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RESUMEN 

El sector pesca y acuicultura en nuestro país genera una importante actividad productiva, 

con un PIB cercano al 3,5 %. La existencia de enfermedades bacterianas es considerada 

el componente más perjudicial de la producción acuícola. En Chile la oxitetraciclina 

(OTC) es uno de los antibióticos mayormente utilizados por la industria de la 

salmonicultura (i.e., 157 toneladas en el 2013).  Los hongos terrestres han demostrado 

capacidad ecológica y bioquímica para degradar residuos de productos químicos, ya sea 

por modificación química o influyendo en su biodisponibilidad, a través de un sistema 

enzimático extracelular e intracelular no específico. Dada esta especial capacidad de los 

hongos terrestres, el objetivo de este trabajo fue aislar, identificar y determinar la 

capacidad de cepas nativas de hongos para biotransformar antibióticos como la 

oxitetraciclina, desde muestras de sedimentos recolectadas en zonas de fiordos. El 

muestreo de sedimentos (28 muestras) se realizó mediante un box corer, en Julio 2014, 

en los centros de cultivo de salmones: Victoria 1 y Victoria 2, Provincia de Aysén, con 

el apoyo y coordinación de la empresa Blumar Salmones S.A., a través del proyecto 

PAI-CONICYT 7813110001. Las muestras fueron guardadas en frío, hasta su traslado al 

laboratorio de Productos Naturales en la Universidad de Concepción. En este estudio se 

aisló un total de 38 cepas, 22 de ellas fueron identificadas mediante microscopía 

electrónica de barrido y análisis de PCR en base al DNA. Se probó que 12 de ellas 

presentaban capacidad para degradar OTC. Las cepas aisladas e identificadas (Código 

Genbank®) se encuentran almacenadas en el Cepario del Laboratorio de Química de 

Productos Naturales de la Universidad de Concepción. En un primer estudio, en 18 días 

de exposición a OTC, seis cepas de Filum Ascomicetes, Penicillium commune, 

Aspergillus terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum y 

Emericellopsis alkalina demostraron ser capaces de degradar entre un 75 y 91,7 % de la 

OTC presente en el cultivo. Posteriormente, en 21 días de experimentación, las cepas de 

hongos i.e., Trichoderma deliquescens, Trichoderma harzianum, Taralomyces 

atroroseus y Penicilium crustosum demostraron ser capaces de degradar entre 73 a un 93 

% OTC y la levadura Rhodotorula mucilaginosa  de degradar un 74,2 % de la OTC 

presente en una solución. 
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El análisis de la concentración intracelular de oxitetraciclina en 5 hongos, i.e.,  

Penicillium spinulosum, Epicoccum nigrum, Penicillium solitum, Beauveria bassiana y 

RA201 demostraron un incremento intracelularmente en la concentración de OTC i.e., 

115 mg/50 mg de micelio, para posteriormente disminuir i.e., 20 mg/50 mg de micelio. 

En el medio la concentración de OTC disminuyó desde 250 mg/L hasta 60 mg/L en el 

periodo en estudio.  Paralelamente, no se detectó compuestos distintos de los observados 

en el medio control. El análisis del comportamiento de E. nigrum frente a estresores 

ambientales i.e., T°, pH y salinidad demostró que el hongo fue capaz de modificar su 

membrana celular i.e., contenido de ácidos grasos y esteroles; y a nivel de ultraestructura 

aumentar el grosor de su pared celular frente al aumento de la salinidad; además, de 

producir sustancias poliméricas extracelulares, frente a cambios en el pH y T° del medio. 

Se concluye que, la cepa E. nigrum sería la adecuada para continuar estudios que 

permitan el diseño de procesos biotecnológicos de remediación de OTC en sedimentos. 

Además, demostró ser capaz cohabitar bajo distintas condiciones de salinidad, 

temperatura y pH, mantener su condición heterótrofa y biodegradar OTC. Presentó un 

rápido crecimiento y capacidad para  adaptarse a las condiciones de estrés en terreno, 

i.e., poca luz, salinidad y presencia de antibióticos. 

 

  



XV 
 

ABSTRACT  

Fishing and aquaculture comprise an important productive sector, generating around 

3.5% of Chile’s GDP. Bacterial diseases are considered one of the biggest threats to 

aquaculture production. In Chile, oxytetracycline (OTC) is one of the most used 

antibiotics used by the fish farming industry (157 tons in 2013). Terrestrial fungi have 

demonstrated the ecological and biochemical capacity to degrade chemical product 

wastes, albeit by chemical modification or by influencing its bioavailability through an 

extracellular and intracellular non-specific system. Given this special capacity of 

terrestrial fungi, the object of this study was to isolate, identify and determine the 

capacity of native fungi strains to biotransform antibiotics such as oxytetracycline from 

sediments collected from fjord areas. Sampling of sediments was carried out with a box 

corer in July 2014, in the salmon culture centers Victoria 1 and Victoria 2, Aysén 

Province, with the support of Blumar Salmones S.A. and the grant PAI-CONICYT 

7813110001. Samples were cold stored until arriving at the Natural Product Laboratory 

at the Universidad de Concepción. In this study, a total of 38 strains were isolated, 22 of 

which were identified by scanning electron microscopy and PCR-based DNA analysis. It 

was concluded that 12 of these strains had the capacity to degrade OTC. The isolated 

and identified strains by Genbank
®
, were stored in the strain bank at the Natural Product 

Laboratory at the Universidad de Concepción. In the first study, in 18 days of exposure 

to OTC, 6 strains from the phylum Ascomycetes, Penicillium commune, Aspergillus 

terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum and 

Emericellopsis alkaline were capable of degrading between 75 and 91.7% of the OTC 

present in the culture. Subsequently, at 21 days, the fungal strains Trichoderma 

deliquescens, Trichoderma harzianum, Taralomyces atroroseus and Penicillium 

crustosum were capable of degrading between 73 and 93% of the OTC; and the yeast 

Rhodotorula mucilaginosa   degraded 74.2% of the OTC present in the experimental 

solution. Intracellular concentration analysis of OTC in 5 fungi, Penicillium spinulosum, 

Epicoccum nigrum, Penicillium solitum, Beauveria bassiana and RA201 showed an 

intercellular increase in the concentration of OTC (115 mg/50 mg of mycelium), later 

decreasing (20 mg/50 mg of mycelium). In the medium, the concentration of OTC 

decreased from 250 mg/L to 60mg/L in the study period. In parallel, no compounds were 
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found different from those found in the control medium. The behavioral analysis of E. 

nigrum was tested against environmental stressors such as T°, pH and salinity, showing 

that the fungus was able to modify its cell membrane. These modifications included fatty 

acid content, and on an ultrastructural level to increase the thickness of its cell wall in 

raised salinity. Also, it was able to produce extracellular polymeric substances against 

changes in pH and T°. Results indicate that E. nigrum would be adequate for continued 

studies about the design of biotechnical remediation processes for OTC in sediments. 

Furthermore, this fungus was able to coinhabit under different conditions of salinity, 

temperature and pH; maintain its heterotrophic condition and biodegrade OTC. E. 

nigrum presented fast growth and the capacity to adapt to stressors such as low light, 

salinity and the presence of antibiotics.  
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1. INTRODUCCIÓN 

Los salmónidos son especies introducidas en los sistemas acuáticos chilenos. Su 

incorporación se remonta a principios del siglo veinte, con el cultivo de truchas en la 

localidad de Río Blanco en la V Región (Soto et al., 2001). Una de las primeras 

iniciativas privadas, con fines netamente comerciales, se remonta al año 1974 con el 

cultivo de trucha arco iris. Posteriormente, el crecimiento de la industria salmonera se 

acelera al comienzo de la década de los ochenta, con una producción 80 toneladas, el que 

se incrementa a más de 500 ton. a fines del 1984. Hacia 1985, existían operando en 

nuestro país 36 centros de cultivo y la producción total superaba las 1.200 toneladas. A 

finales de los ochentas, la producción alcanzó las 5.500 toneladas (Naylor et al., 2000). A 

partir de los noventa la industria se consolida. Alcanzando las 247.970 ton de producción 

en 1997 y 304.000 ton en el año 2000.  

 

La participación de los embarques de salmón y trucha en las exportaciones nacionales ha 

alcanzado un promedio 657.000 ton, con una generación de 2.335 MM US$ para el 2008, 

la que en el 2011 se incrementó en 22,4 % generando 2.858 MM US$ (DIRECOM, 

2012), esto la ubica como el cuarto sector exportador a nivel nacional, después de los 

envíos minero, forestale y frutícola (Donoso, 2010). 

Actualmente, Noruega y Chile lideran la actividad salmonicultora produciendo más del 

50 % de la demanda de salmónidos del mundo (Costa-Pierce, 2010; Millanao et al., 

2011). En la actualidad la industria salmonera nacional genera ventas por US $ 4.363 

millones, con una producción de 850 mil toneladas, aportando cerca del 3,5 % del PIB 

(SUBPESCA, 2014).  

 

Los centros de producción de acuerdo con la normativa vigente, se ubican en áreas 

concesionadas separadas unas de otras aproximadamente por 1,5 millas náuticas. La 

producción de estos centros puede variar entre 1.500 y 2.550 ton. En ellos, los peces en 

cultivo son alimentados con “pellets” elaborados con una importante proporción de 

harinas y aceites de pescado, aunque existen investigaciones para reemplazarlos por 

elementos vegetales (Tacón 2004). Los avances tecnológicos aplicados a la industria 
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salmonera permiten, en la actualidad, que se requiera de 1,2 Kg de concentrado para 

producir un 1 Kg de salmón, lo que equivale a pescar entre 3 y 4 Kg de peces. Sin 

embargo, esta relación puede aumentar hasta 10 si se considera que el elemento limitante 

es el aceite y no la harina de pescado (Buschmann & Fortt, 2005) 

 

La salmonicultura presenta como una importante externalidad negativa, el uso de 

antibióticos como la oxitetraciclina (OTC) y el florfenicol para el tratamientos de 

enfermedades bacterianas (Buschmann et al., 2012). Estos antibióticos son administrados 

en conjunto con la dieta alimentaria, tanto en la fase de alevinaje en agua dulce, como en 

el proceso de engorda de salmones en sectores marinos.   

 

Entre las principales enfermedades tratadas con florfenicol y oxitetraciclina está el  

síndrome rickettsial del salmón (SRS), que continúa siendo la principal patología 

diagnosticada que requeriría el 92 % de los antimicrobianos administrados por la industria 

(Fig. 1). La enfermedad bacteriana del riñón (BKD) es otra condición infecciosa crónica, 

causada por Renibacterium salmoninarum, sumado a la necrosis pancreática infecciosa 

(INP), enfermedad viral, producida por un virus perteneciente al género Aquabirnavirus 

de la familia Birnaviridae (Sarmah et al., 2006, Dietze et al., 2005).  

 

 

Figura 1. Enfermedades que requerirían el uso de antimicrobianos en la industria de la 

salmonicultura en el año 2013 (SERNAPESCA, 2014). 
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En general, en Chile se utilizan varios fármacos autorizados por el Ministerio de 

Agricultura y Ganadería (Tabla 1). Su utilización es proporcional a la producción. Por 

ejemplo, en el 2007 se utilizaron 385 ton de antibióticos, pero a consecuencia de la crisis 

del virus del ISA, la producción bajó drásticamente y con ello también el consumo de 

antibióticos entre los años 2009 – 2011. 

 

Tabla 1. Fármacos autorizados por el SAG para ser utilizados en la industria de la 

salmonicultura en Chile (Bravo et al., 2005).  

 

Antibioticos Antiparasitarios Analgésicos 

Acido oxolínico Bronopol Pyceze  Benzocaina 

Flumequina Cloramina –T Daclor Iso-eugenol (Aquí-S®) 

Oxitetraciclina Formalina Tricaina (MS-222®) 

Eritromicina Emamectina Slice   

Florfenicol Aquamectin   

Amoxicilina Calbiofarm  

Sulfadoxina-Trimetropim Ivermectina* Crack  

Emamectina Cipermetrina  

Bronopol Diclorvos Nuvan  

Cloramina –T Azametifos   

 

Desde el 2012 con la recuperación de la producción de salmónidos, la aplicación de 

antibióticos  ha ido aumento (Fig. 2). 

  

 

 

Figura 2. Cantidad de antimicrobianos (ton), consumo (%) de antimicrobianos y biomasa 

promedio mensual (miles ton), durante el período 2007-2013. 
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En el 2013 se estima que se aplicaron cerca de 157 ton de OTC (SERNAPESCA, 2014). 

