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RESUMEHN

En San luis Potosi se observan alarmantes indices de contaminacién del
agua debido al acelerade crecimiento urbanc, asi como el aumento de las
operaciones derivadas de la actividad humana.

La laguna del Tangue Tenoric se encuentra al sureste de la ciudad, tiene
una extencién de 210 hectareas aproximadamente, ademas estd situada en una de
las principales zonas de recarga del mento acuifere preofundo del dque =se
abastece a la ciudad. Esta laguna recibe aguas residuales, principalmente
industrias de la ciudad de San Luis Potosi, aunque el tipe de industrias que
descargan sus aguas residuales a los canales que alimentan al Tanque es
variado, ¥ se piensa que la mayor aportacién de los elementos contaminantes
provienen de industrias del tipo metalmecanico, fundicién, hules y plasticos,
minera, materiales para construccién, alimenticia y quimica que predominan en
la regioén.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue aislar hongos
contaminantes ambientales en ausencia y en presencia de plomo a partir de
agtuas y lodos cercanos a tierras de cultive del Tanque Tenoric, cuyas
biomasas podrian ser utilizadas en un trabajo posterior come filtros
biolégicos para tratar de eliminar metales pesados y flior en soluciédn.

Se obtuvieron muestras de agua y lodos de diferentes zonas del lugar en
estudio, en recipientes estériles. Se realizaron diluciones en agua destilada
estéril ¥y se sembraron en Agar Extracto de Mzlta con y sin 200 ppm de plomo,
se incubaron durante § dias a 28°C. Se purificaron las colonias resultantes
por resiembras sucesivas en AEM (para hongos) y en ASD (para levaduras) con y
sin metal, identificando a los hongos filamentosos por sus caracteristicas
macro y microscépicas y a las levaduras por diferentes pruebas bioquimicas.

A partir de aguas residuales se obtuvieron los sigulentes hongos en
ausencia de plomo, se identificaron 9 géneros: Cladosporium sp (23.5%),
Absidia sp (20.6%), Penicillium sp (20.6%), A. niger (5.8%) y otros en
proporciones mas bajas, mientras que en presencia de plomo se identificaron
10 géneros diferentes, siendo los méds frecuentes: Penicillium sp (44.5%),
Trichoderma sp (16.7%) y Alternaria sp (8.3%). A partir de estas aguas no se
obtuvieron levaduras.

A partir de lodos en ausencia de metal se obtuvieron 7 especies de
hongos: Peniciiliium sp (72%), A. niger (14%) y A. ochraceus (14%Z), no se
cbtuvieron levaduras, mientras que en presencia de metal se gbtuvieron sélo
dos géneros de hongos, siendo 7 especies diferentes en total: Penicillium sp
(57.1 %) ¥y la levadura C. albicans (42.8%).

Todas las especies de hongos aisladas en presencia del metal, fueron
resistentes al mismo dentro de un rango de 500 a 2000 ppm.

La flora fangica es muy diversa, la presencia de hongos tolerantes indica
contaminacién por metales pesados (Acosta y cols., 1893).



I NTRODUCCION

El agua es uno de los elementos esenciales en la vida del hombre ¥y su
presencia ha sido y es fundamental para el desarrclle de comunidades,
ciudades, centros industriales y de recreacidén, por lo que es muy importante
su censervacién en cantidad y calidad para abastecer las necesidades de
consume, cumpliendo con cliertas caracteristicas que la hacen apta para
determinados usos, sin causar ningin riesgo a la industria, agricultura Yy,
primordialmente a la salud humana.

En base a esta lmperiosa necesidad de agua, el hombre ha tenido que
abastecerse de este recurso tanto de fuentes de aguas superficiales (lagos,
rios y presas), como de aguas subterraneas, las cuales son las de mayor
demanda debido a que presentan algunas ventajas importantes sobre el agua
superficial, como es el bajo costo de desarrollo de abastecimiento y 1la
adecuada calidad natural sin mucho tratamiento para el consumo humano.

La mayoria de las aguas subterrianeas son generalmente de excelente
calidad en lo que se refiere a la claridad y color. Raramente parecen estar
contaminadas, aun cuando pudieran estarlo; actualmente, el riesgo de
contaminacién de dichos mantos acuiferos es cada vez mayor alcanzando niveles
preocupantes para la salud. Dicha contaminacién normalmente es una
consecuencia de las actiividades del hombre en la superficie, y las causas
pueden ser de diversa indole.

Como la laguna del Tanque Tenorio esta situada en una de las principales
zonas de recarga del manto acuifero profundo del que se abastece de agua a la
ciudad (Comisién Nacional del Agua. Propuesto SGAA - 89 - 45), el peligro de
infiltraciones y 1la subsecuente contaminacién de 1los mantos acuiferos
subterraneos por la naturaleza de las aguas gue se descargan en el Tangue
Tenorio (aguas provenientes de industrias del tipo metalmecanico, fundicidn,
hules y plasticos, minera, materiales para construcciéon, alimenticia y
quimica) es cada vez mayor, con los potenciales riesgos que presenta para la
salud humana.

CONTAMINACION DE ORIGEN URBANO

Las aguas residuales y domésticas, asi como 1los desechos so6lidos
contienen altas concentraciones de organismos fecales, maleria organica y de
compuestos nitrogenados. Si se descargan o se Ilnfiltran al subsuelo, el agua
subterranea puede contaminarse por patégenos bacteriancos, fungicos, parésitos
¥ virales, incluyendo aquellos que causan diarreas, tifoidea y hepatitis; por
nitratos, amonios, detergentes, desinfectantes y otras sustancias quimicas,
log cuales pueden convertir €]l agua en no potable debidc a que éstos son
patdgenos para los humanos.



CONTAMINACION DE ORIGEN INDUSTRIAL

Numerosas Industrias producen deseches liquldos, conocidos como
efluentes, con concentraciones elevadas de compuestos organicos (sélidos
sedimentables, celulosa, ceolorantes, ftalatos, grasas, etc.) peligrosos y
metales pesados (arsénico, 11.6 ppm; plomo, 12.5 ppm; cadmio, 36 ppm;
mercurio, 0.5 ppm; etc.). AlGn a muy bajas concentraciones, algunas de estas
sustancias quimicas son téxicas. En muchas ocasiones, dichos efluentes se
descargan en el ambiente sin ningin tratamiento previo para reducir sus
efectos noclives. Estos efluentes penetran en el agua subterranea por
infiltracién de 1las lagunas, de fosas y de rios o de lixiviacién de
deposiciones en la tierra antes o durante su uso industrial, como resultado
de derrames o fugas de los tanques y tuberias.

CONTAMINACION DE ORIGEN AGRICOLA

Las practicas agricolas siempre ejercen una gran influencla sobre la
calidad del agua subterrinea y pueden causar problemas serios bajo ciertas
circunstancias. Su influencia es grande porque normalmente se realizan scobre
4dreas de recarga de acuiferos. De especial preocupacién es la practica del
monocultive por muchos afics sobre éreas extensas, con grandes aplicaciones de
fertilizantes quimicos y plaguicidas. '

La descarga de efluentes sin control, proveniente de la cria intensiva
de ganado, como materia organice y aguas de lavado, también puede preoducir
localmente una contaminacidén orgénica significativa del agua subterrinea.
Ademés, se han detectadeo trazas de metales pesados en abonos y otros residuos
organicos animales que contribuyen a la contaminacién de estas aguas.

