zona a remediar 

 

 

Tratamientos térmicos 

 

- Resultados en poco 

tiempo 

- Se necesitan sistemas de 

recuperación integrados al 

proceso 

- Implica tecnologías costosas 

 

 

Tratamientos 

biológicos 

- No se generan residuos 

tóxicos 

- Tecnologías poco 

invasivas 

- Aceptación pública 

 

- Mano de obra necesaria  

 

- Mayor tiempo de 

tratamientos 
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1.1.3.1 Tratamientos biológicos  

 

Las tecnologías de biorremediación consisten en emplear organismos vivos, sobre todo 

microorganismos (hongos, bacterias y/o levaduras) para degradar los contaminantes en versiones 

inocuas o menos tóxicas. Los organismos adecuados para este tipo de tecnología son bacterias, hongos 

o plantas, ya que presentan la capacidad fisiológica de degradar, desintoxicar o convertir los 

compuestos en elementos menos contaminantes que luego se puedan integrar a procesos 

geoquímicos. Es importante mencionar que dichos organismos pueden estar presentes en el sitio de 

análisis o pueden ser introducidos desde otros lugares [33,34]. 

 

1.1.3.2 Microorganismos involucrados en procesos de biorremediación 

 

1.1.3.2.1 Bacterias 

 

Las bacterias son los organismos más abundantes en el suelo. Debido a sus distintas ventajas (Tabla 4), 

estos microorganismos se han convertido en la opción más común cuando se diseñan procesos de 

biorremediación [35]. Algunas cepas han sido identificadas como degradadoras primarias y otras 

especies crecen en base a compuestos resultantes de la primera degradación parcial. Los géneros de 

bacterias comúnmente aislados de suelo son: Pseudomonas, Arthrobacter, Achromobacter, 

Micrococcus, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium y Flavobacterium [36]. 

 

En la Tabla 5 se resumen varios trabajos reportados en los 3 últimos años acerca del uso de bacterias 

en la biorremediación de diferentes contaminantes presentes en el suelo. 
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Tabla 4. Ventajas de emplear bacterias y hongos en procesos de biorremediación [37,38]. 

Bacterias Hongos 

 

 

Crecimiento exponencial 

 

Desarrollan una red de 

hifas conocida como 

micelio 

que es capaz de penetrar 

superficies inaccesibles 

para las bacterias 

 

Plasticidad genética 

 

Utilizan los subproductos 

generados por la 

degradación de 

contaminantes, para 

sobrevivir sin ninguna 

necesidad adicional de 

nutrición 

 

Organismos más abundantes en 

el suelo 

 

Secretan varias enzimas 

extracelulares altamente 

inespecíficas que se 

encargan de la 

descomposición de una 

amplia gama de 

contaminantes 
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Tabla 5. Bacterias empleadas en estudios de biorremediación de petróleo. 

 

 

Especie 

 

Contaminante 

Eficiencia de 

remoción 

 

Referencia 

Pseudomonas aeruginosa Petróleo crudo 60% [39] 

Citrobacter 
   

sedlakii, Entrobacter 

hormeachei, Entrobacter 

Petróleo crudo y 

gasóleo 

 

5- 69 % 

 

[40] 

cloacae    

Bacillus algicola, 
   

Rhodococcus soli,  Emulsificación de  

Isoptericola chiayiensis, Petróleo crudo hidrocarburos (hasta [37] 

Pseudoalteromonas  65%)  

agarivorans    

Corynebacterium 
   

aurimucosum,    

Acinetobacter baumannii y Petróleo crudo 69 % [38] 

Microbacterium    

hydrocarbonoxydans    

 Stenotrophomonas 

maltophilia , Ochrobactrum 

anthropi, Pseudomonas 

Hidrocarburos 

aromáticos 

policíclicos 

(HAPs) 

 

47,9 - 81,4 % 

 

[41] 

Streptomyces parvus Petróleo crudo 82 % [42] 
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1.1.3.2.2 Hongos 

 

Dentro de las opciones de tratamiento de suelos contaminados con crudo pesado y extra pesado 

para zonas vulnerables como el territorio amazónico, se encuentra la micoremediación, técnica 

que involucra específicamente el uso de hongos para biotransformar, biodegradar o bioadsorber 

los contaminantes presentes en el ambiente (Figura 6) [43]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Mecanismos fúngicos enzimáticos para la transformación de contaminantes recalcitrantes. 

Una de las características de los hongos es que poseen distintos mecanismos enzimáticos tanto intracelulares 

como extracelulares que pueden aplicarse en la bioremediación de compuestos recalcitrantes. (Modificado de 

[44]). Creado con BioRender.com. 

 

 

Los hongos son microorganismos claves en la dinámica de los ecosistemas, ya que contribuyen en 

procesos de descomposición, interacciones simbióticas y recirculación de nutrientes. Además, 

debido a sus eficientes y diversos complejos enzimáticos en los últimos años las investigaciones se 

han centrado en diferentes aplicaciones en el área de la biorremediación (Tabla 4). Existen varios 

estudios centrados en el aislamiento e identificación específicamente de hongos provenientes de 

suelos contaminados con hidrocarburos (Tabla 6). Este es el caso del primer meta-análisis realizado 
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por Pernía y colaboradores, donde se determinó que los sustratos con la mayor diversidad de hongos 

se encuentran en suelos impactados con crudo y asfalto natural [5]. 

 

Tabla 6. Resumen de géneros de hongos aislados de distintas muestras de suelo contaminadas con 

hidrocarburos [5,45]. 

Microorganismos aislados  Medio contaminado 

Aspergillus spp y Penicillium spp.  

 Muestras de suelos 

desérticos contaminados 

en Kuwait 

Aspergillus terreus y Fusarium solani 

 Suelo contaminado con 

hidrocarburos de forma 

natural 

Alternaria alternata, Aspergillus niger, Cordyceps sinensis, Gibberella 

fujikoroi, Hypocrea lixii, Pencillium decumbens, Pleospora herbarum, 

Sphaerodes retispora y Cochliobolus lunatus 

 Suelo contaminado con 

hidrocarburos de forma 

natural en el Golfo de 

México 

Fusarium, Penicillium, Trichoderma, Aspergillus, 

Neosartorya, Pseudollescheria, Cladosporium, Pestalotiopsis, Phoma y 

Paecilomyces 

 Lagos naturales de asfalto 

con presencia de 

hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAPs), tales 

como naftaleno, 

dibenzotiofeno, 

fenantreno y pireno. 

Penicillium spp y Cunninghamella 
 Tanques de 

almacenamiento de crudo. 

Hormoconis resinae, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, 

Paecilomyces variotii, Penicillium spp. 

 De una refinería y de los 

sistemas de distribución 

de diesel 
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1.1.4 Hongos extremófilos hidrocarbonoclásticos como una alternativa viable para la 

micorremediación de crudos pesado y extra pesados 

 

Dada la ventaja estructural y de producción enzimática extracelular que presentan los hongos, en 

el presente trabajo de investigación se resalta la importancia y eficacia de los hongos extremófilos 

hidrocarbonoclásticos (HEH) para la degradación biológica de crudos pesados y extra pesados. El 

término HEH, hace referencia a un selecto grupo de hongos cultivables capaces de emplear 

hidrocarburos como única fuente de carbono y energía y que a su vez viven de manera óptima bajo 

distintas condiciones ambientales extremas [46]. Esta capacidad para sobrevivir en entornos 

extremos ha permitido desarrollar diversas aplicaciones en varias industrias ya que, bajo estas 

condiciones se producen enzimas extremófilas con propiedades únicas como la tolerancia a la 

temperatura, pH, acidez, salinidad, toxicidad, entre otras [46]. Por lo que estas enzimas están 

ganando importancia en el tratamiento competente de diversos contaminantes, puesto que pueden 

llegar a tener una función equivalente o mejor que los tratamientos químicos [47]. Es importante 

mencionar que muchos de los HEH son organismos con propiedades poliextremófilas, es decir, logran 

sobrevivir bajo varias condiciones ambientales extremas presentes en un mismo hábitat [46] 

convirtiéndolos en candidatos prometedores para la bioconversión de contaminantes derivados de 

industrias como las alimenticia, textil, petrolera, etc. 

Alternaria, Aspergillus, Chrysosporium, Cladosporium, Fusarium, 

Penicillium spp., Phialophora y las levaduras Candida y Rhodotorula 

 

Muestras de gasolina 

Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Rhizopus 
 Suelo contaminado con 

kerosene 

Aspergillus fumigatus, A. oryzae, A. wentii, A. flavus, A, niger, 

Penicillium notatum, Rhizopus stolonifer, Rhodotorula sp. y 

Trichoderma spp. 

 
Suelo contaminado con 

Bitumen 

Rhodotorula mucilaginosa, Wickerhamia sp. y Cladosporium 

cladosporioides  

 
Muestras de nafta 
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Como se mencionó, dadas las particularidades que presentan los HEH, estos se han convertido en 

organismos potenciales para el tratamiento de pasivos ambientales generados por la industria 

hidrocarburífera. Pues además de vivir óptimamente en condiciones poliextremófilas, estos son 

capaces de degradar / transformar el petróleo y sus derivados. Estos microorganismos se pueden 

aislar de suelos, sedimentos, fluidos, vapores o agua impregnados con el mismo crudo que se 

desea tratar. Por lo tanto, emplear biocatalizadores que provengan de HEH es un área con mucho 

potencial y que aún necesita de investigación, especialmente centrada en el mantenimiento y la 

reproducción de estos hongos en ausencia de una etapa sexual para lograr así su producción a gran 

escala sin perder sus características hidrocarbonoclásticas y poliextremófilas originales [46]. 

 

Dado que, las nuevas tendencias en el mercado internacional del petróleo cada año apuntan a la 

explotación de nuevas reservas de crudo pesado y extra pesado (no convencional), la generación 

de desechos con mayor peso molecular, toxicidad y baja biodegradabilidad será más recurrentes 

[11]. Por ello, se genera la necesidad de crear tecnologías sostenibles con el ambiente capaces de 

degradar o transformar fracciones de alto peso molecular como los asfaltenos, sobre todo si 

consideramos que una de las zonas más afectadas con la exploración de crudo no convencional en 

Ecuador es la región Amazónica. A pesar del gran potencial de la micorremediación para el 

tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos, como se refleja en la Tabla 7, existe muy 

poca información dirigida específicamente al aislamiento de hongos provenientes de fuentes de 

asfalto natural. Además, esta información resulta solamente de dos estudios centradas en la 

diversidad fúngica del lago de asfalto de Guanoco, ubicado en el estado de Sucre en Venezuela 

[48]. De estos trabajos se identifica al Phylum Ascomicetos como el grupo más aislado de 

ambientes con una mezcla heterogénea de compuestos orgánicos, con una alta concentración de 

asfaltenos y contaminantes tóxicos como metales pesados y azufre [5,48,49]. 

 

Esto coincide con el primer meta-análisis realizado por Pernia y colaboradores sobre la diversidad 

fúngica aislada de ambientes contaminados con crudo y sus derivados [5]. Donde, con base en una 

revisión detallada de información disponible en el periodo de 1900 a 2012 (112 años de      literatura 

científica), se estimó que del total de hongos reportados como aislados de crudo, sus derivados y 
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sustratos impactados con hidrocarburos, el 83% pertenecen al Phylum Ascomicetos, 10% al 

Phylum Zygomicetes, 6% al Phylum Glomeromicetes y 1% al Phylum Basidiomicetes [5]. Además de 

esta información, en la Tabla 8 se resumen los resultados disponibles a nivel del laboratorio 

específicamente sobre la biotransformación de asfaltenos, lo que refleja una necesidad en la 

experimentación con HEH para la degradación de estas fracciones tan problemáticas, sobre todo 

con ecosistemas microbianos poco estudiados como los de la Amazonía ecuatoriana. 

 

Tabla 7. Diversidad fúngica asociada a fuentes de asfalto natural [5]. 

 

Phylum Especie  Lugar de aislamiento Referencia 

Ascomicetos Aspergillus aureolus Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[49] 

Ascomicetos Aspergillus fumigatus Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Aspergillus terreus Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Byssochlamys nivea Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Cladosporium 

cladosporioides 

Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[49] 

Ascomicetos Cladosporium 

sphaerospermum 

Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Eupenicillium limosum Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[49] 

Ascomicetos Fennellia nivea Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[49] 
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Ascomicetos Fusarium proliferatum Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Fusarium solani Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Fusarium venenatum Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Neosartorya pseudofischeri Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Neosartorya spinosa Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Paecilomyces sp. Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Penicillium sp Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Penicillium aculeatum Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[49] 

Ascomicetos Penicillium indonesiae Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[49] 

Ascomicetos Penicillium marneffei Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[49] 

Ascomicetos Penicillium oxalicum Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[49] 

Ascomicetos Penicillium simplicissimum Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[49] 

Ascomicetos Pestalotiopsis palmarum Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 
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Ascomicetos Phoma glomerata Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Pseudallescheria angusta Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Basidiomycota Pycnoporus sanguineus Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Trichoderma inhamatum Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

Ascomicetos Trichoderma viride Lago de Asfalto de Guanoco, 

Venezuela 

[48] 

 

 

Tabla 8. Resultados reportados sobre hongos capaces de transformar o mineralizar asfaltenos. 

 

 

Géneros/Especies 

 

Actividad 

 

Referencia 

Emericella nidulans, Graphium putredinis, Degradación de asfaltenos en un rango 
 

Eupenicillium javanicum y Aspergillus flavipes. de 15 a 40% [50] 

 
Incorporación de oxígeno dentro de las 

 

Trichoderma (AB2) moléculas de asfaltenos, 

haciéndolos más 

solubles 

 

[51] 

 
Degradación de asfaltenos de pesos 

 

Panus triguinus moleculares comprendidos entre 400 

y 300 kDa 

 

[52] 
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Cunninghamella sp., Fusarium sp. y 

Phanerochaete chrysosporium 

 

Degradación de asfaltenos en un 

9.98% 

 

 

[53] 

Paecilomyces variotii, Fusarium decemcellulare, Degradación de asfaltenos en un rango 
 

Candida palmioleophila y Pichia guillermomdii. de 10-15% [54] 

 

Neosartorya fischeri 

 

Mineralización asfaltenos en un 13.2 % 

 

 

[55] 

 

Aspergillus, Candida, Emericella, Eupenicillium, 

Fusarium, Graphium, Neosartorya, Paecilomyces 

 

Degradación de las fracciones 

de asfaltenos en un rango de 10–

40% 

 

 

[5] 

   

 

1.1.5 Principales complejos enzimáticos de origen fúngico asociados a procesos de 

micorremediación. 

 

La principal razón por la cual los hongos son microorganismos capaces de tolerar y degradar una 

amplia gama de compuestos contaminantes se debe a que producen varias enzimas inespecíficas, 

mismas que catalizan distintas reacciones de oxidación [46]. La primera evidencia de 

transformación de asfaltenos se dio por la enzima cloroperoxidasa, aislada del hongo Caldariomyces 

(Leptoxyphium) fumago, la cual degrada las petroporfirinas atrapadas en las moléculas de 

asfaltenos en presencia de peróxido de hidrógeno, provocando que el vanadio y el níquel se 

encontraran como especies solubles después de la transformación enzimática [56]. Otras proteínas 

como el Citocromo C doblemente modificado (PEG-Cyt-Met) han demostrado la capacidad de 

oxidar fracciones ricas en petroporfirinas de asfaltenos, eliminando hasta el 95% del vanadio y el 

74% del níquel [57]. 
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Otro biocatalizador encargado de degradar o transformar los asfaltenos es el sistema enzimático 

de degradación de lignina (SEDL) [53,55]. El SEDL comprende enzimas extracelulares implicadas 

en la degradación de la biomasa vegetal a través de la fragmentación de lignina, el cual es un 

polímero complejo con unidades de fenilpropano, unidos por enlaces éter o carbono-carbono 

(Figura 10 c-d). Estos enlaces convierten a la lignina en un polímero recalcitrante que forma una 

extensa red dentro de la pared celular de muchas plantas [58]. Los principales microorganismos 

especializados en su degradación son los hongos de podredumbre blanca, ya que son los principales 

productores del SEDL [58]. Sin embargo, este sistema no solo se asocia a enzimas que cumplen un 

rol en la degradación de lignina, sino también en la de varios contaminantes recalcitrantes como 

los asfaltenos [47]. El SEDL incluye exoenzimas oxidativas como: lacasas (LAC, EC 1.10.3.2), 

peroxidasas de lignina (LiP, EC 1.11.1.14) y peroxidasas de manganeso (MnP, E.C. 1.11.1.13). Éstas 

son enzimas altamente inespecíficas con un gran potencial redox que permiten la oxidación de 

una amplia gama de hidrocarburos aromáticos y otros contaminantes en dióxido de carbono y 

agua [60]. La principal razón por la cual estas enzimas logran oxidar moléculas complejas como 

los asfaltenos se centra en una similitud estructural, debido a que la lignina corresponde a un 

heteropolímero irregular de alto peso molecular muy similar a las moléculas de asfaltenos 

encontradas en crudos no convencionales [46,56,61] (Figura 7). 

 

La degradación o mejoramiento de crudo pesado y extra pesado por parte del SEDL, involucra 

tres reacciones principales: 1.- reacciones biológicas de desaromatización que permiten 

transformar compuestos de alto peso molecular en versiones más solubles; 2- biodesulfuración; 

y 3- desmetalización de metales pesados (Tabla 9) [46]. Todas estas reacciones generan una 

reducción en la viscosidad y un aumento en la biodisponibilidad para la degradación por otros 

microorganismos, ya que se genera una oxidación parcial de los puentes alifáticos (sulfuros, 

ésteres y éteres), resinas y moléculas aromáticas, que conducen a la reducción de la 

aromaticidad total de crudos pesados y extra pesado facilitando su metabolización [61]. Sin 

embargo, la efectividad de estas reacciones va a depender de la estructura química, la 

concentración y las propiedades físicas del hidrocarburo [46]. Considerando esto, es importante 

centrar esfuerzos en el estudio y aplicación a gran escala de este SEDL, el cual puede generar 

grandes ventajas en el tratamiento de sitios contaminados con asfaltenos. 
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Figura 7. Comparación de las dos estructuras hipotéticas de asfaltenos y la de lignina; a) “modelo 

isla”, b) “modelo archipiélago”, c) – d) lignina [41]. 

 

Tabla 9. Resumen de las principales reacciones asociadas al SEDL. 

Reacción Definición Función Referencia 

 

Desaromatización 

Oxidación de uno o más 

anillos de sustratos 

aromáticos presentes en el 

petróleo crudo. A 

diferencia de la catálisis 

química, la 

desaromatización 

Oxidar los compuestos 

aromáticos de moléculas 

con un alto peso 

molecular. Modificando 

sus interacciones e 

induciendo a un 

reordenamiento que 

[59] 
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1.1.5.1 Cloroperoxidasa 

 

Las cloroperoxidasas (CPO) (EC 1.11.1.10) pertenece a la familia de proteína hemo- tiolato peroxidasas 

que catalizan reacciones de óxido-reducción empleando peróxido de hidrógeno como agente 

oxidante [61,62]. Las CPO son consideradas como enzimas versátiles ya que involucran tres 

principales actividades catalíticas: halogenasa (cloración, bromación y yodación), peroxidasa y 

peroxigenasa con una baja especificidad al sustrato [63]. 