La OTC es uno de los antibióticos más utilizado (Bravo & Midtlyng, 2007), muy superior 

a los 0,972 ton utilizados en Noruega en el mismo año (SERNAPESCA, 2014; Sakshaug 

et al., 2014) (Fig. 3)  

 

 

Figura 3. Antimicrobianos utilizados en Chile por la industria de la salmonicultura, año 

2013 (SERNAPESCA, 2014). 

 

La OTC es un producto de bajo costo y efectivo para el tratamiento de infecciones 

bacterianas comunes, debido a que interfiere en la síntesis de proteínas bacterianas 

(Vidaver, 2002). Presenta alta solubilidad en agua y es poco absorbida en el intestino del 

animal (Alcock et al. 1999). Se estima que un 90 % de la dosis administrada, podría ser 

eliminada por la orina y heces de los animales en la fase de engorda (Hektoen et al. 

1995). Los residuos de la aplicación de antibioticos en la acuicultura, podrían generar 

consecuencias negativas para la salud humana, animal y alterar el medio marino 

(Samuelsen et al., 1992; Hektoen et al., 1995; Wolf, 2004; Heuer et al., 2009; Cabello, 

2004; 2006; Cabello et al., 2013; Buschmann et al., 2006; 2012; Marshall & Levy, 2011). 

 

El impacto de la aplicación de OTC en el medio, tiene directa relación con la dosis, 

concentración y tiempo de aplicación (Cabello 2004, 2006, Buschmann et al. 2006, 

2012). Su efecto abarca un amplio espectro de bacterias, no sólo las patógenas. Además, 

se ha documentado la presencia de poblaciones bacterianas resistentes a la oxitetraciclina 

< 1% < 1% 
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en la microflora de granjas salmoneras (Cabello et al. 2013), las cuales serían reservorios 

de bacterias portadoras de determinantes genéticos transferibles de resistencia a 

antibióticos, lo que constituye un riesgo para la salud (Miranda & Zemelman 2002, Heuer 

et al. 2009, Marshall & Levy 2011).  

 

Los residuos generados por la industria salmonera, corresponden a un importante 

volumen de lodo que se acumula en los fondos de las jaulas, los que pueden contener 

antibióticos y/o pesticidas, una alta concentración de materia orgánica, nitrógeno y 

fósforo, los que debieran ser retirados para mitigar los procesos de eutrofización en agua 

dulce y en sistemas marinos, donde éstos últimos no son removidos (Buschmann et al. 

2009). 

 

Es por ello, que se requiere de un manejo de desechos cada vez más eficiente. Una 

alternativa sería disponer de microorganismos para el tratamiento de los lodos i.e. 

bacterias y/o hongos, con propiedades catabólicas que permitan degradar compuestos 

contaminantes como antibióticos y/o pesticidas y permitir con ello la utilización de estos 

lodos (residuos) como fertilizantes de suelos de uso silvo-agropecuario (Rodarte-Morales 

et al. 2011).  

 

La utilización de lodos como fertilizantes, se enmarca dentro del Marco Político y Legal 

del Gobierno de Chile, cuyo lineamiento principal establece que la aplicación de lodos en 

el suelo debe preservar y mejorar las características físicas, químicas o agrícolas del 

suelo, evitando su deterioro y daños a la salud, vida, integridad o desarrollo de los 

vegetales o animales” (San Martín et al. 2010). Dado que, los microorganismos son la 

fuerza motriz de los ciclos biogeoquímicos y el puente que une los procesos entre los 

ecosistemas (Kong et al. 2011), el mantenimiento de la actividad biológica es clave para 

garantizar el correcto funcionamiento de los ecosistemas (Liu et al. 2012). 

 

El estudio de los océanos tiene que ver con el análisis de procesos, pero también, requiere 

que sean investigados los componentes y forzantes de estos procesos. Esto tiene mayor 

validez respecto a los hongos que están involucrados en la transformación de los 

complejos químicos producto de los ciclos del océano. En la década de los 70’, el hombre 
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a través de nuevas tecnologías y conocimiento reconoció el rol de las bacterias en el 

“microbial loop” y en los 90’ de las arqueas (He et al., 2016). Recientemente a los hongos 

se les reconoce un rol activo en los ciclos biogeoquímicos (Clipson, 2006), tanto en los 

ambientes terrestres como marinos, pero aún es escaso el conocimiento que se tiene de 

ellos en el océano y sólo se puede especular su importancia ecológica. La condición 

heterótrofa de los hongos, sus condiciones de adaptabilidad a la variabilidad ambiental y 

su resistencia específica, constituyen un modelo para el estudio de los hongos en el 

océano y su unfluencia en procesos de remoción de contaminantes introducidos por el uso 

intensivo de sectores costeros, por ejemplo en granjas de cultivos de salmónidos. 

 

Un hongo marino es aquel capaz de crecer y esporular en ambientes marinos o estuarinos, 

es decir, es capaz de desarrollarse a una cierta concentración de sales y de nutrientes en 

agua de mar (Johnson & Sparrow 1961, Tubaki 1969). Los hongos son organismos 

eucariotas heterótrofos capaces de mineralizar y degradar compuestos de origen vegetal 

como celulosa y ligninas, y en menor medida actúan sobre tejidos animales liberando los 

nutrientes al ecosistema (Bugni & Ireland, 2004; Saleem et al., 2007). Se informa que los 

hongos son capaces de osmoregular, en respuesta al estrés ambiental generado por 

cambios en la concentración de sales del medio, debido principalmente a su capacidad de 

modificar la composición de esteroles y acidos grasos en sus paredes celulares (Horvath 

et al., 1998). 

 

Se estima en 1500 las especies conocidas de hongos marinos (Kirk et al., 2008). Se 

pueden desarrollar como parásitos de algas, animales, saprobios de la madera, pastos 

marinos, quistes de protozoarios y corales, además se encuentran en la columna de agua, 

espuma de mar y sedimentos. Se conoce entre 27-36 especies capases de desarrollarse en 

ecosistemas especiales como marismas, manglares y salares, siendo exclusivos para estos 

ecosistemas (Kirk et al., 2008). Hasta hace poco, dentro del reino de los hongos no existía 

ningún representante halófilo. Sin embargo, recientemente se ha sugerido que los 

ordenes: Dothideales, Eurotiales (Filo: Ascomycota) y Wallemiales (Filo: Basidiomycota) 

incluyen a especies adaptadas a condiciones hipersalinas. Un ejemplo es la especie 

Wallemia ichthyophaga capaz de sobrevivir a altas concentraciones de salinidad (Gunde-

Cimerman 2000, Butinar et al., 2005; Zalar et al., 2005).  
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Del mismo modo, se ha aislado hongos capaces de degradar exoesqueletos de quitina i.e. 

del filo Ascomycete la especie Abyssomyces hydrozoicus; en los Mixomicetos 

productores de enzimas líticas como la especie Physarum polycephalum, capaces de 

producir complejos extracelulares de quitinasas, lo que involucraría un importante rol de 

éstos organismos en los sistemas marinos ricos en quitina (Carlile et al., 2001). 

  

El phylum Chytridiomycota (quitridios) es el único que produce zoosporas y requiere 

agua para su dispersión. Vive principalmente en la tierra o en agua dulce, aunque algunos 

se encuentran en ambientes marinos, en que cumplen un importante participación en la 

descomposición de la materia orgánica. Pertenecen a un antiguo grupo de organismos y se 

cree que han evolucionado poco desde que se separaron de su último ancestro común 

dentro de los Eucariotas (Kavanagh, 2011). 

 

Dado que los hongos juegan un papel en la descomposición de la materia orgánica y 

producen una gama muy diversa de metabolitos secundarios con propiedades herbicidas y 

agentes utilizados en biorremediación, poseerían potencial para ser utilizados como 

indicadores de contaminación (Kirk et al., 2008). 

 

Los hongos marinos no han sido suficientemente estudiados como degradadores de 

xenobióticos (Williams et al. 2007). se estima que la micorremediación seria menos 

costosa que los métodos físico-químicos equivalentes. Por ejemplo, la micorremediación 

no requiere de realizar excavaciones para tratar el suelo y agua en el subsuelo, con ello se 

reduce el impacto sobre los sistemas naturales, por lo que requeriría menor energía para 

su implementación (Magan et al. 2010). Como antecedentes el hongo terrestre 

Phanerochaete chrysosporium a sido utilizado en la biodegradación de antibióticos como 

la tetraciclina y la OTC, demostrando que bajo condiciones controladas de laboratorio el 

72,5 % de 50 mg/L de la tetraciclina y 84,3 % de 50 mg/L de oxitetraciclina fueron 

degradados cuando se añadieron 40 U/L de MnP (Rodarte-Morales et al., 2011). Del 

mismo modo, Gemma et al., en 2011 encontraron que el hongo ligninolítico Bjerkandera 

adusta, bajo condiciones controladas de laboratorio por medio de su enzima extracelular 

peroxidasa versátil (VP), fue capaz de degradar en 5,25 minutos, diclofenaco y estrógenos 

y un 80% naproxeno y sulfametoxazol. En tratamientos en fase sólida con el hongo 
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Trametes versicolor se demostró la eliminación de 13 productos farmacéuticos desde los 

lodos de una planta depuradora de biosólidos. Además, se ha constatado que después del 

tratamiento con hongos, los fármacos fenazona, bezafibrato, fenofibrato, cimetidina, 

claritromicina, sulfametazina y atenolol fueron completamente degradados, 

constituyéndose en el primer tratamiento por hongos para la eliminación de productos 

químicos con esta naturaleza (Xianghua et al., 2010).  

 

Los fiordos del Sur de Chile por sus condiciones de aislamiento geográfico y baja 

intervención, son sistemas poco alterados, cuyos canales están siendo rápidamente 

concesionados para el cultivo de salmónidos, donde cabe esperar una alta diversidad de 

organismos, entre ellos de hongos. Los resultados descritos sugieren que el proceso de 

restaurar matrices naturales (micorremediación), utilizando hongos marinos podría 

constituir una estrategia adecuada para reducir la concentración de contaminantes tóxicos 

como los residuos del antibiótico oxitetraciclina introducida para combatir infecciones 

bacterianas en los centros de cultivo de salmonidos.  

La hipótesis del presente estudio fue que los hongos marinos por su condición heterótrofa, 

su adaptabilidad a la variabilidad ambiental y su resistencia específica a diferentes 

estresores serían una opción a analizar para ser empleados como degradadores de 

antibióticos en sedimentos marinos. La figura 4 ilustra la problemática ambiental 

generada en los centros de cultivos y su posible solución con la utilización de hongos 

marinos. 
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Figura 4. Esquema de la problemática ambiental generada por el uso de antibióticos en 

los centros de cultivo.  

 

  



10 
 

2.-HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1 Hipótesis  

 

Los sedimentos de los fiordos están expuestos a los residuos de antibióticos que 

sedimentan después de ser utilizados en la salmonicultura, por lo tanto, los hongos que se 

aíslan de éstos sedimentos, no sólo estarían adaptados a estas condiciones, sino que 

tendrían la capacidad de transformarlos y/o degradarlos. 

 

2.2 Objetivo general 

-  El objetivo de este estudio fue determinar la capacidad de hongos aislados desde 

sedimentos en el área de fiordos del Sur de Chile, para biotransformar el antibiótico 

oxitetraciclina. 

 

2.3 Objetivos específicos  

- Identificar y caracterizar cepas de hongos aislados desde sedimentos de fiordos del Sur 

de Chile en que se realizan cultivos de salmónidos. 

- Evaluar la capacidad de cepas de hongos aislados desde los sedimentos en centros de 

cultivo de salmónidos para degradar el antibiótico oxitetraciclina. 

- Determinar la capacidad de las cepas de hongos aislados desde centros de cultivo de 

salmónidos para degradar y/o transformar el antibiótico oxitetraciclina utilizado en la 

industria de la salmomicultura.  
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3.-MATERIALES Y MÉTODOS 

Recolecta de sedimentos.  

Los sedimentos fueron recolectados en julio de 2013, desde fiordos de la provincia de 

Aysén (45°12’35,33’’S 74°04'25’’W) (Fig. 1). Para ello se utilizó una embarcación 

menor y una draga Van Veen de acero inoxidable de 1.800 cm
3
 de capacidad. Se 

recolectaron 16 muestras (con tres réplicas cada una) desde los primeros 5 cm de 

sedimento, en puntos equidistantes en torno a las balsas de cultivo, a una distancia 

aproximada de 5 metros. Cada muestra y sus réplicas fueron almacenadas en tubos Falcon 

esterilizados a -18°C, para luego ser trasladadas refrigeradas hasta el laboratorio. 

