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RESUMEN

Los estudios de biorremediacion hoy en dia son un tema de gran importancia, debido
a que se han convertido en tecnologias eficaces y de bajo en costo, los hongos que
se aislan de suelos que han sido afectados por actividades antropogénicas son la

base perfecta para este tipo de estudio y su posterior aplicacion como biorremediador.

La mineria, es una actividad de importancia econémica en el municipio de Concepcion
del Oro, Zacatecas, ya que es una fuente de empleo para los habitantes, sin embrago,
al paso de los afos y conforme se lleva a cabo la explotacion de los suelos de este
municipio y el mal manejo de los desechos mineros, se han alterado los ecosistemas
de tal manera que han incrementado la concentracién de elementos quimicos que se
encuentran normalmente en suelos a concentraciones que tienen un efecto ambiental

considerable.

Los estudios realizados a los sitios muestreados de este municipio, muestran
concentraciones que sobrepasan el limite maximo permisible que reportan algunas
normativas nacionales e internacionales, como es el caso del arsénico que esta muy
por arriba del LMP en el total de las muestras, sabiendo que este es un elemento
téxico con graves repercusiones a la salud y al ambiente, otros metales como el

plomo, cadmio, cobre y zinc también sobrepasan los valores de referencia.

Los parametros fisicoquimicos determinados nos muestran que se trata de un sistema
aerobio, con condiciones oxidantes, bajo en sales y de caracter alcalino; en relacion
con los elementos determinados, se observa que hay baja o nula movilidad de metales

en los suelos, sin importar los cambios de condiciones a los que se expongan.

Si se relacionan los valores fisicoquimicos con el aspecto microbiolégico, las
condiciones son perfectas para el desarrollo de microorganismos, en especifico para
el desarrollo de hongos microscépicos. Teniendo en cuenta el alto contenido de

contaminantes presentes en los suelos, estos microorganismos han desarrollado
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sistemas de adaptacion que les permiten crecer en este ambiente de condiciones

extremas.

Por todo lo anterior, fue importante obtener hongos microscépicos de las muestras de
suelos con altas concentraciones de arsénico, se analizo la tolerancia de estos y se
realizé estudios de interaccion de los hongos que resultaron los mas resistentes a la

presencia de As(V) en el medio de cultivo.

Los resultados sefalan la importancia que tienen los hongos cuando se someten a un
enfrentamiento directo con arsénico, y en base a lo obtenido se propuso un
mecanismo que tiene influencia en la remocién del As(V), por lo que se confirma el

potencial de biorremediacion que tienen algunos hongos.
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ABSTRACT

Bioremediation studies are an important topic because they have become efficient and
low-cost technologies. Fungi isolated from soils affected by anthropogenic activities
are the perfect basis for this type of study and its subsequent application as a

bioremediation method.

Mining is a significant economic activity in the municipality of Concepcién del Oro,
Zacatecas. It provides employment for inhabitants; however, over the years, soil
exploitation in the municipality, coupled with mismanagement of mining waste, has
altered ecosystems. The concentration of chemical elements typically found in soils

has increased considerably, resulting in serious environmental effects.

Studies conducted at sampled sites in the municipality reveal concentrations that
surpass the maximum permissible limits set by some national and international
regulations. For instance, arsenic levels exceed the permissible limit in all samples.
Arsenic is a known toxic element with severe repercussions for health and the
environment. Metals such as lead, cadmium, copper, and zinc also exceed reference

values.

Physicochemical parameters indicate an aerobic system with oxidizing conditions, low
salt content, and an alkaline character concerning certain elements. There is low to no

mobility of metals in soils, despite the changing conditions they are exposed.

The physicochemical values are linked to the microbiological aspect, creating ideal
conditions for the development of microorganisms, especially microscopic fungi. Given
the high pollutant content in soils, these microorganisms have developed adaptive

systems that allow them to thrive in such extreme conditions.

For all the aforementioned reasons, obtaining microscopic fungi from soil samples with

high arsenic concentrations was crucial. The fungi's tolerance to arsenic was

12



assessed, and interaction studies were conducted on those showing the highest

resistance to As(V) in the culture medium.
The results underscore the importance of fungi when confronted with arsenic. Based

on these findings, a mechanism influencing As(V) removal was proposed, confirming

the bioremediation potential of certain microorganisms.
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1. INTRODUCCION

Los elementos quimicos son de gran importancia debido a su toxicidad, algunos de
ellos son absorbidos, se bioacumulan y biomagnifican en los organismos
transportandose a toda la cadena alimenticia y causando dafos severos a los

consumidores.

La mineria es una de las principales fuentes de propagacion de metales y metaloides
hacia el ambiente, ocasionando grandes afecciones al agua, aire y suelo; esta
industria es una de las principales fuentes de desarrollo econémico del estado de
Zacatecas teniendo varias cabeceras municipales como zonas mineralizadas, las
mas importantes son: Fresnillo, Zacatecas, Sombrerete, Chalchihuites y Concepcion
del Oro.