 

Esta familia de enzimas es representada por la CPO de Caldariomyces (Leptoxyphium) fumago la 

biológica es más específica 

al sustrato y ocurre a 

temperatura y presión 

ambiental. 

permita liberar moléculas 

más pequeñas 

 

 

Biodesulfuración 

Procesos que emplea 

microorganismos como 

biocatalizadores para 

eliminar el azufre de los 

combustibles fósiles 

Obtener azufre 

nutricional a partir de 

moléculas heterocíclicas, 

sin causar pérdida 

oxidativa de carbono del 

propio combustible, 

reduciendo el azufre a 

niveles muy bajos 

[60] 

 

Desmetalización 

 

Liberación de metales 

pesados mediante la 

oxidación de anillos 

porfirínicos. 

Eliminación de metales 

pesados como vanadio y 

níquel que se encuentran 

exclusivamente en la 

fracción de resina y 

asfaltenos del petróleo 

crudo 

[59] 
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cual es una proteína monomérica con peso molecular de 42 kDa. Debido a sus singularidades 

estructurales y enzimáticas se considera como un hibrido entre las enzimas peroxidasas y citocromos 

P450 [64]. De forma general posee una estructura con ocho segmentos helicoidales que incluyen 

un ion de Mg+2 que se encuentra cerca del grupo hemo, los cuales forman el centro activo de la 

proteína [61]. El mecanismo de reacción de las enzimas CPO como se muestra en la Figura 8, 

involucra una reacción entre el grupo hemo y el peróxido de hidrogeno que forman un radical 

catiónico de porfirina de oxohierro (IV) llamado también compuesto I de las peroxidasas. Luego el 

peróxido de hidrógeno reducido reacciona con el compuesto I produciéndose un radical (AH•) y 

el compuesto II (enzima reducida). A continuación los radicales (AH•) pueden reaccionar con el 

oxígeno disuelto formando compuestos cetónicos o reaccionar entre ellos para formar dímeros, 

trímero o polímeros [65,66]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Ciclo catalítico de las enzimas cloroperoxidasas (Modificado de [67], creado con BioRender.com). 

 

A través de este ciclo catalítico, las cloroperoxidasas logran oxidar compuestos azufrados, HPAs, 

colorantes, etc [65]. En el trabajo de Ayala se demostró el potencial de estas enzimas en procesos de 

biodesulfuración [68]. Los resultados mostraron que la CPO de L. fumago fue capaz de oxidar los 

compuestos aromáticos azufrados presentes en muestras de diésel primario. De igual forma, se 

ha estudiado el uso de la enzima CPO para la degradación de tintes orgánicos sintéticos, 

demostrando una eficiencia del 93% en el caso del colorante azoico de color amarillo [69,70]. Esta 

enzima también mostró resultados prometedores para el tratamiento de aguas residuales que 
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contiene sulfonamidas, ya que se logró degradar el 98% del compuesto sulfametoxazol en 

condiciones ambientales [67]. En el trabajo realizado por Fedorak y colaboradores también se 

señaló que una enzima extracelular como la CPO puede alterar las fracciones de asfaltenos, 

reduciendo en un 20% el Ni y V totales de esta  fracción [56]. Dada la gran variedad de reacciones 

que se asocian a enzimas CPO y su baja especificidad al sustrato, se consideran como proteínas 

con un enorme potencial para ser empleadas como catalizadores en la industria. Por lo que existen 

varios trabajos que se han enfocado en mejorar su producción y estabilidad a través de 

modificaciones químicas o producción de proteínas recombinantes [69–71]. 

 

1.1.5.2 Peroxigenasas Aromáticas. 

 

Las peroxigenasas aromáticas (POAs) también conocidas por peroxigenasas inespecíficas, son 

enzimas oxidoreductasas pertenecientes a la familia de proteínas hemo- tiolato, por lo que guardan 

una estrecha relación con enzimas CPO. Ambas comparten el motivo altamente conservado en su 

estructura proteica primaria PCP (Prolina-Cisteína-Prolina), el cual es necesario para sus actividades 

catalíticas ya que actúa como ligando proximal del grupo hemo [72]. La primera enzima POA fue 

descubierta en 2004 en el hongo del álamo negro Agrocybe aegerita (AaePOA), esta enzima es 

una glicoproteína de 45- 46 kDa formada por 10 hélices α y 5 hojas β cortas [73,74]. En la 

actualidad se han logrado purificar y caracterizas 9 POAs provenientes de distintas especies fúngicas 

(Tabla 10) [74,75]. Se ha determinado que estas enzimas muestran una versatilidad catalítica con 

más de 300 sustratos, tales como: naftaleno, tolueno, etilbenceno, alcanos, alquenos y ácidos 

grasos saturados e insaturados [76–78]. Además, presentan enantioselectividad en la hidroxilación 

de alcanos mucho mayor que la oxigenasa P450  [75,79]. 
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Tabla 10. Peroxigenasas aromaticas purificadas y caracterizadas (Tomado de [75] ). 

 

Las POAs pueden clasificarse en dos familias en función de su peso molecular y punto isoeléctrico 

(pI): i) grupo I de POAs cortas que a su vez se dividen en dos subfamilias y ii) grupo II de POAs 

largas. El grupo I incluye la subfamilia I.1 que se caracteriza por ser proteínas sin péptidos señal, 

con una masa molecular promedio de 31.9 kDa y un pI promedio de 7.3. La subfamilia I.2 también 

Organismo  Enzima  Genes  Masa (kDa) Punto 

Isoelectrico 

Agrocybe aegerita AaeUPO  18 45-46 4.9-6.1 

 

Agrocybe aegerita rAaeUPO 1 51-52 5.5 

 

Chaetomium globosum CglUPO 4 36 5.6 

 

Coprinellus radians CraUPO 2 43-45 3.8-4.2 

 

Coprinopsis cinerea rCciUPO 1 44 5.1-7.6 

 

Coprinopsis verticillata CveUPO 2 42 4.5-5.2 

 

Marasmius rotula MroUPO 1-6 32 (dímero 64) 5-5.3 

 

Marasmius wettsteinii MweUPO 1-4 62 (dímero) 5.1 

 

     

Psathyrella aberdarensis PabUPO 3 40-41 3.8-4.2 
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carecen de péptidos señales y presentan una masa molecular alrededor de 29 kDa y un pI promedio 

de 6.4. Por otro lado, el grupo II que corresponde a las POAs largas, presentan una masa molecular 

promedio de 44.4 kDa y un pI de 5.8. Se debe mencionar que este último grupo se encuentra 

distribuido únicamente en hongos Ascomicetos y Basidiomicetos [75,80]. 

 

Una de las principales características de las POAs en general es que catalizan una gran variedad 

de reacciones como epoxidación, desalquilación, hidroxilación, oxidaciones de uno y dos 

electrones y oxidación de compuestos aromáticos y heterocíclicos, haluros inorgánicos y 

heteroátomos orgánicos (Figura 9) [75]. Esto es posible gracias a que las POAs combinan actividades 

catalíticas de enzimas peroxidasas y monooxigenasas intracelulares del citocromo P450. Sin embargo, 

a diferencia de enzimas citocromo P450 que necesitan un donador de electrones y una fuente de 

poder reductor, las POA únicamente requieren de peróxido de hidrogeno para su actividad 

enzimática [80]. 

 

En cuanto a condiciones de temperatura, las POAs presentan alta estabilidad a temperaturas bajas 

entre 4-20 OC, por lo que estas pueden ser conservadas en dichas condiciones por mucho tiempo sin 

perder significativamente su actividad biológica. Además, se conoce que las POAs se excretan 

luego de los 6 días de inoculación de micelio, generalmente en la fase de producción de 

metabolitos secundarios. Por lo que su producción coincide con la de otras enzimas como las 

lacasas [76,81]. 

 

En general estas enzimas muestran varias ventajas que permiten considerarlas como 

biocatalizadores ideales, ya que: muestran una alta especificidad y actividad catalítica, emplean 

cofactores económicos como ion Mg+2 y peróxidos de hidrógeno, tienen estabilidad estructural y 

un alto grado de glicosilación que favorece su solubilidad en agua [82].Con respecto a sus 

aplicaciones, las enzimas POAs han sido empleadas como biosensores de naftaleno y nitrofenol 

mediante su inmovilización en nanopartículas de oro [83]. También se ha reportado que pueden 

modificar exitosamente las propiedades químicas de HAPs de bajo peso molecular, reduciendo sus 

efectos ecotoxicológicos a través de la solubilización de los alcoholes y quinonas presentes en la 

estructura de los HAPs [72]. 
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Figura 9. Reacciones catalizadas por la enzima AaeAPO (Tomado de [75]). 

 

No obstante, a pesar del gran potencial que muestran estas enzimas, se reconocen varias 

desventajas como inhibición del rendimiento catalítico por la mezcla de los subproductos de la 

oxigenación y oxidación [84]. Carencia de un sistema de anotación adecuado en la base de datos, 

pues se han reconocido alrededor de 1000 secuencias de POA clasificadas como enzimas hipotéticas 

[72]. Además, hasta el momento se desconoce las circunstancias en las que se inducen y expresan las 

POAs fúngicas en condiciones naturales [75]. 

 

1.1.5.3 Manganeso Peroxidasa 

 

La enzima manganeso peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.13) es una hemoproteina que presenta una alta 

afinidad por el Mn+2 como donante de electrones. Fue descrita por primera vez en el hongo 

Phanerochaete chrysosporium y posteriormente ha sido aislada de varios hongos de podredumbre 

blanca [85,86]. Su ciclo catalítico (Figura 10) empieza con la reacción entre el peróxido de 

hidrógeno y la proteína nativa, formándose el compuesto I que corresponde al radical catiónico 

[Fe(IV)=O+.]. Después se da una reacción de reducción mediada por el Mn+2 como electrón donador 

que resulta en la formación del compuesto II y Mn+3. Por último, el compuesto II es reducido 

Ecisión de eter 

Sulfoxidación 

Epoxidación de alquenos 
Hidroxilación de alcanos 

N-oxidación 

N-desalquilación 

Hidroxilacion de arenos 

Halogenación Ecisión de eter 

Oxidación de 4MI 
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obteniéndose nuevamente la proteína nativa, otro ion oxidado de Mn+3 y la liberación de agua 

[85,87,88]. Por lo tanto, esta enzima requiere necesariamente los iones Mn+2 para completar su ciclo 

catalítico. El Mn+3 formado actúa como un mediador Redox de baja masa molecular y altamente 

reactivo, que puede catalizar la oxidación de sustratos fenólicos a través de la oxidación de un 

electrón del sustrato, lo que provoca el reordenamiento, rompimiento de enlaces y degradación 

no enzimática de los compuestos fenólicos [89]. Es importante mencionar que esta enzima no es 

capaz de oxidar compuestos no fenólicos por cuenta propia, por lo que se necesita añadir otros 

compuestos como derivados de tioles o lípidos insaturados [90]. La actividad de la MnP puede ser 

estimulada por la presencia de sulfato de cobre, lactato, pH menor a 7.5, entre otros [87]. Tal es el 

caso de la MnP de Irpex lacteus que al añadir Tween 80 al cultivo sumergido aumentó los niveles de 

MnP 260 veces, provocando una decoloración más eficiente del tinte azoico naranja 16 [91]. 

 

En cuanto al potencial que presenta esta clase de enzimas, se destaca la decoloración de tintes 

industriales. Así pues, en el trabajo [92] se reporta el potencial de la MnP aislada del hongo de 

pudrición blanca Cerrena unicolor BBP6 en la industria textil. La razón principal se debe a que es 

capaz de decolorar competentemente varios tintes, incluido el rojo Congo (53,9% en 12 h), naranja 

de metilo (77,6% en 12 h), azul brillante Remazol R (81,0% en 5 h), azul de bromofenol (62,2% en 

12 h) y violeta cristal (80,9% en 12 h) [92]. Asimismo, se ha reportado el potencial de la MnP de 

Trametes villosa para la deslignificación de la biomasa lignocelulósica (bagazo de caña de azúcar 

0,06 % y fibra de sisal 0,39 %) para su aplicación en el proceso de producción de biocombustibles 

(biogás, biodiesel) [93]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Ciclo catalítico de la enzima manganeso peroxidasa (Modificado de [88]).  Creado con 
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BioRender.com 

 

1.1.5.4 Lignina Peroxidasa 

 

La ligninasa o lignina peroxidasa (LiP EC 1.11.1.14) es una glicoproteína extracelular, de naturaleza 

helicoidal con pesos moleculares entre 40-68 kDa. Principalmente cataliza la ruptura del enlace 

Cα-Cβ de las cadenas laterales propilo de la molécula de lignina, la cual es una reacción dependiente 

de peróxido de hidrógeno [94]. La LiP se caracteriza porque es capaz de oxidar compuestos fenólicos 

y no fenólicos debido a su alto potencial de óxido- reducción [94]. Esto mediante la oxidación de un 

electrón del anillo aromático que provoca la formación de radicales catiónicos inestables que 

sufren reordenamientos, rompimientos de enlaces y descarboxilaciones [95]. 

 

El ciclo catalítico de la LiP es similar al de la enzima MnP (Figura 10), obteniendo como producto 

final un compuesto fenólico oxidado y agua [95]. En muchos casos, para completar el ciclo 

catalítico, es necesario añadir mediadores redox como: cobre, manganeso, ABTS (2,2’-azinobis- 

(3-etilbenztiazolina-6-sulfónico)), 2,6 dimetoxifenol e intermediarios formados en la degradación de 

lignina como el alcohol veratrílico [96]. La LiP al igual que la MnP presenta una alta capacidad de 

decoloración de tintes azoicos. La enzima purificada de Acinetobacter calcoaceticus NCIM 2890 

mostró una tasa de decoloración del 98% y 96% para rojo y naranja de metilo respectivamente [97]. 

De igual forma la LiP proveniente del hongo Ganoderma lucidum e inmovilizada en perlas de 

alginato de Calcio es capaz de decolorar tintes reactivos con una eficiencia de hasta el 93% [96]. 

 

1.1.5.5. Lacasa 

 

Las lacasas (bencenodiol: oxidorreductasa de oxígeno, EC 1.10.3.2) son glicoproteínas diméricas o 

tretraméricas que pertenecen a la familia de enzimas polifenol oxidasas [98–100]. Estas enzimas se 

encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, se han logrado aislar lacasas provenientes 

de plantas, insectos, hongos y bacterias. Por lo tanto, se asocian a una gran variedad de funciones 

tanto fisiológicas como patológicas, las cuales se dividen en tres categorías: ii) reticulación de 
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monómeros, ii) degradación de polímeros y iii) ruptura de compuestos aromáticos [99]. 

 

En el caso de lacasas de origen fúngico, se ha determinado una alta actividad de esta enzima en hongos 

Basidiomicetos asociados a la degradación de madera, lo que sugiere que la principal función de 

las lacasas es la despolimerización de los componentes de la pared celular de los árboles, como la 

lignina [101]. No obstante, esta función no se realiza de forma independiente ya que involucra la 

acción sinérgica de otras enzimas como la LiP y MnP. 

 

Las lacasas pertenecen al grupo de oxidasas multicobre que poseen una unidad funcional 

compuesta por cuatro centros de cobre: el centro de cobre tipo 1 “azules” (T1), centro de cobre tipo 

2 “no azules” (T2) y el centro que contiene dos cobres acoplados (T3). El centro de cobre tipo 1 

interacciona con dos ligandos histidinas, una cisteína y un aminoácido hidrofóbico que puede ser 

metionina, leucina o fenilalanina. Este centro muestra una banda de absorción electrónica intensa 

cerca de 600 nm que es responsable de su color azul. El cobre tipo 2 presenta bajos espectros de 

absorción y emplea dos histidinas y agua como ligandos. El centro de cobre tipo 3 presenta dos 

iones de cobre que forman un sitio binuclear que se coordina con tres histidinas y un puente hidroxilo, 

que mantiene el fuerte acoplamiento entre los átomos de cobre [102–104] (Figura 11). Estos centros 

se distribuyen en tres dominios tipo cupredoxina que se encuentran ubicados secuencialmente en 

la estructura tridimensional de las lacasas. El centro tipo 1 está ubicado en el dominio 3 y el clúster 

trinuclear (T2/T3) se distribuye entre los dominios 1 y 3 [105]. 
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Figura 11. Representación de los centros de cobre presentes en enzimas lacasas fúngicas. 

(Modificado de [102], creado con BioRender.com) 

 

En cuanto a los mecanismos de acción de las lacasas, a diferencia de las enzimas LiP y MnP consumen 

oxígeno en lugar de peróxido de hidrógeno. Las lacasas dependen de la actividad de los centros de 

cobre para llevar acabo su función catalítica, la cual empieza con la oxidación de los sustratos en 

el centro T1 transformándolos en radicales libres. Luego los electrones se transfieren internamente 

a través de la vía Cys-His hacia al clúster trinuclear T2/T3 donde al recibir cuatro electrones los donan 

al oxígeno molecular para formar una molécula de agua [105–107]. Algunos autores sugieren que si 

las enzimas no presentan el centro T1 no pueden considerarse como lacasas verdaderas ya que la 

transferencia de electrones desde el sustrato al sitio de cobre 1 es el paso que determina la 

velocidad de reacción de estas enzimas [101]. Además, se ha determinado que la bolsa de unión 

al sustrato formada por el centro tipo 1 sobresale en la estructura tridimensional, de tal forma que 
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favorece las interacciones intermoleculares con distintos sustratos fenólicos. Por el contrario, el 

clúster trinuclear (T1/T2) forma una bolsa que parece restringir el acceso de otros agentes 

oxidantes diferentes al oxígeno. Es importante mencionar que se pude extender la actividad 

catalítica de las lacasas a sustratos no fenólicos de lignina, adicionando un mediador como el ABTS 

[106–108]. Al añadir sistemas mediadores de lacasas se ha logrado la oxidación de grupos metilo 

aromáticos, alcoholes bencílicos [109], hidrocarburos aromáticos policíclicos [109–111] y tintes 

textiles [112]. 

 

Esta enzima se destaca como un catalizador prometedor ya que presentan una alta actividad 

catalítica y amplia inespecificidad de sustrato, que la ha convertido en una de las enzimas más 

estudiadas desde finales del siglo XIX por su enorme potencial biotecnológico. Algunas aplicaciones 

industriales que se destacan son: la des-lignificación de residuos agrícolas, bio-blanqueamiento 

de pulpa, blanqueamiento de algodón, aditivos en detergentes, biorremediación de una gran 

variedad de contaminantes ambientales, prevención de decoloración del vino, biosensores, 

aplicaciones médicas como la síntesis de medicamentos complejos a través de oxidación fenólica, 

entre otras [102,103]. Es necesario mencionar que muchas veces su aplicación a nivel industrial se 

ve afectada por inestabilidades estructurales y altos costos en el aislamiento y purificación de las 

proteínas nativas. No obstante, estas dificultades pueden superarse a través de la inmovilización de 

las lacasas en distintos sustratos y su producción heteróloga en otros organismos como 

Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Trichoderma atroviride, etc [113–115]
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1.2 Planteamiento del problema 

 

Ecuador es uno de los principales productores de petróleo en América Latina y es conocido como el 

país con la mayor diversidad biológica en relación a su área territorial. La región amazónica 

ecuatoriana está ubicada al oriente del país y abarca una extensión de 120.000 km2, cerca del 50% 

del territorio nacional. Actualmente, constituye una de las reservas de hidrocarburos más 

importantes de Ecuador y el principal eje impulsor del desarrollo endógeno del país [116]. No 

obstante, a pesar del loable esfuerzo realizado por el gobierno ecuatoriano para lograr el 

saneamiento de pasivos ambientales asociados a la industria petrolera, es evidente que la 

expansión de los proyectos hidrocarburíferos en la región ha traído como consecuencia la generación 

de una cantidad importante desechos petrolizados tóxicos y de difícil manejo que han causado un 

gran impacto ambiental en la región, incluyendo la grave e invaluable afectación del bienestar y la 

salud de las comunidades indígenas originarias  [24,27,117]. 