 

Cuantificación de OTC en sedimento  

De cada muestra se tomó 3 g de sedimento húmedo, los cuales fueron mezclados y 

homogeneizados en 30 ml de ácido oxálico 0,01 M en metanol. Se aplicó ultrasonido con 

un equipo Branson modelo 291 de 40 kHz por 15 min y centrifugó a 4.000 x g por 20 

minutos. El sobrenadante fue recuperado, trasvasijado y secado a presión reducida a 50 

°C. Se reconstituyó la muestra en 3 mL de una mezcla agua : acetonitrilo en proporción 

3:1 y filtró con PVDF 0,22 µm para luego inyectar en HPLC-DAD. Se preparó una curva 

de calibrado entre 0 a 100 µgg
-1

,  con sedimento enriquecido con OTC para la 

cuantificación.  

 

Aislamiento e identificación de las cepas  

De cada muestra se tomó 3 g de sedimento y se diluyó en agua de mar estéril, 

homogeneizó y se dejó decantar por 15 min. Se realizó una dilución seriada con agua de 

mar esterilizada, agregando 1 ml en 9 ml de agua de mar, con 2 repeticiones. Se tomó una 

alícuota de 100 µL que fue sembrada por diseminación en la superficie de una placa con 

agar YMG (levadura, malta y glucosa), con adición de estreptomicina para evitar la 

desarrollo de bacterias (200 mgL
-1

)
 
y se incubó a temperatura ambiente durante 5 días 

para luego aislar las cepas.   

 

La determinación y caracterización morfológica de las cepas, se realizó utilizando 

microscopía electrónica de barrido (SEM marca ETEC Autoscan) con la Técnica de 
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Inclusión en Araldita (DURCUPAN ACM).  Para la validación de las especies, se utilizó 

técnicas de PCR. Para ello se amplificó la región ITS (que incluye el gen 5.8S) y las 

subunidades nucleares ribosomales de rRNA (LSU) utilizando ITS-1/ITS-4 (Tedersoo et 

al. 2009). Se extrajo el ADN del micelio utilizando el EZNA ADN fúngico MiniKit 

(Omega-Biotek). Las reacciones de PCR se realizaron con ITS4 (5'- tcctccgcttattgatatgc-

3') como partidores fordward y ITS1 (5'-tccgtaggtgaacctgcgg-3') como partidores reverse. 

Para cada reacción se utilizó 15 µL de solución que contenía 30 - 50 ng de ADN, 1X de 

tampón de PCR, 2 mM MgCl2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM de los partidores directos 

e inverso, y 1 U de Taq ADN polimerasa. Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo 

con una desnaturalización inicial de 4 min a 94 ºC, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94ºC, 

60 s a 50 ºC, 60 s a 72 ºC y un paso final de 5 min a 72 ºC. El producto de PCR se 

purificó y secuenció en ambos sentidos. Secuenciadas las cepas fueron editadas utilizando 

Genious software v5.4 (Drummond et al. 2011). La secuencia se analizó con BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para la 

determinación del porcentaje de identidad máxima se utilizó las secuencias de la base 

mundial de datos. Las secuencias obtenidas fueron depositadas en la GenBank
®
. Cada una 

de las cepas aisladas en este trabajo, fueron almacenadas en el Cepario del Laboratorio de 

Química de Productos Naturales de la Universidad de Concepción. 

 

Evaluación de degradación de OTC  

Se cultivó las esporas de cada cepa por 4 días en 125 ml YMG líquido. Se tomó 5 g de 

micelio de cada cepa los que fueron cultivados en matraz Erlenmeyer  de 250 ml con 125 

ml de solución con 250 mg L
-1

 de oxitetraciclina. Cada cepa y sus respectivos controles 

fueron trabajados en triplicado, a temperatura ambiente, oscuridad y agitador orbital (120 

x g). Como control negativo se utilizó solución de oxitetraciclina a una concentración de 

250 mgL
-1

. Los ensayos fueron controlados a los 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 días de cultivo. 

Para ello, una alícuota de 1 mL de cada ensayo y controles fue filtrada en filtros PVDF de 

0,23 µm de poro e inyectada en HPLC-DAD, para evaluar su actividad degradadora de 

oxitetraciclina. A partir de un estándar de clorhidrato de oxitetraciclina al 98,9% pureza, 

CAT# 500105 Calbiochem, se preparó una curva de calibración con 7, 15, 30, 100, 175 y 

250 mgL
-1

. Características de la curva: y = 25,89x - 115,1; R
2
 de 0,998; error típico de 
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1,59 mg L
-1

; con límites de detección y cuantificación de 6,03 y 6,46  mgL
-1

, 

respectivamente. 

 

Análisis estadísticos  

Se realizó un análisis de varianza de medidas repetidas, que consideró 2 factores: Tipo de 

cepa y tiempo de exposición en días. Además, se aplicó la prueba a posteriori de Tukey 

(α = 0,05) para lo cual se utilizó el programa Statistica v. 8.0, y el procedimiento Proc 

Mixed del programa SAS/STAT(R) 9.2. 
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4.-RESULTADOS 

4.1- Capítulo 1. Hongos aislados desde sedimentos marinos: Posibles degradadores de 

oxitetraciclina?   

 

Ramón Ahumada-Rudolph, Vanessa Novoa, Anny Rudolph, Miguel Martínez, Cristian 

Torres-Díaz, José Becerra.  

 

Resumen  

 

Los hongos marinos por su condición heterótrofa, su adaptabilidad a la variabilidad 

ambiental y su resistencia específica a diferentes estresores, son una opción para ser 

empleados como restauradores de sectores contaminados con antibióticos. Con esta 

hipótesis se realizó esta investigación en los fiordos del sur de Chile una zona de cultivo 

de salmones. Se aisló e identificó 38 cepas de hongos endémicos del sedimento cercano 

a los centros de cultivo. Seis cepas del Filum Ascomycetes i.e, Penicillium commune, 

Aspergillus terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum y 

Emericellopsis alkalina, demostraron ser capaces de degradar sobre el 78 % de la 

oxitetraciclina (OTC) presente en cultivos. En el área de estudio se detectó cantidades 

medibles de OTC, en el sector Este a la balsa jaula y en los sedimentos de mayor 

profundidad (Z = 100 m) i.e., 4,62 ± 0,12 hasta 24,1 ± 1,03 µg g
-1

. Los resultados 

representan un primer paso en la implementación de procesos que permitan la 

biorremediación de residuos de OTC desde los sedimentos. 

Palabras clave: degradación, hongos marinos, acuicultura, restauración   

 

 

 

 

Nota: Trabajo aceptado para su publicación en la Revista de Biologia Marina y 

Oceanografia en Diciembre de 2016. Se adjunta certificado.  
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Hongos aislados desde sedimentos marinos: Posibles degradadores de 

oxitetraciclina?. 

Oxytetracycline degrading fungi isolated from Chilean fjord sediments. 
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Abstract. It is proposed that marine fungi are a good alternative for remediation of areas 

contaminated with antibiotics due to their heterotrophic condition, adaptability to 

environmental changes, and specific resistance to stressors. With this assumption we 

investigated the fjords of Southern Chile, which are characterized by salmon farming. 

We evaluated the concentration of oxytetracycline (OTC) in sediments from different 

areas surrounding salmon cages.  In addition we isolated fungi species to assess their 

ability to degrade OTC. Measurable amounts of OTC were detected in deeper sediments 

located at the eastern sector of cages and rafts (Z= 100 m; 4.62 ± 0.12 to 24.1 ± 1.03 

µgg
-1

). Thirty-eight strains of endemic fungi were isolated and identified in the 

sediments near the farming center. Among these strains we detected species from the 

Phylum Ascomycetes, including Penicillium commune, Aspergillus terreus, Beauveria 

bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum and Emericellopsis alkaline. 
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These strains fungi were capable of degrading about 76% to 92% of the OTC present in 

the culture media. The results of this study constitute a first step into implementing 

processes that could favor waste bioremediation from marine sediments. 

Key words: Degradation, marine fungi, Ascomycota, oxytetracycline, bioremediation 

 

 

Resumen.-  Los hongos marinos por su condición heterótrofa, su adaptabilidad a la 

variabilidad ambiental y su resistencia específica a diferentes estresores, son una opción 

para ser empleados como restauradores de sectores contaminados con antibióticos. Con 

esta hipótesis se realizó  la investigación en una zona de cultivo de salmones en el sur de 

Chile. Para ello se evaluó la concentración de oxitetraciclina (OTC) de sedimentos de 

diferentes zonas cercanas a jaulas de cultivo de salmón. Así como también se aisló de 

sedimentos cepas de hongos para evaluar su capacidad de degradar OTC. Los resultados 

obtenidos mostraron en el área de estudio concentraciones  de OTC que fluctuaron entre 

4,62 ± 0,12 a 24,1 ± 1,03 µg g
-1

, en el sector Este a la balsa jaula y en los sedimentos de 

100 m de profundidad. Además, de éstos sedimentos se aisló 38 cepas de hongos y se 

identificó y trabajó con seis cepas del Filum Ascomycetes: Penicillium commune, 

Aspergillus terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum y 

Emericellopsis alkalina. Las pruebas de biodegradación demostraron que las cepas 

fueron capaces de degradar OTC en porcentajes que fluctuaron entre 76 y 92%. Los 

resultados representan un primer paso en la implementación de procesos que permitan la 

biorremediación de residuos de OTC desde los sedimentos. 

Palabras clave: Degradación, hongo marino, Ascomycota, oxitetraciclina, 

biorremediación.   

 

Introducción  

 

La oxitetraciclina (OTC) es un antibiótico de amplio espectro incluido en el grupo de las 

tetraciclina y uno de los dos antibióticos (junto a la estreptomicina) registrados por la 

EPA para uso veterinario, como tratamiento profiláctico. La OTC es de bajo costo y alta 

eficiencia, debido a que interfiere en la síntesis de proteínas bacterianas (Vidaver 2002). 

Se utiliza en una amplia variedad de actividades, acuicultura, ingeniería genética, 



18 
 

experimentos de investigación, crianza de juveniles y producción de cultivos (Dietze et 

al. 2005).  

En la salmonicultura antibióticos como OTC son administrados en conjunto con la dieta 

alimentaria, tanto en la fase de alevinaje en agua dulce, como en el proceso de engorda 

de salmones en sectores marinos. El año 2013 se estima se aplicó alrededor de 157 

toneladas de OTC a los sistemas de cultivo; el 92% de su uso se justificó por la 

enfermedad de piscirickettsiosis (SERNAPESCA 2014). La OTC presenta alta 

solubilidad en agua y es poco absorbida en el intestino del animal (Alcock et al. 1999). 

La literatura indica que un 90% de la dosis administrada de OTC, podría ser eliminada 

por la orina y heces de los animales en la fase de engorda (Hektoen et al. 1995). 

El impacto de la aplicación de OTC tiene directa relación con la dosis, concentración y 

tiempo de aplicación (Cabello 2004, 2006: Buschmann et al. 2006, 2012; 2016). Su 

efecto abarca un amplio espectro de bacterias, no sólo las patógenas. Además, se ha 

identificado presencia de poblaciones de bacterias resistentes a oxitetraciclina en la 

microflora de granjas salmoneras (Cabello et al. 2013), las cuales serían reservorios de 

bacterias portadoras de determinantes genéticos transferibles de resistencia a 

antibióticos, lo que constituye un riesgo para la salud (Miranda & Zemelman 2002, 

Heuer et al. 2009, Marshall & Levy 2011; Bannister et al. 2014; Andrade et al 2015).  

En la Región de Aysén, existen alrededor de 635 concesiones para cultivos de 

salmónidos, siendo ésta la principal actividad económica en el área. En el año 2014 se 

reportó una producción de 850 mil toneladas (SUBPESCA 2014; Buschmann & Muñoz 

2016)
1
. La salmonicultura es una actividad que genera problema ambientales en el borde 

costero por el ingreso de antibióticos, altos contenidos de materia orgánica, nutrientes, 

disminución en el contenido de oxígeno disuelto, acidificación del sedimento y 

alteraciones ecológicas (Rudolph et al. 2009, 2011). En la actualidad los planes de 

mitigación de los centros de cultivo aún consisten en sólo su relocalización 

(SUBPESCA 2015)
2
, en espera que con el transcurso del tiempo mejore la calidad de los 

sedimentos en las áreas intervenidas ambientalmente.  

