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AP Aluminio

As Arsénico
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I. RESUMEN

En afios recientes algunos estudios han demostrado el peligroso efecto de los metales en la
diversidad microbiana y en la actividad del suelo. La acumulacion de metales en ¢l suelo a
altas concentraciones puede ser debido a actividades antropogénicas tales como Ila
aplicacion de lodos residuales. Es bien conocido que los hongos adquieren resistencia en
ambicnte de metales pesados. Son dominantes bajo condiciones acidas, donde los metales
toxicos pueden ser especiados en formas moviles. Debido a su habitat de desarrollo
filamentoso y su alta proporcion de superficie de édrea, se asegura que las interacciones
hongo-metal son un componente integral de los principales procesos ciclicos ambientales.
Por tal motivo, una alternativa es la busqueda de hongos filamentosos que puedan tolerar
concentraciones de metales toxicos. En el presente trabajo aislamos 5 cepas
fungicas:#1,#2,#3,#12 y #15 de la planta de tratamiento de agua residual, especificamente
del proceso de lodos activados. Realizamos una seleccidon con las mismas, en presencia de
Pb, Cd, Hg y Cr a 50, 100 y 250 ppm. ¢n base al sintoma de intoxicacidn mas facilmente
observable que es la inhibicion del crecimiento, siendo evaluado cada 24 h. La cepa #15 tue
la Optima, ya que toleré el Pb, Hg y el Cr a la mayor concentracién (250 ppm); ademas
presentd tolerancia al Hg y al Pb a 400 ppm. Se realiz¢ extraccion y amplificacion de DNA
genomico de los aislados y vnicamente se cloné la cepa #15. El anlisis de la secuencia se
realizdé con el programa blastn y fue comparado por similaridad; identificindose nuestra
cepa como perteneciente al género Penicillium. Aunque no conocemos el o los mecanismos
que participan, suponemos que pudiera ser la adsorcién a grupos funcionales de la pared
celular como reporta Tan & Cheng en donde describe la adsorcion de iones metales a
grupos amino en una especie de P. chrysogenum, al ignal que Sarret en su estudio de los
sitios de union del Zn y Pb a grupos fosforil y carboxil a las paredes del mismo hongo. Por
lo tanto los resultados aqui presentados sugieren que la investigacion en el aislamiento,
seleccion e identificacion de cepas tolerantes a metales es de mucha utilidad y es prevesible
que la manipulacion genética de los hongos utilizados, por técnica genética formal o
ingenierfa genética conducira a incrementar en la eficiencia de la biosorcion de las especies

existentes hasta ahora o de otras nuevas.



II. INTRODUCCION

El interés cientifico por la interaccién de los hongos con los metales pesados se derivo
inicialmente de la toxicidad de dichos elementos en preparaciones fungicidas utilizadas
para el control de patogenos de plantas y para preservar productos naturales y sintéticos.
(Horsfall, 1956; Ross, 1975). También ha sido de importancia el estudio del efecto de la
redistribucion artificial de metales t0xicos como consecuencia de actividades industriales
en las poblaciones de los hongos (Gadd y Griffiths, 1978).

La creciente contaminacién por metales tdxicos, metaloides, radiomicleos y compuestos
organometalicos ha motivado el interés hacia los hongos debido a: (1) su ubicua y algunas
veces dominante presencia en habitats contamimados; (2) la captacién y traslocacion de
metales toxicos y radionticleos hacia los cuerpos fiuctiferos de los hongos comestibles, y
(3) la proteccion que los hongos micorrizicos brindan a las plantas contra los metales
téxicos (Gadd, 1986b; Brown y Hall, 1990). La aplicacion de desechos mdustriales
municipales en terrenos agricolas es una practica muy extendida de disposiciéon de
desperdicios y de mejoramiento de las propiedades fisicas y nutricionales del suelo; sin
embargo, tales desechos pueden contener gran cantidad de metales que persisten en el suelo
por periodos prolongados (Juste y Mench, 1992). La presencia de altas concentraciones de
metales pesados en el suelo afecta la distribucion de algunos grupos y especies de hongos y
representa una presion selectiva para la aparicion de variantes resistentes (GDA, 1986b). La
capacidad de ciertos hongos para resistir y adaptarse a los metales estimuld las
investigaciones acerca de las bases fisiologicas, bioquimicas y genéticas de este fenémeno

(Cervantes y Gutiérrez-Corona, 1994).



2.1 ANTECEDENTES

Para llevar a cabo sus funciones los organismos vivos requieren de diversos iones
inorganicos como son: Na*, K*, Mg®*, CI, SO4*, NO;". Otros iones que también se hallan
en el ambiente son ya sea toxicos y sin alguna actividad biolégica asociada ( por ejemplo,
los metales pesados Pb*', Hg**, Cd**,Ag"), o bien, son esenciales, pero son toxicos cuando
se encuentran en concentraciones relativamente elevadas (tal como Cu®*, Zn®*, Ni**, Co®").
Existen varias definiciones del término “metales pesados”. Por lo general se acepta que son
aquellos elementos cuya densidad es mayor a 5 g/ml. Para la mayoria de los organismos es
extremadamente toxica la exposicién a un exceso de metales pesados como Cd, Hg, Cr, Ni
y Pb. Los iones metalicos téxicos suelen penctrar a la ¢élula a través de los mismos
sistemas de captacion que utilizan los iones metélicos fisiolégicamente importantes como
Ca*?, Mg™, Cu*? y Zn". El incremento en los valores de los metales pesados en la biosfera

es el resultado de perturbaciones originadas por el hombre ¢n el medio ambiente o por

fendmenos geoldgicos.

2.1.1 Contaminacién por metales pesados.

Se calcula que la contaminacién mundial anual por metales pesados excede a la
contaminacion combinada por desechos radiactivos y organicos (Nriagu y Pacyna, 1988).
Se detectan valores toxicos de metales pesados en las cercanias de sitios de desperdicio
municipal e industrial y en diversos tipos de suelo, incluyendo los agricolas. En éstos
lugares pueden desarrollarse diversas plantas y microorganismos que tienen la capacidad de
adaptarse y desarrollar tolerancia a las concentraciones toxicas de los metales pesados. Las

industrias que presentan mayores emisiones de metales pesados, segilin el elemento son: (a)



Pb: la combustion de gasolina con Pb, plantas de fundicién de metales, pesticidas con
arsenato de Pb, fertilizantes fosfatados y pinturas con plomo (Goldsmith ef al., 1976),
también ¢l empleo de barro vidriado para cocinar o guardar alimentos (Jiménez ef al.,
1993). (b} Cd: procesadoras de baterias y acumuladores, cables ¢léctricos, celdas
fotocléctricas, cloruro de¢ polivinilo, colorantes, equipos para ruedas, fusibles, joyeria,
laminados a vapor y soldadura (Galvao y Corey, 1987a). Otras fuentes atmosféricas de
contaminacion por Cd son el procesamiento de metales (aleaciones con Cd), la combustion
de diesel y petroleo (Lagerwerfl'y Specht, 1970), los fertilizantes fosfatados y los pesticidas
(Bazz y Govindjee, 1974). (¢) Hg: mineria (extraccion de oro) fabricacion ¢lectrolitica de
Hg, fabricacion de equipo eléctrico, industria del papel y celulosa, funguicidas mercuriales
y fabricacion de cloro-sosa (Galvao y Corey, 1987a). (d) Cr: industrias procesadoras de

cemento, colorantes, curtiduria, material fotografico, materiales refractarios, metalurgia y

pinturas (Galvao y Corey 1987b).

Por la contaminacidn por metales pesados también se altera la composicion de las
poblaciones de un ecosistema, ya que cada especie responde de diferente manera a las
concentraciones de contaminantes y por tanto acumula en mayor o menor medida
determinados metales pesados. En general desaparecen muchas especies, conduciendo a
que predominen aquellas que son resistentes a los agentes contaminantes (Cairns et al.,
1992; Munawar ef al., 1995).

La variabilidad de respuestas de los organismos por intervencion de los factores
fisicoqufmicos ya descritos dificulta la explicacién de los mecanismos para los efectos
observados y dificulta también la determinacion de concentraciones letales o subletales de

los metales pesados. Los efectos subletales de los metales pesados, en una gran variedad de



organismos, conducen a cambios en su morfologia o histologia; fisiologia (crecimiento,
desarrollo, capacidad de nado, respiracion y circulacién); bioguimica (quimica sanguinea,
actividades enzimaticas) y endocrinologia, conducta y reproduccion (Bryan, 1976).

Los efectos téxicos de los metales pesados a nivel celular y molecular se relacionan
principalmente con su interaccion con los grupos sulfhidrilos de las proteinas (Kone ef al.,
1990), su accién ionoforética (Gutknecht, 1981; Karniski, 1992), la cual impide el
mantenimiento de los gradientes idnicos y con su capacidad para generar radicales libres.
A nivel subcelular los principales sitios de accidn de los metales pesados son las
mitocondrias, la membrana plasmaética y el citoesqueleto (Diaz-Barriga ef al., 1989). Varios
metales pesados, en particular Cr(VT), Ni, Co, Cd, As (III) y Pb, son carcinogénicos para el

humano y otros mamiferos, pero no son mutagénicos en algunos microorganismos.

2.1.1.1 Plomo (Pb).

Los mecanismos clasicos de toxicidad del Pb son como andlogo del Ca** (Chao et al.,
1984) y por interaccion de grupos sulthidrilo (ATSDR, 1992). A concentraciones
micromolares, inhibe ciertas ATPasas, a la 8-aminolevulinato (6-ALA) deshidratasa y a la
lipoamida deshidrogenasa. El Pb también disminuye la fotosintesis, el transporte
mitocondrial de electrones (Bittel ez ¢/.,1974) y la actividad de varias enzimas de la via de
las pentosas (Calderén-Salinas ef al., 1993).