 

Los derrames de petróleo liberan al ambiente enormes cantidades de contaminantes orgánicos 

con alto contenido de compuestos polares que no solo impactan la capa superficial y la estructura 

del suelo, sino que también conducen a una pérdida de materia orgánica y nutrientes, así como el 

riesgo de lixiviarse hasta aguas subterráneas generando un mayor daño [118]. Si bien es cierto que 

la toxicidad de los hidrocarburos es atenuada en el ambiente mediante la degradación química o 

física, en muchos casos éstos siguen siendo una fuente de contaminación constante, pudiendo 

permanecer en los ecosistemas por largo tiempo, sobre todo si se trata de compuestos 

recalcitrantes como los crudos pesados y extrapesados (10-22 o API y <10ᵒAPI, respectivamente) de 

la cuenca oriental del Ecuador. Dichos crudos poseen una baja biodisponibilidad y susceptibilidad 

a ser degradados microbiológicamente por sus altos contenidos de asfaltenos, la fracción de 

mayor polaridad y peso molecular que involucra constituyentes no volátiles formados por moléculas 

poliaromáticas que contienen altas concentraciones de heteroátomos (S, N, O) y metales pesados 

(V y Ni) [5,119]. 
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1.3 Justificación 

 

Los hongos presentan un gran potencial morfológico, fisiológico y enzimático que los convierte en 

organismos promisorios para ser empleados en procesos de biorremediación de suelos contaminados 

con hidrocarburos recalcitrantes. Entre ellos, destacan los hongos ligninolíticos que poseen un 

poderoso sistema enzimático de degradación de lignina (SEDL) constituido por una amplia gama de 

oxidorreductasas e hidroxilasas (Ej. lacasas) y peroxidasas ligninolíticas (Ej. lignina peroxidasa, 

manganeso peroxidasa y peroxidasa versátil, entre otras). Además de degradar la lignina, estas 

enzimas son capaces de catalizar la oxidación de una gran variedad de compuestos orgánicos e 

inorgánicos, tales como hidrocarburos aromáticos policíclicos (HPAs), pesticidas y colorantes 

[5,41]. Así mismo, se ha reportado la primera evidencia sobre la mineralización de asfaltenos 

mediada por hongos [55]. 

 

Dado que existen pocas investigaciones realizadas a nivel mundial sobre procesos de 

biotransformación y/o mineralización microbiológica de asfaltenos en comparación con otras 

fracciones más livianas que constituyen el petróleo, el presente trabajo representa la primera 

aproximación sobre el aislamiento e identificación molecular de especies fúngicas asociadas a 

emanaciones naturales de asfalto encontradas en la Amazonía ecuatoriana. En este caso, se trata 

de la Cantera de Pungarayacu ubicada en la provincia de Napo, Ecuador. La cual está formada por 

areniscas bituminosas donde se espera estén presentes hongos con alto potencial para ser 

empleados como biocatalizadores promisorios para futuros procesos   de micoremediación de 

pasivos ambientales generados por la actividad petrolera en la Amazonía ecuatoriana.
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1.4 Objetivos 

 

1.4.1 Objetivo General 

 

• Identificar los hongos cultivables presentes en muestras de asfalto provenientes de la cantera 

de Pungarayacu en la Provincia de Napo, Ecuador, y su posible potencial hidrocarbonoclástico. 

 

1.4.2 Objetivos específicos 

 

 Aislar hongos cultivables de muestras de asfalto provenientes de la  cantera de Pungarayacu. 

 

 Identificar molecularmente los hongos aislados en la cantera de Pungarayacu. 

 

 Caracterizar funcionalmente genes y proteínas asociadas a procesos de micorremediación 

(lacasas y peroxigenasas aromáticas) empleando herramientas bioinformáticas. 
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CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 

 

2.1 Aislamiento de hongos de muestras de asfalto    provenientes de la cantera de 

Pungarayacu.  

 

2.1.1 Sitio de muestreo y georreferencia. 

 

Se seleccionó la Cantera de Pungarayacu como área de estudio, la cual es una zona de 

aproximadamente 2,6 Ha de extensión formada por rocas areniscas impregnadas con bitumen 

(hidrocarburo) donde en trabajos anteriores se ha identificado un alto contenido de S, Ni y V [120]. 

Se encuentra ubicada dentro el Campo Pungarayacu (Bloque 20) de la  Cuenca Oriental del Ecuador 

(Coordenadas Geográficas: Sur 00°; Norte 1°; Oeste 77°; Este 77°) (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Referencia Geoespacial de la Cantera de Pungarayacu. Coordenas (Sur 00°; Norte 1°; Oeste 

77°; Este 77°). 
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Para la toma de muestras se seleccionaron al azar cinco (5) puntos dentro de la cantera donde se 

tomaron muestras de asfalto aflorante de la roca arenisca (Figura 13), las cuales fueron 

trasladadas al laboratorio en neveras refrigeradas y almacenadas a 4 °C para su posterior 

procesamiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Puntos de muestreo localizados en la Cantera de Pungarayacu. Se indica los 5 puntos de 

muestreo tomados al azar dentro de la cantera y ubicados en las siguientes coordenadas con una proyección 

WGS84-UTM17s: 1. (x: 862484,49    y: 9921679,96), 2. (x: 862543,67    y: 9921745,26), 3. (x: 862476,33    y: 

9921746,28), 4. (x: 862388,58    y: 9921762,6), 5. (x: 862395,72   y: 9921815,66)

 

2.1.2 Extracción de asfaltenos 

 

Para la precipitación de asfaltenos se siguió la metodología propuesta por [121] con 

modificaciones. Se tomó una muestra compuesta de 25 g de asfalto proveniente de la Cantera de 

Pungaraycu y se mezcló con 1000 ml de hexano el cual actuó como solvente de precipitación. Esta 

mezcla   se dejó en agitación constante durante 6 horas y luego de esto se dejó reposar durante 24 

horas para lograr una buena sedimentación de los asfaltenos. Los agregados sólidos de resinas-

asfaltenos fueron recuperados por precipitación al vació en un embudo Buchner con un filtro 

1 

3 2 
4 

5 
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Whatman® Schleicher & Schuell de 110 mm de diámetro. La filtración se repitió hasta obtener un 

solvente claro. Posteriormente, los sólidos obtenidos fueron sometidos a extracción Soxhlet durante 

86 horas, donde se separó únicamente la fracción de asfaltenos. Estos sólidos resultantes se dejaron 

secar en una cabina de vapores a temperatura ambiente y se pesaron, obteniendo 40 gramos de 

asfaltenos. 

 

2.1.3 Aislamiento de hongos a partir de muestras de asfalto 

 

El aislamiento se llevó a cabo a partir de una suspensión de 10±2 g de asfalto en matraces con 100 

mL de medio definido Czapek sin fuente de carbono [122]. Los matraces se incubaron a 25 °C y 

250 rpm durante 5 días y posterior a esto se realizaron diluciones seriadas de 1:10-3; 1:10-4 y 1:10-

5 que se sembraron por duplicado en 4 medios de cultivo: 

1) Medio Czapek suplementado con asfaltenos (0,4 mg/mL) como única fuente de carbono y energía; 

2) Medio Czapek con su fuente estándar de carbono (sacarosa, 0,03 mg/mL); 3) Medio Czapek sin 

fuente de carbono como control y 4) Medio Rosa Bengala como medio de enriquecimiento. Todas 

las placas de Petri se incubaron a 25 °C durante 7 días y posteriormente se discriminaron las 

colonias crecidas según su morfotipo hasta obtener cultivos axénicos de las mismas. Una vez aislado 

cada cepa se procedió a depositarlas en el Banco de Microrganismos Ikiam, donde sus esporas se 

conservaron en glicerol 50% (v/v) y se mantuvieron a -80 ᵒC. 

 

2.2 Identificación molecular de hongos aislados en la cantera de Pungarayacu. 

 

2.2.1 Extracción de ADN genómico  

 

Para la identificación molecular se inocularon las esporas de cada aislado (6) en medio MPPY 

(Maltose potato peptone yeast) según la metodología propuesta por [123] y [117] con 

modificaciones. Luego fueron incubadas en un agitador orbital a 30°C y 250 rpm durante 48 h. El 

micelio se recuperó por filtración utilizando una red de nylon de 25 μm, el micelio filtrado se lavó con 
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NaCl al 0.9% (P/V) autoclavado, se retiró su exceso de humedad y se liofilizó el material durante 48 

horas para luego almacenarlo a -80°C dentro de cajas Petri correctamente etiquetadas y selladas. 

Luego se pesaron 100-300 mg del micelio liofilizado en un mortero donde se lo pulverizó con 

nitrógeno líquido y se añadió 1 mL de tampón de rotura (Tris-HCl 0,18 M; EDTA 10 mM, SDS 1 %, pH 

8,2.), se homogenizó con un vórtex por 30 segundos, se añadió 5 ul de Proteinasa K (20 mg/ml) y se 

incubó las muestras a 55 oC durante 45 minutos con una homogenización cada 5 minutos. Las 

muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos y se transfirió 600 ul del 

sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf donde se añadió cloroformo en una proporción 1:1, se 

mezcló por inversión, se volvió a centrifugar y el sobrenadante se transfirió gentilmente a un tubo 

nuevo. Posteriormente, se realizó una incubación a 37 OC por 45 minutos con Rnase (Ribonuclease 

A), luego se añadió fenol en proporción 1:1 y se centrifugó a 14.000 rpm por 5 minutos para tomar 

nuevamente el sobrenadante y transferirlo a otro tubo nuevo. Seguidamente se adicionó 

fenol/CIA (fenol: cloroformo: alcohol isoamílico, 25:24:1) en proporción 1:1 y se repitió este 

procedimiento hasta que la interface quedara limpia. El ADN genómico fue precipitado con 2.5 

volúmenes de etanol absoluto frío y 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3M (pH 5.2) para luego 

conservarlo durante toda la noche a -20 oC. Al día siguiente, las muestras se centrifugaron a 14.000 

rpm por 5 minutos, se realizó un lavado con ETOH al 70%, se dejó secar las muestras hasta la 

evaporización total del alcohol y, por último, el ADN se resuspendió en buffer Tris-EDTA (TE) para su 

posterior uso [176]. 

 

A continuación, se evaluó la cantidad y calidad del material extraído empleando el equipo Thermo 

Scientific™ NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer, donde se cuantificó las 

concentraciones de ADN, ARN, proteínas y compuestos fenólicos, con el objetivo de identificar 

posibles impurezas en las muestras de ADN genómico. Se aceptaron concentraciones de ácidos 

nucleicos superiores a 25 ng/µl y razones de pureza de A 260/280 y A 260/230 de 1.8 a 2.2. Los cuales 

de acuerdo al manual del equipo son radios de pureza aceptados para ADN.  
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2.2.2 Amplificación de la región ITS 

 

Se amplificó por PCR la región ITS (Internal Transcribed Spacer) utilizando los oligonucleótidos: ITS 

1F (5’…CTT GGT CAT TTA GAG GAA GT...3 ́) e ITS 4R (5’…TCC GCT TAT TGA TAT GC...3’) según 

la metodología descrita por [177] y [178], respectivamente. Las reacciones de PCR se realizaron en 

un volumen final de 25 µl y la mezcla estuvo compuesta por: 5 µl de solución amortiguadora (TBE 1X), 

1.5 µl de MgCl2 (1,5 mM), 0,5 µl de dNTPs (0,2 mM), 0,2 µl de Taq polimerasa (0,2 µl-1), 0,3 µl de cada 

uno de los iniciadores ITS1F e ITS4R (0,125 µM) y 15,2 µl de agua ultrapura estéril. La reacción se llevó 

acabo en un termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler de la marca ThermoFisher empleando una 

fase inicial de desnaturalización a 95 ᵒC por 5 minutos seguida por 30 ciclos de amplificación con las 

siguientes condiciones: desnaturalización a 95 ᵒC por 1 minuto, alineación a 56 ᵒC por 1 minuto, 

extensión a 72ᵒC por 1 minuto y una extensión final a 72ᵒC por 7 minutos. 

 

Una vez comprobada la amplificación por PCR de la región ITS, tal como se indica en el apartado de 

Materiales y Métodos, se contrató el servicio de PCR + Sanger sequencing de GENWIZ® para la 

identificación molecular de las cepas fúngicas aisladas (https://www.genewiz.com/).  Este servicio 

emplea primers propios que flanquean la región ITS1 e ITS2 del ARNr para la amplificación por PCR y 

secuenciación por el método Sanger. Los datos provistos por GENEWIZ® fueron las secuencias 

originales con sus respectivos cromatogramas. Es importante mencionar que las muestras de ADN 

fueron enviadas al exterior con el aval del Contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos 

otorgado por el Ministerio del Ambiente y Agua con el código único de proceso MAAE-CMARG-

2020-017.  

 

2.2.4 Construcción de árboles filogenéticos  

 

Las secuencias de ADN que fueron proporcionadas por el servicio de GENWIZ® se editaron y 

ensamblaron. Posteriormente, de manera individual cada una de las secuencias se compararon con las 

secuencias de ADN disponibles en la base de datos de NCBI, empleando el servicio web BLASTN (base 

de datos: región espaciadora transcrita interna (ITS) del tipo hongos y material de referencia) 

http://www.genewiz.com/
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

Las secuencias ITS obtenidas en esta búsqueda se alinearon empleando el software MUSCLE [124] y 

para la eliminación automática de regiones mal alineadas se usó la herramienta trimAL 

(http://phylemon.bioinfo.cipf.es/alignment.html). Por último la historia evolutiva se concluyó 

utilizando el método de máxima verosimilitud y el modelo de Tamura-Nei [125]. El árbol de consenso 

bootstrap inferido de 2000 réplicas se tomó para representar la historia evolutiva de las especies 

analizadas [126] y los análisis evolutivos se realizaron en el programa MEGA X [127]. 

 

2.3 Caracterización funcional de genes y proteínas asociados a    procesos de 

micorremediación (lacasas y peroxigenasas aromáticas). 

 

2.3.1 Análisis del potencial biotecnológico de las cepas aisladas. 

 

Una vez realizada la identificación molecular, se generó una búsqueda de toda la información 

disponible en la base de datos de NCBI y MycoBank Database (https://www.mycobank.org/). Por lo 

que para las 6 especies identificadas se realizó una búsqueda de genomas secuenciados, genes y 

proteínas con potencial en el área biorremediación, como por ejemplo las enzimas asociadas al SEDL. 

Al terminar esta búsqueda, se seleccionaron los organismos que contaban con la información necesaria 

para posteriores análisis. 

 

2.3.2 Identificación y selección de proteínas asociadas a procesos de micorremediación 

 

Todas las secuencias de ADN y proteínas que se obtuvieron a través de la búsqueda en bases de 

datos y que fueron utilizadas en este estudio, provienen únicamente de la especie Coniochaeta 

hoffmannii CBS 245.38 (número de acceso de GenBank MG491499) [128]. Esto se debe a que C. 

hoffmannii es la única especie de la cual se dispone su genoma totalmente secuenciado y publicado.  

https://www.mycobank.org/
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Por lo tanto, las secuencias polipeptídicas reportadas para C. hoffmannii, que se encuentran 

reportadas en NCBI (37 proteínas) (Tabla 24 Anexos), por lo que se analizaron individualmente 

realizando alineamientos de secuencias de tipo local con la herramienta BLASTp (parámetros por 

defecto) y modelamientos de su estructura tridimensional en el programa SWISS-MODEL 

(http://swissmodel.expasy.org/) para inferir relaciones estructura-función. Por lo tanto, de las 37 

proteínas obtenidas de C. hoffmannii se seleccionaron para este estudio 7 multicobre oxidasas y 

2 peroxidasa de hemetiolato (Tabla 24 Anexos), las cuales fueron descargadas en formato FASTA. 

Estas proteínas fueron escogidas debido al potencial que presentan en estrategias de 

biorremediación de crudos no      convencionales. 

 

2.3.3 Caracterización in silico de las lacasas hipotéticas 

 

Para el estudio de las multicobre oxidasas mencionadas, se inició realizando evaluaciones de varias de 

sus características estructurales a través de los programas en línea del Center for Biological Sequence 

Analysis (CBS) (http://www.cbs.dtu.dk/services/) (Tabla 23 Anexos). El programa SignalP Versión 

4.0 se utilizó para determinar la presencia de péptidas señales para los sitios de secreción, mientras 

que NetNGlyc 1.0 se usó para determinar los sitios de N-glicosilación. La localización subcelular de las 

proteínas fue determinada por DeepLoc 1- 0 [129] y TMHMM2.0. Los puntos isoeléctricos y pesos 

moleculares fueron analizados por ExPASy - Compute pI / Mw Tool y la predicción de puentes 

disulfuro se realizó con la herramienta DiANNA 1.1 [130]. 

 

2.3.4 Construcción de árboles filogenéticos 

 

Posteriormente, para identificar aquellas multicobre oxidasa que presentan mayor probabilidad de 

tener actividad lacasa, se realizó un análisis filogenético para buscar sus relaciones con otras 

multicobre oxidasas provenientes de distintos orígenes. La historia evolutiva se infirió utilizando el 

método de máxima verosimilitud y el modelo de Tamura-Nei [131]. El árbol de consenso bootstrap 

inferido de 2000 réplicas se tomó para representar la historia evolutiva [126]. Los análisis evolutivos 

se realizaron en MEGA X [127]. 

http://swissmodel.expasy.org/)
http://www.cbs.dtu.dk/services/)
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2.3.5 Búsqueda de dominios y patrones asociados a lacasas 

 

Aquellas multicobre oxidasas que mostraron una relación filogenética con otras lacasas de origen 

fúngico fueron evaluadas bajo varios criterios de selección; primero se examinó con las 

herramientas web InterProScan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) y Pfam la presencia de dominios 

Cu-oxidasa, Cu-oxidasa2 y Cu-oxidasa3 (Pfam: PF00394, PF07731 y PF07732), la exitencia de por lo 

menos dos de estos dominios catalíticos en las enzimas fue empleado como un criterio de selección 

para los siguientes análisis. El segundo criterio fue la presencia de los motivos firma L1-L4, que se 

reportan como patrones característicos de las enzimas multicobre oxidasa [132], para esto se 

realizó una alineación múltiple de las 7 proteínas con el programa MUSCLE y con el programa 

Jalview 2.11.1.0 [188] se identificaron estas secuencias de consenso. Además, se buscó la presencia 

de la secuencia conservada DSG [LIV] en la región C-terminal [133,134], la Tabla 25 en la sección de 

Anexos resume los motivos utilizados para esta búsqueda. 

 

2.3.6 Modelamiento por homología de la estructura tridimensional de las lacasas 

hipotéticas de C. hoffmannii. 