                                                
1 SUBPESCA. 2014. Informe sectorial de pesca y acuicultura. Subsecretaría de Pesca y Acuicultura. 
Valparaíso, Chile <http://www.subpesca.cl/publicaciones/606/articles-86801_documento.pdf> 
2
 SUBPESCA. 2015. Subsecretaría de Pesca y Acuicultura. Valparaíso, Chile 

<http://www.subpesca.cl/prensa/601/w3-article-88821.html> 
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Los hongos marinos no han sido suficientemente estudiados como degradadores de 

xenobióticos (Williams et al. 2007). En relación a los costos de la micorremediación 

para remover contaminantes, se estima que es menos costosa que los métodos físico 

químicos equivalentes. Por ejemplo, la micorremediación no requiere de realizar 

excavaciones para tratar el suelo y agua en el subsuelo, permitiendo conservar la 

estructura del sustrato en que se aplica, reduciendo el impacto sobre los sistemas 

naturales (Magan et al. 2010). 

En este estudio la hipótesis de trabajo es que los hongos marinos por su condición 

heterótrofa, su adaptabilidad a la variabilidad ambiental y su resistencia específica a 

diferentes estresores, son una opción a analizar para ser empleados como degradadores 

de antibióticos. El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar cepas de hongos 

endémicos, desde sedimentos cercanos a balsas jaulas de cultivo de salmónidos y 

determinar su capacidad para degradar el antibiótico OTC. 

 

Materiales y métodos.  

Recolección de sedimentos 

Los sedimentos fueron recolectados en julio de 2013, desde fiordos de la provincia de 

Aysén (45°12’35,33’’S 74°04'25’’W) (Fig. 1). Para ello se utilizó una embarcación 

menor y una draga de acero inoxidable de 1.800 cm
3
 de capacidad. Se recolectaron 16 

muestras (con tres réplicas cada una) desde los primeros 5 cm de sedimento, en puntos 

equidistantes en torno a las balsas de cultivo, a una distancia aproximada de 5 metros. 

Cada muestra y sus réplicas fueron almacenadas en tubos Falcon esterilizados a -18°C, 

para luego ser trasladadas refrigeradas hasta el laboratorio. 

 

Cuantificación de OTC en sedimento  

De cada muestra se tomó 3 g de sedimento húmedo, los cuales fueron mezclados y 

homogeneizados en 30 ml de ácido oxálico 0,01 M en metanol. Se aplicó ultrasonido 

con un equipo Branson modelo 291 de 40 kHz por 15 min y centrifugó a 4.000 x g por 

20 minutos. El sobrenadante fue recuperado, trasvasijado y secado a presión reducida a 

50 °C. Se reconstituyó la muestra en 3 mL con agua : acetonitrilo en proporción 75:25 y 

filtró con PVDF 0,22 µm para luego inyectar en HPLC-DAD. Se preparó una curva de 
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calibrado entre 0 a 100 µgg
-1

,  con sedimento enriquecido con OTC para la 

cuantificación.  

 

Aislamiento e identificación de las cepas  

De cada muestra se tomó 3 g de sedimento y se diluyó en agua de mar estéril, 

homogeneizó y se dejó decantar por 15 min. Se realizó una dilución seriada con agua de 

mar esterilizada, agregando 1 ml en 9 ml de agua de mar, con 2 repeticiones. Se tomó 

una alícuota de 100 µL que fue diseminada en la superficie de una placa con agar YMG 

(levadura, malta y glucosa), con adición de estreptomicina para evitar la desarrollo de 

bacterias (200 mgL
-1

)
 
y se incubó a temperatura ambiente durante 5 días para luego 

aislar las cepas.   

 

La determinación y caracterización morfológica de las cepas, se realizó utilizando 

microscopía electrónica de barrido. Para la validación de las especies, se utilizó técnicas 

de PCR. Para ello se amplificó la región ITS (que incluye el gen 5.8S) y las subunidades 

nucleares ribosomales de rRNA (LSU) utilizando ITS-1/ITS-4 (Tedersoo et al. 2009). Se 

extrajo el ADN del micelio utilizando el EZNA ADN fúngico MiniKit (Omega-Biotek). 

Las reacciones de PCR se realizaron con ITS4 (5'- tcctccgcttattgatatgc-3') como 

partidores directos y ITS1 (5'-tccgtaggtgaacctgcgg-3') como partidores inversos. Para 

cada reacción se utilizó 15 µL de solución que contenía 30 - 50 ng de ADN, 1X de 

tampón de PCR, 2 mM MgCl2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM de los cebadores 

directos e inverso, y 1 U de Taq ADN polimerasa. Las amplificaciones por PCR se 

llevaron a cabo con una desnaturalización inicial de 4 min a 94ºC, seguido de 35 ciclos 

de 30 s a 94ºC, 60 s a 50ºC, 60 s a 72ºC y un paso final de 5 min a 72ºC. El producto de 

PCR se purificó y secuenció en ambos sentidos. Secuenciadas las cepas fueron editadas 

utilizando Genious software v5.4 (Drummond et al. 2011). La secuencia se analizó con 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 

para la determinación del porcentaje de identidad máxima se utilizó las secuencias de la 

base mundial de datos. Las secuencias obtenidas fueron depositadas en la GenBank
®
. 

Cada una de las cepas aisladas en este trabajo, fueron almacenadas en el Cepario del 

Laboratorio de Química de Productos Naturales de la Universidad de Concepción.  
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Evaluación de degradación de OTC  

Se cultivó las esporas de cada cepa por 4 días en 125 ml YMG líquido. Se tomó 5 g de 

micelio de cada cepa los que fueron cultivados en matraz Erlenmeyer  de 250 ml con 

125 ml de solución con 250 mg L
-1

 de oxitetraciclina. Cada cepa y sus respectivos 

controles fueron trabajados en triplicado, a temperatura ambiente, oscuridad y agitación 

constante (120 x g). Como control negativo se utilizó solución de oxitetraciclina a una 

concentración de 250 mgL
-1

. Los ensayos fueron controlados a los 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 

días de cultivo. Para ello, una alícuota de 1 mL de cada ensayo y controles fue filtrada en 

filtros de 0,23 µm de poro e inyectada en HPLC-DAD, para evaluar su actividad 

degradadora de oxitetraciclina. A partir de un estándar de oxytetracycline hydrocloride 

al 98,9% pureza, CAT# 500105 Calbiochem, se preparó una curva de calibración con 7, 

15, 30, 100, 175 y 250 mgL
-1

. Características de la curva: y = 25,89x - 115,1; R
2
 de 

0,998; error típico de 1,59 mg L
-1

; con límites de detección y cuantificación de 6,03 y 

6,46  mgL
-1

, respectivamente. 

 

Análisis estadísticos  

Se realizó un análisis de varianza de medidas repetidas, que consideró 2 factores: Tipo 

de cepa y tiempo de exposición en días. Además, se aplicó la prueba a posteriori de 

Tukey se utilizó el programa Statistica v. 8.0.  

 

Resultados 

 

En el análisis de sedimentos en sectores aledaños a las balsas de engorda de salmónidos, 

se detectó cantidades medibles de OTC en 3 de las 16 muestras. Específicamente en el 

sector Este a la balsa y en los sedimentos con profundidades de: 5 m (4,62 ± 0,12 µg g
-

1
), 15 m (5,3 ± 0,10 µg g

-1
) y 100 m (24,1 ± 1,03 µg g

-1
) de profundidad.  

De las 38 cepas aisladas desde los sedimentos del área de fiordos de la provincia de 

Aysén, en éste  segundo estudio se seleccionaron 6 cepas para medir su capacidad para 

degradar OTC. En la Tabla 1 se indican las cepas estudiadas, filo, orden y código 

Genbank®. En la figura 2 se muestras aspectos morfológicos obtenidos por microscopía 

electrónica de barrido los que fueron utilizados, en una primera aproximación, para su 

identificación. 
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Se observó que la interacción cepa y tiempo de exposición presentaron diferencias 

significativas (F24,56 = 51,23; P= 0,0001). Análisis de contrastes mostró que todos los 

factores analizados fueron  significativos  (P < 0,0001) (Fig. 3). 

La figura 4 muestra que las cepas de hongos analizadas presentan diferencias 

significativas en la capacidad de degradar OTC. Al finalizar el tiempo de exposición las 

cepas con mayor eficiencia fueron: Epicoccum nigrum 92% (20,6 mgL
-1

); Trichoderma 

harzianum 91% (21,3 mgL
-1 

y Beauveria bassiana 90% (26,1 mgL
-1

); seguido de 

Emericellopsis alkaline 81% (46,7 mgL
-1

). Menores eficiencias se observó en: 

Aspergillus terreus 78% (53,9 mgL
-1

) y Penicillium commune 76% (60,5 mgL
-1

) (Fig. 

3). Del mismo modo, el control (cultivos sin micelio y con OTC) presentó un 41% de 

degradación (147 mgL
-1

), correspondiente a la degradación natural de OTC en 

condiciones de laboratorio. 

 

Discusión 

La rápida expansión de la salmonicultura i.e., 635 concesiones, sólo en la Región 

de Aysén (Fig. 1) y la necesidad de mitigar el efecto adverso de la incorporación de 

antibióticos en el ambiente, nos incentivó a la búsqueda de organismos capaces de 

aumentar la velocidad de degradación de antibióticos, como la OTC, comúnmente usado 

en los centros de cultivo. Antecedentes bibliográficos plantean que la velocidad de 

degradación de la OTC en condiciones naturales en los sedimentos marinos es baja 

(Samuelsen et al. 1994) y que su vida media sería función de la tasa de reingreso de la 

oxitetraciclina hacia la columna de agua (Smith & Samuelsen 1996).  

En este estudio, la mayor concentración medida de OTC en los sedimentos en 

torno a la balsa jaula, fue de 24,1 ± 1,03 µgg
-1

, mayor al rango de concentraciones 

informada para 13 centros de salmónidos,  i.e. 0,1 y 11 µgg
-1

 (Bjorklund et al. 1991; 

Coyne et al. 1994; Kerry et al. 1995), pero inferior a 285 µgg
-1

 informada por 

Samuelsen et al. (1992). 

Para la determinación de la capacidad de adsorción de xenobióticos a una matriz 

ambiental, se trabaja con la constante de adsorción (kd), que relaciona la concentración 

del compuesto en la fase de adsorción y el agua con que se encuentra en equilibrio. En 
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sedimentos orgánicos marinos se informa Kd para la OTC de 2.590 (Lkg
-1

), superior al 

informado para sustratos como fango arenosos de sistemas agrícolas, con alrededor de 

670 (Lkg
-1

) (WingChing-Jones 2008), lo que podría explicar las altas concentraciones de 

OTC en sedimentos marinos respecto de suelos agrícolas. Por otra parte, la 

concentración de OTC en los sedimentos en el área de la balsa monitoreada, fueron 

mayores en el sector Este y a mayor profundidad i.e., 100 m, lo que indicaría una 

relación entre las corrientes, el transporte de sedimento y la concentración de OTC 

(Smith 1996). Además, Hektoen et al. (1995), plantearon que a mayor profundidad de la 

columna de agua y mayores contenido de materia orgánica, el  tiempo de vida media de 

la OTC sería mayor de 100 días, lo que generaría acumulación de OTC en sedimentos de 

mayor profundidad en directa relación con el contenido de materia orgánica del 

sedimento. 

Los microorganismos son los que movilizan, modifican y reciclan los nutrientes 

de los ciclos biogeoquímicos y el puente que une los procesos entre los ecosistemas 

(Kong et al. 2011). El mantenimiento de la actividad biológica es clave para garantizar 

el funcionamiento de los ecosistemas, debido a ello, la acumulación de antibióticos es 

una amenaza potencial a las funciones y estructura de las comunidades bacterianas (Liu 

et al. 2012, Seo et al. 2009) pero, no para comunidades de hongos, siendo esta una clara 

ventaja para su utilización en la micoremediación de antibióticos. Ejemplos exitosos de 

la utilización de hongos en matrices complejas, es la aplicación de basidiomicetos, 

especialmente sub Filo Agaricomycetes, en la degradación y tratamiento de emisarios; 

de hongos asociados a la degradación de la madera como: Pleorotus ostreatus, Irpex 

lacteus, Trametes versicolor, Phanerocheate chrysosporium, y Bjerkandera adusta; y 

los que crecen en bosques de coníferas como: Lentinula edodes, Agaricus bisporus y 

Lactarius piperatus, capaces de degradar compuestos refractarios como celulosa, 

lignina, residuos de la fabricación de papel, plásticos, hidrocarburos, colorantes, 

pesticidas, productos farmacéuticos (Anastasi et al. 2013, Kulshreshtha et al. 2014).  