Las principales fuentes de contaminacién de Pb varian segiin la regién; asi, en las grandes
ciudades las fuentes a combatir son las gasolinas y la ceramica vidriada (Calderén-Salinas
1996b). En las areas rurales, Ia principal fuente es la contaminacién de los alimentos por el

uso de barro vidriado, en tanto que alrededor de las dreas industriales, el aire y el suelo son



los medios para el transporte de Pb (Diaz-Barriga ef al.,1993; Batres ef al., 1995). Si bien el
uso de gasolina sin Pb ha comenzado a influir en el abatimiento de los niveles de Pb en
sangre en los nifios citadinos (Palazuelos, 1995) se debe continuar por medio del conirol de
otras fuentes el esfuerzo para combatir a este contaminante. Al mteractuar con el Fe, el Pb
genera ferritina y un tipo anormal de Fe, produciendo micelas ferruginosas en Ias
mitocondrias. También se forman complejos con ¢l fosfato de 4cidos nucleicos ¥y
nucléotidos y cataliza una hidrélisis no enzimatica de los nucledsido-trifosfatos
(especialmente ATP). Causa anemia en humanos y anormalidades en el metabolismo de las
porfirinas: mayor excrecidn urinaria de porfirinas y sus precursores, acumulacién de
protoporfirina libre en eritrocitos y de 8-ALA y coproporfirina en la sangre. Interactia
también con el fosfato de piridoxal impidiendo la activacion de la sintesis del grupo hemo.
Las altas concentraciones de Pb se ha relacionado con bajo peso al nacimiento y desarrollo
neurolégico anormal, entre otras alteraciones. El Pb es un metal de alta toxicidad para el ser
humano (ATSDR, 1992). En México, el Pb representa un problema de salud publica
(Romieu et al., 1994). La Ciudad de México tiene como norma de Pb en aire una cantidad
de 1.5 pg/m’; sin embargo en zonas como Xalostoc y Tlanepantla se rebasa ampliamente
esta norma. En una poblacién infantil expuesta al Pb en una zona fabril en Torredn,
Coahuila, se observé un decremento de la coordinacién neuromotora y un aumento en la
incidencia de malestares gencrales como coélicos, dolores de cabeza y musculares y mareo
(Calderdén-Salinas ¢f al.,, 1996a). La toxicidad del Pb también se ha estudiado en la
microalga Chlorella vulgaris y en el crustaceo Daphnia magna (del orden de los
diplostracos, conocidos como pulgas de agua). En general los derivados tetraetilicos son

menos toxicos que los correspondientes derivados trifenilos del Pb. Los cambios en los



grupos alquil o aril o la introduccién de un grupo OH reducen la toxicidad. El Pb (0.05
ppm) disminuye la movilidad de Daphnia a los 15 dias y resulta letal a los 30 dias. Los
complejos de Pb con dl-cisteina son mucho menos téxicos para el hongo Aspergillus niger
que los de aspartato y citrato. El Pb estimula el crecimiento de Sarcina flava (levadura que

crece en condiciones de pH bésico); el PbS parece ser el metabolito final (Valle y Ulmer,

1972).

2.1.1.2 Cadmio (Cd).

El Cd interactga con monomeros de fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina con mayor
afinidad que ¢l Ca>" y el Na®, y estas interacciones son una parte de la base bioquimica que
explica los efectos téxicos del Cd en las membranas biologicas (Valle y Ulmer, 1972). La
otra parte importante del efecto toxico del Cd sobre la funcion celular es su interaccion con
los grupos SH de proteinas y otras biomoléculas. Por ejemplo a un concentracion de SuM
(0.562 ppm), el Cd puede inhibir por completo la fosforilaciéon asociada con la oxidacioén
irt vivo ¢ in vitro de succinato o citrato en mitocondrias de higado de rata. El EDTA, los
ditioles y otros metales como Mn, Co y Ni pueden revertir esta accion, lo cudl indica una
fuerte interaccion del Cd con los grupos SH de las enzimas mitocondriales.

El Cd también inhibe la fotosintesis y la fijacidon de CO; en las plantas. Este elemento
puede afectar directamente al ciclo de Calvin, a la concentracién y composicion de
pigmentos ¢ inhibir la actividad de los fotosistemas, la fosforilacion y el transporte de
electrones (Atal et al., 1991), aunque a bajas concentraciones de Cd, es mds sensible el

fotosistema IT que ¢] fotosistema 1 (De Filippis et al., 1981b). El Cd puede inhibir o



estimular el crecimiento de ciertos microorganismos; por ¢jemplo, este metal puede inhibir
el desarrollo del virus del mosaico del tabaco, mientras que bajas concentraciones de Cd
pueden estimular el crecimiento de alga verde Chlorella, pero ocurre lo contrario cuando
las concentraciones son altas (Valle y Ulmer, 1972). En estudios realizados con cepas de
bacterias del género Bacillus resistentes y sensibles a Cd, se ha observado que las cepas
sensibles acumulan casi 10 veces mas Cd que las resistentes, luego de cuatro horas de
exposicién a | mg/ml (8.9 mM) del metal (Trevors et al., 1986). Al parecer las algas y las
cianobacterias son los organismos mas sensibles al Cd, mientras que las bacterias y los
hongos tal vez sean los més resistentes. En las bacterias se ha encontrado que la captaciéon
de Cd se relaciona con la presencia de plasmidos (Trevors ef af.,1986).

La toxicidad del Cd se relaciona con la generacién de radicales libres y la activacion de la
calmodulina como analogo del Ca’" (Dias-Barriga, 1991). En humanos y animales
experimentales la exposicion crénica al Cd causa dafio renal y proteinuria (Valle y Ulmer,
1972). La mayor acumulacion corporal de Cd ocurre en el higado y ¢l rifién, pero también
en el cerebro fetal (Brus ef al, 1997).

FEn Meéxico las principales fuentes de exposicién al Cd son la actividad industrial y el
tabaco (Galicia-Garcia et al., 1997). A pesar de que dichas fuentes tienen el potencial de
afectar a una gran cantidad de personas, atn son escasos los estudios epidemioldgicos en
poblaciones de alto riesgo. En San Luis Potosi se han efectuado dos estudios: en uno se
demostré mayor exposicion al Cd en nifios vecinos de una zona industrial metalirgica
(Dias-Barriga ef al., 1993) y en el otro, se demostrd que las mujeres no fumadoras de la
ciudad de San Luis Potosi, SLP, como ejemplo de ciudad industrial, tuvieron hasta 10 veces
mds Cd en la placenta que aquellas de una ciudad no industrial (Dias-Barriga et al., 1995).

Ambos estudios dan una idea de la importancia que puede tener en México la exposicion



humana al Cd y por lo tanto, esto deberia ser un asunto prioritario en materia de salud

publica en el pais.

2.1.1.3 Mercurio (Hg).

Los compuestos mercuriales pueden dividirse ¢n tres grupos: mercurio metalico, sales
mercuriales inorginicas y otros compuestos mercuriales orgédnicos, los cudles son
extremadamente toxicos para el ser humano (ATSDR, 1994). A causa de su hidrofobicidad
v capacidad de interaccién con los grupos sulfhidrilo, los compuestos orgdnicos cruzan
facilmente las barreras hematoencefilicas y placentaria y asi resultan ser agentes
neurotoxicos, sobre todo para el cerebro en formacién (ATSDR, 1994); las sales
inorgénicas también llegan al cerebro, aunque no en el grado de los mercuriales organicos.
El efecto neurotéxico del Hg se debe a su capacidad de interactuar con los microtibulos
(Miurra e Imura, 1987). Asi por un lado podria inhibir la proliferacién celular y por el otro
lado, la motilidad celular tan importante en los fendémenos de migracion neuronal (ATSDR,
1994); la proliferacion y la migracion son criticas en las primeras etapas del desarrollo del
sistema nervioso central. Muchos compuestos mercuriales producen anormalidades
cromosomicas ¢ inducen defectos genéticos y teratogénicos; tanto ¢l fenil- como el
metilmercurio pueden inhibir la formacion del huso acromético durante mitosis.

Otro mecanismo de toxicidad comun a todos los compuestos mercuriales es la generacion
de radicales libre, porque se abaten los mecanismos antioxidantes de las células durante la
exposicion. La produccion de radicales libres se ha relacionado tanto con dafio renal

(Girardi et al., 1995) como en efectos neurotoxicos (ATSDR, 1994).



El compuesto mas toxico derivado del Hg es el metilimercurio; es smtetizado por las

bacterias, se acumula en peces de agua dulce y se retiene fuertemente, con una vida media

de muchos afios.

2.1.1.4 Cromo (Cr).

Es un metal que puede encontrarse en estados de oxidacién de —2 a +6, siendo las formas
més comunes +3 y +6. El mas estable es el estado trivalente del cromo, Cr (I11). Los efectos
biologicos del Cr dependen notablemente de su estado de oxidacion. A los cromato, Cr
(VI), se les reconoce ampliamente como sustancias téxicas vy se ha restablecido que son
mutdgenos y carcinogénicos, se ha informado de estos efectos en diversos sistemas
bioldgicos, a partir de dicromato de K, trioxido de Cr o Cromato de Ca. La
carcinogenicidad ocasionada por el Cr se ha explicado por la produccién de epoxialdehidos
en una reaccion catalizada por lipasas lisosomales. Otro comunicado (Gémez-Arroyo ef al.,
1981) lo explica por el intercambio de cromatides hermanas en cultivos de linfocitos
humanos. Se¢ ha comprobado la existencia de dos tipos de mutaciones en Sa/monella
inducidas por Cr: sustitucién de pares de bases y el corrimiento del marco de lectura.
También se ha demostrado la prevalencia de alteraciones cromosémicas inducidas por Cr

(I11) en células de mamiferos, en animales tratados y en plantas (Glass, 1956).

2.1.2 Tolerancia a los metales pesados.

Se¢ ha observado que la tolerancia de los seres vivos a los metales pesados se debe a varios
mecanismos como son: (1) la unién del metal a la pared celular y a la cara externa de la
membrana plasmética, con la cual se impide el paso de éste hacia el interior de la célula; (2)

reduccion del transporte a través de la membrana celular; (3) expulsion activa, por medio
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de la cual sale mayor cantidad de metal que la entrante; (4) compartamentalizacién en que
el metal queda secuestrado en un organelo en el interior celular; (5) por accién quelante, ya
sea por proteinas o péptidos (metalotioninas o fitoquelatinas), compuestos organicos
(citrato, malato, oxalacetato) o por compuestos inorganicos (sulfuro, fosfato, polifosfatos);
(6) biotransformacioén, ya sea por reduccion G oxidacion del metal o por alquilacién ; (7)
precipitacién o atrapamiento por secrecidn de compuestos en el medio extracelular

(Verkleij y Schat, 1990; GDA, 1993; De Filippis y Pallaghy, 1994).