 

Con el objetivo de proporcionar más información sobre la posible función de aquellas proteínas 

que cumplieron los criterios de selección mencionados, se predijo in silico su estructura 

tridimensional con la herramienta SWISS-MODEL utilizando como templado para la predicción del 

modelo la lacasa-1 de Melanocarpus albomyce (PDB: 1gw0.1) con una resolución de 2,4 Å y con 

un 70,71 % de identidad. La calidad estereoquímica de la estructura de las proteínas fue evaluada 

con PROCHECK y PROSA, y la visualización y análisis de los modelos se realizó en PyMOL. Por 

último, se realizó una comparación entre la estructura tridimensional de lacasa de Trametes 

versicolor (PDB: 1kya) y el modelo tridimensional obtenido para la enzima Lac3    de C. hoffmannii 

empleando el algoritmo TM-align [135]. Este algoritmo se usó para calcular la puntuación TM 

entre dichas estructuras, con el objetivo de conocer cuando similares son estas dos estructuras. 

 

 

http://www.ebi.ac.uk/interpro/)
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2.3.7 Caracterización in silico y análisis filogenéticos de las peroxigenasas   aromáticas 

hipotéticas de C. hoffmannii 

 

De igual forma que para el análisis de las multicobre oxidasas de C. hoffmannii, se analizó las 

características estructurales de las peroxidasa de hemetiolato con los mismos programas 

bioinformáticos mencionados anteriormente (Tabla 23 Anexos). De igual forma se identificó 

aquellas peroxidasa de hemetiolato que presentan mayor relación por homología con 

peroxigenasas aromáticas (POAs) ya reportadas, esto a través de un análisis filogenético donde la 

historia evolutiva se infirió bajo los mismos parámetros ya empleados para el estudio de lacasas. 

 

2.3.8 Búsqueda de dominios y patrones asociados a peroxigenasas aromáticas 

 

Con el servidor Pfam se realizó una búsqueda de dominios asociados a proteínas hemo- tiolato, 

luego se realizó un alineamiento múltiple con estas proteínas hipotéticas para la exploración de 

motivos conservados responsables de las actividades catalíticas de POAs y cloroperoxidasas 

(patrones: -PCP-EGD-R-E y -PCP-EHD-E, respectivamente) [74,80]. Además, también se investigó 

la presencia de otros motivos presentes en distintas subfamilias de POAs [136]. 

 

2.3.9 Modelamiento por homología de la estructura tridimensional de hipotéticas 

peroxigenasas aromáticas de C. hoffmannii 

 

Para el análisis de sus características estructurales y su modelamiento tridimensional por homología 

se emplearon las mismas herramientas utilizadas para las multicobre oxidasas de C. hoffmannii, pero 

esta vez empleando como plantilla para el modelo tridimensional la peroxigenasa aromática de 

Agrocybe aegerita (PDB: 2yp1.1A) con una resolución de 2,31Å y un 26,73 % de identidad. De igual 

forma, se realizó una comparación entre la estructura tridimensional de POA de Agrocybe aegerita 

(PDB: 2yp1.1A) y el modelo tridimensional obtenido para las dos enzimas POAs de C. hoffmannii 

empleando el algoritmo TM-align [135]. 
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2.4 Identificación de los genes que codifican para las lacasas y peroxigenasas aromáticas 

hipotéticas de C. hoffmannii. 

 

Para obtener las regiones de ADN que posiblemente codifiquen las lacasas y POAs de esta 

investigación, se tomó sus secuencias aminoacídicas y se efectuó un TBLASTN con la base de datos 

Contigs de escopeta de genoma completo (wgs) especificando a C. hoffmannii como organismo 

de búsqueda. Las distintas secuencias genómicas resultantes fueron analizadas con el software 

AUGUSTUS [137] (http://bioinf.uni-greifswald.de/augustus/) el cual se usó para especificar la posición 

de exones e intrones en las secuencias que codifican las proteínas de estudio. Todas las secuencias 

de ADN fueron visualizadas y traducidas nuevamente en el software SnapGene Viewer 

(http://www.snapgene.com/).

http://bioinf.uni-greifswald.de/augustus/)
http://www.snapgene.com/)
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CAPITULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS 

 

3.1 Aislamiento e identificación molecular de hongos aislados de la cantera de Pungarayacu 

 

A partir de muestras de asfalto aflorante provenientes de la Cantera de Pungarayacu, se logró 

aislar 5 hongos filamentosos y un hongo levaduriforme. Esto se realizó con el objetivo de identificar 

hongos cultivables asociados a emanaciones naturales de asfalto.  

 

Los hongos aislados fueron identificados molecularmente a través de amplificación por PCR y 

secuenciación de la región ITS. Los resultados del secuenciamiento de ADN fueron comparados con 

la Base de Datos GenBank (NCBI) donde todas las relaciones establecidas por homología se 

encontraron en un rango de identidad y cobertura del 91 al 100%. No obstante, con el objetivo de 

corroborar la información obtenida GenBank, se realizó un árbol filogenético utilizando el método 

de máxima verosimilitud con los 7 mejores resultados de GenBank encontrados para cada aislado. Es 

así, como se obtuvo la información a nivel de especie de algunas de las secuencias de ADN (Figura 

14-Tabla 11). Logrando identificar que todos los aislados correspondieron al Phylum Ascomiceto 

distribuidos en 4 familias pertenecientes a: Nectriaceae, Hypocreaceae, Coniochaetaceae y 

Aspergillaceae. 

 

Los primeros análisis obtenidos mediante BLASTN mostraron que, para el caso de la cepa D, existe un 

alto porcentaje de identidad (98,93%) con la especie Xenoacremonium falcatum (datos no 

mostrados). Sin embargo, el árbol filogenético (Figura 14) infirió que existe una clara diferencia 

evolutiva entre estas secuencias de ADN. Una de las razones por las cuales esta cepa no forma un 

clado específico con X. falcatum, es que pudiera tratarse de una nueva especie del género 

Xenoacremonium. No obstante, esta hipótesis debe ser comprobada mediante estudios de 

taxonomía clásica y secuenciación de otras secuencias de ADN o genes (códigos de barra) 

utilizados para la investigación filogenética en hongos, tales como el 18S, 5.8S, 28S, el factor de 
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traducción 1-α, β-tubulina, la actina, ARN polimerasa II (RPB1 y RPB2) y la proteína de 

mantenimiento de minicromosomas (MCM7) 139.  

 

En el caso de la cepa G, se indica un alto porcentaje de identidad (99%) con la especie 

Neocosmospora rubicola. Sin embargo, al corroborar esta información con los resultados obtenidos en 

el árbol filogenético, se observa que estas dos secuencias se encuentran distantes entre sí 

sugiriendo que la cepa G en realidad comparte ancestros en común con la especie Fusarium 

waltergamsii.  

 

Por otra parte, cabe mencionar que la cepa B presentó un porcentaje de identidad de 91,75% con 

Coniochaeta hoffmannii, el cual no permite inferir relaciones evolutivas a nivel de especie con esta 

cepa sino solamente a nivel de género. No obstante, con el fin de darle continuidad al desarrollo de 

esta investigación, se asumió que la cepa B aislada de muestras de asfalto de la cantera de Pungarayacu 

es una especie cercana de Coniochaeta hoffmannii. Esto, debido a que C. hoffmannii es la única 

especie de la cual se dispone su genoma totalmente secuenciado, anotado y publicado en el GenBank. 

 

De igual manera que se debe hacer con la cepa, D identificada molecularmente a nivel de género como 

Xenoacremonium sp., para la cepa B también se hace necesario determinar su correcta 

identificación a nivel de especie empleando otros códigos de barra (Barcoding) y una detallada 

clasificación taxonómica. Es importante mencionar que en esta investigación se tenía previsto 

realizar estos análisis moleculares y taxonómicos. Sin embargo, las actividades se cancelaron 

debido a que, en el mes de marzo del año 2020 Ecuador entró en estado de emergencia sanitaria 

a causa de la Pandemia COVID-19. Hasta la fecha, aún no se ha restaurado el mencionado estado 

de emergencia y no se ha podido tener acceso a los laboratorios de Ikiam. 
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Figura 14. Árbol filogenético obtenido a partir de secuencias de la región ITS. Las secuencias de las cepas 

aisladas en este estudio se señalan en rombos rosados. La historia evolutiva se infirió utilizando el método de máxima 

verosimilitud y el modelo basado en la matriz JTT [125]. 

      
 Cepas aisladas 

        

 Nectriaceae 

         

Hypocreaceae 

 

Coniochaetaceae 

         

Aspergillaceae 
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Tabla 11. Identificación por homología de las cepas aislada con base en la información disponible en 

NCBI. 

 

Cepa ID BMO-

Ikiam1 

Especie por Homología Longitud 

(pb) 

Cobertura 

(%) 

E-value Similitud 

(%) 

Número 

Acceso 

Ref. 

 

A 

 

BM-01 

 

   Fusarium croci 

 

581 

 

99 

 

0.0 

 

97,2

4 

 

NR_163531.

1 

 

[138] 

         

 

B 

 

BM-02 

Coniochaeta 

hoffmannii 

 

599 

 

100 

 

0.0 

 

91,7

5 

 

NR_167688.

1 

 

[128] 

         

 

D 

 

BM-04 

 

Xenoacremonium sp. 

 

572 

 

98 

 

0.0 

 

98.9

3 

 

NR_155963.

1 

 

         

 

 

E 

 

 

BM-05 

 

Trichoderma 

yunnanense 

 

 

573 

 

 

100 

 

 

0.0 

 

 

100 

 

 

NR_134419.

1 

 

 

[139] 

         

 

 

F 

 

 

BM-06 

 

Penicillium 

amphiboloria 

 

 

591 

 

 

96 

 

 

0.0 

 

 

100 

 

 

NR_158827.

1 

 

 

[140] 

         

 

 

G 

 

 

BM-07 

 

Fusarium 

waltergamsii 

 

 

573 

 

 

83 

 

 

0.0 

 

 

99,7

9 

 

 

NR_159548.

1 

 

 

[141] 

 

1. Banco de microorganismos Ikiam. 
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El análisis realizado sobre artículos científicos y genomas secuenciados, demostró que existe una 

escasa información sobre los microorganismos aislados en este estudio. Las únicas especies que 

disponen de reportes científicos sobre su potencial biotenológico son: Coniochaeta hoffmannii, 

Trichoderma yunnanense y Penicillium amphiboloria. Además, el único genoma disponible 

corresponde al hongo levaduriforme Coniochaeta (Lecythophora) hoffmannii [128] (Tabla 12). 

 

Tabla 12. Potencial biotecnológico de las cepas aisladas. 

Cepa Genoma 

Aplicaciones 

biotecnológicas 

reportadas 

Área de 

aplicación 
Ref. 

 

Fusarium croci 

 

N/A 

 

N/A 

 

N/A 

 

[138] 

Coniochaeta 

hoffmannii 

 

 

NXFW00000000.1 

 

Bioconversión de 

lignina 

 

Control biológico de 

Ophiostoma 

crassivaginatum 

 

Industria de papel y 

biocombustibles. 

 

Seguridad 

Alimentaria. 

 

 

[142] 

[143] 

 

 

Xenoacremonium 

 

 

 

N/A 

 

 

N/A 

 

 

N/A 

 

 

 

Trichoderma 

yunnanense 

 

 

N/A 

 

Control biológico de 

Phytophthora capsic y  

Colletotrichum 

gloeosporioides 

 

Seguridad 

Alimentaria 

 

[144] 
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3.2 Caracterización de genes y proteínas asociados a             procesos de micorremediación 

(lacasas y peroxigenasas aromáticas).  

 

3.2.1 Caracterización in silico de las lacasas hipotéticas de C. hoffmannii. 

 

Para el caso de las 7 multicobre oxidasas de C. hoffmannii (AUS45867.1, AUS45860.1, 

AUS45857.1, AUS45849.1, AUS45848.1, AUS45844.1, AUS45838.1) se comenzó realizando una 

caracterización de estas proteínas empleando varias herramientas bioinformáticas indicadas en la 

sección de procedimientos (Tabla 23 Anexos). La longitud de las proteínas lacasas varió entre los 559 

a 726 aminoácidos, identificando que las enzimas Lac2, Lac4 y Lac6 presentaron los mayores tamaños. 

En cuanto al punto isoeléctrico, todos poseen pI ácidos donde el mayor valor se registra para la 

enzima Lac3 con un pI 6.08 (Tabla 13). En cuanto a la localización sub-celular de las dos lacasas 

hipotéticas (Lac2 y Lac6) de C. hoffmannii, se predicen como enzimas intracelulares por lo que 

pudieran presentar características diferentes a las demás. Las enzimas que se predicen como enzimas 

extracelulares mostraron péptidos señales con una longitud de 18-20 aminoácidos, los cuales se 

señalan en la Figura 16. Además, se predijo de 4 a 10 N-glicosilaciones en las lacasas hipotéticas. 

Cabe mencionar que para el caso de enzimas intracelulares no es posible un proceso de 

glicosilación, pero hay que recordar que esta información solo refleja la probabilidad de que esto 

suceda (Tabla 13). 

 

 

Penicillium 

amphiboloria 

 

 

 

N/A 

 

 

Producción de 

inulinasas 

 

 

Industria 

alimenticia y 

producción de 

bioetanol 

 

 

[145] 

 

Fusarium waltergamsii 

 

N/A 

 

N/A 

 

N/A 

 

[146] 
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La identificación de la posición del ligando axial en la estructura primaria de enzimas lacasa permite 

clasificarlas según su potencial de óxido-reducción, el cual se asocia con la energía requerida para 

remover un electrón del agente reductor [147,148]. Las lacasas hipotéticas Lac2, Lac5 y Lac7 podrían 

clasificarse como lacasas Clase 1 y deberían poseer un potencial de reducción alto. Mientras que las 

enzimas Lac1, Lac3, Lac4 y Lac6, al pertenecer a la Clase 2, tendrían un potencial de reducción mucho 

menor (Tabla 13). Otras características que se analizaron en las 7 multicobre oxidasas fue la presencia 

de puentes disulfuro (Tabla 14). Los resultados mostraron que la enzima Lac3 (AUS45857.1) de C. 

hoffmannii es la proteína con más puentes disulfuro. Por el contrario, para la Lac6 (AUS45844.1) 

el programa no predijo la presencia de estos enlaces covalentes.

Tabla 13. Características de lacasas hipotéticas de C. hoffmannii. 

 

 

# 

 

Proteína ID 

 

Longitud 

(aa) 

 

Peso 

Molecular 

(kDa)
a

 

 

pI 

teórico 

(a) 

 

LS1

b 

 

 

Péptido 

Señal
d

 

 

Regiones 

transmem 

brana 
e

 

 

N- 

Glicosilaci

onesc 

 

Presencia de 

puentes 

disulfurof 

 

Clases 

de 

lacasa
3

 

Lac 1 AUS4586

7.1 

559 61.67 5.96 E SI N/A 4-N Si Clase 1 

Lac 2 AUS4586

0.1 

726 79.75 5.57 T NO SI 8-N(2) Si Clase 1 

Lac3 AUS4585

7.1 

598 65.40 6.08 E SI N/A 10-N Si Clase 2 

Lac 4 AUS4584

9.1 

671 73.99 4.77 E SI N/A 11-N Si Clase 2 

Lac 5 AUS4584

8.1 

600 64.61 4.86 E SI N/A 5-N Si Clase 1 

Lac 6 AUS4584

4.1 

661 72.41 5.37 T No SI 10- N(2) No Clase 2 

Lac 7 AUS4583

8.1 

591 65.17 5.34 E Si N/A 6-N Si Clase 1 



57 
 

 

1. Localización subcelular de consenso: E, extracelular; T, transmembrana; I, intracelular 

2. Es poco probable que las proteínas sin péptidos señal estén expuestas la maquinaria de N-glicosilación y, por lo tanto, 

no pueden estar glicosiladas (in vivo) sin embargo contienen motivos potenciales 

3. La clase a la que pertenecen las lacasas se determinó analizando la estructura primaria de cada proteína. Donde el décimo 

aminoácido después de la cisteína conservada indica la clase de lacasa a la que pertenecen: si el aminoácido corresponde 

a una Met (clase 1), Leu (clase 2) y Phe (clase 3). 

a) ExPASy - Compute pI / Mw Tool (http://web.expasy.org/compute_pi/) 

b) DeppLoc 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/). 

c) NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 

d) SignalP Versión 4.0 (http:// www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 

e) TMHMM2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) 

f) DiANNA 1.1 (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/) 

 

Tabla 14. Predicción de puentes disulfuro en las lacasas hipotéticas de C. hoffmannii 

 

 
ID 

Posición de la 

cisteína (pb) 

Distancia 

(pb) 
Puente disulfuro1 Puntaje (s) 

Lac 1 AUS45867.1 4-507 503 
MLVCGVLSV-

DHLNNCRLMNI 
0,62 

Lac 2 

 

 

AUS45860.1 

299 - 705 406 
         QHTYDCTVNST-

KPMMLCFPIAK 
0.69 

314 - 705 391 
SRSDSCTGGVL-

KPMMLCFPIAK 
0.74 

407 - 705 298 
TLPQTCFVPYC-

KPMMLCFPIAK 
0.66 

469 - 705 236 
PLWEGCDDMPF-

KPMMLCFPIAK 
0.99 

Lac 3 

 

 

 

AUS45857.1 

37 - 143 106 
ARASTCNTPSN-

NGVTECPIPPK 
0.99 

37 - 361 324 
ARASTCNTPSN-

PVDTLCYDNID 
0.99 

37 - 533 496 
ARASTCNTPSN-

AWLMHCHIAWH 
0.99 

http://web.expasy.org/compute_pi/)
http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/)
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)
http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/)
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143 - 327 184 
NGVTECPIPPK-

PPNGFCGTSNN 
0.83 

361 - 533 172 
PVDTLCYDNID-

AWLMHCHIAWH 
0,99 

Lac 4 

 

 

AUS45849.1 

153 - 431 278 
PKIEACWGDTL-

LSNEPCDKTCA 
0,73 

385 - 435 50 
HPADGCNTFRT-

PCDKTCADVTM 
0,99 

431 - 435 4 
LSNEPCDKTCA-

PCDKTCADVTM 
0,71 

 

Lac 5 

 

AUS45848.1 

210-556 346 
KGSSICLSQAE-

AYLLHCHIQDH 
0,99 

263 - 369 106 
GVFAGCHPSTG-

SNAKNCSAPVN 
0,94 

    Lac 6 AUS45844.1 N/A N/A N/A N/A 

    Lac 7            AUS458381 

16 - 193 177 
AALVACTRHFD-

GMETPCFDSIL 
0,64 

193 - 591 398 
GMETPCFDSIL-

YSSPRC 
0,65 

238 - 265 27 
LTDKSCLPPEV-

DFFYGCNATRG 
0,61 

238 - 591 353 
LTDKSCLPPEV-

YSSPRC 
0,99 

 

 

3.2.2 Búsqueda de dominios y patrones asociados a lacasas 

 

Una vez conocidas las características principales de las multicobre oxidasas de C. hoffmannii, se 

aplicaron varios criterios de selección para determinar si efectivamente estas enzimas presentan 

características típicas de proteínas lacasas. El primer criterio fue la comparación con otras multicobre 

oxidasas (EC 1.10.3.2) a través de análisis filogenéticos para conocer la relación evolutiva de estas 

proteínas con otros miembros de las oxidasas. 
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Con el objetivo de generar conclusiones de las proteínas basadas en sus relaciones evolutivas, en 

la Figura 15 se muestran multicobre oxidasas de distintos orígenes reportadas en el trabajo de [98]. 