Kristanti & Hadibarata (2015) plantean la potencialidad de lograr mayores 

eficiencias si se trabajaba aislando hongos endémicos (por Ej. filo Ascomycota), de 

sitios contaminados con las sustancias que se desea degradar. Esto se prueba en este 

estudio, ya que, se observó que las seis cepas aisladas desde los sedimentos y expuestas 
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a OTC, mostraron capacidad para degradar este antibiótico (76 a 92%) y ser capaces de 

sobrevivir y crecer en presencia de una cantidad muy superior del antibiótico en 

condiciones de laboratorio (250 µgL
-1

), respecto a la concentración mas alta en que 

vivían en el sustrato del que fueron  aisladas (24,1 ± 1,03 µg g
-1

). Otras ventajas de 

utilizar hongos en procesos de biorremediación es que los hongos son capaces de formar 

extensas redes de micelio, llegando a ser la biomasa dominante y además, no necesitan 

como pre-condición el enriquecimiento del sustrato, como sucede con muchas bacterias 

(Maloney 2001, Magan et al. 2010, Harms et al. 2011). 

En estudios previos, trabajando en 21 días, se observó baja capacidad degradativa 

de OTC de la levadura R. mucilaginosa y resultados promisorias con 4 cepas de 

ascomicetes aisladas sede sedimentos marinos; sus capacidades degradativas que 

fluctuaron entre 72 y 92% (Ahumada-Rudolph et al. 2016). En este estudio una de las 

cepas con mayor eficiencia para degradar OTC fue E. nigrum (91,7% de eficiencia). En 

estudios previos con esta cepa se habían demostrado en sus paredes celulares diferencias 

significativas en la composición de esteroles y ácidos grasos, característica que podrían 

ser responsables de su capacidad adaptativa para co-habitar en sustratos marinos y 

terrestres, siendo por ello un excelente candidato para tratamientos de micorremediación 

en los centros de reproducción y crecimiento (smolt) en agua dulce, como en centros 

marinos de engorda (Ahumada-Rudolph et al. 2014).  

Los hongos marinos por su condición heterótrofa, su condición de adaptarse a la 

variabilidad ambiental y su resistencia específica a diferentes estresores, pueden ser 

potenciales candidatos para ser empleados como restauradores de sectores contaminados 

con antibióticos como la OTC. 
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Tabla 1. Nombre y códigos de acceso al Genbank® de las cepas con capacidad para 

degradar OTC identificadas en este estudio / Name and GenBank® access codes for 

strains with the ability to degrade OTC identified in the study. 

 

Cepa Nombre científico Filo Orden Cód. Genbank® 

RA117 Penicillium commune  Ascomycota Eurotiales KU298470 
RA106 Aspergillus terreus Ascomycota Eurotiales KU214241 
RA129 Beauveria bassiana Ascomycota Hypocreales KU198598 
RA115 Trichoderma harzianum Ascomycota Hypocreales KU198601 

RA39P Epicoccum nigrum Ascomycota Pleosporales KC164754 
RA2P Emericellopsis alkalina  Ascomycota Hypocreales KU298468 

 

 

 

 

Figura 1. Sitio de muestreo. Estación “Centro de cultivo Victoria 1”, campaña de 

invierno 2013. Ubicación vecina a las concesiones marítimas para el cultivo de 

salmones. (según SERNAPESCA 2014).  

 

Figure 1. Sampling site. "Victoria 1 culture center" Station, Winter Champaign. 2013. 

Location neighboring maritime concessions for salmon farming in the area, as described 

by SERNAPESCA 2014. 
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Figura 2. Fotografía de microscopía electrónica de barrido de cepas aisladas e 

identificadas desde sedimentos marinos, con capacidad para degradar OTC: A) P. 

commune,  B) A. terreus, C) B. bassiana, D) T. harzianum,  E) E. nigrum y F) E. 

alkalina.   

 

Figure 2. Photographs of strains with the ability to degrade OTC isolated and typified 

from marine sediments: A) P. commune B) A. terreus C) B. bassiana D) T. harzianum 

E) E. nigrum and F) E. alkaline. Images obtained by scanning electron microscopy. 
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Figura 3. El comportamiento de degradación de OTC de cada cepa, en los tiempos de 

medición: 0, 2, 6, 10, 15 y 18 días. (*) Medias con letra común no son 

significativamente diferentes (p > 0,05). 

Figure 3. The degradative behavior of OTC of each strain, in the measured times: 0, 3, 6, 

10, 15 and 18 days. (*) Measurements with the same letter are not significantly different 

(p > 0.05). 
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Figura 4. Degradación de OTC de las diferentes cepas aisladas desde sedimentos, 

determinados por HPLC-DAD. Las barras representan el error estandar (e.e).  

 

Figure 4. Effects of OTC concentration (250 µg mL
-1

) on culture media for different 

marine strains and times of exposure as determined by HPLC –DAD. The bars represent 

the standard error (s.e). 
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4.2- Capítulo 2. Hongos marinos aislados desde Fiordos Chilenos pueden 

degradadar oxitetraciclina. 

 

Ramón Ahumada-Rudolph, Vanessa Novoa, Anny Rudolph, Miguel Martínez, Cristian 

Torres-Díaz & José Becerra  

 

Resumen  

 

El cultivo de salmón es la principal actividad económica de la zona fiordos del sur de 

Chile. Esta actividad requiere el uso de antibióticos, tales como oxitetraciclina, para el 

control y prevención de enfermedades, que tiene un impacto negativo en el medio 

ambiente. Se analizó la capacidad de los hongos marinos endémicos en biodegradarse 

oxitetraciclina, un antibiótico utilizado ampliamente en la piscicultura. Se aislaron cepas 

de hongos marinos de muestras de sedimento obtenidas a partir de un área de actividad 

de la cría de peces. Las cinco cepas aisladas mostraron actividad en la oxitetraciclina y 

fueron identificados como Trichoderma harzianum, deliquescens Trichoderma, 

Penicillium crustosum, Rhodotorula mucilaginosa y atroroseus Talaromyces por 

microscopía electrónica de barrido, y se caracterizaron mediante técnicas moleculares. 

Los resultados mostraron una degradación significativa en la concentración de 

oxitetraciclina en los primeros 2 días de tratamiento para todas las cepas analizadas. A 

los 21 días de tratamiento, la concentración de oxitetraciclina se redujo 92% en T. 

harzianum, 85% en T. deliquescens, 83% en P. Crustosum, 73% en R. mucilaginosa y 

72% en T. atroroseus, todos que fueron significativamente mayores que los controles. 

Teniendo en cuenta estos resultados, proponemos que las cepas fúngicas aisladas de 

sedimentos marinos pueden ser herramientas útiles para la biodegradación de los 

antibióticos como oxitetraciclina, en la industria del salmón. 

 

Palabras clave: degradation, marine fungi, acuicultura, restauración   

 

 

 

Nota: Publicado en la revista Environmental, Monitoring and Assessment. Agosto 2016 

vol 188:468 
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4.3- Capítulo 3. Degradación intracelular de oxitetraciclina por hongos aislados 

desde sedimentos de fiordos marinos  

 

Resultados preliminares de degradación intracelular de oxitetraciclina. 

Introducción 

En Chile ha desarrollado fuertemente la producción de salmónidos que se 

consume en el mundo (Costa-Pierce, 2010; Millanao et al., 2011). Esta actividad ha 

tenido una rápida expansión alcanzando aproximadamente de 2000 km
2
 de costa, en no 

más de 30 años de historia. En el 2015, la salmonicultura generó ventas por US$ 3.507 

millones, con una producción de 834.168 mil ton, generando un PIB cercano al 3,5 % 

(SUBPESCA, 2016). 

Sin embargo, esta actividad presenta como externalidad negativa, el uso de 

antibióticos, en tratamientos de enfermedades bacterianas (Buschmann et al., 2012). La 

oxitetraciclina (OTC) es uno de los antibióticos más utilizado; en el 2013 se aplicó 

alrededor de 157 ton (SERNAPESCA, 2014). 

La OTC es un antibiótico de amplio espectro, incluido en el grupo de las 

tetraciclinas. Actúa interfiriendo la síntesis de proteínas bacterianas. Es uno de los dos 

antibióticos (junto a la estreptomicina) registrados por la EPA para su uso en la 

agricultura como un tratamiento profiláctico (Vidaver, 2002). Es un producto de bajo 

costo y eficiencia relativa, en la lucha contra infecciones bacterianas comunes (Sarmah 

et al., 2006). 

El uso excesivo de antibióticos en la acuicultura, genera consecuencias negativas 

para la salud humana, animal y altera el medio marino (Samuelsen et al., 1992; Hektoen 

et al., 1995; Wolf, 2004; Heuer et al., 2009; Cabello, 2004; 2006; Cabello et al., 2013; 

Buschmann et al., 2006; 2012; Marshall & Levy, 2011). El impacto ambiental se ve 

acrecentado por la ineficiente absorción en el intestino del animal, se estima se 

excretaría entre el 30 y el 90 % de la dosis administrada. Como la mayoría de los 

antibióticos son solubles en agua, hasta un 90 % de una dosis podría ser eliminada a 

través de la orina y en las heces (Alcock et al., 1999; Halling-Sørensen, 2001).  
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Samuelsen (1989) y Hektoen et al., (1995) reportaron que el 80 % de los 

antibióticos  empleados  en un cultivo se queda en el ambiente y sedimentos, debido que 

sus residuos son persistentes bajo ciertas condiciones de oxigenación, con una vida 

media que excedería los cien días en el caso de oxitetraciclina (Espinosa & Bermúdez, 

2012). 

Se ha descrito que la oxitetraciclina genera bacterias resistentes a 

antimicrobianos (Schmitt et al., 2005; Kümmerer, 2009), pudiendo influir en la 

diversidad microbiana, no sólo mediante la selección de bacterias susceptibles, sino 

actuando también sobre microalgas (Coyne et al., 2001; Sørum, 2006). Además, 

generara desequilibrios en el medio, alterando los balances de degradación de la materia 

orgánica contenida en el sedimento (Kümmerer, 2009; Cabello et al., 2013). Se ha 

registrado que los ecosistemas marinos y terrestres pueden compartir y traspasar genes 

de resistencia antimicrobiana de origen bacteriano (Rhodes et al., 2000; Burridge et al., 

2010).   

Además, se ha evidenciado impactos ambientales más allá de las áreas utilizadas 

en cultivos de las salmoneras chilenas, ya que se han encontrado trazas de residuos de 

tetraciclina y quinolonas en peces silvestres que habitan zonas costeras alejadas (Fortt et 

al., 2007). Por lo tanto, las zonas de cultivos del sur de Chile podrían desempeñar un 

papel importante como reservorios de bacterias portadoras de determinantes genéticos 

de resistencia a la oxitetraciclina de alto nivel, lo que podría constituir un riesgo para la 

salud pública y la de los trabajadores involucrados en su cultivo y procesamiento 

(Miranda & Zemelman 2002; Burridge et al., 2010; Millanao et al., 2011).  

En la actualidad la Comisión Regional de Uso del Borde Costero (CRUBC) de 

Aysén, Chile; aprobó 41 nuevos sitios como nuevas “Áreas aptas para la acuicultura”, 

con el objeto de facilitar el proceso de relocalización de concesiones. Estos sitios tienen 

una extensión  de alrededor de 600 hectáreas, la misma superficie por la que serían 

reemplazadas las concesiones existentes, lo que hace urgente evaluar la restauración de 

áreas ya intervenidas ambientalmente (SUBPESCA, 2015). 