Por otra parte, c¢ada dia aumenta la demanda de agua requerida para
cohsumo humano, industrial, agricola, etc., y consecuentemente la generaciéon
de aguas residuales también aumenta. El aumento de volumen y el grado de
contaminacién de las aguas residuales hacen dificil su tratamiento, por lo
que se tienen numercscos problemas para su manejo y control.

TANQUE TENRORIO

Esta laguna, se encuentra ubicada en el municipio de Soledad de CGraciano
Sanchez, ¥y es una laguna de captacién de aguas residuales, que recibe un
elevado volumen de descargas de aguas residuales, de las cuales el 60% es de
procedencia urbana y un 40% de origen industrial; la zona industrial cuenta
con mas de 200 empresas entre las que destacan las minero-metaldrgicas, las
textiles y las quimicas.



Se han realizado algunos estudios en esta laguna, por ejemplo, Salas y
Sillier (1990) analizaren los parametros fisicoquimicos, la genotoxicidad de
las aguas afectadas y el contenido de metales pesados, encontrando un alto
indice de contaminacién por grasas, aceltes, detergentes y coliformes
totales, ademas de que los parametros come Demanda bioguimica de oxigeno
(DBO), Demanda quimica de oxigeno (DQO), Nitrdgeno amoniacal (N-NHz), etc.,
presentan indices mayores de lo normal. En cuanto a la genotoxicidad, ésto se
realizé en base a la producciétn de micronicleos en células meidticas de la
planta Tradescanitia, encentrande gque si hay presencia de mutagénesis. Con
respecto a los metales pesados se encontré Plomo (12.5 ppm), Arsénico (11.8
ppm), Mercurio (<0.5 ppm) y Cadmio (35 ppm de metal disuelto).

Posteriormente Montante y cols., {1995) encontraron concentraciones
promedioc de plomo de 51.8 ppm en las zonas muestreadas. Realizaron un estudio
geoquimico de elementos iraza en la misma laguna, encontrandc que se detectd
un alte contepnide organice medido a través de la DBOs y la DQU en el agua de
esta laguna artificial. La diferencia marcada entre estos dos parédmetros
puede ser exXplicada en parte por el origen industrial de las aguas residuales
pero, sobre todec por la descomposicitn activa que se observd in situ y que
puede afectar principalmente a la materia organica biodegradable.

la alta concentracién de sales, fosfatos y sulfatos, bilcarbonatos y
carbonatos provienen de la propia agua residual. Sin embargo, el perfil de
carbonatos/bicarbonatos que muestra un maxime cerca de la superficie del
sedimento podria sugerir una disclucidén importante de los carbonatos del
suelo en los primeros centimetros, fendmeno que se wve apoyado por una
disminucién del pH en el sedimente. Variaciones en las concentraciones de
carbonatos, asi como de sulfatos y sulfuros, que parecen ser considerables en
los estratos superiores del sedimento, tienen una influencia muy seguramente
en el comportamiento de los elementos traza que son fijados por el sedimento.
Las concentraciones de aniones mayores son similares a las observadas en la
columna de agua, aunque en general son mas altas en esta Gltima.

HONRGOS CONTAMINANTES
Caracteristicas de algunos hongos contaminantes:
Absidia sp:

Descripcidén macroscépica: tamafio ilimitade, tiende a llenar los tubos vy
cajas de Petri. En un inicio (2 a 3 dias) es de color blanco, posteriormente
toma una tenalidad blanco—grisaceo. Es de aspecto velloso-algodonose seco. No
presenta pigmento.

Descripcidén microscépica: Micelio micreosifonado de aproximadamente 4 a
8 um de diadmetro, hialino ¥y cenocitico; rara vez presenta rizoides
rudimentarios. Presenta esporangiosporas o endosporas redondas , de 2 a 4 um
de diametro, esporangiéforos largos; lo caracteristico es la columnela que es
grande y en forma de "pera". El esporangio es redondo y mide entre 10 a 70 pm
de diametro.



Alternaria sp:

Descripcién macroscépica: las colonlas se desarrollan con bastante
rapidez, tomando color blanco grisiacec al comienzo Yy oscureciéndose con el
tiempo. El reverso es negro. La superficie es lanosa o flocosa, presentando
zonas de color gris mas claro y los bordes de la colonia de igual color,

Descripcién mlcroscopica: se observan hifas de paredes oscuras
ramificadas y tabicadas, con conididéforos de diferente longltud simples y
agrupados, de color marrdn. Estos conidiéforos dan origen a una cadena de
conidios de color marrdn oscuro, pluricelulares, corn septos longitudinales y
tranversales. Los macroconidios Jjovenes son los mas distales. Algunos de los
conidios presentan en su extremo una especie de apéndice. Estos conidios se
denominan muriformes o dictioconidios.

Aspergillus flavus:

Descripcion macroscépica: las colonias crecen rapidamente en cinco dias
a 25°C y tienen un micelio séreoc, algodonoso y bien desarrcllado que presenta
cierta tonalidad de amarillo, marrén o verde-amarillo cuando madura.

Descripcién microscopica: las vesiculas miden de 20 a 60 pm, son
globosas y la esporulacién ocurre en toda la superficie. Las fialides se
originan en la vesicula (uniseriado) o en una hilera primaria de meétulas que
dan origen a fidlides en la vesicula. Las fidlides a su wvez dan origen a
cortas cadenas o masas globulosas de conidias elipticas a esféricas, de 3 a 5§
pm de didmetro y de color amarilloe ¢ amarillo-anaranjadoe dque se tornan
equinulados con el tiempo.

Aspergillus fumigatus:

Descripecidén macroscodHpica: crece en ¢ a B dias en medios sin
cicloheximida. La colonia crece con un borde evidente, es vellosa y blanca
durante el crecimiento precoz, pero luego se hace aterciopelada o granulosa y
de color azul-verde a gris-verde por la preduccién de conidios pigmentados.
El reversoc de la cclonia tiene un ceolor blance a crema.

Descripcién microscodpica: las hifas son hialinas y tabicadas. La
longitud de 1los conididforos es moderada y tiene una célula pie
caracteristica en su base. Las vesiculas tienen forma de ctpula y la mitad a
dos tercios de la superficie estd cubierta por una hilera de fiAlides desde
las cuales salen largas cadenas de conidias globuleosas, de 2 a 3 um de
diametro, con tendencia a mantenerse en mancjos paralelos hacia el ceniro,
Los cultivos pueden tolerar temperaturas de hasta 45°C.

Aspergilius niger:
Descripcién macroscdpica: colonia blanca que puede volverse amarilla,

pero rdpidamente desarroclla un efecto de pimienta negra sobre la superficie a
medida que se producen conidias, que pueden volverse tan densas con el tiempo



como para producir una nata negra. El reverso de la colonia queda de color
gamusa © crema, un aspecto que diferencia al A. niger de los mohos
demat jAceos.