En total, se analizaron 27 secuencias de hongos, 5 de insectos, 7 de plantas y 3 de bacterias, 

obteniendo como resultado que 6 de las secuencias polipetídicas de C. hoffmannii (AUS45860.1, 

AUS45857.1, AUS45849.1, AUS45848.1, AUS45844.1, AUS45838.1) comparten ancestros en común 

con otras lacasas de hongos Ascomicetos. Por el contario, la enzima Lac1 (AUS45867.1) se agrupó 

junto otras ferroxidasas (ferro- oxidoreductasas) fúngicas y por esta razón esta enzima hipotética 

fue descartada para los siguientes análisis. 
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Figura 15. Árbol filogenético generado con secuencias de aminoácidos de distintas oxidasas multicobre. 

Las lacasas hipotéticas de C. hoffmannii se indican con rombos rosados y las secuencias encerradas en rojo 

representan las lacasas que continuaron siendo analizadas. 
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El segundo criterio de evaluación para la identificación de una posible actividad lacasa en las 

proteínas hipotéticas estudiadas de C. hoffmannii fue la presencia de los dominios Cu- oxidasa 

(dominios PFAM: PF00394, PF07731 y PF07732). De acuerdo a la información resumida en la Tabla 

15, los tres dominios Cu-oxidasa están presentes en todas las secuencias. Primero, se procedió a 

identificar el dominio Cu oxidasa 3 en el extremo N- terminal, posteriormente, los dominios Cu-

oxidasa y Cu-oxidasa 2 cerca del extremo C- terminal. 

 

Tabla 15. Búsqueda de dominios multicobre oxidasa en lacasas hipotéticas de C. 

hoffmannii. 

 

 

# 

 

Proteína ID 

 

Dominios 

Posición 

Inicial 

Posición 

Final 

 

Bits 

 

E-value 

   

Cu-oxidasa3 

 

125 

 

239 

 

153.0 

 

3.2e-45 

  Cu-oxidasa 
248 401 81.7 6.2e-23 

Lac 2 AUS45860.1 Cu-oxidasa 2 
563 659 124.0 3.5e-36 

  
 

Cu-oxidasa3 

 

82 

 

188 

 

115.0 

 

1.8e-33 

  Cu-oxidasa 
198 304 118.6 2.8e-34 

Lac3 AUS45857.1 Cu-oxidasa 2 
411 550 134.5 2.0e-39 

  
 

Cu-oxidasa3 

 

132 

 

238 

 

123.5 

 

4.3e-36 

  Cu-oxidasa 
248 380 98.9 3.1e-28 

Lac 4 AUS45849.1 Cu-oxidasa 2 
540 619 66.0 2.7e-18 
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Cu-oxidasa3 28 140 123.7 3.8e-36 

  Cu-oxidasa 
194 366 54.7 1.3e-14 

Lac 5 AUS45848.1 Cu-oxidasa 2 
449 573 86.6 1.2e-24 

  
Cu-oxidasa3 131 245 145.4 7.2e-43 

 

Lac 6 

 

AUS45844.1 

Cu-oxidasa 

Cu-oxidasa 2 

257 

529 

422 

638 

119.2 

106.1 

1.8e-34 

1.1e-30 

   

Cu-oxidasa3 

 

24 

 

137 

 

132.2 

 

8.8e-39 

 

Lac 7 

 

AUS45838.1 

Cu-oxidasa 

Cu-oxidasa 2 

165 

453 

353 

572 

54.9 

100.2 

1.1e-14 

7.4e-29 

 

El tercer y último criterio de selección fue la presencia de las secuencias firma L1-L4 (Tabla 25 

Anexos), ya que con este criterio se puede discriminar si las multicobre oxidasas de C. hoffmannii 

muestran las características básicas para poder ser consideradas como lacasas hipotèticas (Figura 16). 

La composición de los motivos L1-L4 en C. hoffmannii es muy variada, ya que de acuerdo a la 

representación gráfica generada a través del alineamiento múltiple de las secuencias firma (Figura 

17), en L1 se conservan 7/24 aminoácidos (29%), L2 7/22 aminoácidos (31%), L3 4/8 aminoácidos 

(50%) y L4 6/23 (26%) aminoácidos. Por lo tanto, el motivo L4 es el menos conservado entre las 

secuencias polipeptídicas de C. hoffmannii. 

 

En este estudio, además de reconocer los patrones L1-L4, se incluyó la identificación de la región C-

terminal, ya que el rol que cumple esta región en las lacasas de Ascomicetos y Basidiomicetos ha 

sido ampliamente reportado. En el caso de las secuencias de este estudio (Figura 16), solo las 

proteínas Lac3 (AUS45857.1) y Lac4 (AUS45849.1) presentaron la región C-terminal que caracteriza 

a las lacasas (Tabla 26 Anexos).
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Figura 16. Búsqueda de motivos conservados presentes en lacasas hipotéticas de C. hoffmannii. El número de acceso a cada secuencia 

se indica a la izquierda de la alineación. Los péptidos señales se indican en rojo. Los residuos conservados implicados en la unión del cobre se indican en 

rectángulos celestes y los números sobre ellos señalan el tipo de Cu al que se unen. Las regiones firmas de proteínas lacasas se resaltan en: L1 (verde oscuro), 

L2 (morado), L3(café) y L4(rosado). Los aminoácidos limitados en el rectángulo negro permiten clasificar las lacasas como clase 1 (Met), clase 2 (Leu) o clase 3 

(Phe). Los extremos C-terminales conservados se encuentran destacados en gris. El recuadro naranja señala la enzima que cumple con todos los parámetros 

analizado
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Figura 17. Logotipo de las secuencias firmas de lacasas (L1-L2-L3-L4) proveniente del alineamiento 

múltiple de lacasas hipotéticas de C. hoffmannii. Los logotipos fueron generados usando WebLogo 

(http://weblogo.berkeley.edu/). 

 

3.2.3 Modelamiento por homología de la estructura tridimensional de hipotéticas lacasas 

de C. hoffmannii. 

 

Una vez terminado todos los análisis en cuento a la estructura primaria de las secuencias 

polipetídicas de C. hoffmannii, se escogió las enzimas que cumplieran con todos los criterios de 

selección previamente explicados. Por lo tanto, Lac3 (AUS45857.1) fue la única proteína de C. 

hoffmannii que presentó todos los dominios Cu-oxidasa, las secuencias firma L1-L4, los 

aminoácidos conservados que interactúan con los cobres 1-3 y la región C- terminal. Por todo ello, 

se realizó un modelamiento por homología de su estructura tridimensional, el modelo obtenido 

en SWISS-MODEL tuvo una puntación GMQE de 0,86 que al ser un valor cercano a 1 indica un 

modelo confiable y una puntuación Z QMEAN de 0,20 que al ser cercano a 0 muestra 

http://weblogo.berkeley.edu/)
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correspondencia entre la estructura del modelo y la estructura de otras proteínas nativas 

pertenecientes a la misma familia. La validación del modelo tridimensional de Lac3 fue realizado con 

PROCHECK y ProSa (Figura 24 Anexos), el análisis con PROCHECK indicó que solo el 0,2 % de los 

residuos se encuentran en regiones desfavorables dentro del gráfico de Ramachandran y estos 

residuos no se encuentran asociados al sitio activo de la Lac3. De igual forma, en ProSA se 

obtuvieron valores favorables con puntajes z de -8,29. Estos resultados permiten concluir que el 

modelo tridimensional de Lac3 visualizado en Pymol (Figura 18) presenta rangos de puntuación que 

se encuentran típicamente en proteínas nativas. 

 

En la Figura 18 A se representa la estructura tridimensional de la lacasa de Trametes versicolor 

(PDB: 1kya), la cual es una enzima ampliamente estudiada y caracterizada. Mientras que, en la 

Figura 18 B, se representa el modelo tridimensional de Lac3 (AUS45857.1). Al reconocer y comparar 

estas dos estructuras se determina que ambas son cuproproteínas que comparten una estructura 

central común, donde se identifica los 3 dominios cupredoxina y un plegamiento tipo β-barril 

formado por alrededor de 7 hojas β antiparalelas que forman un plegamiento característico en 

esta clase de enzimas [103,149]. Además, en la Figura 18 C se identifica todos los aminoácidos que 

interactúan con los átomos de cobre y que son indispensable para la actividad catalítica de enzimas 

lacasas. 

 

Además, bajo la premisa de que las secuencias de proteínas similares tienden a tener un pliegue 

similar y, a su vez, funciones biológicas parecidas, se realizó la superposición de la estructura 

tridimensional de T. versicolor (PDB: 1kya) con la enzima Lac3 de C. hoffmannii (Tabla 16). Los 

resultados permitieron obtener una puntuación TM de 0,80 el cual es un valor aceptable ya que 

se conoce que puntuaciones menores a 0,17 corresponden a proteínas no relacionadas, mientras 

que una puntuación superior a 0,5 indica proteínas semejantes [150].



66 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Comparación de estructura de proteínas tridimensionales y sitio activo. 

A: Estructura tridimensional de la lacasa de Trametes versicolor (PDB: 1kya). B: Estructura tridimensional de la 

Lac3 (AUS45857.1). Se representan los dominios multicobre oxidasa presentes en la proteína: Cu-oxidasa 3 

(amarillo), Cu-oxidasa (rojo), Cu-oxidasa 2 (azul). C: Sitio activo de la proteína Lac3 señalando los residuos que 

interactúan con los ligando de cobre. 

Sitio Cu Tri-nuclear 

C 

A B 
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Tabla 16. Evaluación de la similitud topológica entra las estructuras de las lacasas de C. hoffmannii y T. 

versicolor. 

 

Proteína A Proteína B Puntaje-TM1 

Lac3 (AUS45857.1) Lacasa de T .versicolor (PDB: 1kya) 0,80748 

 

1. TM-align (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align) 

 

3.3 Caracterización in silico y análisis filogenéticos de las peroxigenasas aromáticas 

hipotéticas de C. hoffmannii. 

 

Para el estudio de las dos peroxidasas de hemetiolato de C. hoffmannii, se comenzó identificando 

algunas de sus características (Tabla 17). Las peroxidasas de este estudio corresponden a 

proteínas con una longitud entre 440 a 478 aminoácidos, los puntos isoeléctricos predichos para 

las dos POAs hipotéticas varían, ya que la POA1 tiene un pI   ácido y la POA2 un pI neutro. 

 

En cuanto a la presencia de puentes disulfuro, los puntajes obtenidos indican una baja probabilidad 

de presencia de estos enlaces covalentes (Tabla 18). 

 

Tabla 17. Características de peroxigenasas aromáticas hipotéticas de C. hoffmannii. 

 

 

# 

 

Proteina ID 

 

Longitud 

(aa) 

 

 pI teóricoa 

Peso 

Molecular 

(kDa)(a) 

 

LS1 b 

 

Peptido 

Señald 

 

N-

glicosilaciones 

 

Presecia de 

puentes  

disulfuroe 

POA1 AUS45861.1 478 7.05 50.87 E Si 2-N Si 

POA2 AUS45850.1 440 4.97 47.89 E Si 2-N Si 
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1. Localización subcelular de consenso: E, extracelular; T, transmembrana; I, intracelular 

a) ExPASy - Compute pI / Mw Tool (http://web.expasy.org/compute_pi/) 

b) DeppLoc 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/). 

c) NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 

d) SignalP Versión 4.0 (http:// www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 

e) DiANNA 1.1 (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/) 

 

Tabla 18. Predicción de puentes disulfuro en las peroxigenasas aromáticas hipotéticas 

de C. hoffmannii. 

 

# ID Posición de la 

cisteína (pb) 

Distancia 

(pb) 

Puente 

disulfuro 

Puntaje (s) 

 

POA1 

 

 

AUS45861.1 

3-436 433 MRCSLLVA – 

YKALGCTVNFP 

 

0,01 

117-395 278 DQRGPCPGLNT 

– 

PQAFSCFLYNA 

 

0,01 

 

POA2 

 

AUS45850.1 

9-435 426 LVALICLPLWV – 

FTNLGCSIPLT 

 

0,03 

128-393 265 DIRGPCPGLNA -

PAGYTCLLYQF 

0,02 

 

 

1. El programa utilizado para la predicción de puentes disulfuro fue DiANNA 1.1 web server 

(http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/) 

 

 

 

 

http://web.expasy.org/compute_pi/)
http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/)
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/)
http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/)
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3.3.1 Búsqueda de dominios y patrones asociados a peroxigenasas aromáticas 

 

Con el objetivo de buscar relaciones evolutivas con otras POAs se generó un árbol filogenético 

basado en las secuencias de aminoácidos de distintas peroxidasas reportadas en la literatura 

científica (Ej. POAs, cloroperoxidasas, peroxigenasa P450) (Figura 19). El análisis filogenético indicó 

que la POA1 se agrupa en el mismo clúster con otras POAs reportadas en distintas especies 

fúngicas, mientras, que la enzima POA2 pareciera compartir mayor relación evolutiva con enzimas 

cloroperoxidasas (CPO). Es importante indicar que previo a la construcción del árbol filogenético, 

las secuencias de aminoácidos de las dos POAs hipotéticas de C. hoffmannii fueron alineadas de 

forma local con la herramienta BLASTp obteniendo relaciones de homología con distintas 

proteínas identificadas como hipotéticas (datos no mostrados). Esto es muy común pues a pesar 

de que muchas de estas enzimas se encuentran reconocidas en el genoma de varios hongos (Tabla 

10), éstas carecen de una clasificación y anotación adecuadas para su análisis sistemático [138]. 

Por esta razón, se procedió directamente a tomar 20 secuencias de aminoácidos pertenecientes a 

la familia de proteínas peroxidasas y buscar relaciones evolutivas cercanas con las enzimas de este 

estudio. Además, se tomaron secuencias poliptídicas aisladas del organismo modelo Agrocybe 

aegerita, ya que fue la primera POA caracterizada y considerada como una POA  verdadera [151]. 
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Figura 19. Árbol filogenético con secuencias de aminoácidos de distintas peroxigenasas aromáticas, 

cloroperoxidasas y proteínas del citocromo P450. Las peroxigenasas aromáticas hipotéticas de C. hoffmannii 

se señalan con rombos rosados. 

 

Posteriormente, se procedió a emplear la herramienta Pfam para la búsqueda de dominios proteicos 

presentes en las 2 POAs hipotéticas de C. hoffmannii. Donde se obtuvo que las dos proteínas 

presentan un dominio peroxidasa 2, el cual es típico para enzimas de la familia peroxidasa (EC 

1.11) a la cual pertenecen estas enzimas (Tabla 19). 
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Tabla 19. Resultados de la búsqueda de dominios proteicos en POAs   de C. hoffmannii con la base de 

datos de Pfam. 

 

 

1 AUS45861.1 Peroxidasa 2 104 347 152.2 2.3e-44 

2 AUS45850.1 Peroxidasa 2 114 337 163.4 8.2e-48 

 

Con el objetivo de reconocer si efectivamente las proteínas de C. hoffmannii de este estudio 

presentan características asociadas a POAs, se analizaron sus estructuras primarias en búsqueda de 

motivos conservados que permitan diferenciarlas entre POAs y CPO. En el alineamiento múltiple que 

se muestra en la Figura 20 se incluye la POA de A. aegerita (B9W4V6.1), la CPO de Leptoxyphium 

fumago (CAC16733.1) y las dos POAs hipotéticas de C. hoffmannii (AUS45861.1-AUS45850.1). 

Entre estas secuencias, el primer motivo conservado que se identificó fue el patrón Prolina-

Cisteína-Prolina (PCP), el cual se identificó tanto en enzimas POAs y CPOs. El segundo motivo 

conservado es clave para la diferenciación entre CPO y POAs el cual, para el caso de las POAs, 

corresponde al patrón Acido glutámico-Glicina-Acido aspártico (E-G-D) y para enzimas CPO se 

presenta con los aminoácidos Acido glutámico-Histidina-Acido aspártico (E-H-D). 

 Proteína ID Dominios 
Posición 

Inicial 

Posició
n 

Final 

Bits E-value 
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Figura 20. Alineación múltiple de POAS hipotéticas de C. hoffmannii con secuencias de consenso. 

La alineación se construyó con el programa MUSCLE. El número de acceso a cada secuencia se indica a la izquierda de la alineación; 

AUS45861.1 y AUS45850.1 corresponden a peroxidasa de hemetiolato de C. hoffmannii y las secuencias consenso B9W4V6.1 y 

CAC16733.1 a la peroxigenasa aromática de Agrocybe aegerita y la cloroperoxidasa de Leptoxyphium fumago respectivamente. Las zonas 

resaltadas muestran los motivos conservados responsables de las actividades catalíticas de las distintas  subfamilias de peroxigenasas 

inespecíficas (peroxigenasas aromáticas) y cloroperoxidasas.
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3.3.2 Modelamiento por homología de la estructura tridimensional de hipotéticas 

peroxigenasas aromáticas de C. hoffmannii. 

 

Una vez que se determinó que las dos peroxidasas de hemetiolato presentan motivos 

conservados característicos de las POA, el siguiente paso que se realizó fue el modelamiento de 

sus estructuras tridimensionales. En este caso, las dos enzimas fueron modeladas usando como 

templado la POA de A. aegerita (PDB: 2yp1.1A) con una resolución de 2,31 Å. El modelo 3D de la 

enzima hipotética POA1 obtenido en SWISS-MODEL obtuvo una puntuación GMQE de 0,46 y una 

puntuación Z QMEAN de -6,61. Mientras que para el modelo obtenido para la enzima POA2 se 

obtuvieron valores de GMQE 0,45 Y QMEAN> -6,67. En ambos casos, no se logró obtener modelos 

adecuados para las dos enzimas objeto de estudio. Esto indica una incertidumbre del modelo, que 

pudiera darse ya que las dos POAs de C. hoffmannii no presentan estructuras relacionadas con la 

base de datos de estructuras experimentales.  

 

Para validar estos modelos, se llevaron a cabo análisis con los programas Procheck y Prosa (Figura 25-

26 Anexos). En el caso del modelo de la POA1, se estima que solo el 1,2 % de los residuos se 

encuentran en regiones desfavorables y ninguno se relaciona con los motivos conservados 

esenciales para la actividad catalítica de estas enzimas. De igual forma, con el programa Prosa, se 

obtuvo un valor favorable de z de -5,27, el cual se localizó dentro del rango de puntuaciones que 

se encuentra típicamente para proteínas nativas de tamaño similar. Para el modelo 3D de la POA2 

únicamente el 1,1% de los aminoácidos se encuentran en regiones desfavorables y el valor de z 

de -4.4 se agrupa en rangos típicos para otras proteínas. Por lo tanto, se tomaron como válidos los 

modelos y se analizaron a detalle en el programa PyMol. 