2,1.2.1 Metalotioninas (MT).

Las metalotioninas son proteinas de bajo peso molecular (menor a 40 Kda), que carecen de
aminodcidos aromaticos, que poscen uniones Cis-X-Cis o Cis-Cis y que pueden sintetizarse
por las bacterias, hongos, invertebrados y mamiferos. Estos compuestos se pueden dividir
en tres clases (Kégi y Schaffer, 1988; Rauser, 1990):

Clase I: incluye aquellas MT de mamifero y polipétidos de otros pila relacionados en su
gstructuara primaria.

Clase II: se incluyen las MT que poseen poca correspondencia con las formas de los
mamiferos, por ejemplo las de ciertas levaduras, procariontes, trigo, erizo de mar, etc.

Clase III: en la cual se encuentran polipétidos atipicos que contienen unidades de y-
glutamilcisteinil, llamados fitoquelatinas o cadistinas,

Al compararse las secuencias de las MT de diferentes especies y érganos, se observa
homologia entre ¢llas. Las posiciones de las cisteinas, asi como de las serinas y
aminodcidos bésicos, estin altamente conservadas. Los aminodcidos reemplazados por lo

general se localizan fuera de estas regiones y su presencia se explica por cambios de base
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en el DNA a lo largo de la evolucidn. Asf por ejemplo la diferencia de ocho posiciones de
aminodcidos entre los dos tipos de MT renal de equino sugiere la existencia de mas de un
cistron para ésta proteina. La selectividad de las MT por los cationes estd determinada tanto
por su localizacion y abundancia en los diferentes tejidos, como por su estructura
polipeptidica.

La sintesis de MT se induce a nivel transcripcional y las células seleccionadas para
tolerancia a metales pesados pueden presentar amplificacion de los genes para MT. La
expresion genética de las MT se induce rapidamente por exposicion a metales pesados y en
las células de mamifero son inducidas también por algunas hormonas o interferén. Entre las
funciones fisiolégicas de las MT se encuentra la activacion de las apoenzimas que
requieren de Zn o Cu para funcionar ; también pueden tener una funcién importante en la
adaptacién celular a varios tipos de estrés. Otras funcién que tichen ¢stas proteinas es la de
secuestrar metales no esenciales en el organismo como son Cd, Hg, Pb, Bi, Ag, Auy Pt.
Todo lo anterior sugiere que las MT no son un simple sistema de destoxificacion, si no que

¢s mas probable que representen una funcién importante en la homeostasis de los metales

pesados (Tomsett y Thurman, 1988).

2.1.2.2 Fitoquelatinas (FQ).

Estos péptidos poseen la estructura (y-lu-Cis)n-Gli, donde n=2-11 y tienen entre 5 y 23
aminoacidos (Grill ef al., 1986). Las fitoquelatinas se inducen cuando hay concentraciones
elevadas de metales pesados. Entre sus caracteristicas se encuentran: bajo peso molecular
(menor a 10KDa), alto contenido de metales y cisteina, ausencia de aminodcidos

aromaticos, secuencias de Cis-X-Cis (donde X es glutamato) y no conservan su estructura
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secundaria. 1.as FQ derivan del glutatiéon y se polimerizan para formar péptidos atrapadores
de metales pesados. En muchas especies de plantas y microorganismos, tales como algas
rojas, verdes y cafés, otros protistas y hongos (Gekeler ef al., 1988; 1989; Kneer et al.,
1992) se ha encontrado capacidad para sintetizar FQ en respuesta a metales pesados.

La biosintesis de las FQ se ha caracterizado en Schizosaccharomyces pombe (Rouser,
1990). El Cd actua como el mejor activador de la FQ sintetasa, seguido en orden
descendente por Ag, Bi, Pb, Zn, Cu, Hg y Au. La sintesis de FQ es citoplasmatica, aunque
va s¢ ha detectado la compartamentalizacion de las FQ (Salt y Rauser, 1995). De manera
sorprendente la reaccidn catalizada por la fitoquelatina sintetasa no requicre de ATP, solo
de la presencia de un metal pesado, el cuél actiia como un activador esencial de la enzima
(Steffens, 1990). Aunque muchos metales inducen la sintesis de FQ, solo se ha demostrado

la unién de éstos péptidos de Cu, Zn, Pb y Cd. La afinidad del péptido varia dependiendo

del metal.

2.1.3 Resistencia a los metales pesados en hongos.

El interés cientifico por la interaccion de los hongos con los metales pesados se derivo
inicialmente de la toxicidad de dichos elementos en preparaciones fungicidas utilizadas
para el control de patdégenos de plantas y para preservar productos naturales y sintéticos
(Horsfall, 1956; Ross, 1975). También ha sido de importancia el estudio del efecto por
metales toxicos, metaloides, radiontcleos y compuestos organometalicos, ha motivado el
interés hacia los hongos debido a: (1) su ubicua y algunas veces dominante presencia en
habitats contaminados; (2) la captacién y traslocacién de metales toxicos y radionicleos
hacia los cuerpos fructiferos de los hongos comestibles, y (3) la proteccion que los hongos

micorrizicos brindan a las plantas contra los metales téxicos (Brown y Hall, 1990).
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La aplicacion de desechos mumicipales en terrenos agricolas es una practica muy extendida
de disposicion de desperdicios y de mejoramiento de las propiedades fisicas y nutricionales
del suelo (Sauerbeck, 1987); sin embargo tales desechos pueden contener una gran cantidad
de metales que persisten en el suelo por periodos prolongados. La presencia de altas
concentraciones de metales pesados en el suelo afecta la distribucion de algunos grupos y
especies de hongos y representa una presion selectiva para la aparicion de variantes

resistentes (Ross, 1975; Gadd, 1986b).

2.1.4 Toxicidad de los metales pesados en los hongos.

Los metales pesados en concentraciones toxicas pueden afectar a casi todos los aspectos del
metabolismo, crecimiento y desarrollo de los hongos, dependiendo del grupo taxonémico,
de la especiacidén y concentracion del metal y de los diferentes factores fisicoquimicos del
medio (GDA, 1989%). Los sintomas de la intoxicacién pueden variar ampliamente entre
diferentes especies del metal, pero el principal factor de daiio es el contacto directo entre la
especic activa de metal y los diferentes componentes celulares.

En hongos filamentosos y levaduras, ¢l sintoma de intoxicacién mas ficilmente observable
es la inhibicion del crecimiento. En este sentido, se han evaluado las dosis minimas
inhibitorias de diferentes metales que afectan el crecimiento de los hongos.

Uno de los efectos mas conspicuos de la toxicidad por metales pesados en los hongos es la
alteracion de la pared celular (PC), estructura que tiene a su cargo la forma de la célula y
que estid compuesta principalmente de polisaciridos, como la quitina, las glucanas y la
quitosana. Y de otros componente como glicoproteinas y lipidos. Los polisacaridos
mencionados interactiuan fucrtemente con los metales en ensayos realizados in vitro. El Cu,

a una concentracion de 9mM (571 ppm) produjo cambios morfolégicos en el hongo
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filamentoso Cunninghamella blakesleena caracterizados por un ensanchamiento y
vacuolizacién de las hifas, asi como por un engrosamiento irregular de la PC
(Venkateswerlu ef al., 1989)

Para otros hongos filamentosos como Mucor rouxii (Ramirez-Salgado, 1989) y Trichodema
spp. (Cortés-Penagos ef al., 1994) se obtienen observaciones similares; en estos hongos, 3.2
mM (203 ppm) de Cu provocan la formacién de hifas con una morfologia aberrante. Dichas
células mostraron alteraciones en la PC, que era mas gruesa y estructuralmente diferente
que la de las células crecidas sin el metal. En el caso de M. Rowuxii el Cu en altas
concentraciones también causé la formacion de células levaduriformes en cultivos
incubados en aerobiosis. Se ha informado de cambios cuantitativos y cualitativos de los
componentes de la pared celular (PC) de C. blakesleena con 2.5 ppm de Cu, en la cual
aumentan los contenidos de fosforo ¢ hidroxiprolina, aminodcido normalmente ausente y
disminuyen los valores de hexosaminas. En este mismo hongo, sus concentraciones de 4
ppm de Cu, se encontraron cambios en el contenido de citrulina de su PC (Venkateswerlu y
Stotzky, 1986).

Rhizopus stolonifer, desarrollado en 50 ppm de Ni, mostrd también aberraciones
morfoldgicas como hifas muy gruesas que tuvieron una frecuencia muy alta de
ramificacién.(Babich y Stotzky, 1982%). Por otro lado, 50 ppm de Zn inhibieron la
formacién de una estructura especializada para la adhesién del hongo Menacrosporium
endermathum sobre su nematodo hospedero (Rosenzweif y Pramer, 1980)

Muchas actividades bioquimicas de los hongos se afectan por su interaccién con los
metales. Entre los efectos mds frecuentes se encuentran cambios en la permeabilidad

celular, lo que conduce a la pérdida de solutos intracelulares, principalmente k.
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El Ni impidi6 el metabolismo fermentativo de S. cerevisige, como resultado directo de la
inhibicién de la alcohol deshidrogenasa. 7. harzianum y T. viride, aisladas como cepas
resistentes a Cu, cuando crecen a las concentraciones minimas inhibitorias de este metal (51
y 122 ppm, respectivamente) muestran un aumento muy grande en una actividad
enzimética que reduce el Cu** en Cu'™, la cual se localiza en la membrana citoplasmatica de
las células de estos hongos. El Cd, en una concentracion de 10 ppm, altera la morfologia de

las mitocondrias de S. cerevisiae, con la consecuente deficiencia respiratoria en la levadura

(Lindegren y Lindegren, 1973).