Descripcién microscépica: las hifas son tabicadas y los conidiéforos son
largos y lisos. La vesicula es esférica y da origen a grandes métulas y
fiadalides mas pequefias de las cuales se producen conidias negras, que
oscurecen la superficie de la vesicula,

Aspergillus ochraceus:

Descripcién macroscéopica: El1 color caracteristico de las especies
aisladas en granos es el ocre; existen dos egpecies con este color A.
ochraceus Wilhem y A. ostianus Wehmer. Estas dos especies se pueden
distinguir entre si por sus caracteristicas microscépicas.

Descripelén microscéHpica: presenta esclerocios de color rosa a parpura
¥ sus conidios son globosos de 2.5 a 3.0 um.

Cladosporium sp:

Descripcidn macroscopica: de tamafio ilimitado, cubre tode el medio de
cultivoe. lLa colonia es plana, seca, aterciopelada, con algunos surcos. Es de
color verde oscuro. Presenta pigmento negro difusible al medio.

Descripcién microscéplica: el micelio es microsifonado, de
aproximadamente 2 a 4 um de diametro, septado y obscuro (café verdoso),
algunas cepas forman cuerpos nodulares. Presenta microconidias, dispuestas en
hormedendrum corto, conidi6feoroe corto.

Penicillium sp:

Descripcién macroscépica: las colonias son de crecimiento rapido, de
color obscuroc o verde, a veces blancas.

Descripcidtn microscédépica: La mayoria producen muchos conidiéforos.
Se observan fiadlides solas ¢ agrupadas a partir de métulas. Los conidiéforos
son hialinos y pueden tener paredes lisas o arrugadas. Los conidios son
globosos, elipsoidales, cilindricos o fusiformes, a veces son hialinos o
grises.

Trichoderma sp:

Descripcién macroscépica: las colonias son de crecimiento rapido, -al
principio blancas y esponjosas y después cambian a color verde, se les puede
confundir con Penicillium, requiere la luz para esporular, Penicillium, no la
requiere.

Descripcién microscépica: presenta conidiéforos hialinos ramificados
pero no en verticilios, los conidios son verdes, algunas veces hialinos vy
nacen en racimos terminales de fidlides individuales o en grupo.



Candida albicans:

Descripciodn macroscdpica: ceolonias blanco cremosas o amarillentas: liszas
y brillantes, de consistencia blanda, que en 4B hrs alcanzan de 2 a 5§ mm de
digametro, olor sui generis a levadura; 2l envejecer las colonias se tornan
mates, rugosas, con pliegues, esto es en medio Agar Glucosado y Peptonado de
Sabouraud a 37°C.

Descripcién microscoépica: se observan formas unicelulares, esféricas u
ovoides; sin cépsula ni pigmento carotencide, de paredes lisas y su tamafio
varia entre 3 a 6 y 6 a 12 um. A estas células se les denomina blastoconidios
(o blastosporas), donde su reproduccién se realiza por gemaciédn unipelar o
maltipolar. En medios especiales (Agar Harina de Maiz con Tween 80) se
originan brotes alargados llamados pseudohifas; asi como también se producen
los tipicos y caracteristicos clamidoconidios (o clamidosporas) terminales,
que se desarrollan sobre hifas cortas y mas gruesas, de forma esférica, pared
gruesa y de didmetro de 10 a 15 pm.

Otra caracteristica morfoléogica es la produccién en el suero sanguineo
de tubos germinativos, un apéndice elongado que crece hacia afuera, y tiene
aproximadamente la mitad del ancho y el doble de large de la célula
levaduriforme; esto ocurre después de 120 minutos a 37°C.

JUSTIFICACION

Se han realizado algunos estudios sobre la contaminacién en el Tangue

Tenorio (Salas y Siller, 1980; Diaz Barriga y <¢ols., 1990; Montante
Montelonge y ceols., 1995), enceontrando que ésta es de gran magnitud,
presentande entre otras cosas prevalencia de condiciones anaerobias, alta
concentracién de sustancias quimicas, materia crganica, grandes

concentraciones de metales pesados principalmente cadmio y plomo pero no se
ha reportado la presencia de honges en esta laguna, por lo que seria de
interés:

1.- Determinar la pecblacién fungica de la laguna, para conocer los
hongos més frecuentes.
2.- Identificar levaduras (de las cuales hay muy pocos reportes de su

aislamiento a partir de zonas con altos indices de contaminacién por
metales pesados).

3.- Analizar la resistencia a diferentes concentraciones de plomo en los
honges y levaduras obtenidos.

La resistencia al plomo de los hongos y levaduras es un indicador de la
presencia del metal, asi como un parametro de los camblos ecoldgicos
inducidos por los metales contaminantes, y también el desarroilo de variantes
resistentes de hongos a los mismos (Garcia Meza y cols., 1995).



En este trabajo, se utilizara plomo debido a que en los ultimes reportes
se indica gque la contaminacién por el mismoe estd aumentande (Ramos v
Gutiérrez, 1995; Gutiérrez y Dominguez, 1995). Ademés se ha descrito que el
control de la contaminacidén por plomc es uno de los principales problemas de
la actualidad {Branckman, 1980). El consumco anual de este metal es de 3
millones de toneladas, se utiliza en la produccidn de acumuladores eléctricos
y baterias, gasolina, en la industria de la construccién, municiones y en
cubiertas de cable entre oires usos. Las corrientes de agua de esas
industrias, son fuentes de contaminacién ya que contienen niveles de metales
que presentan riesgos de contaminacién y para la salud humana (Niv y cols.,
1993).

En la literatura hay reportes de aislamientos de microorganismos
resistentes a metales pesados como: una cepa de Criptococcus albidus aislado
de zonas mineras de Guanajuato resistente a plata (Mendeza y cols., 1994) o
el aislamiento de Thiobacililus ferrooxidans en suelos ricos en azufre (Espejo
y Romerec, 1987) ¢ resistente a altas concentraciones de arsénicoe (Orrantia y
cols., 1985), también se ha reportado el aislamiento de hongos tolerantes a
metales pesados a partir de desechos mineros (Diaz Pérez, 1994).

Finalmente, las biomasas de los hongos aislados podrian ser utilizadas
como filtros biolégicos para tratar de eliminar metales pesados en solucidn,
pues se han reportado algunas biomasas fungicas con diferentes resultades,
por ejemplo: Acosta y cols. (1995) con A. flavus, Holan y Volesky estudiaron
la eliminacién de plomo con algas marinas, o Sag y cols., (1993) el mismo
metal con Rhizopus arrhizus, o con Penicillium sp [Niv y cols., 1993), Soto y
Brizuela (1996) con diferentes especies de Aspergillus y un lodo obtenlido de
la laguna del tanque Tenorio estudiaron la captacién de metales pesados y
flor en solucidn, con resultados satisfactorios.



OBJETI VO GENERAL

Determinar la pregencia de hongos y levaduras contaminantes
en ausencia y presencia de plomo en aguas y lodos
de zonas cercanas a tlerras de cultivo
del Tangue Tenorio.