Como los hongos tienen la capacidad de metabolizar compuestos orgánicos a 

través de un sistema enzimático extracelular e intracelular no específico y con alto 

potencial para transformar y/o degradar xenobióticos (Harm et al., 2011). En éste 
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contexto, y dada la importancia de la actividad acuícola para nuestro país, se evaluó 

capacidad de hongos autóctonos, aislados desde los sedimentos del área de fiordos 

patagónicos del Sur de Chile, para biodegradar la oxitetraciclina, un antibiótico utilizado 

en la acuicultura chilena, con el objetivo de evaluar la capacidad para ser usados en 

procesos de bioremediación en programas de restauración de estos ecosistemas. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Área de estudio. La provincia de Aysén es una de las regiones menos poblada del país, 

con sólo 0,95 habitantes por km², con una población de 102.632 habitantes según censo 

2012 (INE, 2014). Registra bajas temperaturas y elevada tasa de precipitación. El área 

de fiordos en ésta provincia, presenta zonas protegidas de la inclemencia del tiempo y 

fácil acceso a la navegación, por lo que paulatinamente está siendo intervenida para la 

explotación de sus recursos naturales. Actualmente, presenta el mayor porcentaje de 

exportación de productos marinos, asociado a la producción de salmones con un 78 % 

(INE, 2014). La calidad ecotoxicológica de los sedimentos, en el centro de los canales y 

fiordos,  indica que éstos sistemas en general se comportan aún como sistemas poco 

alterados (Rudolph et al., 2007; 2011), con saturación de oxígeno en la capa superficial 

y ausencia de anoxia en la capa profunda (Silva & Guzmán, 2006). Sin embargo, se 

informa de graves alteraciones en el borde costero que está siendo utilizado para la 

engorda de salmones, i.e., altos contenidos de materia orgánica, baja concentración de 

oxígeno, acidificación del sedimento y alteraciones ecológicas (Rudolph et al., 2009). 

 

Recolecta de sedimentos. La toma de muestras de sedimentos se realizó en la 

temporada de invierno, julio de 2013, en la Provincia de Aysén (45°12'35,33''S 

74°04'25'' W) (Fig 1). Para ello se utilizó una embarcación menor y una draga de acero 

inoxidable de 1800 cm
3
 de capacidad. Se recolectaron 16 muestras de sedimento en 

tubos Falcon, previamente esterilizados. Luego de rotulados fueron trasladadas en frio y 

oscuridad, y congelados a -18°C.  
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Aislación de las cepas. Las cepas se aislaron a partir de 3 g de sedimento, que se diluyó 

en 10 ml de agua destilada estéril y se deja decantar durante 15 min para eliminar el 

exceso de material particulado. El sobrenadante se diluye seriadamente con agua de mar 

esterilizada 01:10 con 2 repeticiones 01:10
-3

, una parte alícuota de 100 µl fue transferido 

a los medios de cultivo YMG agar con estreptomicina (200 mg L
-1

) y se extendió sobre 

la superficie usando una varilla de vidrio estéril. El crecimiento de colonias de hongos se 

evaluó después de 5 días de crecimiento a temperatura ambiente y cepas puras se 

obtuvieron a partir de estas placas. 

Identificación de las cepas. La determinación y caracterización morfológica de las 

cepas, se realizó utilizando técnicas de microscopía óptica de barrido. Para la 

identificación de la especie, se utilizó caracteres taxonómicos como tipo, tamaño y 

formas de las esporas, conidiasporas, ascosporas y estructura de los micelios. Para la 

validación y confirmación de la identificación morfológica, se aplicó técnicas de PCR, 

se amplificó la región ITS (que incluye el gen 5.8S) y las subunidades nucleares 

ribosomales de rRNA (LSU) utilizando ITS-1/ITS-4 (Tedersoo et al. 2009). Se extrajo 

ADN del micelio utilizando el EZNA ADN fúngico MiniKit (Omega-Biotek). Las 

reacciones de PCR se realizaron con ITS4 (5'- tcctccgcttattgatatgc-3') como partidores 

directos y ITS1 (5'-tccgtaggtgaacctgcgg-3') como partidores inversos. Cada reacción se 

llevó a cabo en 15 µL de solución que contenía de 30 - 50 ng de ADN, 1X de tampón de 

PCR, 2 mM MgCl2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM de los cebadores directos e inverso, 

y 1 U de Taq ADN polimerasa. Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo con una 

desnaturalización inicial de 4 min a 94 º C, seguido de 35 ciclos de 30 seg a 94 º C, 60 

seg a 50 º C, 60 seg a 72 ºC y un paso final de 5 min a 72 º C. Se realizó electroforesis 

de prueba y fotografías del gel. El producto de PCR se purificó y secuenció en ambos 

sentidos. Una vez secuenciado las cepas fueron editadas utilizando Genious software 

v5.4 (Drummond et al., 2011). La secuencia se analizó con BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para la determinación 

del porcentaje de identidad máxima se utilizó las secuencias de la base mundial de datos. 

Finalmente, las secuencias obtenidas fueron depositadas en GenBank (Ahumada-

Rudolph et al, 2014). 
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Preparación de las cepas para los ensayos de biodegradación. Se utilizó medios de 

cultivo líquido con nutrientes: levadura, malta y glucosa (YMG), dejando crecer las 

esporas por 4 días. Luego, los micelios de cada cepa fueron depositados en matraces que 

contenían 250 mgL
-1

 de oxitetraciclina. En paralelo, se preparó los controles negativo y 

positivo. El control negativo contenía sólo la solución del antibiótico y el control 

positivo la solución de oxitetraciclina y micelio autoclavado de las cepas en estudio. Se 

trabajó cada cepa y controles en triplicado, (n = 21). Los matraces se mantuvieron a 

temperatura ambiente, en oscuridad y constante agitación (120 rpm). Se tomó alícuotas 

de 1 ml de solución a cada ensayo a los días 0, 2, 6, 10,15 y 21. Cada alícuota fue 

filtrada en 0,23 µm e inyectada en HPLC-DAD.  

 

Evaluación de la capacidad biodegradativa de oxitetraciclina. Para la determinación 

de oxitetraciclina en los cultivos, se utilizó una curva de calibración preparada con un 

estándar de clorhidrato de oxitetraciclina al 98,9 % pureza, CAT#500105 Calbiochem. 

Se trabajó con concentraciones crecientes de 7, 15, 30, 100, 175 y 250 mgL
-1

. El límite 

de detección y de cuantificación fue determinado de acuerdo a las siguientes relaciones: 

LD = Y bl + 3 * S bl / m. Dónde, LD: límite de detección; Ybl: señal entregada por el 

blanco; Sbl: desviación estándar del blanco y m: pendiente de la recta y LQ= Y bl + 10* 

S bl/ m. Dónde, LQ: límite de cuantificación Ybl: señal entregada por el blanco y Sbl: 

desviación estándar del blanco y m: pendiente de la recta. La incertidumbre de las 

mediciones fue determinada por el error típico, el que se  obtuvo mediante la 

herramienta de análisis de datos (Tabla 1). 

 

Se utilizó un HPLC con una bomba YL 9111S Binary pump y detector YL 9160 PDA 

con inyección manual y loop de 20 µL. La columna utilizada fue una Kromasil 100 5 

C18; 250 X 4,6 mm Ø. La fase móvil utilizada fue ácido fórmico 0,1 % en H2O milli Q 

y acetonitrilo (80 : 20) isocrático, a un flujo de 1,0 mL min
-1

. La longitud de onda de 

trabajo utilizada 365 nm. 
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Análisis estadísticos. Para la evaluación de la capacidad de degradación del antibiótico 

oxitetraciclina por las cepas de hongos analizadas, se realizó un análisis de varianza de 

medidas repetidas, que consideró 2 factores: el tiempo de exposición (2, 6 10 ,15 y 21 

días) y las 5 cepas en estudio con sus respectivos controles (negativo y positivo). 

Además, se aplicó la prueba a posteriori de Tukey (α = 0,05). Se utilizó el 

procedimiento proc Mixed de SAS. 

 

Resultados 

Degradación intracelular de antibióticos, medición medio líquido  

Existen diferencias significativas entre las cepas en estudio, según su capacidad de 

degradación (ANOVA F(6,146) = 51,23 ; P = 0,0001), donde el test a posteriori de Tukey 

evidencia que la menor capacidad de degradación se observa en el cultivo sin micelio 

(197,29 ± 3,5 mgL
-1

), las cepas (117) C. antarcticum y A. terreus (106) su capacidad de 

degradación es similar (148,34 ± 3,4 mgL
-1 

) y (148,07 ± 3,3 mgL
-1

), la cepa H. lixii  

(111) y B. bassiana  (129) se agrupan (140,30 ± 3,8 y 139 ± 3,7), luego E. nigrum 

(126,48 ± 3,48), siendo la cepa con mayor capacidad de degradación la P. solitum (115) 

(120,82 ± 3,4). Existe homogeneidad de varianza según test de cochrane (0,1250) d.f. 41 

y P = 0,00001. 

 En relación al tiempo las cepas muestran,  que existen diferencias significativas 

en capacidad de degradación de las cepas en estudio y el tiempo de exposición, 

(ANOVA F(6,146) = 37,63; P = 0,0001), sin embargo el tiempo 12 y 15 la respuesta fue 

similar, según test a posteriori de Tukey.  

Al 3 día de cultivo se observaron diferencias significativas en la concentración del 

antibiótico, de acuerdo a las cepas y medios de cultivo (ANOVA F(6,20) = 67,08; P = 

0,0001).Las cepa con menores degradaciones correspondieron a A. terreus (106) y sin 

micelio con un 9 % y 11 %, respectivamente; las cepas B. bassiana (129), C. 

antarcticum (117) y H. lixii  (111) se comportaron similar estadísticamente degradando 

un 17 %, 17% y 18%; las cepas con mayor  porcentaje de degradación correspondieron a 

E. nigrum y P. solitum (115) (22 % y 23 %), según prueba a posteriori de Tukey (Fig. 2). 
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Figura 1. Determinación de oxitetraciclina segun tiempo de exposición de las cepas en 

estudio. 

 

A los 6 días de cultivo, se observaron diferencias significativas en la concentración del 

antibiótico oxitetracixina de acuerdo a las cepas y medios de cultivo (ANOVA F(6,20) = 

25,40; P = 0,0001). Donde se evidencia que el cultivo sin micelio es que registra un 

menor porcentaje de degradación (16 %) y el cultivo con mayor degradación 

corresponde a la cepa P. solitum (115) con un 48 %, según prueba a posteriori de Tukey 

(Fig. 2). 

Al tiempo de 9 días, se observan diferencias significativas en la capacidad de 

degradación de las cepas en estudio, (ANOVA F(6,20) = 58,42; P = 0,0001), donde el 

cultivo sin micelio es el que registra el menor porcentaje de degradación (19 %) y la 

cepa E. nigrum y P. solitum 115 la mayor capacidad de degradación (54 y 56 %), según 

prueba a posteriori de Tukey (Fig. 2). 

El tiempo 12 y 15, se observan diferencias significativas en la capacidad de degradación 

del antibiótico de las cepas  (ANOVA F(6,20) = 34,53; P = 0,0003), donde el cultivo sin 

micelio es el que registra el menor porcentaje de degradación (31 %) y la cepa P. solitum 

(115) la mayor capacidad de degradación (69 %) (Fig. 2). 
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Al tiempo final se observaron diferencias significativas en la capacidad de degradación 

del antibiótico, (ANOVA F(6,20) = 135,04; P = 0,0002), donde el cultivo sin micelio es el 

con menor porcentaje de degradación (41 %), luego la cepa C. antarcticum (117) con 

75% , A. terreus (106) con 77 %, H. lixii  (111) con 80 % se comportaron similar 

estadísticamente, y las cepas con mayores capacidad de degradación corresponde a la B. 

bassiana  (129) con 88 %, P. solitum (115) con 90 % y E. nigrum  90 %, según prueba a 

posteriori de Tukey (Fig. 2). 

Determinación de oxitetraciclina en el micelio 

La tendencia de los hongosmarinos, existen diferencias significativas en la 

cantidad o concentración de oxitetraciclina en el micelio de las cepas en estudio (F(4,74) = 

4,05; P = 0,0045), Siendo la cepa B. bassiana y P. solitum las registradas con mayor 

cantidad de concentración promedio del antibiótico en el micelio (40,45 ± 3,02 y 38,65 ± 

3,3) respectivamente; la cepa E. nigrum es significativamente menor su concentración de 

antibiótico contenido en el micelio (26,11 ± 3,1) (Fig. 3).  

 

  

Figura 2. Determinacion de oxitetraciclina en micelio de cepas en estudio. 