2.1.5 Factores ambientales que modifican la toxicidad de los metales.

Aunque se han encontrado hongos representativos de diferentes grupos taxonémicos en
ambientes altamente contaminados con metales pesados, la diversidad de especies resulta
muy disminuida; de éstas se selecciona sélo aquellas poblaciones tolerantes y/o resistentes
capaces de sobrevivir y crecer en esas condiciones (Babich y Stotzky, 1985; GDA, 19862).
El efecto toxico de los metales sobre la abundancia microbiana en ambientes naturales varia
con la especiacién y la concentracién del metal, con los organismos presentes y con
diversos factores ambientales (GDA y Griffiths, 1979). Muchos estudios han mostrado que
los cationes metalicos como Cd, Cu, Zn, Pb y Ni, entre otros, se absorben y retienen en
suclos y aguas, dependiendo de su composicién y propicdades fisicoquimicas (Brunzl y
Schimmack, 1991). Esta capacidad de adsorcion es mediada por los componentes del medio
incluyendo, por ejemplo, a las arcillas minerales de silicatos de Al y a la materia organica
(humus, biomasa de plantas y microorganismos). Entre los factores fisicoquimicos del
medio que pueden afectar la toxicidad de los metales hacia los microorganismos se

encuentran: el pH, el potencial de xido-reduccion y los aniones y cationes Inorganicos.
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El pH del medio puede influir en Ia toxicidad de los metales en dos sentidos: (1)
modificando el estado fisiologico y las actividades bioquimicas de los microorganismos y
por tanto, sus reacciones hacia las sustancias toxicas y (2) en la especiacién del metal, lo
cual afecta su capacidad para unirse a la superficie celular. Cuando se incrementa el pH de
una solucion, dependiendo del tipo de metal, ésta puede formar diferentes especies
hidroxiladas, siendo diferente a su vez la toxicidad de estas especies. A pH bajo aumenta la
concentracion de H', el cual puede competir con los metales pesados por los sitios
ionogénicos de los componentes celulares. La especiacion de los ligandos orgdnicos que
pueden interactuar con los metales, vy de este modo modificar su toxicidad, depende
asimismo del pH del medio; por ejemplo cuando el Cd forma Cd(OH)™ y complejos con
compuestos organicos a pH alcalino, se vuelve mas téxico que en su forma libre para 4.
niger, P. vermiculatum, P. asperum y C. echinulata (Babich y Stotzky, 1978). Por el
contrario, la toxicidad del Ni hacia los microorganismos decrece con el pH alcalino, los
hongos crecen de manera mis lenta en un suelo naturalmente acido (pH 4.9) suplementado
con 1000 ppm de Ni, que a pH mas alto. De manera general, se ha observado que el pH
alto aumenta la toxicidad de los metales porque afecta los sistemas de captacion y/o
transporte en los microorganismos.

El potencial de dxido-reduccion (Ep) del ambiente puede afectar la disponibilidad de los
metales de manera directa, y de este modo sus valores de toxicidad. En un ambiente
altamente reductor (Ej negativo), los metales pucden combinarse con S y formar sales
derivadas de sulfuros insolubles, que los microorganismo o captan. El Ey, también afecta la
valencia del metal; por ejemplo, es mas toxico el Cr (VI) que el Cr(IlI} para el crecimiento

micelial y para la germinacion de las esporas de diferentes hongos (Babich et al., 1982).
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Los aniones y cationes inorganicos del ambiente también influyen en la especiacion del
metal y asi de su toxicidad. Los metales pesados forman complejos de coordinacién con
aniones inorganicos (OH’, CI'). La diferente especiacion de los metales pesados que ocurre
en presencia de concentraciones variables de los ligandos anidnicos, puede ejercer
diferentes efectos toxicos en los organismos. Por ejemplo, altas concentraciones de Cl en el
medio decrecen la toxicidad del Cd hacia A4. niger, A. stolonifer, Aspergillus conoides y
Qospoa spp. (Babich y Stotzky, 1981). En el caso de los cationes inorganicos, éstos pueden
afectar la toxicidad de los metales como resuitado de la competencia con las formas
catibnicas de los metales pesados por los sitios aniénicos de los componentes de la
superficie celular; por ¢jemplo el Mg puede disminuir los efectos toxicos del Ni en varios
hongos filamentosos (Babich y Stotzky, 1981).

Los compuestos organicos disucltos o en particulas ¢n un ecosistema unen diferentes tipos
de metales pesados y reducen asi su toxicidad. El EDTA disminuye la toxicidad del Zn, Cu
y Cd en un actinomiceto v en levaduras (Babich y Stotzky, 1983). El 4cido aspartico
también baja la toxicidad del Niy Pb hacia los hongos. En los medios de cultivo muy ricos,
también aumentan las dosis minimas inhibitorias, ya que los casaminodcidos, el extracto de
levadura, la triptona y la peptona unen a muchos metales de manera diferente. El pH puede
afectar la interaccion de los metales pesados con la materia organica soluble (Farrah y
Pickering, 1978). Por otra parte, la materia orgdnica particulada (4cidos humicos) en
medios sintéticos, protege de los efectos del Pb y Ni a diferentes especies de hongos
(Babich y Stotzky, 1979, 1982b). La temperatura modifica la toxicidad de los metales

pesados como un resultado directo sobre la estado fisiologico de la célula mas que sobre la

especiacion o disponibilidad.
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2.1.6 Interacciones de los hongos con los metales pesados.

Los hongos poseen una variedad de mecanismos para la uniéon y remocién de metales que
van desde interacciones fisicoquimicas al nivel de la superficie celular, tales como Ia
adsorcion, hasta procesos dependientes del metabolismo celular, como la  acumulacion
intracelular o la precipitacién extracelular del metal como consecuencia de la excrecién de
metabolitos. Dichas interacciones permiten que los hongos sobrevivan a la toxicidad de los
metales; basandose en la capacidad de aquellos para crecer bajo ciertas concentraciones de
metales s¢ han utilizado de mancra arbitraria, los términos “resistencia” y “tolerancia”
(GDA, 1992b,c).

Asi, se ba propuesto que el término resistencia deberia referirse a la sobreviviencia del
organismo a la toxicidad de los metales, con base en mecanismos producidos como en
respuesta directa, segun los tipos de especies de metal involucradas. Ejemplos de éstos
mecanismos lo constituyen la sintesis de metalotioninas y fitoquelatinas en respuesta a una
exposicion al Cu o Cd (Mehra y Winge, 1991). Por otra parte se ha sugerido que el término
“tolerancia” se aplique a la sobrevivencia del organismo a la toxicidad por metales,
mediante las propiedades intrinsecas de un organismo ¢ por modificacidn ambiental de la
toxicidad (GDA, 1992). Estas propiedades que determinan la sobreviviencia incluyen: la
posesion de paredes celulares impermeables, la presencia de polisacdridos extracelulares y
la excrecidon de¢ metabolitos, en especial cuando ¢stos componentes conducen a la
destoxificacién de especies de metales, por ejemplo por unién o precipitaciéon de varios
mecanismos fisicoquimicos y biolégicos directos e indirectos tanto a nivel de campo como
de laboratorio.

Los mecanismos biologicos implicados en la sobreviviencia de los hongos a la toxicidad de

los metales incluyen: precipitacién extracelular, formacion de complejos y cristalizacion,
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transformacion de especies de metales (por ejemplo oxidacion, reduccién, metilacion y
desalquilacion), biosorcion a paredes celulares, pigmentos y polisacdridos extracelulares,
transporte disminuidos o impermeabilidad, expulsién, compartamentalizacion, intracelular

y precipitacion y/o atrapamiento por ciertos moléculas.

2.1.6.1 Precipitacion y atrapamiento de metales pesados en el medio extracelular.

Muchas sustancias producidas por las células fingicas pueden formar complejos con o
precipitar los metales pesados. El acido citrico es un eficiente quelante de metales; el acido
oxalico interactiia con los metales formando cristales de oxalato insolubles alrededor de las
paredes cehulares v en €l medio externo. La produccion de acido sulthidrico por algunas
levaduras conduce a la precipitacion de metales en la forma de sulfuros insolubles,
localizados de manera principal en y alrededor de las paredes celulares (Minney y Quirk,
1985). Muchos hongos filamentosos y levaduras liberan moléculas con alta afinidad por Fe;
a dichas moléculas se les conoce como siderdforos (Winkelmann, 1992). Los quelatos de
Fe formados externamente se introducen subsecuentemente a las células. En varios hongos
se ha encontrado que la diferencia de Fe estimula la excrecion de sideréforos (Adjimani y
Emery, 1987). La levadura Debaromyces hansenii es capaz de producir roboflavina o un

compuesto relacionado, cuando se cultiva en un medio deficiente en Fe o ¢n presencia de

Cu, Co 0 Zn (Gadd y Edwards, 1986).

2.1.6.2 Union de metales pesados a las paredes celulares,
Las paredes celulares de los hongos son el primer sitio de interaccion con muchas especies
de metales y su remocion a partir de una solucién puede ser rapida, aunque las velocidades

dependen de factores como el tipo de metal y biomasa, la concentracidn del metal y de
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factores ambientales. La asociacion de los metales a las paredes celulares de los hongos es
un proceso independiente del metabolismo que puede incluir intercambio i6nico, adsorcion,
acomplejamiento, precipitacién y cristalizacion.(Mullen ef al.,1992). Asi la pared celular
tiene importantes funciones protectoras , actuando como una barrera que controla la entrada
de solutos a las células, entre los que se encuentran los metales potencialmente toxicos,

En los hongos la pared celular se compone principalmente de polisacaridos, algunos de
ellos en asociacién con proteinas y otros compuestos como lipidos y melaninas. Los
componentes fibrilares que confieren rigidez a las paredes celulares incluyen la quitina
(compuesta de unidades de N.acetil-d-glocosamina, con enlaces del tipo (-1,4), las
glucanas (polimeros de glucosa, con enlaces del tipo 3-1,3 y P-1,6) y la celulosa (que
consta de unidaes de glucosa unidas por enlace B-1,4). Entre los componentes de la matriz
se encuentran: o-1,3/ a-1,3/ o-1.4glucana, glicoproteinas, quitosana (polimero de
glucosamina con enlaces P-1,4), polimeros de galactosamina, poliurénidos, melaninas y
lipidos (Peberdy, 1990) . Dichos componentes varian segun el grupo taxondémico de los
hongos ¥y en muchos casos dependiendo de la ctapa de desarrollo (Bartnicki, 1968). Asi, la
unién de los metales a las paredes celulares de los hongos es compleja, implicando
diferentes componentes y mecanismos, y variable, dependiendo de Ia estructura y
composicién de la pared celular, la cual puede afectarse por la presencia de metales toxicos
(Venkateswerlu et al., 1989) En las paredes celulares existe una variedad de grupos
quimicos que podrian originar de manera potencial la union de metales, los que incluyen
grupos carboxilo, amino, hidroxilo, fosfato y sulfihidrilo, y aunque es dificil de determinar
su relativa contribucion a dicho procese (Strandberg et al., 1981). No obstante, se ha

propuesto que las interacciones primarias implican la unién de los metales a grupos
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carboxilo y fosfato, las cuales pueden ser estimuladas por la atraccidn electrostitica a otros
grupos funcionales cargados negativamente (Tobin et al., 1990).