OBJETIVO PARTICULAR

Analizar la resistencia
de los hongos y levaduras obtenidos
a diferentes concentracicnes de plomo



MEDIOS UTILIZADGOS

ASD. AGAR SABOURAUD DEXTROSA

FORMULA: Para 1 000 ml de agua destilada.
{g}

Peptona especial 10.0
Dextrosa 40.0
Agar - Agar 15.0

METODO DE PREPARACION:

Rehidratar B5 g del medio de cultivo en 1 1litro de agua destilada.
Calentar hasta punto de ebullicién para disolver el medio por completo.
Esterilizar a 121°C (15 1b de presion) durante 15 minutos, y distribuir en
las cajas de Petri.

Para obtener ASD adicicnado con 200 ppm de plomo (ASD-Pb), se afiaden 200

ppmn de plomo, en forma de nitrato de plomo (PbNO3), al medio de cultiveo antes
de distribuirlo en las cajas de Petri.

AEM. AGAR EXTRACTO DE MALTA

FORMULA: Para 1 000 ml de agua destilada.
(g)

Extracto de Malta 12.75
Dextrina 2.75
Glicerina 2.35
Peptona de Gelatina 0.78
Agar 15.00

-+

pH final 4.6 - 0.2
METODO DE FPREPARACION:

Suspender 33.6 g del polvo en 1 litro de agua destilada. Mezclar
perfectamente. Calentar agitande con frecuencia y hervir durante un minuto
hasta disolucién completa. Esterilizar en autoclave de 118 a 121°C durante 15
minutos y distribuirlo en las cajas de Petri.

Para obtener AEM adicionado con 200 ppm de plomo (AEM-Pb), se afiaden 200
ppm de plomo, en forma de nitrato de plomo (PbNO3), al medio de cultivo antes
de distribuirlo en las cajas de Petri.

Para las pruebas de resistencia en placa, se utilizé el misme medio
adicionado de cantidades crecientes de nitrato de plomo (de 200 a 2000 ppm),
incubando los cultivos de 72 a 96 horas a 28°C, y comparando el crecimiento
obtenido con el mismo medio sin adicién de metal.
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MEDIO DE NIGGER. MEDIO DE ALPISTE NEGRO AGAR

FORMULA: Para 1 000 ml de agua destilada.

(g)
Alpiste negro o
Nigger pulverizado 70
Cloranfenicol 0.05
Agar bacteriolégico 20

METODO DE PREPARACION:

Remo jar el alpiste négro en 1 litro de agua destilada, hervir durante 30

minutos. Posteriormente filtrar en gasa y papel filtro. Disolver el agar
y aforar a 1 litro con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 110°C

durante 15 minutos. Distribuir en cajas de Petri esterilizadas.

AGAR HARINA DE MAIZ

FORMULA: Para 1 000 ml de agua destilada.
(g)

Harina de maiz 40
Agar base 20

METODO DE PREPARACION:

Se pesan 40 g de Harina de maiz y se disuelven en 1 litroc de agua
destilada, se hierve durante 60 min y se filtra en gasa. Se ailaden 20 g de
agar base y se afora a 1 litro. Esterilizar a 10 lb de presién por 20 min.
Distribuir en cajas de Petri esterilizadas.

CALDC UREA

FORMULA: Para 1 000 ml de agua destilada.
(g)

Extracto de levadura 0.1
Urea 20.0
Fosfato monopotasico 9.1
Fosfato de sodio g.5

0.01

Rojo de fenol

+*

pH final 6.8 - 0.2

METODO DE PREPARACION:

Rehidratar 38.7 g del polvo en 1000 ml de H20 destilada, sin calentar,
cuando el polvo se haya disuelto, esterilizar por filtracién. Distribuir en
pequefios tubos en cantidades de 0.5 a 2 ml. Esterilizarse en autoclave de 5 a

8 1lb de presién durante 15 min.
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MEDIO DE WICKERHAM

FORMULA: Para 1 000 m] de agua destlilada.
(g)

Extracto de levadura 4.5

Peptona 7.5

METODO DE PREPARACTION:

Disoclver el extracto de levadura y la peptona en 1000 ml de agua
destilada, aifiadir rojo de bromocresol y agregar unas gotas de hldréxido de
sodio al 1% hasta tomar un color rojo naranja intense. Colocar 4 ml de este
medioc en tubos de ensaye de 12 por 150 con tapén de rosca y esterilizar a 0.8
atm de presién por 15 minutos., Afiadir 1 ml de la solucidén de azicares a
utilizar al 6% previamente esterilizadas a 0.75 atm (10 1b) por 15 minutos.

MM. MEDIO MINIMO

FORMULA: Para 1 000 ml de agua destilada.
(g)

Agar bacterioclégico 20.00
Dextrosa 20.00
Fosfato Acide de potasio 6,00
Nitrato de amonio 1.80
Sulfato de

magnesic-heptahidratado 1.00
Sulfato de

fierro-heptahidratado 0.001
Sulfato de

zinc-heptahidratado 0.0018
Sulfato de

manganeso-heptahidratado 0.0030

METODO DE PREPARACION:

Para obtener Medio Minimo adicionado con 200 ppm de plomo (MM-Pb). Se
afiade el plomo en forma de nitrato de plome (PbNOz), al medio de cultive antes
de distribuirle, ya due 1los hongos pierden su resistencia a los metales
pesados si se conservan y/o subcultivan en medios de cultivo sin metales
pesados,
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MATERIAL Y REACTIVOS

MATERIAL DE CRISTALERIA

Agitador

Cajas de Petri de vidrio
Campanas de vidrio (Tubo de Durham invertido)
Cubreobjetos

Embudo

Matraces 250, 500, 1000 ml
Pipetas 1, 5, 10 ml

Pipeta Pasteur

Portaobjetos

Probetas 50, 100, 1000 ml

Tubos de ensaye 13 x 100

Tubos de ensaye 15 ml aprox.
Tubos de Wickerham

Vasos de precipitado 250, 500 ml

VARIOS

Asa micolégica

Camara de Neubauer

Pipeteador para pipeta Pasteur
Espatula

Gasa

Mechero de Bunsen

Micropipetas 200 pl, 1 ml
Papel filtro

Recipientes esterilizados con tapa
Reloj

Tripié

EQUIPO

Autoclave

Balanza analitica

Balanza granataria

Bafic serolégico (YAMATD, SHAKING BATH.
CONSTANT TEMPERATURE. MODEL BT-25)

Centrifuga

Estufa bacteriolégica (FELISA)

Microscopio binocular

Muestreador Tipo Gravity

Refrigerador

13



REACTIVOS Y SUSTANCIAS

Agar base

Agua destilada

Agua destilada estéril

Alpiste negro

Caldo de urea

Carbohidratos: glucosa, maltosa, galactosa, sacarosa,
Dextrosa

Harina de maiz

Hidroéxido de sodio (NaOH) al 1%
Indicador Azul de algoddn lactofencl
Indicador de rojo de bromocresol
Medic de Agar Extracto de Malta
Medic de Agar Sabouraud Dextrosa
Nitrato de plomo (PbNO3)

Solucidon salina al 0.85% estéril
Sulfato de magnesio-heptahidratado
Sulfato de fierro-heptahidratado
Sulfato de zinc-heptahidratado
Sulfato de manganeso-heptahidratado
Sulfato de cobre

Suero humano

Tinta China

Tween BO

14
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METODOLOGTI A

OBTENCION DE LAS MUESTRAS

En recipientes previamente esterilizados, se tomd una muestra de agua
(aproximadamente a 30 cm por debajo de la superficie) y una de lodos (ésta con
un muestreador tipo Gravity) de cada una de las 4 zonas cercanas a tierras de
cultivo del Tanque Tenorio (siende 4 muestras en total), se taparon, guardaron
en bolsas de plastico y se trasladaron al laboratorio para su procesamiento.
Las muestras de aguas y lodos fueron colectadas en el mes de Septiembre de
1994. Cabe mencionar que se han reportade 7 sitios de muestreo distribuidos en
la laguna (Montante y cols., 1995) de los cuales se tomé el sitio mas cercano
a zonas de cultivo (sitio S), recclectando 4 muestras de aguas y lodos que
abarcan la superficie del sitic elegido.