En relación a la tendencia al tiempo de exposición existen diferencias 

significativas en el contenido de antibiótico en el micelio de los hongos en estudio 
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(F(4,74)= 110,5; P = 0,0001), donde el tiempo 3 la tendencia de los hongos es registrar 

mayores concentraciones de oxitetraciclina (84,94 ± 3,1), luego el tiempo 7 registra una 

disminucionen la concentraciones en el micelio con respecto al tiempo anterior (39,46 ± 

3,0), sin embargo tiempo 10 y 15 obtienen similar respuesta (25,05 ± 3,3 - 21,25 ± 3,0) 

(Fig. 3). 

 

 

Figura 3. Determinacion de oxitetraciclina en medio liquido de las cepas en estudio. 

 

La figura 3 muestra la determinación de oxitetraciclina en el medio líquido de las cepas 

en estudio, donde existen diferencias significativas entre las cepas y el tiempo de 

exposición, ANOVA F(4,50)=24210; P= 0,0001 siendo la cepa P. spinulosum la que tiene 

una mayor media de oxitetraciclina (152,8 ± 2,3 mgL
-1

) siendo la cepa con menor 

capacidad de degradación en comparación a las demás cepas. 
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4.4- Capítulo 4. Variación de esteroles y ácidos grasos como respuesta adaptativa a 

cambios de temperatura, salinidad y pH de un hongo marino Epicoccum nigrum 

aislado desde los fiordos patagónicos  

 

Ramón Ahumada-Rudolph, Daniel Cajas-Madriaga, Anny Rudolph, Rodrigo Reinoso, 

Cristian Torres, Mario Silva and José Becerra. 

 

Resumen  

Se aisló e identificó una cepa hongo marino a partir de muestras de sedimentos 

obtenidas a partir de un sector de los fiordos patagónicos. La cepa LQRA39-P fue 

identificado como Epicoccum nigrum utilizando técnicas de microscopía y corroborada 

mediante técnicas moleculares. Se espera demostrar que las respuestas de variación 

metabólicas permiten hongos ubicuos desarrollen en diferentes ambientes como 

marinos, de agua dulce y ambientes terrestres. Se analizaron las variaciones en el 

contenido de ácidos grasos y esteroles, en una batería de medios de cultivo a diferentes 

temperaturas, salinidad y pH. Se analizó el contenido de ácidos grasos y esteroles, 

usando la cromatografía de gas es acoplada a cromatografía de masas (GC-MS). Los 

cambios de temperatura no indujeron un efecto cambios significativos en el contenido de 

ácidos grasos; sin embargo, respecto del contenido de esteroles fue un factor 

determinante a pH 4 cuando fue crecido en agua dulce a 25 °C, obteniéndose una mayor 

diversidad de esteroles no observados en otras condiciones. La salinidad generó cambios 

en la composición lipídica (i.e., C16:0; C16:1; C18:2 y C18:3). En cuanto al pH, este 

factor tiene un efecto significativo sobre la composición de ácidos grasos y esteroles. Se 

demuestra que E. nigrum es capaz de cambiar su composición de esteroles y ácidos 

grasos como respuesta adaptativa para co-habitar sustratos marinos y dulceacuícolas. 

 

 

Palabras clave: Ecología de hongos, hongos extremófilos, hongo marino, metabolitos 

secundarios 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Publicado en la revista Revista de Biología Marina y Oceanografía. Agosto 2014 

vol 49 N°2: 293:305.  
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4.5- Capítulo 5. Respuesta morfológica a salinidad, temperatura y pH por el hongo 

marino Epicoccum nigrum 

 

Ramón Ahumada-Rudolph, Vanessa Novoa, Anny Rudolph, Miguel Martínez, José 

Becerra  

 

Resumen  

Epicoccum nigrum (Cepa LQRA39-P) se aisló a partir de sedimentos recolectados en 

fiordos de la Patagonia Chilena y se identifico utilizando microscopía y técnicas 

moleculares. Analizamos las respuestas adaptativas de la morfología de la pared celular 

a la salinidad, la temperatura y el pH, con el fin de explicar la capacidad de E. nigrum 

para co-habitan en ambos ambientes i.e. marinos y de agua dulce. Para este propósito, 

E. nigrum se cultivó en una serie de medios de cultivo (YMG) con las variaciones en la 

salinidad (agua dulce y salada), pH (ácido, neutro y básico), y la temperatura (5 - 25 

°C). Los cambios se observaron a través de microscopía electrónica de transmisión. Se 

observó una correlación directa entre el aumento de la salinidad y engrosamiento de la 

pared celular (> 0,2 m), junto con una relación importante entre el pH y la presencia de 

sustancias poliméricas extracelulares (EPS) en el exterior de la pared celular. Se 

concluyo que el hongo E. nigrum en condiciones de agua dulce, produce cambios 

morfológicos podrían confirmar, que requiere respuestas adaptativas para co-habitar 

ambientes marino, dulceacuícolas y sustratos terrestres  

Keywords: Hongo Marino, ecologia, extremofilos, metabolismo,  Sustancias polimeras 

extracelulares (EPS). 

 

 

 

 

 

 

Nota: Manuscrito enviado a la revista Mycoscience. 
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Figure 1. Oceanographic location of the station 39 C12-F where the sediment sample was 

collected and the E. nigrum strain was isolated during the CIMAR 12 Fiords oceanographic 

cruise. 
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Figure 2. Scanning Electron Microscopy photographs of E. nigrum in a solid culture 

media, in freshwater at pH 6-7 (a,b,c and d); and in seawater at basic pH (>8) and Optics 

500X (f). 
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Figure 3. Image samples of E. nigrum hyphae presenting thin cell wall <0.2 μm (a,b,c) 

and thick cell wall >0.2 μm (d,e,f) 

 

Figure 4. Percentage of the E. nigrum cells presenting thin cell walls (< 0,2 μm) and 

thick (> 0,2 μm) under different culture media, detected through transmission electron 

microscopy (TEM). 
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Figure 5. Transmission Electron Microscopy at cross and longitudinal sections of E. 

nigrum hyphae, the outer rough wall was defined as the cells: a, b and c, and the outer 

smooth cells: d, e and f. 

 

Figure 6. Percentage of cells in the E. nigrum fungal presenting smooth and rough cell 

walls (EPS) under culture media (i.e. freshwater and seawater), temperature and pH. 
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Figure 7. Shows longitudinal sections images of E. nigrum hyphae at an acid pH in a 

marine and freshwater media at 5-25°C. Smooth cell walls (a,b,c) and rough cell walls 

(e) 

 

Figure 8. Shows sections of the Transmission Electron Microscopy images of cultivate 

hyphae at pH 7 in a marine and freshwater media, at 5 and 25°C. 
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Figure 9. Transmission Electron Microscopy images of cross and longitudinal sections 

of E. nigrum hyphae at pH 10, culture media (i.e. freshwater and seawater), temperature 

(i.e. 5-25 °C). Smooth Cells (a) and rough (b,c,d). 
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5.- DISCUSIÓN GENERAL 

 

El Estado de Chile se ha puesto como objetivo, por su condición de país rivereño, 

llegar a convertirse en una potencia alimentaria en productos marinos. Posee en extenso 

territorio desde los 19° a 56°S, con 4.337 Km de costa lineal, 83.350 Km de costa total y 

200 millas náuticas de soberanía económica, con numerosos ríos, lagos y una extensa 

zona de fiordos y canales. Sus aguas son de extraordinaria calidad, lo que hace de este 

país una región con ventajas comparativas para el cultivo de truchas, salmónidos y de 

otras especies. A esto se suma que, en gran parte de la costa se producen eventos de 

surgencia de aguas profundas ricas en nutrientes, que generan una alta productividad 

primaria, capaz a su vez, de sustentar una alta producción de peces y mariscos. 

 Sin embargo, el logro de este objetivo no está exento de complejidades, ya que 

la mayor parte de las exportaciones tiene como destino países donde se exige una 

producción sustentable y además, que cuente con altos estándares sanitarios y 

ambientales. La FDA (Agencia de Fármacos y Alimentos de Estados Unidos), es la que 

regula el ingreso de salmones frescos, congelados y/o procesados que son exportados a 

EEUU. El salmón chileno no contiene químicos detectables en su carne, aunque 

puntualmente en el 2013, se detectó en las exportaciones de una empresa la presencia del 

químico conocido como cristal violeta, utilizado como antifúngico, prohibido en Chile, 

EEUU y la UE, por lo que el control en la utilización de fármacos y el tratamiento de sus 

residuos, i.e., antibacterianos y antifúngicos debe ser riguroso. 

Las presiones internacionales exigen seguridad alimentaria y certificaciones de 

las exportaciones, como: ISO 22000 Sistemas de Gestión de Seguridad Alimentaria, 

certificación de la Iniciativa Mundial de Seguridad Alimentaria (GFSI), Estándar global 

BRC (British Retail Consortium) de seguridad alimentaria, FSSC 22000 (Certificación 

del Sistema de Seguridad Alimentaria), Global GAP (Buenas prácticas agrícolas), IFS 

Food (estándar internacional por características), SQF (alimentos de calidad segura) 

entre otros.  

Respecto de la sustentabilidad de los cultivos en Chile, las concesiones marinas 

para la acuicultura son reguladas por el artículo 80 Bis “Ley General de Pesca y 
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Acuicultura” siendo el RAMA (Reglamento Ambiental para la Acuicultura) el 

encargado de los procesos de zonificación costera. En dicho reglamento no se especifica 

las cantidades máximas de fármacos, como antibióticos, a utilizar en los centros de 

cultivo. Para el “Manejo sanitario en una salmonicultura” se utiliza como herramienta 

sólo el registro de fármacos y su control en las plantas productoras de alimentos. En 

ambos casos, la acción y facultades de fiscalización son del SERNAPESCA (Servicio 

Nacional Pesca y Acuicultura) y el SAG (Servicio Agrícola y Ganadero, 2009). 

En éste estudio, la mayor concentración de OTC i.e., 24,1 ± 1,03 ug g
-1

 fue 

medida en sedimentos del entorno de balsas de cultivos (Capítulo 1). Mayor al rango de 

concentraciones informada para 13 centros de salmónidos i.e., 0,1 y 11 ug g
-1

 (Bjiirklund 

et al. 1991; Coyne et al. 1994; Kerry et al. 1995), pero inferior a los 285 ug g
-1

 

informada por Samuelsen et al., (1992).  Respecto de la concentración medida en suelos 

agrícolas es mayor a la informada en Austria i.e., 3,4 ug g
-1

 (Martínez-Carballo et al. 

2007) y en Estados Unidos i.e. 0,30 µg g
-1

 (Thiele-Bruhn & Beck 2005), información 

importante de considerar respecto de la concentración que pudiera estarse acumulando 

de OTC en centros de alevinaje de salmónidos. 

Para entender esta información se debe considerar que, para la determinación de 

la capacidad de adsorción de compuestos orgánicos tóxicos a una matriz ambiental, se 

utiliza la constante de adsorción (kd), que relaciona la concentración del compuesto en 

la fase de adsorción y el agua con que se encuentra en equilibrio. En sedimentos 

orgánicos marinos se informa una kd para la OTC de 2.590 (Lkg
-1

), superior al 

informado para sustratos arenosos de sistemas agrícolas i.e., 670 (L kg
-1

) (WingChing-

Jones 2008), lo que podría explicar las mayores concentraciones de OTC en sedimentos 

marinos, con altas concentraciones de materia orgánica y bajas concentraciones de 

oxígeno (Rudolph et al., 2011),  respecto de suelos agrícolas. Por otra parte, en este 

estudio se observó que la concentración de OTC en los sedimentos en el área de la balsa 

monitoreada fueron mayores en el sector Este y a mayor profundidad i.e., 100 m, lo que 

indicaría una relación entre las corrientes, el transporte de sedimento y la concentración 

aplicada en el Centro de cultivo (Smith 1996) (Capítulo 1). Además, Hektoen et al. 

(1995) plantearon que a mayor profundidad de la columna de agua y mayores contenidos 
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de materia orgánica, el tiempo de vida media de la OTC sería mayor de 100 días, lo que 

estaría generando acumulación de OTC en sedimentos de mayor profundidad con mayor 

contenido de materia orgánica. 

El esfuerzo por un manejo sustentable de las sustancias farmacológicas en los 

centros de cultivos chilenos pareciera no ser el adecuado, ya que se observa un aumento 

progresivo en el uso de fármacos. En la salmonicultura, antibióticos como la OTC y el 

florfenicol son administrados en conjunto con la dieta alimentaria, tanto en la fase de 

alevinaje en agua dulce, como en el proceso de engorda de salmones en sectores 

marinos. Se estima que en el 2013 se aplicó alrededor de 157 toneladas de OTC y 284 

toneladas de florfenicol, siendo el 92 % de su uso justificado por la enfermedad de 

piscirickettsiosis (SERNAPESCA, 2014).  