Se ha establecido que la unién de los metales a las células de los hongos consta de dos
fases: la union a la superficie celular, independientemente del metabolismo, y la entrada a
las células, un proceso dependiente de energia. Se ha observado que después de fraccionar
los extractos crudos de células de hongos filamentosos o de levaduras crecidas en presencia
de metales, se encuentra asociada una cantidad apreciable de ellos con la pared celular. Asi,
las paredes celulares de los hongos Penicillium italicum (Somers, 1963), Neurospora
crassa (Somers, 1963; Subramanyan et al., 1983), P. ochro-chioron (Motohiro et al.,
1983), Aureobasidium pululans (Gadd, 1984) vy Mucor rouxii (Ramirez-Salgado et al.,
1996) acumulan entre 5 y 40% del Cu agregado al medio de cuitivo, ¢l cudl, en algunos
¢asos, origina un micelio con coloracién azul.

En extractos de las levaduras Kluyveromyces marxianus y Saccharomyces cerevisiae,
cultivadas en presencia de Cu, Cd o Ag, se localiza la mayor parte del metal unido en la
fraccién insoluble, constituida de paredes celulares y memebranas; una fraccién minoritaria
del metal se encuentra asociada con la fraccion citosdlica (Yazgan y Ozcengiz, 1994). En
estos estudios se observé que, para la union de todos los metales, fueron méis eficientes Jas
células de K marxianus que las de S. cerevisiae; la diferencia mas notable entre dichas
levaduras se obtuvo respecto a la union de Ag. En la cepa mucoide de N. crassa, la cual
carece de pared celular y s¢ divide como protoplasto (Emerson, 1963) se ha observado una
menor acumulacion de Cu, en comparacién con la cepa micelial silvestre que si tiene pared
celular (Germann y Lerch, 1987). Estos hallazgos indican la participacion de la pared

celular en las propiedades de los hongos para unir metales.
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En la levadura S. cerevisiae, la pared celular participa de manera importante en la unién de
Hg, ya que si se elimina la pared celular, desaparece casi 85% del metal unido por Ias
células de la cepa silvestre (Ono ef al., 1988) Mutantes resistentes al metal, desprovistos de
Ja pared celular, solo retienen casi 5% del Hg umido por las células que poseen dicha

gstructura, lo sugiere que las mutaciones de resistencia al Hg aumentan la capacidad de

unidn del metal de la pared celular (Ono ef al., 1988).

2.1.6.3 Captacion de metales pesados.

Muchos iones divalentes, tales como Mg®!, Ca?*, Zn** y Mn®*, que son esenciales para el
crecimiento v metabolismo, necesitan ser acumulados desde el medio extracelular. Sin
embargo, como ya se menciono, el exceso de dichos iones origina toxicidad, provocando
alteraciones en el metabolismo y finalmente la muerte celular. Pueden ocasionarse efectos
similares por la acumulacién de iones no esenciales, como el Cd* y el Hg2+. Se han
demostrado tanto en hongos filamentosos como en levaduras, el transporte dependiente de
energia de varios cationes divalentes (Fuhrmann y Rothstein, 1968). Las diferencias en la
acumulacién entre distintos metales se han atribuido a un aumento en la salida de algunos
iones o por alteraciones en la integridad estructural de la membrana, mas que a diferencias
en la afinidad el transporte (White y GDA, 1987 a). La captacién de los cationes divalentes
se altera por inhibidores metabolicos, bajas temperaturas y por la ausencia de sustratos que
producen encrgia (Starling y Ross, 1990). Asi, la captacion de dichos iones depende del
estado metabdlico de la célula y puede variar con diferentes medios y condiciones de
cultivo. Se ha sugerido que la ATPasa de H® de la membrana plasmatica participa en el

transporte de iones divalentes (White y Gadd, 1987a) aunque no se le designa una funcién
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directa en ¢l proceso (Nieuwenhuis et al., 1981). En la levadura S. cerevisiae y la
resistencia a los metales pesados (Gadd, 1986).

En S. cerevisiae se ha logrado en los Gltimos afios un avance notable en el conocimiento de
las fimciones bioquimicas involucradas en la incorporacion y la movilizacién intracelular
del Cu (Valentine y Gralla, 1997).

La incorporacion del Cu inicia por su reduccion por una o varias reductasas localizadas en
la membrana plasmatica. El Cu reducido es entonces transportado a través de la membrana
celular por ¢l transportador de alta afinidad ctrl, el cudl también se requiere para el
transporte del Fe**. Hasta la fecha, se han identificado tres proteinas que transportan el Cu
de la proteina ctrl. Hacia tres diferentes localizaciones celulares: a) la proteina Cox17, que
guia al Cu hacia la mitocondria para su insercion en la citocromo oxidasa; b) la proteina
Lys7, que dirige al Cu hacia la Cu-Zn superéxido dismutasa; c) la proteina Atxl, que guia al
Cu a un compartimiento posterior al Golgi, por medio de la protcina de Cec2, para la
incorporacion final del Cu en la proteina Fet3, una multicobre oxidasa esencial para el
transporte de alta afinidad del Fe.

Para estas tres proteinas se ha asumido que eventos de reconocimiento y unién molecular
son partes esenciales de las vias individuales de movilizacion del Cu, debido a la aparente
especificidad que cada proteina muestra para el sitio final de destino del Cu. Recientemente
se¢ ha obtenido evidencia de que éste es el caso para la transferencia in vivo del Cu de la

proteina Atxl a la protefna Ccc2, dado que se demostrd Aix interactia directamente con el

dominio de union a Cu de Ce2 (Pufahl ef al., 1997).
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2.1.6.4 Atrapamiento intracelular de metales pesados.

La resistencia al cu en S. cerevisiae se¢ debe a la sintesis de la metalotionina de Cu
(CuMT), también denominada cobretionina, la cuél conserva los valores de Cu intracelular
y es codificada por el locus CUPI (Brenes-Pomales et al.,1955; Fogel y Welch, 1982;
Foulkes, 1982; Karin, 1985). Esto se debe a la amplificacion del locus CUPI, de modo que
las cepas resistentes (CUP) poseen dos o mas copias del gen (Fogel y Welch, 1982). La
clonacién y caracterizaciéon molecular de CUP! indicé que la unidad que se repite es un
fragmento de DNA de 2 kilobases (kb) (Fogel y Welch, 1982).

La transcripcién de CUP! se induce por la presencia de Cu o Ag, aunque se ha observado
que la Cu-MT es capaz de unir, ademds del Cu, al Cd, Zn, Ag, Co y Au (Gorman et al.,
1986). Aunque en S. cerevisige el Cd no induce la expresion de CUP1, la sobrexpresion de
este ultimo conduce a resistencia al metal (Jeyaprakash ef al., 1991). La induccion del gen
CUPI por el Cu requiere que participe una proteina reguladora codificada por el locus
ACE]! (también llamado CUP2 ) (Szczypka y Thiele, 1989; Welch er al., 1989). El factor
de transeripcion CUP2 es una proteina nuclear, de modo que se requiere que el Cu llegue al
nuicleo para su acativacion (Szczypka y Thiele, 1989; Mehra y Winge, 1991).

Aunque CUP2 s¢ sinteriza de manera constitutiva, independientemente de la presencia o
ausencia de Cu, s6lo puee unirse a ciertos segmentos de DNA de la regién promotora del
gen CUPI cuando ha formado un complejo con el metal (Dameron ef al., 1991). En la
levadura Candida glabrata se ha encoentrado un factor de transcripcidon activado por
metales, con homologia parcial y funcion similar ala de la proteina CUP2 de S. cerevisiae
(Zhou y Thiele, 1991). Los genes heterélogos de los MT pueden ser completamente
funcionales en levaduras; por ejemplo, el cDNA correspondiente a la Cd-MT de mono,

fusionado a la secuencia promotora del gen CUP1 de S. cerevisiae en un vector multicopia,
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le confiere resistencia al Cu a una cepa de levadura con una delecion en CUP1 (Thicle ef
al., 1986).

Otros tipos de moléculas inducidas en los hongos por la presencia de Cu y otros metales
son las fitoquelatinas (FQ) o cadistintas. Las levaduras Schizosaccharomyces pombe y C.
glabrata sintetizan dichos péptidos en respuesta a la presencia de Cd (Mehra y Winge,
1991); de igual manera responden al metal la levadura S. cerevisiae y el hongo filamentoso
N. crassa (Kneer ef al., 1992), aunque Ia primera también sintetiza FQ en respuesta a Cu y
Zn (Kneer et al., 1992). La funcién protectora de los y-péptidos en la toxicidad del cd se
demostrd por el aislamiento de mutantes incapaces de sintetizarlos, las cuales se tornaron
hipersensibles al Cd sin afectarse en su sensibilidad al Cu ( Cablenz y Wolf, 1994). En las
levaduras C. glabrata y S. pombe, cultivadas en presencia de Cd, se observé que la
expresion constitutiva del gen CUPI de S. cerevisige inhibe la acumulacion de los
complejos FQ-Cd; en ambas levaduras el atrapamiento intracelular del metal ocurre en
forma de complejos MT-Cd (Yu et al., 1994). Esta predominancia en la acumulacién

celular del metal cuando no existen genes de las MT o cuando éstos no se expresan.