 

En la Figura 21 A se observa la estructura tridimensional de la POA1 (AUS45861.1), en color naranja se 

señala el dominio peroxidasa 2 (Tabla 19) y el sitio activo con los cofactores ion Mg+2 el cual se 

encuentra cerca del grupo hemo. En la Figura 21 B se identifica la estructura tridimensional de la 

enzima POA2 (AUS45850.1) señalando el dominio peroxidasa 2 en naranja. A diferencia de la POA1 

el modelo que se obtuvo no presentaba el cofactor Mg+2 y el grupo hemo. Sin embargo, al analizar 
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la estructura primaria y terciaria se logró encontrar los mismos aminoácidos asociados a la unión 

del hemo proximal (motivo PCP) y el sitio de unión distal para ion magnesio (EG/AD). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Estructura tridimensional de las POAs de C. hoffmannii. 

A: Arreglo tridimensional de POA 1 (AUS45861.1), en color naranja se indica el dominio Peroxidasa 2 (PF01328) 

y el recuadro indica el sitio activo con magnesio y un grupo hemo como ligados. B: Estructura tridimensional de 

POA 2 (AUS45850.1), en color naranja se indica el dominio Peroxidasa 2 (PF01328). 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 
 

 

 

Por último, con la finalidad de visualizar la similitud estructural con proteínas ya caracterizadas, 

se sobrepusieron las dos estructuras obtenidas por homología de C. hoffmannii con la estructura 

tridimensional modelo de A. aegerita (PDB: 2yp1.1A). En la Figura 22 A, se muestra el 

solapamiento con la POA1 (AUS45861.1) (en rojo y dominio peroxidasa 2 en naranja) se puede 

observar que en el sitio activo se identifican los aminoácidos conservados (PCP-EG/AD) en 

disposiciones espaciales similares. La similitud entre estas dos estructuras se corroboró calculando 

su puntaje TM que fue de 0,88, el cual al ser mayor a 0,5 indica que la POA1 y la POA de A. aegerita 

son estructuras homologas que pudieran presentar funciones similares (Tabla 20).  

 

Adicionalmente para corroborar que efectivamente esta enzima no se relaciona con la CPO de L. 

fumago se calculó también su puntuación TM que fue 0,49 y que indicó que estas dos enzimas no 

pudieran considerarse como semejantes (Tabla 20). De igual forma en la Figura 22 B se muestra el 

solapamiento de la enzima hipotética POA2 y la POA de A. aegerita (PDB: 2yp1.1A). Esta imagen 

nos ayuda a corroborar lo mencionado anteriormente ya que al visualizar los ligandos 

provenientes del modelo 2yp1.1A es más sencillo identificar que la enzima POA2 efectivamente 

muestra los aminoácidos que interactúan con el ion magnesio y el grupo hemo. Además, los 

motivos conservados en los dos modelos se visualizan en una disposición espacial similar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



76 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Solapamiento de la estructura tridimensional de la POAs hipotética con la POA modelo de 

Agrocybe aegerita. 

A: Sobreposición entre las enzimas POA1 (AUS45861.1) (rojo) y su dominio peroxidasa 2 (naranja) con la peroxigenasa 

aromática de A. aegerita (PDB: 2yp1.1A) (azul). B: Sobreposición de la enzima hipotética POA2 (AUS45850.1) (verde) y 

su dominio Peroxidasa 2 (naranja) con la peroxigenasa aromática de A. aegerita (azul) (PDB: 2yp1.1A). 
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Tabla 20. Evaluación de la similitud topológica entra las estructuras de las POAs hipotéticas de C. 

hoffmannii con la enzima de A. aegerita y Leptoxyphium fumago. 

 

Proteína A Proteína B Puntaje-TM1 

POA 1 (AUS45861.1) POA A. aegerita (PDB: 2yp1.1A) 0.88133 

POA 1 (AUS45861.1) CPO L. fumago (PDB: 2CPO) 0.49146 

POA2 (AUS45850.1) POA A. aegerita (PDB: 2yp1.1A) 0.88450 

POA2 (AUS45850.1) CPO L. fumago (PDB: 2CPO) 0.53114 

 

1. TM-align (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align) 

 

3.4 Identificación de los genes que codifican para las proteínas lacasas y peroxigenasas 

aromáticas hipotéticas de C. Hoffmannii. 

 

Una vez que se caracterizó a fondo las proteínas hipotéticas de este estudio, se procedió a analizar los 

genes que codifican para las 6 lacasas y las 2 POAs en C. hoffmannii. Esto, con el objetivo de 

reconocer características como la longitud del gen, contenido de G+C y posición de las secuencias 

codificantes y no codificantes (exones e intrones). Dicha información será de gran utilidad en 

futuros proyectos enfocados en la sobre-expresión heteróloga de estas proteínas para 

aplicaciones en procesos de micorremediación. 
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Tabla 21. Características de los genes que codifican las lacasas hipotéticas de C. hoffmannii. 

 

 

# 

 

Proteína ID 

Longitud 

(pb) 

Dirección en 

el genoma 

Número de 

intrones 

Contenido 

G+C (%) 

Lac2 AUS45860.1 2178 Forward 3 61 

Lac3 AUS45857.1 1809 Forward 4 61 

Lac4 AUS45849.1 2016 Reverse 5 62 

Lac5 AUS45848.1 1803 Forward 2 60 

Lac6 AUS45844.1 1986 Reverse 5 55 

Lac7 AUS45838.1 1776 Forward 2 55 
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Figura 23. Distribución de exones e intrones en el gen que codifica a la lacasa hipotética Lac3 

(AUS45857.1) de C. hoffmannii. Las líneas naranjas representan los exones y líneas azules intrones
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Tabla 22. Características de los genes que codifican POAs hipotéticas de C. hoffmannii. 

 

 

# 

 

Proteína ID 

Longitud 

(pb) 

Dirección en 

el genoma 

Número de 

intrones 

Contenido G+C 

(%) 

1 AUS45861.1 1437 Reverse 3 63 

2 AUS45850.1 1320 Forward 5 53 
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CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 Aislamiento e identificación molecular de hongos aislados de la cantera de Pungarayacu 

 

La zona de estudio de este trabajo de investigación fue la cantera de Pungarayacu ubicada en la 

Provincia de Napo en Ecuador. Esta cantera presenta una estructura de minería a campo abierto 

formada por roca arenisca impregnada con bitumen. Desde hace más de 60 años y hasta la actualidad, 

de este lugar, se obtiene material asfáltico para utilizarlo en la construcción de las carreteras del 

sector. El asfalto natural que aflora de las rocas presenta varias características que son de provecho 

para los objetivos de esta investigación. Pues se trata de crudo no convencional del tipo extrapesado 

con una densidad API de 5.5 que contiene 40 % de compuestos aromáticos, 32.50 % de naftenos 

y 26.71% de parafinas. Además, posee 38.30 ppm de vanadio, 243 ppm de níquel y 3.29 % de azufre 

[120]. Lo que implica que los hongos capaces de sobrevivir bajo estas condiciones deberían poseer 

un sistema enzimático robusto que les permita catabolizar moléculas complejas como los 

asfaltenos que se encuentran en grandes concentraciones en crudos extrapesados. Así mismo, 

que permita catabolizar heteroátomos como el azufre y metales pesados. La importancia de 

investigar complejos enzimáticos de origen fúngico asociados a la degradación de asfaltenos 

radica en el hecho de que el mercado de la explotación de crudos no convencionales ha aumento 

en los últimos años. Lo que implica que fracciones recalcitrantes como los asfaltenos pudieran 

encontrarse en mayor proporción en suelos contaminados por la industria petrolera en zonas de 

alta fragilidad y diversidad biológica, como la región Amazónica. Por lo tanto, existe la creciente 

necesidad de desarrollar proyectos de investigación centrados en la micorremediacion de suelos 

contaminados con crudos recalcitrantes en la Amazonia ecuatoriana, contribuir a la restauración 

ambiental y a la dignificación de las comunidades indígenas establecidas en las zonas impactadas. 

 

Con base en esta premisa, y con el objetivo de aislar hongos extremófilos hidrocarbonoclásticos, se 

tomaron muestras de asfalto natural de la Cantera de Pungarayacu y se aislaron 6 cepas fúngicas que 

se encuentran filogenéticamente relacionadas con especies recientemente reportadas en el GenBank 

del NCBI.  
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Como se mencionó anteriormente, la cepa B presentó un porcentaje de identidad bajo con la especie 

C. hoffmannii, que no permite concluir relaciones filogenéticas a nivel de especie. Sin embargo, 

considerando la relación evolutiva obtenida en la Figura 14 y dado que C. hoffmannii es el único 

organismo del cual se disponía su genoma, se decidió continuar el presente trabajo de investigación 

asumiendo que la cepa B aislada de muestras de asfalto de la cantera de Pungarayacu corresponde a 

la especie C. hoffmannii. 

De acuerdo con la filogenia obtenida (Figura 14), todas las cepas fueron clasificadas dentro del filo 

Ascomicetos y distribuidas en cuatro familias. Se identifica a la familia Nectriaceae con las especies 

Fusarium croci y Fusarium waltergamsii y Xenoacremonium sp. 

 

La cepa F. croci, antes denominada como Neocosmospora croci [152], es un hongo aislado por 

primera vez en Italia en el año 2018, proveniente de muestras de ramas y troncos de la especie Citrus 

sinensis que presentaban signos de infección fúngica [138]. Este primer reporte que describe a F. 

croci como una nueva especie es el único trabajo que se ha publicado hasta la actualidad, donde 

se menciona que esta cepa saprófita presenta grandes similitudes morfológicas con el complejo 

de especies de Neocosmospora (Fusarium) solani. No obstante, se reconoce como una especie 

distinta ya que presenta tasas de crecimiento lentas en medios artificiales, conidióforos reducidos 

y una pigmentación rojiza cuando se incuba en PDA a 36 ºC [138]. Esta es la única información que 

se dispone de la especie y no se han descrito estudios a nivel de caracterización enzimática o su 

potencial biotecnológico. 

 

En cuanto a la especie Fusarium waltergamsii, también denominada Neocosmospora gamsii 

[152], es un hongo filamentoso aislado principalmente de muestras clínicas humanas y reconocido 

por ser uno de los muchos genotipos provenientes de pacientes con brotes de queratitis en los EE. 

UU [153]. El primer reporte de su aislamiento fue en el año 2018 a partir de muestras clínicas 

humanas de ojos y de líquido de lavado broncoalveolar. Desde un punto de vista morfológico, esta 

especie se caracteriza por presentar conidios esporodoquiales largos, delgados y muy septados 

(hasta 7 septos) [153]. En el trabajo de [154] se menciona que la especie N. gamsii se encuentra 

involucrada en casos de fusariosis humana y de acuerdo a estudios de susceptibilidad fúngica, la 

anfotericina B tuvo una baja actividad en esta cepa (concentración mínima inhibitoria: 32 μg mL-1). 
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Es interesante mencionar que, aunque clásicamente los taxones de Neocosmospora se asocian a 

infecciones clínicas, existen especies como N. petroliphila que son patógenos humanos y vegetales 

[155]. Sin embargo, este tipo de investigación no se ha realizado en N. gamsii. Por último, en la 

familia Nectriaceae se incluye a la especie Xenoacremonium sp. que, a diferencia de las otras 

cepas mencionadas, esta no formó un clado especifico a nivel de especie (Figura 14), lo que sugiere 

que podría tratarse de una nueva especie. 

 

Otra familia identificada es la Hypocreaceae que incluye a la cepa E estrechamente relacionada 

con la especie T. yunnanense (Figura 14), la cual está representada por una única cepa aislada en 

China a partir de muestras de la rizosfera del tabaco [156]. En cuanto al potencial biotecnológico de 

esta especie (Tabla 18), en el trabajo de [144] se reporta la capacidad de inhibición de T. 

yunnanense contra dos fitopatógenos importantes como Phytophthora capsici y Colletotrichum 

gloeosporioides, donde se indica un porcentaje de inhibición en el crecimiento de estos 

fitopatógenos de un 10.39 % y 16.37 %, respectivamente. Estas características pudieran 

aprovecharse para generar estrategias de control biológico basadas con el objetivo de combatir 

infecciones en importantes cultivos comerciales como el de los pimientos, papayas, pitahaya, rosas, 

entre otros. De igual forma, en la investigación realizada por [149] se concluyó que los metabolitos 

secundarios obtenidos de T. yunnanense y T. harzianum a una concentración de 50 y 25% presentan 

un efecto total inhibidor (100 %) en el crecimiento del micelio de V. inaequalis, el cual es un hongo 

que genera grandes pérdidas económicas de hasta cerca del 100 % en la producción de manzanas. Así 

mismo, la actividad antifúngica de T. yunnanense podría aprovecharse para crear alternativas 

sustentables para el control biológico de distintas plagas. Otra aplicación que ha sido explorada en 

esta especie es la producción de ácido indolacético, la cual es una clase de auxina que promueve el 

crecimiento y desarrollo de las plantas. La especie T. yunnanense puede producir 7.82 μg/ml de 

ácido indolacético por mililitro de medio de cultivo. Esta capacidad para producir hormonas que 

estimulen el crecimiento de plantas es una característica propia del genero Trichoderma y que puede 

ser aprovechada en el sector agrícola a través de relaciones simbióticas hongo-planta huésped [157]. 

Por lo tanto, la especie de T. yunnanense presenta un enorme potencial para el área de seguridad 

alimentaria que aún necesitan ser estudiada a nivel molecular y enzimático. 
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La tercera familia corresponde a la Aspergillaceae con la cepa F que guarda una relación 

filogenética con la especie Penicillium amphipolaria. Esta especie fue aislada en 2016 por [196] 

donde se presentaron 15 nuevas especies de Penicillium provenientes de diferentes partes del 

mundo. Aquí se describe que dentro de las 15 especies analizadas P. amphipolaria fue el único 

productor de fusaperazina E, fumitremorgin B y varios metabolitos relacionados no caracterizados. 

En cuanto a su morfología se puede distinguir fácilmente de sus parientes cercanos por su escaso 

crecimiento en CYA a 37 ºC y su patrón complejo de ramificación de conidióforos. En cuanto a su 

potencial biotecnológico (Tabla 12) se ha reportado a la cepa P. amphipolaria KAS 2555 aislada en 

el año 2020 en el suelo superficial de un manglar detritus localizado en India, como un productor 

eficiente de enzimas inulinasas [145]. Dichas enzimas hidrolizan el polímero inulina liberando 

monómeros de fructosa y glucosa que pueden ser aprovechados para la elaboración de jarabes 

de fructosa puro, biocombustibles y fructooligosacáridos. En este mismo trabajo, se menciona que 

esta especie mejora su producción de inulinasas en condiciones de fermentación sólida, empleando 

caña de azúcar como sustrato. Por lo que en una siguiente fase de investigación debería centrarse en 

estrategias para la producción a gran escala de esta enzima de alto valor nutracéutico [145]. 

 

Por último, se reconoce a la familia Coniochaetaceae que incluye la cepa B filogenéticamente 

cercana a Coniochaeta hoffmannii también conocida como Lecythophora hoffmannii. Este hongo 

levaduriforme pertenece al Phylum Ascomiceto y es reconocido por ser un hongo xilógafo de 

pudrición blanda, patógeno vegetal facultativo y en casos inusuales asociado a micosis oportunista 

en humanos [128,147,158]. Una de las principales características que se ha estudiado es su 

capacidad de metabolizar distintos compuestos aromáticos de bajo peso molecular asociados al 

proceso de descomposición de la madera, incluso se reconoce como uno de los pocos agentes 

fúngicos capaz de descomponer madera protegida con conservantes. En el trabajo de [158] se reporta 

nueve compuestos fenólicos metabolizados por este hongo, donde se destacan el ácido p- 

hidroxibenzoico, el ácido vanílico y la vainillina que se reconocen como metabolitos putativos de 

la degradación de lignina. Además, se ha descrito que las rutas metabólicas son a través del ácido 

protocatecuico y la protocatecuato 3,4-dioxigenasa, respectivamente. Debido a su alto potencial 

lignocelulolítico, C. hoffmannii pudiera ser aprovechada en varias industrias, tales como la de 

fabricación del papel y tratamiento de materia prima en el proceso de producción de bioetanol. 
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Es interesante destacar que C. hoffmannii pudiera considerarse como un agente infeccioso 

emergente. Pues se ha informado el primer caso de sinusitis crónica causada por esta especie en 

un paciente inmunodeprimido, donde este hongo fue aislado a partir de lavados senos paranasales. 

Una de los aspectos más importantes de mencionar es que en este estudio se reporta que C. 

hoffmannii mostró resistencia a distintos antifúngicos como: anfotericina B, flucitosina, 

ketoconazol y fluconazol, lo que dificulta el tratamiento de infecciones causadas por esta especie 

[147]. Asimismo, se ha reportado un caso de infección de C. hoffmannii en un hospedero canino, 

el cual constituyó el primer caso de osteomielitis asociado a esta especie que condujo al desarrollo 

de una infección sistémica en un animal en Japón [159]. De manera tal, se debería presentar mayor 

atención a la resistencia a los antifúngicos y el potencial peligro de infecciones causadas por esta 

especie. 

 

A pesar de esto, C. hoffmannii ha sido mayormente descrito como un microorganismo degradador 

de lignocelulosa y compuestos aromáticos, pero no se le ha prestado atención al potencial que 

pudiera tener esta especie en distintas industrias. El único trabajo al respecto es la investigación 

realizada por [142], donde se sugiere el uso de C. hoffmannii para la producción eficiente de 

biodiesel (Tabla 12). Dicho estudio propone que los lípidos de los hongos pudieran reemplazar el 

uso de biomasa vegetal para la producción de biodiesel, pues presentan una composición de 

ácidos grasos similar al de los aceites vegetales. En el caso de C. hoffmannii luego de estandarizar 

varias condiciones de cultivo como: pH, temperatura, tipo de sustrato, entre otras, se obtuvo la 

mayor acumulación de lípidos luego de 48 h de incubación en una concentración de 52 % a pH 4 en 

presencia de orujo de zanahoria al 10 % y suero de queso 0.5 g/L. Este es el único informe que se centra 

en el potencial de C. hoffmannii en la industria de los biocombustibles. 

 

Es importante mencionar que de todas las relaciones filogenéticas establecidas (Figura 14), la especie 

C. hoffmannii es la única de la cual se dispone su genoma (Tabla 12). Esta es la principal razón por 

la que todos los análisis in silico realizados se centran en esta especie. El genoma de C. hoffmannii 

fue secuenciado en el año 2018 a partir de la cepa aislada por el Instituto de Biodiversidad Fúngica 

Westerdijk (CBS, Utrecht, Países Bajos). El genoma se secuenció a través de la tecnología de 

IonTorrent y corresponde al segundo genoma disponible de este género, el cual se encuentra 



86 
 

depositado en GenBank con el número de acceso NXFW00000000.1. De acuerdo al borrador de la 

secuencia del genoma de esta especie realizado por [128], su longitud es de 30.8 Mb con 869 

contigs y se predijo la presencia de 10,596 genes que codifican proteínas y 556 enzimas. No 

obstante, en la base de datos de NCBI solo se encuentran reportadas 37 proteínas con los números 

de acceso a GenBank: MG550044 a MG550081 y son estas proteínas las que se examinaron 

minuciosamente en los posteriores análisis. 