AISLAMIENTO DE LOS HONGOS

Se tomaron 1 ml de agua y 1 gramo de lodo y se coleocaron por separado en
tubos de ensaye conteniendo 9 ml de agua destilada estéril y se agitaron para
homogenizar las muestras. Posteriormente, se hicieron diluciones de éstas con
agua destilada estéril (Resultando las diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000), se
tomarcen alicuotas de 100 pul de cada una de las mismas, las cuales se sembraron
por duplicado en Agar Extracto de Malta adicionandc 200 ppm de plomo (AEM-Pb)
(dosis a la cual se considera que un organismo es resistente al metal:
Cervantes y Gutiérrez, 1994) y en Agar Extractoc de Malta (AEM), se incubaron a
28°C durante 7 dias. Las colonias resultantes de hongos filamentosos se
purificaron por resiembras sucesivas en AEM-Pb y AEM. Las <colonias de
levaduras obtenidas se purificaron a su vez en ASD-Pb y ASD. ’

RESIEMBRA DE COLONIAS LEVADURIFORMES Y/0 FILAMENTOSAS

METODO GENERAL:

Las colonias desarroclladas se resiembran tomando un pequefio fragmento de
la costra o los filamentos, con el asa esterilizada previamente a la flama y
colocando por medio de picaduras en tres lugares diferentes en un tubo con
medio inclinado ¢ en caja de Petri, si se trata de colonias filamentosas, y
por medio de estrias si se trata de levaduras. Se incuban durante 48 a 96 hrs
para su desarrollo.

IDENTIFICACION DE HONGOS

Las cepas puras de los hongos filamentosos se identificaron por sus
caracteristicas macro y microscépicas en ASD (Técnica de la cinta adhesiva).

TECNICA DE LA CINTA ADHESIVA

Esterilizar a la flama el asa micolégica y dejar enfriar. Pegar al asa
micolégica un fragmento de cinta adhesiva transparente con la parte adhesiva
hacia afuera e introducirla en tubos y cajas de Petri, hasta tocar por la
parte adhesiva de la cinta a la colonia a investigar. Desprender el fragmento
‘de la cinta adhesiva sobre un portaobjetos con una gota de colorante (azul de
algodén lactofencl) y colocar el cubreobjetos. Observar al microscopio.
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IDENTIFICACION DE LEVADURAS

Las cepas de levaduras obtenidas se identificaron mediante las sigulentes
técnicas: Tinta China y Crecimiento en medio de Nigger para Criptococcus sp;
Prueba del Tubo Germinal, Cultivo en Agar Harina de Maiz, Asimilacién de Ures,
Auxanograma y Zimograma.

TECNICA DE LA TINTA CHINA (OBSERVACION DE LEVADURAS ENCAPSULADAS)

Se realizé un frotis, para el cual se tomd una asada de la colonia a
analizar y se fijé al mechero y posteriormente se tifid con tinta china y se
observé al microscopio.

CRECIMIENTO EN MEDIO DE NIGGER

Se inoculd una asada por estria de cada cepa a analizar en medic de
Nigger y se incubd a 28°C durante 14 a 21 dias, se observd la produceién de

melanina de las diferentes cepas por la produccién de un pigmento oscuro en
las colonias en crecimiento.

PRUEBA DEL TUBO GERMINAL (FILAMENTACION EN SUERQ)

Para esta prueba, se utilizdé suerc humano de un individuo =sano como
agente inductor, colocando 0‘55m1 en un tubo de ensaye para cada nmuestra,
inmediatamente se afiaden 1 x 10" levaduras/ml (las cuales se cuantificaron en
una camara de Neubauer con diluciones apropiadas) para un volumen final de
0.5 ml ¥y se incuban en un bafio serolégico de 37°C durante 2 a 3hrs,
posteriormente, se toma una gota de la suspensién y se coleoca sobre un
portacbjetos observandose al microscopio para comprobar la formacidn de tubos
germinales. Se utilizé un control positivo de Candida albicans para la
formaciédn del tubo germinal, y un control negativo de la misma levadura sin
la adicién de suero.

CULTIVO EN AGAR HARINA DE MAIZ (PRODUCCION DE CLAMIDOCONIDIOS)

Para este medio se realiza una siembra por estria de las muestras a
analizar en cajas de Petri, agregando sobre la superficie sembrada una gota
de Tween 80 (agente tensoactive) al 0.02¥% para inducir a las levaduras a la
formacién de clamidoconidios; posteriormente se coloca un cubrecbjetos, y se
Incuba en la estufa bacteriolégica a 25°C durante 72 hrs, observando al
microscopic la formacidén de los clamidoconidios. Se wutilizé un control
positivo de €. albicans y un control negativo de C. tropicalis.

ASTMILACION DE UREA
5 Se tomé una asada de cada cepa en estudio y se sembré en caldo urea a
37 C durante 4 a 6 dias, observando la produccién de ureasa por un cambio de

color en el medic, el cual vira de anaranjado a rosa fuerte, indicando la
produccién de ureasa de las cepas estudiadas.
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AUXANOGRAMA (ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS)
Fundamento:

El crecimiento que llevan a cabo las levaduras con un carbchidrato
diferente come unica fuente de carbone, se observa por la turbidez o la
formacién de un precipitado después de centrifugar a 3 000 rpm durante 5 min.
Para esto, se utilizan los mismos tubos de Wickerham sin tubos de Durham ni
indicador de pH en las mismas condiciones mencionadas para la fermentacidn de
carbohidratos,

ZIMOGRAMA (FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS)
Fundamento:

la fermentacién que realizan las levaduras se detecta en un medio de
cultive adecuado que contiene un carbohidrato como sustrato Unico, mediante
la. produccién de gas, en tanto que la produccién de #dcido ne indica
fermentacién. Para su realizacién, se utilizan tubos Wickerham y tubos de
Durham, éstos Ultimos se colocan en forma invertida dentro de los tubos de
Wickerham para posteriormente agregar a cada unoc 4 ml de medic de Wickerham
con Iindicador de rojo de bromocresel, después se afiade 1 ml de cada
carbohidrato (glucosa, maltosa, galactosa, sacarosa y lactosa) a utilizar en
diferentes tubos de prueba con sus respectivos controles positivos ¥y
negativos.