2.1.6.5 Transformaciones quimicas de metales.

Los hongos, al igual que otros microorganismos como las bacterias, son capaces de
transformar metales quimicamente por medio de reacciones de oxidacion, reduccion,
metilacién y desalquilacion (GDA, 1992%); sin embargo, se carece de informacién detallada
en varios aspectos de dichas transformaciones. Tanto los hongos filamentosos como las
levaduras poseen la capacidad de reducir Hg”* a Hg® (Vonk y Sijpesteijn, 1973; Brunker y

Bott, 1974; Yannai ef al., 1991). Otras transformaciones que efectian los hongos incluyen:
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la conversion de Ag" en Ag® metalico, la cual se deposita en y alrededor de las células
(kieran et al., 1991), v la reduccién de Cu (II) en Cu (I) por componentes asociados a la
pared celular de la levadura Debaromyces hansenii (Wakatsuki er al., 1988; 1991a). En
dicha levadura unaenzima reductora de Cu, la Cu reductasa, cataliza la conversién de Cu
MI) en CU (1), con NADH como donador de clectrones (Wakatsuki ef al., 1991°%). La
localizaién de la enzima parece ser en la pared celular de la levadura en donde podria
participar en la regulacién de la entrada del Cu a las células (Wakatsuki et al., 1991b).

La reduccién de metaloides por los hongos incluye la conversion de telurito a Te elemental,
que aparece como un depdsito negro localizado sobre el reticulo endoplasmico, asi como la
reduccion de selenato o selenito para formar Se amorfo, que le confiere un color rojo a las
colonias por su deposicion en las paredes y membranas celulares (Konetzka, 1977).

Varios hongos pueden metilar al Hg, asf como a otros metales y metaloides; dicho proceso
puede visualizarse como un mecanismo de destoxificacion debido a que por lo general las
especies metiladas son mas voldtiles y pueden ser climinadas del ambiente por los hongos
(Landner, 1971; Yannai ef al., 1991; GDA, 1992%). Parece que la biometilacion del Se se
realiza por un mecanismo andlogo al de la metilacién de As; varios hongos pueden producir
derivados orgénicos del Se, por ejemplo dimetilselenuro, a partir de compuestos de dicho
metaloide (Thompson-Eagle ef al., 1989). Ciertos hongos son capaces de producir el
compuesto volatil dimetiltelurio a partir de sales de Te (Chau y Wong, 1986). No obstante

todavia no se ha examinado con detalle la participacién de los hongos en la metilacién de

otros metales y metaloides.
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III. IMPORTANCIA

Actualmente uno de los problemas que mas preocupa a la humanidad es la gran cantidad de
contaminantes que se desechan en el agua, por lo que el tratamiento de las aguas residuales
es de gran importancia ya que ofrece una alternativa de solucion a éstos; para que esto se
logre se recurre a muchos métodos de los cuales los mas utilizados son los que involucran
microorganismos debido a que son econdmicos, eficientes y no generan subproductos
contaminantes. La manera en que diversos microorganismos se comportan con la finalidad
de eliminar cada una de las sustancias contaminantes, no estd bien definida, si no que
dependera de la diversidad poblacional gue s¢ encuentre en el ambiente, de sus
interacciones y del mecanismo que ejerzan sobre la sustancia a degradar. Por ejemplo,
existen diversas formas de respuesta de los microorganismos a metales toxicos, los pueden

volatilizar, reducir, precipitarlos como sales metalicas, unirlos a las membranas ¢ pared

celular y adsorberlos a exopolimeros.

En su mayoria el tratamiento de las aguas residuales municipales e industriales en el pais no
considera el manejo y disposicién de los lodos residuales que causan problemas de
contaminacion en los lugares donde se descargan. Aunque el mangjo de los lodos residuales
representa un costo adicional para los sistemas de tratamiento, actualmente existe
tecnologia sencilla y econdmica que permite aprovechar su contenido de materia organica y
sus nutrimentos para que estos lodos pueden utilizarse como fertilizante y restaurador de
suelos.

En el drea metropolitana de Monterrey, como urbe industrial, una caracteristica comtin es
el alto indice de contaminantes industriales y domésticos descargados en las redes de

drenaje, potencialmente capaces de contaminar los rios aledafios, consciente de esto la
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Compafiia de Agua y Drenaje de Monterrey ha construido tres plantas para el tratamiento
de aguas residuales en las cuales el agua es tratada, limpiada y después liberada a los rios,
siendo uno de los productos que se obtienen una gran cantidad de lodos denominados
biosdlidos, los cuales puede ser utilizados como abonos en suelos agricolas siempre y
cuando se encuentren libres de metales téxicos como: el cromo, ¢l cadmio y el zinc entre
otros, ademas de las cargas de: bacterias, hongos y parsitos que puedan contener y
desarrollar algunas enfermedades, actuaimente estos lodos son  transportados a
confinamientos especiales, lejos del drea metropolitana. Una alternativa a esto es Ja
bisqueda de microorganismos o comsorcios microbianos que puedan actuar sobre

concentraciones de metales toxicos.

IV. JUSTIFICACION

En el ambiente terrestre, los hongos son de fundamental importancia como organismos
degradadores y simbiontes de plantas (micorizas), juegan roles importantes en la
mineralizacién del carbén y otros ciclos biogeoquimicos. Casi siempre son dominantes bajo
condiciones acidas, donde los metales toxicos pueden ser especiados en formas méviles.
Asi combinado con su habitat de desarrollo filamentoso y su alta proporcién de superficie
de drea, se asegura que las interacciones hongos- metal son un componente integral de los

principales procesos ciclicos ambientales.

Los metales y sus derivados pueden interactuar con los hongos de varias maneras
dependiendo de las especies de metales, organismo y el ambiente, mientras que las

actividades metabolicas fingicas pueden también influenciar la especificacion y movilidad.
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V. HIPOTESIS

Existe la posibilidad de aislar e identificar hongos filamentosos tolerantes a metales

pesados en el proceso de lodos activados de una planta de tratamiento de agua residual.

VI. OBJETIVOS

** Objetivo General:

Seleccionar hongos cultivables tolerantes a metales pesados e identificarios mediante el

analisis genético de rDNA 18S

% Objetivos Especificos;

» Aislar los hongos cultivables de las muestras del proceso de lodos activados que se
encuentran en mayor proporcion

» Seleccionar los hongos tolerantes a metales pesados

» Seleccionar los oligonucledtidos que permitan amplificar la subunidad menor IDNA

188 de los hongos seleccionados para su identificacion
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VII. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia del Suelo del drea de
Microbiologia e Inmunologia (Unidad “C™) de la Facultad de Ciencias Biologicas de Ia
Universidad Auténoma de Nuevo Leén en colaboracién con la Compaiila de Agua y

Drenaje de Monterrey.

7.1 Recoleccion de las muestras y Aislamiento de los Hongos.

Las muestras de agua residual fueron tomadas del Digestor de la planta de tratamiento de
Agua Residual de la Compaiiia de Agua y Drenaje de Monterrey, ubicada en Escobedo
N.L.; utilizdindose frascos de plastico de 250 ml con tapdn de rosca estériles. Estos fueron
transportados en bolsas de plastico dentro de una hielera a una temperatura de 4°C hasta su
llegada al laboratorio para su proceso. Una vez en el laboratorio se tomaron 10 ml de éstas
muestras y se colocaron en un frasco de vidrio de 250 ml con tapdn de rosca que contenia
90 ml de agua destilada estéril, quedando diluida 10", realizando diluciones hasta 10° de las
cuales se tomd alicuotas de 0.1 ml de cada una de ellas y se inocularon por difusion en
cajas de Petri estériles que contenian Agar Sabouraud Dextrosa con Cloramfenicol al
0.005% (ASDC). De las diluciones menores donde se podia apreciar el desarrollo de

hongos filamentosos se tomaron las colonias y se resembraron para su purificacién en

nuevo ASDC,
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7.2 Caracterizacion de las Cepas de Hongos.

De cada una de las cepas aisladas, se anotaron sus caracteristicas macroscopicas y se

procedio a preparar la técnica de Microcultive para su caracterizacién microscdpica.

Técnica de Microcultivo:

1.

Se prepard cerca de 15 ml de agar ASDC estéril en una placa de petri (capa delgada),
haciéndose cortes de 1 c¢m?, utilizando un cuchillo estéril. Se esterilizé una varilla en
forma de “V”, del tamafio dentro de la caja de Petri, papel filtro circular, agua destilada,
portaobjetos, cubreobjetos y pinzas.

Después de esterilizado el material, se coloco el papel filtro en el fondo de Ja caja,
posteriormente la varilla en “V”, en seguida el portaobjetos. Se situé un bloque de agar
sobre ¢l portaobjetos (asépticamente) e inoculd cada uno de los cuatro lados del bloque
de agar con esporas y micelio. Se coloco el cubreobjeto estéril centradamente sobre el
bloque y afiadié agua estéril al papel filtro en ¢l fondo para producir una cdmara de
humedad. Se incubaron las placas de Petri a 28-30 °C durante siete dias.

Posterior a la incubacion se levantd el cubreobjeto y se colocé sobre un portaobjeto
limpio y observé al microscopio con una gota de azul de lactofenol para observar las

estructuras del hongo para su identificacion.

En cuanto a las caracteristicas macroscopicas fueron anotadas las siguientes:

Anverso: Color, tipo de micelio, apariencia, tamafio y velocidad de crecimiento

Reverso: Color, presencia de pigmento
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7.3 Seleccion de las cepas tolerantes a metales pesados.

7.3.1 Preparacion de los Stock de metales

Las sales que se utilizaron fueron Pb(NO;),, Cd(NO;),, HgCl, ¥ KyCrO4 para Pb, Cd, Hg y
Cr respectivamente. Los stocks fueron preparados a 3000 ppm y esterilizados con un

equipo de filtracion con membrana Micropore de 0.22 um de didmetro y colocados en

frascos de vidrio &mbar de 1 litro y almacenados a 4 °C.

7.3.2 Preparacion de los medios

Se preparé ASDC y se le agrego la cantidad necesaria de cada stock de metales de 3000
ppm para preparar los medios a cinco diferentes concentraciones: 50, 100, 250, 400 y 800
ppm. Cada una de las cepas se desarrolld en placas de Petri que contenian los medios con

ios cuatro metales y las diferentes concentraciones al igual que en ASDC sin ninguno de los

metales.