 

4.2 Caracterización de genes y proteínas asociados a procesos de micorremediación (lacasas 

y peroxigenasas aromáticas) 

 

De acuerdo a la información disponible en NCBI se han anotado 37 proteínas provenientes de C. 

hoffmannii, muchas de ellas sin una identificación clara de la familia de proteínas a la que pertenecen 

(Tabla 24 Anexos). Por consiguiente, y con el objetivo de caracterizar funcionalmente genes y 

proteínas asociadas a procesos de micorremediación, la primera fase de esta investigación fue 

analizar en detalle cada una de las proteínas disponibles, considerando relaciones de homología y 

modelamiento 3D para inferir relaciones estructura-función. Es así que se concluyó que, de las 37 

proteínas descritas en el NCBI, 7 se asociaban a multicobre oxidasas y 2 peroxidasas de hemetiolato, 

siendo el resto identificadas como xilanasas y celulasas. Dado que el objetivo de este trabajo es 

conocer el posible potencial hidrocarbonoclástico de C. hoffmannii, se seleccionaron multicobre 

oxidasas y peroxidasas de hemetiolato como proteínas objeto de estudio. Debido a su versatilidad 

de catalizar la oxidación de compuestos fenólicos y no fenólicos que facilita su recuperación. 

 

4.2.1 Caracterización in silico de las lacasas hipotéticas de C. hoffmannii. 

 

Con el objetivo de caracterizar las 7 multicobre oxidasas (AUS45867.1, AUS45860.1, AUS45857.1, 

AUS45849.1, AUS45848.1, AUS45844.1, AUS45838.1), se emplearon variasherramientas 

bioinformáticas indicadas en la sección de materiales y métodos (Tabla 23), lo cuales permitieron 

analizar varios parámetros estructurales esenciales que caracterizan a estas proteínas. 
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Se identificaron 3 enzimas (Lac2, Lac4, Lac6) que presentaron tamaños entre 500 a 600 aminoácidos 

[103,149]. Sus pesos moleculares mostraron pesos superiores a los valores típicos que oscilan entre 

los 50 a 70 kDa (Tabla 13) [106], aunque lacasas con pesos mayores entre 70 a 80 kDa también han 

sido reportadas [109,157,160]. En cuanto al punto isoeléctrico, se observó que las proteínas de C. 

hoffmannii se encuentran en los rangos reportados para otros Ascomicetos [106,161]. 

 

La localización celular de las proteínas lacasa es uno de los aspectos que va determinar el tipo de 

actividad catalítica y la clase de sustratos con los que estas enzimas podrán interactuar. En este 

caso, dos de las enzimas de C. hoffmannii (AUS45860.1 y AUS45844.1) se predicen como enzimas no 

extracelulares (Tabla 13). A pesar de que se ha proporcionado información sobre la presencia y el 

potencial de lacasas intracelulares presentes en distintas especies de hongos [162,163], la mayoría 

de investigaciones sobre micorremediación se centran en lacasas fúngicas extracelulares. Ya que se 

sabe que juegan un papel importante en la degradación de compuestos hidrocarbonados, además, de 

que la ubicación extracelular de estas enzimas es una ventaja que pudiera aprovecharse para facilitar 

procesos de purificación, inmovilización y producción a gran escala [164]. Posteriormente, se 

identificó que las enzimas hipotéticas extracelulares presentan péptidos señales con una longitud 

de 18-20 aminoácidos los cuales se señalan en la Figura 16. Además, se predice de 4 a 10 N-

glicosilaciones en estas lacasas hipotéticas (Tabla 19), lo que brinda una idea sobre la estabilidad 

catalítica que pudieran tener y su posible protección a la degradación proteolítica [103,109]. En este 

apartado, se reconoció que Lac1 (AUS45867.1) es la enzima extracelular con menos incidencia de 

glicosilaciones y probablemente con mayor vulnerabilidad a la degradación enzimática. 

 

Por otro lado, también se clasificó las proteínas de acuerdo a la posición del ligando axial en su 

estructura primaria. Esta posición permite clasificar las enzimas lacasas en dos clases según su 

potencial de reducción, el cual se asocia con la energía requerida   para remover un electrón del 

agente reductor [149]. La posición del ligando axial se encuentra ubicada 10 aminoácidos aguas abajo 

de la cisteína conservada que interactúa al cobre tipo 1 (Figura 16), el tipo de aminoácido hidrofóbico 

que se identifica en este lugar permite reconocer dos clases de enzimas [138,165]. Si la lacasa en esta 

posición tiene un aminoácido leucina (Leu) corresponde a la Clase 2 con un potencial de reducción alto 

de entre 700 a 800 mV, siendo típicas en los hongos Ascomicetos y Basidiomicetos [ 1 6 6 ] . Por el 

contario, el potencial Redox disminuye a 500 mV cuando en esta posición se encuentra una metionina 
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(Met) y se categorizaron como lacasas Clase 1 [103,141]. La influencia que tiene esta posición de 

ligando axial en las lacasas fúngicas ha sido demostrado por [167] donde al realizar una mutación 

puntual en la lacasa del hongo Trametes villosa cambiando una Phe a Met resultó en una 

disminución significativa en el potencial de reducción de la proteína. Esto significaría que las lacasas 

hipotéticas Lac2, Lac5 y Lac7 podrían clasificarse como lacasas Clase 1 y éstas deberían poseer un 

potencial de reducción menor. Mientras que las enzimas Lac3, Lac4, Lac6, al ser de Clase 2, tendrían 

un potencial de reducción mucho mayor (Tabla 13). 

 

Otra característica que se analizó en las 7 multicobre oxidasas fue la presencia de puentes disulfuro 

(Tabla 20), ya que estos forman enlaces covalentes que juegan un rol en la estabilidad estructural 

de las proteínas volviéndolas menos susceptibles a degradación enzimática [160]. De acuerdo a la 

información obtenida a través del servicio Web de DiANNA 1.1, la enzima Lac3 (AUS45857.1) de C. 

hoffmannii es la proteína con más cantidad de puentes disulfuro y con un mayor puntaje que se 

traduce a una alta probabilidad de la presencia de estos enlaces covalentes. En cambio, para la 

Lac6 (AUS45844.1) el programa no predijo la presencia de puentes disulfuro. Esta información 

nos brinda una idea sobre la arquitectura tridimensional de las lacasas hipotéticas de este estudio, 

pues debido a la fuerza de los enlaces covalente, la presencia de puentes disulfuro puede tener 

efectos sobre la vía de plegamiento y estructura molecular. Así mismo, la presencia de puentes 

disulfuro pudiera aumentar la existencia de estas enzimas en el medio extracelular  [168–170].  

 

4.2.2 Búsqueda de dominios y patrones asociados a lacasas 

 

Una vez que se determinó varias de las propiedades moleculares básicas de las 7 proteínas de C. 

hoffmannii, se emplearon distintos criterios de selección basados en características que son 

exclusivas para esta clase de enzimas. Esto, con el objetivo de confirmar si las 7 multicobre 

oxidasas pueden considerase como lacasas hipotéticas. Es importante aclarar que el término 

“lacasas hipotéticas” se emplea ya que se asume su posible función empleando únicamente 

herramientas bioinformáticas. 
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El primer criterio de selección fue que las multicobre oxidasas de C. hoffmannii deberían presentar 

relaciones filogenéticas estrechas con otras lacasas fúngicas ya reportadas, pues eso indicaría que 

comparten ancestros en común entre ellas. Por lo cual, se construyó un árbol filogenético (Figura 

15) utilizando varias secuencias aminoacídicas de diversas enzimas multicobre oxidasas (MCOs). 

Estas enzimas forman una familia multifacética que comprenden proteínas como: ferroxidasas (EC 

1.16.3.1), ascorbato oxidasa (EC 1.10.3.3), y lacasas (EC 1.10.3.2) [100,149].  Estas últimas, al ser 

enzimas muy versátiles, con una baja especificidad al sustrato y capaces de oxidar una amplia gama 

de compuestos fenólicos y no fenólicos, se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza 

[100,171] , pudiéndose obtener lacasas provenientes de hongos, plantas, insectos, bacterias y 

líquenes, todas ellas con características particulares tanto en su estructura como en su actividad 

catalítica [172]. De tal manera, en la Figura 15 se representaron todas estas clases de enzimas, 

obteniendo que de las 7 proteínas de C. hoffmannii, 6 de ellas (Lac 2-3-4-5-6-7) se relacionan 

estrechamente con otras lacasas específicas de Ascomicetos, mientras que Lac1 fue la única en 

mostrar una relación cercana con la familia de enzimas ferroxidasa. Esta relación filogenética con 

otra clase de MCOs se tomó como criterio para descartar a Lac1 en los próximos análisis, pues la 

actividad enzimática principal de enzimas ferroxidasas se asocia a la oxidación de hierro II a hierro 

III, lo cual no presenta mayor ventaja en estrategias de biorremediación [98]. 

 

El segundo criterio de selección fue que las 6 secuencias poliptídicas presentaran dominios 

proteicos propios de enzimas lacasas. Debido a la extensa información que se dispone sobre estas 

enzimas, es bien conocido que todas las lacasas sin importar su origen, estructuralmente están 

compuestas por tres dominios similares a cupredoxinas ordenados secuencialmente [173]. Estos tres 

dominios efectivamente fueron identificados en todas las lacasas hipotéticas (Tabla 15), en una 

ubicación secuencial donde el dominio 3 Cu- oxidasa se encontró en el extremo N-terminal, le 

seguía el dominio 1 Cu-oxidasa y por último el dominio 2 Cu-oxidasa en el extremo C-terminal. Es 

interesante reconocer que esta distribución de los dominios Cu-oxidasa es típico de lacasas de 

Ascomicetos [133]. De manera que todas las lacasas hipotéticas presentaron dominios 

específicamente relacionados con hongos Ascomicetos, por lo cual ninguna enzima se descartó 

para los posteriores análisis. 
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El tercer criterio de selección, y uno de los más importantes, fue que en la estructura primaria de 

las enzimas hipotéticas se encuentren todas las secuencias firma propias de enzimas lacasas. Estas 

secuencias firmas hacen referencias a los patrones de aminoácidos altamente conservados que 

sirven como ligando para los átomos de cobre y que son indispensable para mantener el 

plegamiento conformacional y la actividad catalítica de las lacasas [132]. Por lo tanto a través de 

alineamientos múltiple de cientos de lacasas se ha  logrado identificar 4 secuencias firmas (L1-L4) 

con una longitud de 8 a 24 aminoácidos que se distribuyen a lo largo de la cadena polipeptídica 

(Tabla 29 Anexos) [138,166]. No obstante, estas secuencias son comunes para todas las proteínas 

perteneciente a la familia de multicobre oxidasas, lo que significa que su presencia no es suficiente 

para confirma que las enzimas  corresponden específicamente a lacasas [174]. Por lo tanto, en este 

estudio se incluyó en la búsqueda la secuencia C-terminal (Tabla 25 Anexos), pues de acuerdo a 

bibliografía esta región es indispensable para la actividad catalítica de enzimas lacasas. Esto ha 

sido demostrado por varios autores, como el estudio realizado por [175] donde al truncar el 

extremo C-terminal de la lacasa LCC1 de Trametes versicolor obtuvieron una disminución en el 

potencial de reducción de la enzima. De igual forma en el trabajo de [171] se demostró que la 

región C-terminal de Pleurotus ostreatus es esencial para el rendimiento catalítico y la estabilidad 

de la lacasa POXA1b. Por ello, en este trabajo se considera a las secuencias firma L1-L4 y al extremo 

C-terminal como los patrones distintivos para la identificación de nuevas lacasas. 

 

Por consiguiente, a partir del alineamiento múltiple de las enzimas hipotéticas de C. hoffmannii  

(Figura 16) se identificó individualmente los aminoácidos pertenecientes a los  patrones L1-L4, lo 

que permitió reconocer que las proteínas de C. hoffmannii existen variaciones en los residuos de 

aminoácidos conservados. Esto se muestra en la Figura 17 donde el patrón conservado L4 es el 

que muestra mayor variabilidad de aminoácidos, mientras que la secuencia L3 es la más 

conservada ya que el 50% de los aminoácidos conservados se encuentran presentes en la secuencia. 

Estos cambios entre los aminoácidos de regiones de consenso posiblemente se deban a que cada 

especie sufre presiones evolutivas distintas, que resultan en modificaciones a nivel de su estructura 

primaria para  facilitar la trasferencia de electrones entre los dominios catalíticos [133]. Sin 

embargo, es importante mencionar que a pesar de que las secuencias L1-L4 no se encuentran 

exactamente representadas en las lacasas de C. hoffmannii, se puede identificar los diez residuos 

de histidina (H) y una cisteína (C) que actúan como ligandos para los átomos de  cobre (Figura 16), 
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los cuales son clave para la funcionalidad catalítica de las enzimas. A excepción de la enzima Lac4 

(AUS45849.1), donde no se encuentran los aminoácidos histidina y cisteína en la región L4 que 

interactúa con el cobre 1 (Figura 16), posiblemente se verá afectada la oxidación del sustrato y por 

lo tanto a su actividad catalítica. En cuanto a la región C-terminal, las únicas enzimas que presentan 

esta región son Lac3 y Lac4, lo que probablemente se traduce en que las otras cuatro enzimas 

presenten menor actividad catalítica y estabilidad. Esto debido a que en el trabajo de [176] se evalúa 

el rol que tiene el extremo C-terminal en las lacasas, evidenciándose que la ausencia de este afecta 

tanto el rendimiento catalítico como las propiedades de estabilidad de la enzima. Por ende, algunas 

lacasas a pesar de presentar todas las características esenciales, pueden ser parcialmente 

funcionales. 

 

Como resumen, la lacasa que cumplió con todos los criterios de selección fue la enzima   Lac3 

(AUS45857.1), lo que implica que de todas las secuencias analizadas, solo una pudo ser clasificada 

como lacasa hipotética. Es por esto que se realizó el modelamiento tridimensional únicamente de 

esta proteína. 

 

4.2.3 Modelamiento por homología de la estructura tridimensional de hipotéticas lacasas 

 

En el modelamiento por homología de la estructura terciaria de la enzima Lac3 se identificó claramente 

los tres dominios tipo cupredoxina con una conformación tipo barril β en forma de sándwich y los 

átomos de cobre distribuidos en tres sitios redox (Figura 18). Se logró identificar el centro de cobre 

1 involucrado con la oxidación del sustrato, como el centro más expuesto. El cual está coordinado 

por dos histidinas conservada (HIS 460-538), una cisteína (CYS-533) y un aminoácido hidrofóbico 

(ligando axial) que no interactúa directamente con el átomo de cobre (LEU-543), pero que es 

responsable de su desestabilización y por ende del aumento del potencial redox de la enzima Lac3. 

También se identificó el sitio trinuclear de cobre (Figura 6) formado por dos cobres tipo 3 y un 

cobre tipo 2 coordinados por cadenas de histidinas, en este sitio trinuclear es donde se da la 

reducción de oxigeno molecular acompañado por la formación de agua. 

 



92 
 

Además de esto, se determinó si la enzima hipotética muestra un plegamiento similar a una lacasa 

verdadera como la de T. versicolor, pues el plegamiento global de una proteína es considerado como 

uno de los principales determinantes para su función. Se empleó la lacasa de T. versicolor como 

punto de referencia, ya que ha sido ampliamente estudiada para estrategias de biorremediación, 

pues esta enzima en condiciones in vitro es capaz de oxidar varios sustratos como: acenaftileno, 

acenafteno, fluoreno, antraceno, benzo pireno y perileno [109,110]. Por lo tanto, se calculó el 

puntaje TM que representa una medida de similitud entre los átomos de dos cadenas de proteínas 

(Tabla 16). En este caso, el valor obtenido al ser mayor a 0,5 indicó que efectivamente estas dos 

proteínas se puedan considerar como estructuras similares y por ende pudieran presentar actividades 

catalíticas análogas. 

 

Para simplificar toda esta información podríamos decir que de las 7 multicobre oxidasas de C. 

hoffmannii disponibles en las bases de datos, la única que presentó todas las propiedades que 

caracterizan a las enzimas lacasas fue la enzima Lac3 (AUS45857.1). Por     consiguiente, esta enzima 

pudiera considerarse como una candidata para sobreexpresión heteróloga. No obstante, es 

necesario validar toda la información obtenida con análisis experimentales.  Se sabe que esta 

proteina analizada in silico (Lac3) fue identificada en el genoma de otro aislado. Por lo que no 

necesariamente será expresada por el microorganismo aislado de la Cantera de Pungarayacu 

(cepa B), ya que no fue identificado por secuenciación directa y cada aislado pasó por presiones 

evolutivas distintas. 

 

4.2.4 Caracterización in silico y análisis filogenéticos de las peroxigenasas    aromáticas 

hipotéticas 

 

Como ya se mencionó anteriormente, las enzimas peroxigenasas aromáticas (POAs) presentan un 

enorme potencial en el área de la biorremediación. Ya que muestran tanto actividad peroxigenasa 

como peroxidasas, que involucran reacciones de hidroxilación y epoxidación aromáticas y 

alifáticas, sulfoxidaciones, N-oxidaciones, N-desalquilación y bromación [84]. De manera que en 

esta investigación se comenzó analizando varias características moleculares de estas enzimas 
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(Tabla 23). 

 

La información obtenida es interesante, ya que las dos POAs hipotéticas de este estudio presentan 

masas moleculares y pI superiores a los rangos promedios típicos [75]. La familia de POAs  más 

cercana pudiera ser el grupo II de POAs largas, donde se reportan masas de alrededor de 44 kDa y pI 

de 5.8. Por otro lado, tanto la POA1 y POA2 se predicen como enzimas extracelulares que 

presentan pocos sitios potenciales para N-glicosilaciones, por lo que posiblemente presenten 

mayor probabilidad de degradación enzimática [74]. 

 

En cuanto a la presencia de puentes disulfuro, varios trabajos concluyen que en estas enzimas se 

identifican dos residuos de Cisteína (Cys) importantes que forman un puente disulfuro en la región 

C-terminal, el cual pareciera ser clave en la estabilización de la estructura proteica [75,177]. No 

obstante, las predicciones realizadas en las dos POAs hipotéticas de C. hoffmannii indican una 

muy baja probabilidad de presencia de estos enlaces covalentes (Tabla 24), lo que implicaría que 

estas proteínas pudieran presentar una baja estabilidad estructural que afectaría a sus funciones 

catalíticas. Esto es algo que difiere también con las características esenciales de POAs largas, pues se 

conoce que esta familia en específico se diferencia por presentar este puente disulfuro en la región 

C-terminal [177,178]. Tal es el caso de la POA modelo de Agrocybe aegerita que posee este enlace 

covalente en la posición Cys 396-44 (C-terminal) [73]. 

 

4.2.5 Búsqueda de dominios y patrones asociados a peroxigenasas aromáticas 

 

Con el objetivo de caracterizar las dos peroxidasas de hemetiolato, lo primero que se realizó fue un 

árbol filogenético con otras peroxidasas ya estudiadas por otros autores (Figura 19), obteniéndose 

que la POA1 comparte ancestros en común con otras POAs fúngicas mientras que la POA2 guarda 

mayor relación evolutiva con otras cloroperoxidasas. Cabe mencionar que, si bien las enzimas POAs 

y CPO se encuentran muy relacionadas ya que pertenecen a la misma subfamilia de proteínas 

hemetiolato peroxidasas, las CPO no son capaces de peroxigenar compuestos aromáticos o enlaces C-

H fuertes [75]. No obstante, se continuó analizando las dos proteínas ya que se conoce que las CPO 
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son un pariente filogenético de esta clase de enzimas [179]. 