Posteriormente, se afiade a cada tubo empleado para la fermentacién de
los diferentes carbohidratos, 3 x 10 levaduras/ml, y se incuban =a 37°C
durante 48 hrs y finalmente se lee la produccién de écido por el cambiec de
celor del indicador en el medic de cultivo y la produccion de gas por la
eliminacién del 1liquido de los tubos de Durham, en comparacién con los
controles.

PRUEBA DE RESISTENCIA EN PLACA

Se prepararon cajas de Petri con 20 ml de AEM adicionado con 200, 500,
750, 1000, 1250, 1500, 1750 y 2000 ppm de nitrato de plomo, las cuales se
guardaron en refrigeracitén hasta su uso. Posteriormente, las placas preparadas
se inocularon en la parte central con 1 x 10° conidias y/o levaduras del hongo
correspondiente y se incubaron a 28°C. Cuando la caja control (que contenia
medio de AEM gin plomo) alcanzé el maximo crecimiento (86-120 hrs) y se
compard el crecimiento de las placas restantes con respecto al contrel. Lo
anterlor se realizé con objeto de valorar la resistencia a plomo de los hongos
¥y levaduras aislados.

MANTENIMIENTO DE CEPAS

Las cepas obtenidas tanto de hongos filamentosos como de levaduras se
inocularon por picadura en un Medio Minime a base de sales adicionado de 200
ppm de plomo (MM-Pb) y se incubaron a 28°C hasta obtener un crecimiento
6ptimo, al cabo del cual se refrigeraron =2 4°C para su mantenimiento.

NOTA: Esta metodologia se resume en el cuadro de la siguiente pagina.
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Cuadro No. 1.- Metodologia utilizada

Muestras de aguas y/0 lodos
Tomar 1 ml de muestra

Hacer dilucién de 1:10, 1:100 y 1:1000
con agua destilada estéril

A

J

Sembrar alicuotas de 100 ul Sembrar alicuotas de 100 pl
de cada muestra en agar de cada muestra en agar
extracto de malta extracto de malta

adicionado de 200 ppm de
plomo (AEM-Pb)

jra—

<

Incubar a 28 C durante 7 dias

Jo

Hongos filamentoscs EEvaduras
Las colonias resultantes Las colonias resultantes
se purifican por se purifican por
resiembras sucesivas resiembras sucesivas
en AEM-Pb y AEM ASD-Pb y ASD
Identificacién per Identificacién por:
caracteristicas macro y - Técnica de 1a Tinta China
microscépicas en ASD - Crecimientc en Medic de Nigger
{Técnica de la cinta — Prueba del Tube germinal
adhesiva) - Cultivo en Agar Harina de Maiz
- Asimilacidén de urea

- Auxanograma

- Zimograma

Y

Prueba de resistencia en placa

|

Conservar en MM-Pb
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RESULTADOS
HONGOS AISLADOS:
1.- A partir de muestras de agua analizadas:

a) En la Tabla No. 1 se presentan los hongos que creclieren en ausencia de
plomo, de los cuales se encontrarcn 34 especies, siendo los mas frecuentes
Cladosporium sp (23.5%), Absidia sp (20.6%) y Penicillium sp (20.6%), no se
encontraron levaduras.

b) En la Tabla No. 2 se presentan los hongos que crecieron en presencia
de 200 ppm de plome, identificando 3B especies (figuras 1-4), de las cuales
las mas frecuentes fueron: Penicillinm sp (44.5%) y Trichoderma sp (16.7#%), no
se cobtuvieron levaduras.

2.— A partir de muestras de lodos analizadas:

a) En ausencia del metal se obtuvieron 7 especies, con mayor porcentaje
de Penicillium sp (57.1%), A. niger, A. ochraceus y Cladosporium sp en la
misma proporcién (14.3%) {(Tabla No. 3), no se obtuviercn levaduras.

b) En presencia de 200 ppm de plomo obtuvieron 7 especies de hongos los
cuales fueron de sélo 2 géneros: el hongo filamentoso Penicillium sp (57.1%4) y
la levadura C. albicans (42.8%) (Tabla No. 4).

Por otra parte, todas las cepas identificadas, presentaron diferentes
caracteristicas macroscépicas entre las que se encuentran: diversos colores,
aspectos, texturas y crecimientc en presencia de plomo (Tablas No. 5 a 8).

FRUEBA DE RESISTENCIA EN PLACA A PLOMO:

La Prueba de resistencia en placa aplomo se realizé contra un contrel de
Penicillium sp cuya resistencia a plomo estd probada (Acosta y cols., 1885).

1.- A partir de las muestras de agua analilzadas:

Se encontré que de las 14 especies de Penicillium sp, 8 crecen bien a
2000 ppm de plomo, 3 a 1500 y 2 a 1000 (Figura No. 7), mientras gque las 4
especies de Trichoderma alsladas crecieron a 1000 ppm de plome (Figura No. 8),
los 2 A. flavus, el Cladosporium sp y el Mucor sp crecen bien a 2000 ppm de
plomo y los demas hongos aislados presentan resistencias entre 500 y 1500 ppm
de plomo, siendo los menos resistentes 2 especies de Alternaria sp y 2 de
Acremonium sp (Figuras 9 y 10).

2.— A partir de las muestras de lodos analizadas:

Se encontré que de las 4 especies de Penicillium sp, 2 crecen bien a 2000
ppm de plome, 1 a 1500 3 1 a 1000 ppm , mientras gque de las 3 especlies de
Candida albicans 2 crecen bien a 2000 ppm de plomo y una a 1500 ppm (Figura
No. 11).

Finalmente, en las figuras 12 a 15 se muestran algunos cultivos de hongos
en presencia de diferentes concentraciones de plomo.
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Tabla No. 1.- HONGOS ENCONTRADOS EN LAS MUESTRAS DE AGUA ANALIZADAS
HONGOS QUE CRECIERON EN AUSENCIA DE 200 ppm DE PLOMO

HONGO NUMERO DE ESPECIES PORCENTAJE
AISLADAS (%)
Cladosporium sp 8 23.53
Absjidia sp 7 20.58
Penicillium sp 7 20.58
Aspergillus niger 2 5.88
Aspergilius terreus 2 5.88
Trichoderma sp 2 5.88
Aspergillus flavus 1 2.94
Aspergillus fumigatus 1 2.94
Aureobasidium sp 1 2.94
Alternaria sp 1 2.94
Paecelomyces sp 1 2.94
Scopulariopsis sp 1 2.94

EN BASE A 34 ESPECIES AISLADAS.
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Tabla No. 2.- HONGOS ENCONTRADOS EN LAS MUESTRAS DE AGUA ANALIZADAS
HONGOS RESISTENTES A 200 ppm DE PLOMO

HONGO NUMERO DE ESPECIES PORCENTAJE
AISLADAS (%)
Penicillium sp 16 44.44
Trichoderma sp 6 16. 66
Alternaria sp 3 8.33
Acremonium sp 2 5.55
Aspergillus flavus 2 5.858
Paecelomyces sp 2 5.55
Scopulariopsis sp 2 5.55
Cladosporium sp 1 2.77
Fusarium sp 1 2.77
Mucor sp 1 2.77

EN BASE A 36 ESPECIES AISLADAS
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Tabla No. 3.- HONGOS ENCONTRADOS EN LAS MUESTRAS DE LODOS ANALIZADAS.