7.3.3 Conteo de esporas e inoculacion de las cepas

Se realizo un conteo de esporas de cada una de las cepas para poder ajustar a la cantidad de
volumen necesario para un inéculo de 1 x 10" esporas por placa. S¢ tomé una placa de cada
cultivo (7 dias de incubacién aproximadamente), se le agregaron un poco mas de 10 ml de
agua estéril que contenia tween 80 al 0.1% para posteriormente raspar la superficie con un
asa de nicromo y obtener las esporas. Se tomaron 10 ml del agua junto con Ia suspension de
esporas y se agrego a un frasco con 90 ml de agua estéril con tween 80 0.01%, siendo ésta

la dilucion 10, Se siguieron diluciones hasta 10° dependiendo de la concentracién de las
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esporas. Se tomaron 10 pl para llenar la Camara de Neubauer y proceder al conteo al
microscopio a objetivo 40X. Los calculos fueron realizados multiplicando la media por 1 x
10* y el factor de dilucién, Cada una de las placas fireron inoculadas con 1 x 10! esporas de

cada una de las cepas e mcubadas a 28-30 °C midiéndose su crecimiento radial de la

colonia cada 24 h hasta llegar a 168 h.

7.4 Extraccién de DNA de las cepas seleccionadas.
Para la extraccion de DNA genémico de las cepas de hongos se utilizéd el protocolo

marcado en el UltraClean Soil DNA Kit de MO BIO Laboratories con No. de catilogo

12800-50.

Contenido del Kt

Tubos de 2 ml de Bead Solution, solucién S1, solucién IRS, Solucién S2, solucion S3,
solucién S4, solucion S5, y unidades de filtro Spin en tubos de 1.9 ml . Cabe mencionar que

el protocolo original tiene algunas modificaciones ya que este es especificamente para

muestras de suelo.

Procedimiento:

1. A los tubos Bead solution de 2 ml agregue 0.3 g de micelio y mezcle en el vortex.

2. Agregue 60pl de la solucion S1 e invierta varias veces o someta al vortex por un

periodo breve.

3. Agregue 200ul de la solucién IRS (Inhibitor Removal Solution). Solamente si el DNA

es requerido para amplificacién.
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. Asegure los tubos de manera horizontal ene 1 vortex con una cinta de pegar. Mezcle por
un periodo no mayor de 10 min.

. Asegure que los tubos roten libremente en la centrifuga sin tallarse. Centrifuge entonces
a 10,000 x g durante 30 s.

. Transfiera ¢l sobrenadante a un microtubo limpio. Agregue 250pul de la solucion S2 y
mezcle de nuevo en el vortex por 5 s. Incube a 4°C durante 5 min.

. Centrifuge los tubos a 10,000 x g por 1 min.

. Transfiera 450ul del sobrenadante y mezcle en el vortex por 5 s. Descargue 700 pulen la
unidad de filtro y centrifugue por 1 min. a 10,000x. Nota: Se requiere de dos o tres
descargas totales de cada muestra .

. Agregue 300pl de solucion S4 y centrifugue por 30 s a 10,000 x g. Descargue y

centrifugue de nuevo por 1 min.

10. Cuidadosamente sitie la unidad de filtro en un nuevo tubo. Evite el escurrimiento de la

solucién S4 dentro de la unidad de filtro.

11. Agregue 50ul de la solucidén S5 al centro de la membrana blanca del filtro y centrifugue

30s.

12. Elimine la unidad de filtro. E]1 DNA en el tubo esta listo hora para cualquier aplicacion.

Almacénelo a —20°C. La solucion S5 no contiene EDTA.

13. Para la verificacién de la extraccion del DNA fueron revisados en geles de agarosa al

1.0% por electroforesis.
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7.5 Amplificacion con PCR de 18S-rDNA.

El 18S-tDNA fue amplificado selectivamente del DNA gendmico purificado de las cepas
resistentes por PCR utilizando un par de iniciadores reportados para amplificar la mayoria

de los grupos taxondémicos de hongos (Ascomycota, Basidiomycota, Chytridomycota y

Zygomycota)(Borneman, 2000):

¥ 762 bp

Viow V3 V4 V5 iy Ve

nu-SSU-0817-8'F | nu-SSU-1198-3'] [ nu-SSU-1538-3'

Fig 1. Diagrama de Ta subunidad menor eucariota rDNA con Ias regiones
variables remarcadas en negro. Las posiciones numéricas de los iniciadores
y los tamafios de log productos de la PCR fueron obtenidos utilizando S.

cerevisiae (Genbank accesion no. J011353)

El par de iniciadores seleccionado fue el que amplifica para el fragmento de 762 pb cuyas

secuencias son:

¢ nu-SSU-0817-5(TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA)

2 nu-SSU-1536-3° (ATTGCAATGCYCTATCCCCA)

36



Las condiciones de reaccion fueron:

Premix (nu-SSU-0817-1536-3)

Vol. final 90ul, DNA 2pl (dil 1:10), nu-SSU-0817-5" 8ul, nu-SSU-1536-3° 8ul, MgCl, (25
mM) 8.8ul, ANTPS (10 mM) 2.5ul, Buffer 10X 8.8ul, Enhancer 30ul, Agua MiliQ 21.9ul.
Posterior a un previo calentamiento durante 5 min. a 94°C antes de iniciar el ciclo se le
agrego a cada reacciéon una mezcla de 10l que contenia MgClL, (25mM) 1.2ul, Buffer 10X
1.2pl, Agua MiliQ 5.6pl

La amplificacion fue llevada como signe: un paso de desnaturalizacion fue llevado a cabo a
94 °C por 4 min., seguido por 35 ciclos de 30s 294 °C,44sa 54 °Cy60sa 72 °Cyun
tiltimo paso de 7 min. a 72 °C. Controles negativos fueron agregados sin la adicién de

DNA. Los productos de PCR fueron revisados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

7.6 Clonacion.
Para la clonacion se utiliz6 el protocolo marcado en el TOPO TA Clonig kit version Q. De

Invitrogen No. de catalogo K4620-01.

Contenido del kit.: pCRII-TOPO 20ul, 10X PCR Buffer 100u], solucién de sales S0ul,
dNTP Mix 10ul, M13 Forward (-20) primer 20ul, M13 Reverse primer 20pl, templado

control 10ul, primers PCR control 10ul, agua MiliQ estéril.
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7.6.1 Preparacién de c€lulas Calcio-competentes.

. Inocule 5 ml de caldo LB con la cepa DHS5« toda la noche a 37°C a 200 rpm (pre-indculo).
. Inocule 200 ml de caldo LB liquido con I ml del pre-indculo e incube a 37°C a 200 tpm

durante 4 a 6 h (550 nm 0.4-1.0 D.O).

. Separe en alicotas de 100 ml, centrifugue a 6,000 rpm durante 5 min. a una temperatura de
4°C.

. Resuspenda la pastilla en 10 ml de solucion fria de CaCl; 80 mM, MgCl 50 mM

. Repita el paso 3 y 4, incube 10 min. en hielo y vuela a centrifugar a 6,000 rpm durante 5
min. a 4°C.

. Resuspenda la pastilla en 0.5 ml de CaCl; 0.1 M 0.5 ml de glicerol al 100%, estéril frias
ambas soluciones.

. Alicotar en suspensiones de 50ul en tubos eppendorf y congelar inmediatamente a -80°C.
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EI TOPO TA Cloning kit provee una alta eficiencia, y en un paso de 5 min., la estrategia para la

insercién directa del producto de PCR en un vector.

Sitios que reconoce la enzima
Topoisomerasa |

TTeCC "
) +

5 minutos a temperatura

w arrbiente

g CCCTT [} 4GGG &
| ARG prosuciopon gt
/3‘, La erzima Topoisomerasa |

@. es liberada

Fig 2. Disefio Experimental de Clenacién con el vector TOPO

El disefio experimental en general fue el siguiente:

% Producir los productos de PCR

>,
h <

Realizar la reaccién TOPO Cloning (mezcle el producto de PCR y el vector TOPO)

>
Lo

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente

£y
0.0

Transformar la reaccién de TOPO Cloning en células competentes

>

% Seleccionar y analizar 10 colonias blancas o azules para el inserto.
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Después de haber obtenido el producte de PCR se procedié a realizar la reaccién de

clonacién a un volumen final de 6pl de la siguiente manera:

Reactivos Células calcio-competentes

Producto de PCR fresco 0.5 a 4ul

Soluci6n de sales 1l

Agua MiliQ) estéril Agregar a un vol. total de Sul
TOPO vector lpl

Yolumen final 6ul

Tabla 1. Condiciones de reaccion para la clonacion de la
cepa seleccionda de hongo.

Se mezcld la reaccion gentilmente ¢ incubd por 5 min. a temperatura ambiente (22-23°C),

Se situd la reaccion en hielo y se procedid a realizar la transformacion.

7.6.2 Transformacién.

. Se tomé 1 tubo eppendorf que contenia 50ul de células competentes v se coloco en hielo.
Se esperaron aproximadamente 5 min. para adicionar 2ul de la reaccion de clonacion y se
incubé en hielo por un periodo de 20 min.

. Se sometié a shock térmico a una temperatura de 42°C por 2min. en un thermomixer marca
Eppendorfl. Inmediatamente se colocé de nuevo en el hielo por un espacio de 5 min,

. Se le adiciono al tubo 450ul de caldo LB. Se incubé a 37°C durante 1 h a 225 rpm.

. Durante la incubacion, se tomé una placa de agar LB con ampicilina y s¢ plaqued sobre la
superficie mediante la técnica de difusion, 40ul de IPTG (50 mg/ml) y de X-gal (40 mg/ml).

Se dejo hasta absorberse.
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5. Finalizado la hora de incubacién se plaquearon 200ul del caldo, sobre la placa de agar LB

con ampicilina y se incubé 16 ha 37°C.

6. Se tomaron las colonias blancas desarrolladas sobre la placa € inocularon con una puntilla
en tubos con caldo LB con ampicilina. Se inoculd también algunas colonias azules para
control negativo. Estos se incubaron 18 h a 225 rpm a una temperaturg de 37°C. para

realizarles miniprep.

7.6.3 Miniprep.
1. Se colocaron 1.5 m] de caldo en tubos eppendorf de 1.5 ml v se centrifugaron

durante un min. a 14,000 rpm.