 

Uno de los parámetros que permite clasificar a las POAs es la presencia de motivos conservados 

claves para la actividad catalítica de estas enzimas. El primer motivo conservado que se identificó en 

el alineamiento múltiple fue el patrón Prolina- Cisteína-Prolina (PCP) (Figura 20). El cual se presentó 

en las cuatro secuencias, esto debido a que las POAs y CPO pertenecen a la misma familia de 

proteínas hemo-tiolato y este motivo se encuentra asociado a la región de unión al hemo de las 

peroxigenasas [73]. El segundo motivo conservado resultó ser clave para la diferenciación entre POAs 

y CPO es el patrón (EGD). Esta región actúa como sitio de unión distal para ion magnesio y se ha 

identificado que un único cambio en el tercer aminoácido del patrón por una histidina (EHD) es el 

diferenciador para la actividad enzimática especifica de CPO [136]. 

 

Se logró identificar el patrón (EGD) únicamente en la POA de A. aegerita (B9W4V6.1) y la POA 1 

(AUS45861.1) de C. hoffmannii. Por otro lado, el patrón Acido glutámico-Histidina- Acido aspártico 

(E-H-D) se identificó exclusivamente en la CPO de L. fumago (CAC16733.1) (Figura 20). Considerando 

la información mostrada hasta el momento, se podría decir que la POA 2 (AUS45850.1) no presenta 

patrones relacionados con otras POAs o CPO, pues en este segundo motivo se observa un patrón 

Acido glutámico-Alanina-Acido aspártico (EAD) (Figura 20). Sin embargo, gracias al trabajo de [192] 

donde realizó una nueva clasificación para las enzimas POAs en 5 subfamilias diferentes, se logró 

establecer que la POA2 de C. hoffmannii presenta un motivo (EAD) que pertenece exclusivamente 

a las POAs de la sub- subfamilia IIIa (Tabla 26 Anexos). Además, usando esta nueva clasificación, la 

POA1 puede ser asociada específicamente con enzimas POAs pertenecientes a la subfamilia Ia (Tabla 

26 Anexos). Es importante mencionar que se han identificado también otros motivos importantes 

que cumplen funciones específicas (Figura 20). Tal es el caso de la secuencia NHG / SHG que actúan 

como residuos de unión a proteínas, el motivo S [IL] G que podría relacionarse con la especificidad 

a los sustratos y el motivo SXXRXD que se asocia a la formación de enlaces de H con sustratos polares 

que ayudan a la estabilidad estructural de las POAs [136]. 
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4.2.6 Modelamiento por homología de la estructura tridimensional de hipotéticas 

peroxigenasas aromáticas de C. hoffmannii. 

 

Los modelos tridimensionales mostrados en la Figura 21 fueron construidos con base en la POA 

modelo de A. aegerita. Se empleó esta estructura como molde porque a pesar de que la primera 

POA fue descrita hace 16 años [92] y que se han reportado varios genes que codifican para varias 

POAs en una gran variedad de organismos fúngicos [75], hasta la fecha solo se disponen de dos 

estructuras cristalinas de POAs bien caracterizadas en la base de datos Protein Data Bank (PDB): 

Marasmius rotula (PDB ID: 5FUJ) y Agrocybe aegerita (PDB ID: 2YOR) siendo esta última la POA 

modelo para toda la química de las peroxigenasas [151].  

 

En la Figura 21 se muestra la estructura de las dos POAs hipotéticas de C. hoffmannii en ambas se 

identifica los dos motivos conservados antes mencionados. En el sitio activo se muestra el motivo 

PCP donde las Cys-117 y Cys-128 de la POA1 y POA2 respectivamente actúan como el quinto ligando 

(ligando tiolato axial) del hierro central (Fe3+) en el anillo de porfirina. Se identifica, además el 

aminoácido Glu que se conoce como responsable de la cavidad distal del grupo hemo y el aminoácido 

Arg que se reporta como el estabilizador de carga de este tipo de proteínas, por lo que ambos 

aminoácidos actúan como un par catalizador ácido-base, el cual es indispensable para la 

formación del Compuesto-I necesario para el ciclo catalítico de peroxidasas [77,179]. En el sitio 

activo de ambas proteínas hipotéticas también se identifica el motivo Glu-Gly-Asp que interactúan 

directamente con el cofactor Mg+2. 

 

Por último, para corroborar la similitud entre las POAs hipotéticas de C. hoffmannii y la POA modelo 

de A. aegerita, se realizó un solapamiento de ambas estructuras (Figura 22). Obteniendo que el 

sitio activo de ambas proteínas se encuentra dispuesto en conformaciones muy similares, incluso 

este solapamiento ayudó a demostrar que a pesar de que el modelo tridimensional de la POA2 en 

un principio no mostró los ligandos del grupo hemo y Mg+2, si se identificó los aminoácidos 

esenciales para su actividad catalítica. Además de esto, se midió el puntaje TM entras las dos POAs 
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hipotéticas, la POA de A. aegerita y la CPO de L. fumago (Tabla 20). Donde las dos POAs hipotéticas 

mostraron valores de TM superiores a 0,5 al compararse con la POA de A. aegerita, lo que se 

traduce en que ambas estructuras pueden considerarse como similares y por ende con una alta 

probabilidad de presentar funciones análogas. Además, la puntuación menor a 0,5 obtenida en la 

comparación de la POA 2 con la CPO de L. fumago refuerza lo mencionado en párrafos anteriores, 

donde se menciona que a pesar de que la relación filogenética no fue clara, la estructura primaria 

y terciaria es semejante a la de otras POAs. 

 

4.3 Identificación de los genes que codifican para las proteínas lacasas y peroxigenasas 

aromáticas hipotéticas de C. Hoffmannii. 

 

Con el objetivo de complementar la información obtenida en la búsqueda de lacasas y POAs, se 

analizaron los genes que codifican dichas proteínas. El reconocimiento de los genes (con y sin 

intrones) ayudará a tener una mayor compresión de las unidades moleculares que se encuentran 

en C. hoffmannii. 

Se determinó que la longitud de los genes que codifican las lacasa hipotéticas de C. hoffmannii 

varía entre 1776 y 2178 nucleótidos, mientras que el contenido de G+C está entre el 55 y 62% 

(Tabla 28). Además, se identificaron entre 2-5 intrones en los genes individuales que no se 

distribuyen de manera similar. Dado que la enzima Lac3 fue la que presentó todas las 

características reportadas para otras lacasas, se incluye en la Figura 23 la distribución de exones e 

intrones en este gen. Esta información es valiosa ya que brinda los datos necesarios para poder en el 

futuro diseñar plásmidos de expresión heteróloga de Lac3 en hospederos como E. coli o P. pastoris 

y de esta forma potenciar las aplicaciones que pudiera tener esta enzima en una gran variedad de 

industrias entre ellas la de biorremediación. 

 

De la misma forma, se determinó que la longitud de los dos genes de las POAs de C. hoffmannii 

varía entre 1320 y 1437 nucleótidos, con un porcentaje de G+C de 63 y 53 %, respectivamente. En 

este caso se identificó 3 intrones en el gen de la POA1 y 5 intrones en el gen de POA2 (Tabla 28). Esta 

clase de proteínas si bien sea visto que tienen una alta promiscuidad por reacciones de 
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transferencia de oxígeno que le confiere una gran versatilidad enzimática, su aplicación en 

sistemas de expresión heteróloga aún es muy limitada. Esto se debe a que el número de proteínas 

que han logrado ser aisladas es bajo, el proceso de identificar nuevas POAs es una tarea lenta porque 

hay una carencia de información en las bases de datos y aún no hay suficiente conocimiento sobre 

la organización genómica de los genes POA. Por lo que un camino prometedor de investigación es 

poder determinar la organización de los clústeres de genes y como son sus procesos de regulación 

empleando tecnologías de secuenciación de próxima generación y de edición génica como 

CRISPR/Cas [75,179]. 
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1 Conclusiones 

 

A partir de muestras de asfalto aflorante provenientes de la cantera de Pungarayacu ubicada en la 

provincia de Napo-Ecuador se logró identificar 5 hongos filamentosos y 1 hongo levaduriforme que 

presentaron una relación filogenética con las especies: Fusarium croci, Coniochaeta hoffmannii, 

Trichoderma yunnanense, Penicillium amphiboloria y Fusarium waltergamsii. Ya que existe escasa 

información bibliográfica relacionada con el potencial biotecnológico de las 6 cepas aisladas, 

reconocemos una enorme oportunidad como Grupo de Investigación para trabajar en la 

caracterización bioquímica, molecular y enzimática de todas estas especies poco estudiadas que 

han sido aisladas de una de las regiones con mayor diversidad biológica del planeta. 

 

En cuanto a la caracterización funcional in silico de genes y proteínas hipotéticas de C. hoffmannii 

asociados a procesos de micorremediación (lacasas y peroxigenasas aromáticas). La enzima 

hipotética Lac3 presentó todas las características que presentan las lacasas verdaderas; secuencias 

firmas L1-L4, tres dominios Pfam, presencia del extremo C-terminal y una estructura 

tridimensional similar a estructuras de lacasas ya conocidas. Además, dado que esta enzima se 

identifica como una lacasa de alto potencial Redox, esta pudiera considerase en distintas 

aplicaciones biotecnológicas como lo es la micoremediación de crudos recalcitrantes.  

 

La información expuesta en esta investigación contribuye a la exploración de nuevas cepas fúngicas 

asociadas a ambientes extremos como las emanaciones naturales de asfalto que se encuentran en la 

cantera de Pungarayacu. Además, brinda una base sólida sobre el potencial que pueden tener los 

microorganismos aislados de este tipo de hábitats en estrategias de micorremediación o de su 

aplicación en otras industrias de base biotecnológica, como en el sector de la biomedicina, la 

bioenergía, la agricultura sustentable, la tecnología de los alimentos, desarrollo de nuevos 

biomateriales, entre otros. 
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5.2 Recomendaciones 

 

Dado que este trabajo genera evidencia para continuar investigando sobre el potencial 

hidrocarbonoclástico y biotecnológico de los hongos aislados, se recomienda llevar a cabo la 

identificación de las cepas B y D a nivel de especie, mediante el análisis de genes Barcoding como 

18S, 5.8S, 28S, β-tubulina, β actina, RNA polimerasa 2, entre otros, y estudios de taxonomía clásica 

que permitan corroborar la información filogenética obtenida en la presente investigación. 

 

También se sugiere realizar una validación experimental de los resultados obtenidos in silico con 

relación a las proteínas objeto de estudio, empleando técnicas de purificación, estudios de secretoma 

comparativa, determinación de actividades enzimáticas, y estudios de expresión génica. Todas estas 

herramientas permitirán corroborar la información expuesta. 

 

Además, los resultados alcanzados pueden complementarse con la determinación de la cinética 

de crecimiento de los hongos aislados empleando asfaltenos o HPAs (naftaleno, dibenzotiofeno, 

fenantreno, pireno, etc.) como única fuente de carbono y energía. Asimismo, es necesario analizar 

la tasa de biodegradación y tolerancia de los aislados para crecer en diferentes condiciones de 

estrés abiótico, tales como altas concentraciones de sales, para seleccionar especies halófilas, 

amplio rango de pH, para seleccionar acidófilos y alcalófilos y, altas temperaturas, para 

seleccionar termófilos. Todo esto brindará información valiosa acerca de la capacidad de estos 

hongos para emplearse como biocatalizadores extremófilos hidrocarbonoclásticos aislados de la 

Amazonía capaces de degradar asfaltenos, HPAs y con capacidad de crecer en ambientes 

extremos. 

 

Por último, se recomienda complementar nuestros hallazgos con estudios enfocados en 

establecer consorcios microbianos extremófilos hidrocarbonoclásticos con la finalidad de de 

diseñar un sistema de biodegradación eficiente y sostenible con el ambiente, sobre todo en 

regiones de alta fragilidad y diversidad biológica como la Amazonía ecuatoriana. 
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ANEXOS 

 

Tabla 23. Lista de herramientas bioinformáticas empleados para la caracterización molecular de las 

hipotéticas lacasas y peroxigenasas aromáticas. 

 

Programa Función Link 

 

SignalP 

Versión 4.0 

Predice la presencia y ubicación de sitios de 

escisión de péptidos señal en secuencias de 

aminoácidos de diferentes organismos. 

Empleando una combinación de varias redes 

neuronales artificiales. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 

NetNGlyc 1.0 Predice sitios de N-glicosilación 

utilizando redes neuronales artificiales. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ 

DeepLoc 1-0 Predicción de la localización subcelular 

de proteínas mediante 

aprendizaje profundo. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/ 

TMHMM 2.0 Predicción de hélices transmembrana 

en proteínas 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-

2.0/ 

ExPASy - 

Compute pI / 

Mw Tool 

Herramienta que permite el cálculo del pI 

teórico (punto isoeléctrico) y Mw (peso 

molecular) para secuencias 

ingresadas por el usuario. 

 

http://web.expasy.org/compute_pi/ 

DiANNA 1.1 Servidor web que proporciona dos servicios: 

predicción de clasificación de cisteína y 

predicción de conectividad de 

disulfuro. 

http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/ 

Pfam Análisis de secuencias de aminoácidos 

para la búsqueda de regiones funcionales 

https://pfam.xfam.org/. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
http://web.expasy.org/compute_pi/
http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/
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denominadas dominios. 

PROCHEK Evalúa cuan normal o inusual es la 

geometría de los residuos en una 

estructura proteica determinada, en 

comparación con los parámetros 

estereoquímicos derivados de estructuras 

bien refinadas y de alta 

resolución. 

 

https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/ 

 

 

PROSA 

 

Calcula un puntaje de calidad general 

para una estructura de entrada específica. 

 

https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.ph

p 

 

 

SWISS-MODEL 

 

 

Servidor de modelado de homología 

de estructuras de proteínas totalmente 

automatizado. 

 

 

https://swissmodel.expasy.org/ 

PyMOL Sistema abierto para la visualización 

de moléculas. 

https://pymol.org/2/ 

TM-align Algoritmo para comparaciones de 

estructuras de proteínas 

independientes de la secuencia. 

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM- 

align/ 

 

 

 

 

 

 

 

 



119 
 

 

Tabla 24. Listado de proteínas reportadas para Coniochaeta hoffmannii en la base de datos NCBI. 

 

 En NCBI se reportan 41 proteínas asociadas al hongo C. hoffmanii, donde 4 de ellas son proteínas empleadas 

para identificación molecular (RNA polimerasa, factor de elongación alfa). En la siguiente tabla se indican los 

códigos de identificación de cada una de las 37 proteínas y las proteínas resaltadas en negro son aquellas que se 

analizaron en el presente estudio.  

 

Proteina Código de identificación GenBank Código de identificación 

UniprotKB 

Multicobre oxidasa AUS45867.1 A0A2I7VT80 

Endo-1,4-beta-xylanasa AUS45866.1 A0A2I7VT87 

Beta-xylanasa AUS45865.1 A0A2I7VT88 

Glucanasa AUS45864.1 A0A2I7VTA3 

Proteína de la familia 5 de la 

glucósido hidrolasa 

AUS45863.1 A0A2I7VTB1 

Endo-1,4-beta-xylanasa AUS45862.1 A0A2I7VT94 

Peroxidasa de hemetiolato AUS45861.1 A0A2I7VT99 

Multicobre oxidasa AUS45860.1 A0A2I7VT81 

Glucanasa AUS45859.1 A0A2I7VT83 

Peroxidasa AUS45858.1 A0A2I7VT82 

Multicobre oxidasa AUS45857.1 A0A2I7VT72 

Beta-xylanasa AUS45856.1 A0A2I7VT77 

Proteína de la familia 5 de la 

glucósido hidrolasa 

AUS45855.1 A0A2I7VT79 

Proteína de la familia 7 de la 

glucósido hidrolasa 

AUS45854.1 A0A2I7VT95 
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Glucanasa AUS45853.1 A0A2I7VTA2 

Proteína de la familia 5 de la 

glucósido hidrolasa 

AUS45852.1 A0A2I7VT84 

Beta-xylanasa AUS45851.1 A0A2I7VT86 

Peroxidasa de hemetiolato AUS45850.1 A0A2I7VT68 

Multicobre oxidasa AUS45849.1 A0A2I7VT75 

Multicobre oxidasa AUS45848.1 A0A2I7VT73 

Glucanasa AUS45847.1 A0A2I7VT67 

Glucanasa AUS45846.1 A0A2I7VT71 

Endo-1,4-beta-xylanasa AUS45845.1 A0A2I7VT70 

Multicobre oxidasa AUS45844.1 A0A2I7VT85 

Glucanasa AUS45843.1 A0A2I7VT98 

Glucanasa AUS45842.1 A0A2I7VT74 

Multicobre oxidasa (parcial) AUS45841.1 A0A2I7VT57 

Endo-1,4-beta-xylanasa AUS45840.1 A0A2I7VT62 

Beta-xylanasa AUS45839.1 A0A2I7VT64 

Multicobre oxidasa AUS45838.1 A0A2I7VT61 

Celobiosa deshidrogenasa AUS45831.1 A0A2I7VT52 

Proteína de la familia 5 de la 

glucósido hidrolasa 

AUS45836.1 A0A2I7VT63 

Celobiosa deshidrogenasa AUS45835.1 A0A2I7VT65 

Glucanasa AUS45834.1 A0A2I7VT76 

Proteína de la familia 5 de la 

glucósido hidrolasa 

AUS45833.1 A0A2I7VT89 

Glucanasa AUS45832.1 A0A2I7VT66 

Beta-xylanasa AUS45830.1 A0A2I7VT49 
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Tabla 25. Criterios empleados para la selección de posible función lacasa en proteínas de 

Coniochaeta hoffmannii [196,198]. 

 

 

Dominios multicobre oxidasa (Pfam) 

Cu-oxidasa 3: PF07732 

Cuoxidasa:PF00394  

Cu-oxidasa2:PF07731 

Motivo conservado L1 H-W-H-G-x(9)-D-G-x(5)-Q-C-P-I 

Motivo conservado L2 G-T-x-W-Y-H-S-H-x(3)-Q-Y-C-x-D-G-L-x-

G x[FLIM] 

Motivo conservado L3 H-P-x-H-L-H-G-H 

Motivo conservado L4 G-[PA]-W-x-[LFV]-H-C-H-I-D-A-E-x-H-

x(3)- G[LMF]x(3)-[LFM] 

Motivo conservado C-terminal D-S-G[LIV] 
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Tabla 26. Patrones de motivos específicos de sub-subfamilias y sub-superfamilias de POAs 

(Recuperado de [200]). 

 

Superfamilia Sub-Superfamilia Motivos 

Subfamilia-I Subfamilia-I a 

PCP—[NS]HG—SIG—HXXF—

EGD—SXXRXD— RXXXXXXE—

FXD—C—C 

 

Subfamilia-III Subfamilia-III a 

PCP—NH[NG]—G[ML]G—

SIG—E[GA]D—SXTRXD— 

GPXTG—RXXXXXXE—TGG—

CXXXE 
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Figura 24. Validación del modelo tridimensional correspondiente a la enzima Lac3. A: Validación en 

PROCHECK. B: Validación en PROSA
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a Figura 25. Validación del modelo tridimensional correspondiente a la enzima POA1. A: Validación en 

PROCHECK. B: Validación en PROSA. 
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Figura 26. Validación del modelo tridimensional correspondiente a la enzima POA2. A: Validación en 

PROCHECK. B:  Validación en PROSA. 
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