HONGO NUMERO DE ESPECIES PORCENTAJE
AISLADAS (%)
Penicillium sp 4 57.14
Aspergillus niger 1 14.28
Aspergillus ochraceus 1 14.28
Cladosporium sp 1 14.28

EN BASE A 7 ESPECIES AISLADAS

Tabla No. 4.- HONGOS ENCONTRADOS EN LAS MUESTRAS DE LODOS ANALIZADAS.
HONGOS RESISTENTES A 200 ppm DE PLOMO

HONGO NUMERO DE ESPECIES PORCENTAJE
AISLADAS (%)

Penicillium sp 4 57.14

Candida albicans 3 42.85

EN BASE A 7 ESPECIES AISLADAS
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Tabla No. 5.- CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS 14 ESPECIES DE
Penicillium sp AISLADAS DE AGUAS RESIDUALES
(4 - 5 DIAS DE INCUBACION. 28°C. AEM)

NUMERO COLOR ASPECTO RESISTENCIA A

PLOMO (PPM)
1 verde obscuro polvoso 2 000
2 verde claro himedo 2 000
3 verde-azul polvoso 2 000
4 blanco algodonoso 2 000
5 verde-blanco algodonoso 2 000
6 verde—amarillo himedo 2 000
7 blanco polvoso 2 000
8 verde claro polvoso 2 000
g verde claro algodonoso 2 000
10 verde oscuro polvoso 1 500
11 verde oscuro algodonoso 1 S00
12 blanco algodonosa 1 500
13 verde oscuro polvoso 1 000
14 verde-amarillo algodonoso 1 000

23



Tabla No. 6.- CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS 4 ESPECIES DE
Trichoderma sp AISLADAS DE AGUAS RESIDUALES
(4 - 5 .DIAS DE INCUBACION. 28°C. AEM)

NUMERO COLOR ASPECTO RESISTENCIA A
PLOMO (PPM}

1 verde seco rrugoso 1 000
P gris r'ugoso 1 000
3 verde oscuro rugoso 1 o000
4 blanco rugoso 1 000

Tabla. No. 7.- CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS S ESPECIES DE
HONGOS AISLADOS DE AGUAS RESIDUALES
(4 - 5 DIAS DE INCUBACION. 28°C. AEM)

NUMERO ESPECIE COLOR ASPECTO RESISTENCIA A
PLOMO (PPM)

1 A. flavus-1 verde—amarillo polvoso 2 000
2 A. flavus-2 verde-blancoe atercicpelado 2 000
3 Alternaria sp-1 gris claro aterciopelado 1 500
4 Paecelomyces sp-1 verde seco polvoso 1 000
5 Paecelomyces sp-2 verde oscuro al godonoso 1 000
6 Alternaria sp-2 gris oscuro aterciopelado 500
7 Alternaria sp-3 gris claro aterciopelado 500
8 Acremonium sp-1 blanco-amarillo velloso 500
g Acremonium sp-2 blanco—naranja velloso 500
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Tabla No. 8.— CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS 7 ESPECIES DE
HONGOS Y LEVADURAS AISLADOS DE LODOS RESIDUALES
(4 - 5 DIAS DE INCUBACION. 28°C. AEM)
NUMERO ESPECIE COLOR ASPECTO  RESISTENCIA A
PLOMO (PPM)
1 Penicillium sp-1 verde claro polvoso 2 000
2 Penicillium sp-2 verde-amarillo polvoso 2 000
3 C. albicans-1 café oscuro Cremoso 2 000
4 C. albicans-2 negro Cremoso 2 000
5 Penicillium sp-3 verde—-azul algodonoso 1 500
B C. albicans-3 café oscuro cremoso 1 500
7 Penicillium sp-4 verde claro polvoso 1 000
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1. - Caracteristicas microscépicas de Penicillium sp

Figura No.

28°C.

96-120 hrs,

Crecido en AEM,
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Figura No.

2.- Caracteristicas microscépicas de Aspergillus flavus
Crecido en AEM, 96-120 hrs, 28°C.
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Figura No. 3.- Caracteristicas microscépicas de Scopulariopsis sp
Crecido en AEM, 96-120 hrs, 28°C.
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Figura No. 4.- Caracteristicas microscépicas de Mucor sp
Crecido en AEM, 96-120 hrs, 28°C.
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Figura No. 5.- Caracteristicas microscépicas de A. fumigatus
Crecido en AEM, 86-120 hrs, 28°C.
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albicans

6. - Clamidoconidios de C.

Figura No.

Agar harina de maiz en presencia de Tween 80

7 dias a 28°C
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Flgura No.7- RESISTENCIA DE DIFERENTES ESPECIES DE Penic iIIium Sp

A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PLOMO. AISLADAS DE AGUAS RESIDUALES(4-5 dias de incubacin. 28°C.
Agar Extracto de Malta CONTROL= Penicillium sp  RESISTENTE A PLOMO).
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Figura No.8.- RESISTENCIA DE DFERENTES esrecies oe § fichoderma a
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PLOMO, AISLADAS DE AGUAS RESIDUALES(4-5 dias de incubacién. 28+C.
Acar Exracto de Malta. CONTROL= Pomicillium SpﬁESISTENTE A PLOMO).
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Figura No. 3 RESISTENCIA DE DIFERENTES ESPECIES DE HONGOS FILAMENTOSOS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE PLOMO, AISLADAS DE AGUAS RESIDUALES(4-5 dias de incubacidn. 26°C.

Agar Extracio de Malta CONTROL= Peniciliium sp RESISTENTE A PLOMOL.
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Figura No. 10- RESISTENCIA DE DIFERENTES ESPECIES DE HONGOS FILAMENTCSOS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE PLOMO, AISLADAS DE AGUAS RESIDUALES(4-5 dlas de incutacién. 26°C.
Agar Extracto do Malta. CONTROL=  Penicillium sp RESISTENTE A PLOMO).
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Figura No. 11- RESISTENCIA DE DIFERENTES ESPECIES DE HONGOS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE PLOMO, AISLADAS DE LODOS RESIDUALES (45 dias de incubadion. 268°C.
Agar Extracio de Mala CONTROL=  Penicillium sp RESISTENTE A PLOMO).
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Figura No. 12.- Caracteristicas macroscopicas de Penicillium sp
Crecido en AEM, 96-120 hrs, 28°C.

1.- Control sin metal
2.- Presencia de 500 ppm de plomo
3.- Presencia de 100C ppm de plomo
4.— Presencia de 2000 ppm de plomo
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Figura No. 13.- Caracteristicas macroscépicas de Penicillium sp
Crecido en AEM, 86-120 hrs, 28°C.

1.- Contreol sin metal
2.—- Presencia de 500 ppm de plomo
3.- Presencia de 1000 ppm de plomo
4.- Presencia de 2000 ppm de plomo
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Figura No. 14.- Caracteristicas macroscépicas de Penicillium sp
Crecido en AEM, 96-120 hrs, 28°C.