En este estudio, desde sedimentos cercanos a balsas de cultivo de salmónidos se 

aisló 38 cepas de hongos, 22 de ellas fueron identificadas y de éstas se probó que 12 

presentaban capacidad para degradar el antibiótico OTC (Tabla 1). 

Tabla 1. Cepas de hongos aisladas e identificadas por técnicas moleculares desde 

sedimentos de fiordos del sur de Chile. Se indica como positivo las cepas con capacidad 

para degradar oxitetraciclina. 

N° Strain Scientific Name Code Genbank
® 

 Degradar OTC 

(+) 

1 RA114 Trichoderma deliquescens KU214239 + 

2 RA115 Trichoderma harzianum KU198599 + 

3 RA223A Talaromyces atroroseus KU198600 + 

4 RA118 Penicilium crustosum KU198601 + 

5 RA101 Rhodotorula mucilaginosa KU298469 + 

6 RA103 Idem RA115 KU214240 + 

7 RA105 Penicillium chrysogenum KU214239 + 

8 RA117 Penicillium commune KU214242 + 

9 RA106 Aspergillus terreus KU214241 + 

10 RA129 Beauveria bassiana KU198598 + 

11 RA39P Epicoccum nigrum KC164754 + 

12 RA2P Emericellopsis alkalina KU298468 + 

13 RA107 Penicillium solitum JN642222 - 

14 RA108 Aspergillus terreus KF723007 - 

15 RA110 Penicillium sp.  KJ443120 - 

16 RA111 Hypocrea lixii HM466680 - 

17 RA119 Chordomyces antarcticum  KJ443146 - 
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18 RA125 Curreya pityophila JX681087 - 

19 RA126 Paraphaeosphaeria minitans EU754174 - 

20 RA127 Penicillium sp.  KJ443120 - 

21 RA128 Eupenicillium 

ochrosalmoneum 

EF626957 - 

22 RA130 Beauveria sp. AY283555 - 

 

En un primer estudio, en 18 días de exposición, seis cepas de Filum Ascomicetes, 

Penicillium commune, Aspergillus terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma 

harzianum, Epicoccum nigrum y Emericellopsis alkalina demostraron ser capaces de 

degradar entre un 75 y 91,7 % de la OTC presente en el cultivo (Fig. 3, capítulo 1). 

Posteriormente, en 21 días de experimentación, las cepas de hongos i.e., Trichoderma 

deliquescens, Trichoderma harzianum, Taralomyces atroroseus, Penicilium crustosum 

demostraron ser capaces de degradar entre 73 a un 93 % OTC y la levadura Rhodotorula 

mucilaginosa  de degradar un 74,2 % de la OTC presente en una solución (Fig. 4, 

Capítulo 2). 

Además, el análisis de la concentración intracelular de oxitetraciclina en 5 

hongos sometidos a una concentración de 250 mg/L, i.e., Penicillium spinulosum, 

Epicoccum nigrum, Penicillium solitum, Beauveria bassiana y RA201 demostró un 

enriquecimiento intracelular en la concentración de OTC i.e., 115 mg/50 mg de micelio 

(en tres días de experimentación), para posteriormente disminuir hasta aprox. 20 mg/50 

mg de micelio en 15 días. Mientras que en el medio, la concentración de OTC 

disminuyó hasta 60 mg/L en el periodo en estudio. Paralelamente, no se detectó 

compuestos distintos de los observados en el medio control, confirmando que los hongos 

realizarían la degradación de OTC intracelularmente, sin la aparición de nuevos 

compuestos conjugados i.e., sin efecto por la generación de otras  sustancias 

contaminantes (Manuscrito en preparación, Capítulo 3). 

  Comprobada la capacidad de hongos marinos para degradar OTC, sin generar 

productos secundarios, el objetivo de estudio fue probar su capacidad para sobrevivir en 

diferentes condiciones del medio y de ésta forma, agregar antecedentes a tener en 

consideración para su implementación en sistemas de cultivos, tanto marinos como 
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terrestres. Para ello, se analizó el comportamiento de E. nigrum, una de las cepas con 

mayor  eficiencia en la degradación de OTC i.e., 91,7 % en 18 días de exposición (Fig. 

3, Capítulo 1). La evaluación frente a cambios en la temperatura, pH y salinidad, 

demostró que E. nigrum fue capaz de modificar su membrana celular, respecto de sus 

contenidos de ácidos grasos y esteroles, como respuesta adaptativa de sobrevivencia 

(Capítulo 4). Además, el análisis de ultraestructura demostró que E. nigrum fue capaz de 

aumentar el grosor de su pared celular frente al aumento de la salinidad (Fig. 4, Capitulo 

5) y de producir sustancias poliméricas extracelulares, esto es, disminuir la porosidad de 

su pared celular, frente a cambios en el pH del medio (Fig. 6, Capítulo 5). 

  Cabe destacar que, las mayores eficiencias en la degradación de OTC se obtuvo 

con hongos endémicos del Filum Ascomycota, aislados desde sitios contaminados con 

residuos de OTC, zona de fiordos del Sur de Chile (Tabla 1), i.e., 24,1 ± 1,03 µgg
-1

 los 

que fueron capaces de degradar casi completamente (> 90 % de 250 µgL
-1

 de OTC en 

cultivos). Esto es coherente con lo planteado por Kristanti & Hadibarata (2015) en su 

trabajo de bioremediación de contaminantes; y por Migliore et al., (2012) quienes 

utilizando el hongo Pleurotus ostreatus probaron su capacidad para degradar 

oxitetraciclina en un proceso mediado por la absorción y biotransformación intracelular 

de OTC en el micelio.  

       El impacto de la aplicación de OTC en el medio, tiene directa relación con la dosis, 

concentración y tiempo de aplicación (Cabello 2004, 2006: Buschmann et al., 2006, 

2012). Su efecto abarca un amplio espectro de bacterias, desafortunadamente no sólo las 

patógenas. Además, se ha identificado presencia de poblaciones de bacterias resistentes 

a OTC en la microflora de granjas salmoneras (Cabello et al., 2013), las cuales serían 

reservorios de bacterias portadoras de determinantes genéticos transferibles de 

resistencia a antibióticos, lo que constituye un riesgo para la salud (Miranda & 

Zemelman 2002, Heuer et al., 2009, Marshall & Levy 2011).  

           La rápida expansión de la salmonicultura es preocupante, debido a que sólo en la 

región de Aysén existen alrededor de 635 concesiones (Fig. 1, Capítulo 1). Por la 

utilización que realizan del agua como recurso, la importancia de las comunidades 

biológicas y su dinámica física, los sectores costeros y cuerpos de agua, como lagos, 
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utilizados para cultivos son sistemas de alta fragilidad ambiental, cuestión que debe ser 

abordada con estudio, regulación y remediación de los insumos utilizados. Esto se suma 

a que, los planes de mitigación en los centros de cultivo consisten aún, en su 

relocalización temporal (SUBPESCA, 2015), en espera que con el transcurso del tiempo 

mejore la calidad de los sedimentos en las áreas intervenidas ambientalmente i.e., 

residuos de fármacos como antibióticos, altos contenidos de materia orgánica, nutrientes, 

baja concentración de oxígeno disuelto, acidificación del sedimento y alteraciones 

ecológicas (Rudolph et al. 2009, 2011).  

La necesidad de mitigar el efecto de la incorporación de antibióticos en el 

ambiente, nos incentivó a la búsqueda de organismos capaces de aumentar la velocidad 

de degradación de antibióticos, como la OTC. Se plantea que la velocidad de 

degradación de los residuos de la OTC en los sedimentos marinos es insignificante 

(Samuelsen et al. 1994) y que su vida media es función principalmente de las tasas de 

re-ingreso de los residuos de  OTC hacia la columna de agua (Smith & Samuelsen 

1996).  

Del trabajo realizado se desprende que el hongo E. nigrum sería la cepa 

adecuada, para continuar con estudios que permitan el diseño de un proceso 

biotecnológico de remediación de los residuos de OTC en sedimentos. Algunas ventajas 

a destacar de los trabajos de micorremediación son que la colonización de un sustrato 

por otros microorganismos requiere de condiciones especiales, a diferencia de los 

hongos que son capaces de formar extensas redes de micelio hasta llegar a ser la 

biomasa dominante y de esta forma ser eficientes. Además, los hongos como 

degradadores, no necesitan como pre-condición el enriquecimiento del sustrato, como 

sucede con muchas bacterias (Maloney 2001, Magan et al., 2010, Harms et al., 2011), lo 

que hace de la micorremediación un sistema menos costoso y que requiere de menos 

intervención.  

En la figura 1 con fines didácticos, se esquematiza el proceso de degradación 

intracelular del antibiótico que realizaría E. nigrum 
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Figura 1. Ejemplificación del proceso de degradación intracelular del antibiótico. 

Modificado de Harm et al., (2011) para este estudio. 

 

6.- CONCLUSIÓNES 

 

Los fiordos del sur de Chile por sus condiciones de aislamiento geográfico, en 

general presentan baja intervención antropogénica, salvo en sectores costeros en que se 

desarrollan actividades de cultivos, a través de sistemas de concesiones marinas. Una de 

las problemáticas de esta actividad es la aplicación de antibióticos, como la OTC. El 

estudio realizado en muestras de sedimentos recolectadas en torno a las balsas jaula 

permitió determinar concentraciones máximas de OTC de 24,1 ± 1,03 µg g-
1
 de 

sedimento y concluir que en los sedimentos existen una alta diversidad de hongos. 

Las 38 cepas aisladas desde los sedimentos correspondieron principalmente a 

ascomicetos, basidiomicetos y levaduras, una parte de ellos i.e., 22 cepas, fueron 
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analizadas con herramientas moleculares y demostraron una alta capacidad para 

degradar OTC. La actividad degradativa observada por las cepas en estudio estuvieron 

en un rango entre 73 a 93 % de la OTC presente en una solución, siendo B. bassiana, T. 

harzianun y E. nigrum las que presentaron las mayores eficiencias, i.e., sobre un  90 % 

en 18 días. 

El análisis de la concentración intracelular de oxitetraciclina en 5 cepas i.e., 

Penicillium spinulosum, Epicoccum nigrum, Penicillium solitum, Beauveria bassiana y 

RA201 demostraron un incremento intracelularmente en la concentración de OTC i.e., 

115 mg/50 mg de micelio, para posteriormente disminuir i.e., 20 mg/50 mg de micelio. 

En el medio la concentración de OTC disminuyó desde 250 mg/L hasta 60 mg/L en el 

periodo en estudio, lo que permitió comprobar su eficiencia degradativa. Además, se 

pudo comprobar que la degradación de la molécula de OTC, no generó compuestos 

distintos de los observados en el medio control. 

El análisis del comportamiento de E. nigrum, una de las cepas con mayor 

eficiencia para degradar OTC, frente a estresores ambientales como T°, pH y salinidad 

demostró ser capaz de modificar su membrana celular i.e., contenido de ácidos grasos y 

esteroles; y a nivel de ultraestructura aumentar el grosor de su pared celular frente al 

aumento de la salinidad; además, de producir sustancias poliméricas extracelulares, 

frente a cambios en el pH y T° del medio, comprobándose su capacidad de adaptarse a 

condiciones de estrés. 

La condición heterótrofa de E. nigrum, su habilidad para adaptarse a condiciones 

en terreno (i.e., poca luz, salinidad y presencia de antibióticos), permite concluir que es 

el mejor candidato para continuar con estudios que permitan el diseño de un proceso 

biotecnológico de remediación de los residuos de OTC en sedimentos. Por lo que, se 

acepta la hipótesis de trabajo. 

Finalmente, la proyección de este trabajo se basa en que es factible aumentar la 

velocidad de degradación de residuos de antibióticos, como la OTC, que se acumulan en 

los sedimentos en los sistemas de cultivos tanto dulceacuícola como marinos. Además, 

los sedimentos generados en el continente (residuos de los sistemas de cultivos 
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dulceacuícolas), según decreto D.S. 609, por su contenido de antibióticos deben ser 

enviados a sistemas de tratamiento de RISES, pero si fueran tratados con hongos para 

disminuir los contaminantes, por su composición de N y P, podrían ser utilizados en la 

agricultura. 
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