2. Se decant6 el exceso de medio, se afiadié 100ul de la sol I y se resuspendid por
vortex para incubarlos posteriormente 5 min. en hielo

3. Se agregaron 200ul de la sol IT y se mezclé completamente por inversidn, La células
det;en lisarse y el medio volverse claro y viscoso.

4. Después de esperar 3 min. y haber agregado entonces 150 de la solucién 111 se
mezclo de nuevo por inversion, formandose un precipitado de DNA/proteina/SDS.
Se incubo en hielo de 10 a 30 min. y se centrifuge a 14,000 rpm por 9 min.

5. Se coloco el sobrenadante (~400ul) en un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo y se
afiadié 650l de isopropanol. Se incubd a temperatura ambiente por 20 min. y se

centrifugé a 14,000 rpm durante 15 min.
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6. Después de descartar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol 70% se centrifugd
nuevamente a 14,000 rpm por 3 min. Se descargo el sobrenadante y se repitié este
Mismo paso.

7. Se adicionaron 1000ul de etanol 100%, y se centrifugé a 14,000 rpm por 3 min.
descartandose posteriormente el sobrenadante para secar las pastillas a 37°C.

8. Finalmente se resuspendié en 30ul de TE pH 8.0 con RNAsa (1pug/100p)).

7.6.4 Caracterizacidn de las clonas.

Para caracterizar las probables clonas se procedié a:
o Digerir con enzima EcoRI
o La clona para liberar el plasmmdo

o EIPCR del DNA gendémico de la cepa

e Correr PCR
o DNA genémico de la cepa (control +)
o DNA plasmidico {(control -)
o DNA de la clona probable

o Sin DNA
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7.7 Secuenciacion,

Para la secuenciacion de la clona de la cepa #15 se envid el DNA plasmidico al
laboratorio de Ecologia Molecular del Departamento de Ciencias Marinas, de la
Universidad de Puerto Rico, el cual tiene a su cargo el Dr. Govind Nadathur, quien es
profesor de dicha universidad y asesor externo del presente trabajo. El plasmido fue
secuenciado por el M.C. Hugo Gallardo Blanco y William Rosado utilizando el método de
Dideoxinucle6tido Terminador de Cadena (Dideoxi Chain Terminator Meted) empleando
el secuenciador ABI 310 DNA sequencer con el “Big dye chain terminator cycle
secuencing kit” (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los oligonucledtidos empleados

para la secuenciacién fueron Universal M13 forward y reverse.

7.8 Analisis Estadisticos.

Para la validacién de los resultados obtenidos en las determinaciones de la medicién del
crecimiento de las cepas de hongos en presencia de cada uno de los metales con las
diferentes concentraciones se aplicO la prueba estadistica Analisis de Varianza
Multifactorial y la Prueba de Dunnet para determinar si existe diferencia significativa
entre las cepas estudiadas. Los datos fueron alimentados en una computadora COMPAQ
Presario MV525¢con el uso de los paquetes estadisticos SPSS (version 9.0 para Windows
98) y Excel (Office 2000).

En ¢l caso del andlisis de la secuencia se utilizé el programa Blastn 2.2.9 (May-01-2004)

de la base de datos del GenBank (http://www.ncbinlm.nih.gov/BLAST/) para la

cotnparacion de ésta por similaridad.
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VIIL. RESULTADOS

8.1 Aislamiento de hongos de las muestras de agua residual.

A partir de las muestras de agua residual que fueron tomadas del Digestor de la planta de
tratamiento de Agua Residual de la Compafiia de Agua y Drenaje de Monterrey, ubicada en
Escobedo N.L.; se realizd conteo en placa para posteriormente aislar las colonias de interés,
el nimero de UFC obtenidas en Agar Sabouraud fue de 41 X 10 * UFC/ml de muestra. Se
hicieron 14 aislamientos para diferenciar los desarrollos levaduriformes, filamentos y

bacterianos de cada uno de los aislados. De ésta identificacién se determinaron 5

aislamientos fungicos; Cepas #1, #2, #3, #12 y #15.

8.2 Caracterizacion de los aislamientos obtenidos.

Las caracteristicas macroscopicas como microscopicas de las 5 cepas de interés son
presentadas en las siguientes figuras.

Cepa #1 Mucor sp.

Fig 3. Micro y macromorfologia. Conidias redondas, hifas gruesas no septadas,
esporangios. Anverso; apariencia algodonosa grisiceo; reverso: amarillo palido,
borde regular, crecimiento rapido.
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Fig 4. Micro y macromorfologia. Artroconidias, hifas septadas simples. Anverso:
apariencia aterciopelada blanca; reverso: amarillo; borde irreguiar; crecimiento

rapido.

Cepa # 3 Penicillum sp.

Fig 5. Micro y macromorfologia. Phialoconidias y microconidias, hifas septadas,
hialinas, comdiéforos ramificados, fidlides agrupadas al final del conidiéforo.
Anverso. Apariencia aterciopelada verde; reverse: color crema con hendiduras;

borde irregular, crecimiento moderado,
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Cepa # 12 Sporotrichum sp.

Fig 6. Micro y macromorfologia. Artroconidias, escasas aleuiras, hifas septadas,
muy escasas clamidosporas. Anverso: apariencia polvorienta blanca; reverso:
amarillo claro, borde regular, crecimiento rapido.

Cepa # 15 Penicillum sp.

Fig 7. Micro y macromorfologia. Microconidias, hifas septadas, conidiéforos con
fidlides agrupadas al final. Anverso: apariencia aterciopelada blanco con verde
reverso: color beige con hendiduras.
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8.3 Seleccién de los hongos tolerantes a metales pesados.

La scleccion de las cepas tolerantes se realizd en base al sintoma de intoxicacion mds
facilmente observable que es la inhibicion del crecimiento.

Se realizaron ensayos con los 4 metales (Pb, Cd, Hg ¥ Cr) en las tres concentraciones

diferentes (50, 100 y 250 ppm) con cada uno de los aislados.

Cepa #1(50 ppm)

9

8
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g _ ——Pb
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E —»—Hg
%]
o —¥—Cr
[ 3]
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Griafica 1. Crecimiento de la cepa #1 en 50 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,Cd,Hg y Cr).

En la grafica 1 podemos observar que en el crecimiento en presencia del cadmio existe una
diferencia significativa (p<0.03) lo que significa que el crecimiento promedio con este
metal a 50 ppm es menor que el crecimiento promedio control. Comparado el crecimiento
el crecimiento promedio de la cepa #1 ¢n presencia del plomo, el mercurio, el cromo y el
crecimiento promedio control (crecimiento sin metal) donde no hay una diferencia

significativa.
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Cepa #1 (100 ppim)
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Grifica 2. Crecimiento de la cepa #1 en 100 ppm en presencia de los 4 metales

(Pb,Cd,Hg y Cr).

Cepa #1 (250 ppm)
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Grifica 3. Crecimiento de la cepa #1 en 250 ppm en presencia de los 4 metales

(Ph,Cd,Hg y Cr).
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Los cuatro metales (Pb, Cd, Hg y Cr) a una concentracién de 100 ppm empezaron a inhibir
el crecimiento de la cepa #1 por lo que hubo una diferencia significativa (p<0.05) en el
crecimiento promedio de cada uno de ellos con respecto al crecimiento promedio control;
en cambio con una concentracion de 250 ppm no hubo diferencia significativa (p<0.05) en
el crecimiento con respecto al crecimiento control en presencia de los metales plomo y

cromo, es decir su crecimiento fue igual y no se veia inhibido su crecimiento con dichos

metales a ésta concentracion.

Fig 8. Resistencia a Plomo de la Fig 9. Resistencia a Cadmio de la
Cepa #1 Cepa #1

Fig 10. Resistencia a Mercurio de Fig 11. Resistencia a Cromo de la
la Cepa #1 Cepa #1
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Cepa # 2 (50 ppm)
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Grifica 4. Crecimiento de la cepa #2 en 50 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,Cd,Hg y Cr).

La grafica 4 muestra que con el tinico metal a 50 ppm, en el cudl hubo diferencia
significativa (p<0.05) con respecto al crecimiento control fue con el cromo a diferencia del
crecimiento en presencia de plomo, cadmio y mercurio en las cudles no hubo diferencia

significativa en el crecimiento (p<0.05), es decir el crecimiento en estos metales es igual al

crecimiento de la cepa #2 sin la presencia del metal.
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Cepa#2 (100 ppm)
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Grafica 5. Crecimiento de la cepa #2 en 100 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,Cd,Hg v Cr).

Cepa # 2 (250 ppm)
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Grifica 6. Crecimiento de la cepa #2 en 250 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,Cd Hg y Cr).

GEG67T
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A una concentracion de 100 ppm ningtin crecimicnto presenté diferencia significativa con
res;ecto al crecimiento control (p<0.05), por lo que de alguna manera a esta concentraciéon
no se ve inhibido el crecimiento de la cepa. A 250 ppm se vio inhibido el crecimiento de la
cepa #2 haciéndose notoria la diferencia significativa (p<0.05) entre el crecimiento en

presencia de cadmio, mercurio y cromo con referencia al crecimiento control, a excepcion

del plomo cuyo crecimiento no mostré diferencia significativa, es decir no se veia inhibido

st crecimiento.

Fig 12. Resistencia a Plomo de la Fig 13. Resistencia a Cadmio de la
Cepa #2 Cepa #2

Fig 14. Resistencia a Mercurio de Fig 15. Resistencia a Cromo de la
la Cepa #2 Cepa#2
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Cepa # 3 (50 ppm)
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Grafica 7. Crecimiento de la cepa #3 en 50 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,Cd,Hg v Cr).
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Grifica 8. Crecimiento de la cepa #3 en 100 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,Cd,Hg y Cr).
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En la grafica 7 observamos como el crecimiento en presencia del metal plomo es el tnico
que no muestra una diferencia significativa con respecto al crecimiento control, es decir que
el crecimiento de esta cepa no s¢ ve inhibido por el plomo a 50 ppm, en cambio existe una

diferencia significativa (p<0.05) en presencia de los otros metales como cadmio, mercurio

y Cromo.

Cepa # 3 (250 ppm)
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Grafica 9. Crecimiento de la cepa #3 en 250 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,Cd,Hg y Cr).
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