1.- Control sin metal
2.- Presencia de 500 ppm de plomo
3.- Presencia de 1000 ppm de plomo
4. - Presencia de 2000 ppm de plomo
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Figura No. 15.- Caracteristicas macroscoéopicas de €. albicans
Crecido en AEM, 96-120 hrs, 28°C.

4. - Control sin metal
3.- Presencia de 500 ppm de plomo
2.— Presencia de 1000 ppm de plcmo
1. - Presencia de 2000 ppm de plomo
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DISCUSION

El Tanque Tenorio es un area que se encuentra cubierta por las aguas de
desecho industrial y aguas negras, por lo que es fuente de contaminacién por
metales pesados de los mantos acuiferos subterranecs de esta ciudad, pues
¢éstos se acumulan en la cadena alimenticia y son poco degradados en la
naturaleza. Los niveles de plomo que habian sido detectados en dicha laguna
por Salas y Siller (1990) de 12.5 ppm han ido en aumento, ya gue Montante y
cols., (1995) detectaron que en las zonas muestreadas los niveles de plomo se
encuentran dentro del rango de 1S a 199 ppm, esto puede deberse a las
descargas 1industriales de diferentes fuentes (manufactura de baterias
eléctricas, fundicién, etc.], ademds, se sabe gque la presencia de este metal
induce problemas ecolbdgicos, gquimicos, de tratamiento de aguas y de control
de efluentes industriales.

El Tanque Tenoric se ha estudiado desde diferentes puntos de vista, pero
no hay datos del contenido de la poblacién fuingica en el misme (Vargas Olvera,
1994; Alfaro y cols., 1990; Montante y ceols., 1995), los hongoes encontrados en
este trabajo (siendo 1los primeros estudios al respecto) se consideran
contaminantes ambientales.

Los hongos obtenidos de las muesiras de agua analizadas Jgque no
presentaron resistencia al metal fueron Cladosporium sp (23.53%), Penicilillium
sp (20.8%) y Absidia sp (20.6%), lo cual esta en relacién con repories previos
de Arenas (1993), quien indica que estos honges se pueden aislar de cualquier
nicho ecoldgico. Los hengos mas frecuentes que presentaron resistencia al
metal fueron el Penicillium sp (44.5%) y el Trichoderma sp {(16.66%). En las
muestras de agua no se obtuvieron levaduras.

En los lodos amnalizados los hongos que se lidentificaron con mas
frecuencia, que no tuvieron resistencia al metal fueron del género Penicillium
sp (857.1 %) y los (que si presentaron resistencia al metal fueron séle de 2
géneros: Penicillium sp (57.1%) y C. albicans (42.8%).

Identificar €. ailbicans en lodos, nc €5 frecuente, pues hay muy pocos
reportes del aislamiento de este tipo de microorganismos (levaduras) a partir
de zonas contaminadas con metales pesados, por ejempleo: Mendoza y cels., 1394,
aislaron una cepa de Criptococcus albidus resistente a plata a partir de jales
de minas de Guana juato.

En un estudic previo (Cervantes y Gutiérrez, 1994) se determinéd que 200
ppm de cierto metal, es la dosis a la cual se considera que un organismo es
resistente a dicho metal. En base a lo anterior la prueba de resistencia se
realizdé en el rango de 500 a 2000 ppm de plomo. De todas las especies de
hongos aisladas en presencia de plomo, tanto en muestras de aguas como de
lodog, el total de las mismas presentaron resistencia al metal entre 500 vy
2000 ppm del misme, 1o cual indica que la laguna del Tangque Tenorio presenta
una gran contaminacién por plomo, ademds de gque su presencia esta alterandco la
- microflora de la zona, pues al menos los hongos crecen bien en presencia del
metal .
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Los hongos aislados podrian ser utilizados como filtros biolégicos para
tratar de eliminar metales pesados y fllior en solucidén, pues ya hay reportes
previos del uso de la biomasa celular de algunos microorganismos para eliminar
metales pesados en sclucidén con resultados altamente satisfactorios (Volesky y
Holan, 1985), también como referencia para posteriores estudios de la flora
fingica de esta laguna.

Actualmente, se tiene un reporte de su aplicacién: el agua de desecho de
la industria minera de Guanajuato, se somete a tratamiento consistente en
conducirla. a grandes reservorios o lagunas artificiales donde circula
lentamente promoviendo el crecimiento de algas y otros microorganismos, junto
con el de plantas y animales acuaticos (Garcia y cols., 1995), pues los
organismos acumulan metales como particulas iénicas, o bien excretan
sustancias que los neutralizan, o los hacen insolubles (Gadd, 1892} y muchos
microorganismos concentran los metales a través de la unién a componentes
estructurales esgpecificos (por ejemplo: polisacaridos, polifosfatos v
proteinas). Finalmente, realizando Investigaciones sobre la seleccidn de
microorganismos capaces de acumular metales, a3si como disefiar sistemas de
Ingenieria Industrial necesarios para  aprovechar las caracteristicas
biclégicas de remocidén de todos o de cliertos iones en solucién por los mismos
micrcorganismog en los grandes voliumenes de agua; en el Tangue Tenoric puede
ser de considerable aplicacién, en las lagunas de desechos industriales, en la
mineria e industria metaltrgica.

Finalmente podriamos decir que las implicaciones de la contaminacién del
Tanque Tenorio pueden ser variadas: econdmicas, porque los cultivos gque se
desarrollan cerca de la laguna (maiz, alfalfa) no pueden aprovecharse al 100%;
de salud, porque el peligro de enfermedades estid latente debido al alto indice
de contaminacion organica; toxicolégicas, por la presencia de metales pesados,
fencles, derivados <cleorados; sociales y geoquimicas, por la potencial
contaminacién de los mantos acuiferos subterraneos que abastecen de agua la
ciudad de San Luis Poltosi, asi como ecolégicas, por la presencia de bacterias
y hongos resistentes a metales pegados.
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CONCLUSIONES

De este +trabajo realizado en aguas y lodos de zonas aledahas
a tierras de cultivo del Tangque Tenoric se concluye que:

La zona de riego del Tanque Tenorio, presenta una gran contaminacién por
hongos, que estan considerados como oportunistas (que bajo ciertas
condiciones pueden inducir enfermedades en los humanes), por lo due
presentan un riesgoe potencial para la salud de los habitantes de la zona.

A partir de las aguas analizadas, se alislaron 36 especies de
honges resistentes a plomo, de las cuales las mas frecuentes fueron:
Penicillium sp (44.44%) y Trichoderma sp (16.66%).

Se aislaron 34 especies de hongos, que no son resistentes a plomo,
a partir de las aguas analizadas siendo las m&s frecuentes:
Cladosporium sp (23.53%), Penicillium sp (20.58%) y Absidia sp (20.58%).

En los lodos analizados se encontré el hongo filamentoso Penicillium sp
(57.1%) y la unica levadura presente fué Candida albicans (42.85%).

Todas las especles aisladas en presencia del metal, presentaron
resistencia al mismo en un range de 500 a 2000 ppm.

Los resultados de la microflora fungica encontrada que presentan
resistencia a plomo, indican contaminacidn por el mismo, asi como

alteracicnes al eccsistema, pues el desarrolleo de microcorganismos
en esas condiciones lo confirman.
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