En este ultimo, la explotacién de los minerales es la actividad primaria, puesto que
se trabajaban varios metales de importancia industrial. Sin embargo, la mala
disposicion de los desechos que se producen en la mina sigue formando parte del
poblado de este municipio, por lo tanto, la contaminacion sigue propagandose

afectando la salud de los habitantes y del medio ambiente.

En la actualidad existe un sélo estudio realizado por Medrano-Monreal (2010), en el
cual determind la concentracion de arsénico total, y observo que la cantidad de
arsénico en el area de estudio sobrepasaba el limite maximo permisible (LMP), segun
la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004. Debido a lo anterior, surgié el interés de
estudiar los suelos de una zona contaminada con arsénico y metales pesados, desde
su caracterizacion fisicoquimica, hasta pruebas de biorremediacion con hongos

aislados de dicha zona.

Por lo que se realizé un aislamiento de hongos microscoépicos nativos de la zona de
muestreo, se midid la tolerancia a arsénico, y los que resultaron con la mayor

capacidad de tolerancia se procedio a identificarlos mediante técnicas moleculares.
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La tolerancia a arsénico, se basoé en los resultados de la caracterizacion del suelo,
se decidié realizar los estudios con arsénico debido a que fue el unico elemento que
sobrepaso el LMP en el 100% de las muestras. Por esa razén, uno de los objetivos
principales es encontrar el uso potencial de los hongos microscépicos para
biorremediacion, y elucidar al menos un mecanismo que influya directamente en la

movilidad y/o toxicidad del arsénico.

1.1. Metales pesados

Los metales pesados, son elementos quimicos que se caracterizan por tener su peso
atdmico elevado, ademas poseen la caracteristica de ser potencialmente toxicos.
Algunos de ellos son empleados en la industria, tales como: cadmio (Cd), cobre (Cu),
plomo (Pb), mercurio (Hg) y niquel (Ni), estos metales pueden ser nocivos para el
ambiente y la salud humana y animal incluso a bajas concentraciones (Rodriguez-
Heredia, 2017).

No existe alguna definicion que describa a los metales pesados, sin embargo, se
puede decir que es un grupo de elementos que tienen como caracteristicas un alto

grado de contaminacién y toxicidad (Ruiz, 2010).

Los elementos quimicos se encuentran naturalmente en la corteza terrestre en
concentraciones muy bajas, por lo que un aumento de concentracion en cantidades
nocivas es a lo que se le denomina “contaminaciéon” (Vazquez-Arias, A., Martin-
Peinado, F. J., & Parviainen, A., 2023).

1.2. Toxicologia de metales

Elementos quimicos como el cadmio, cromo, mercurio, plomo y arsénico,
normalmente no se requieren para el metabolismo y son extremadamente toxico a
bajas concentraciones. (Zekarias, M. T., & Rao, G. N., 2012). Estos elementos son

considerados como peligrosos contaminantes, ya que tienen efectos téxicos y una
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tasa de remocion lenta (Swietlik, R., & Trojanowska, M., 2022). Los mecanismos de
toxicidad, usualmente son el resultado de un bloqueo de grupos funcionales (—OH,
—SH y —N), o bien por una modificacién en el material génetico (DNA) de algun
organismo (Zekarias, M. T., & Rao, G. N., 2012).

En la Tabla 1, se muestran los elementos téxicos con los que frecuentemente se
tiene exposicion en el ambiente, resaltando que la exposicion es comun y diferentes
organos pueden ser afectados debido a la constante exposiciéon (Hardman, J. G.,
Limbird, L. E., Molinoff, P. B., Ruddon, R. W. & Goodman Gilman, A., 2012).

Tabla 1. Metales toxicos con los que es frecuente la exposicidon en el ambiente u ocupacional.

Elemento Origen de exposicion Organos y sistemas sensibles
Arsénico (As) Agua potable Cardiovascular, piel.

Plomo (Pb) Pinturas, Tierra SNC, Rinones, Cardiovascular
Cadmio (Cd) Alimentos, Tabaco Rifiones, vias respiratorias
Mercurio (Hg) Aire, Alimento SNC, Rifiones

Cromo (Cr) Ocupacional Vias respiratorias

1.3. Contaminaciéon ambiental por elementos quimicos

Los elementos quimicos, se relacionan con el desgaste y deterioro del medio
ambiente, que, a su vez, repercute sobre la calidad de vida de los seres humanos
(Chen, J. P.,, Wang, L. K., Wang, M. H. S., Hung, Y. T., & Shammas, N. K., 2016). La
mineria es la principal responsable de la introduccion de numerosos elementos en
diferentes entornos, lo que tiene un efecto perjudicial en la biota y en la calidad del
suelo. Las altas concentraciones de contaminantes en el suelo afectan la calidad de
los alimentos que, mas adelante, se integraran en la cadena alimentaria (Alcala-
Jauregui, J. A., Rodriguez Ortiz, J. C., Hernandez Montoya, A., Villarreal-Guerrero,
F., Cabrera Rodriguez, A., Beltran Morales, F. A., & Diaz Flores, P. E., 2014).
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El impacto ambiental que producen las actividades antropogénicas tienen como
resultado un desbalance natural de un sistema como lo es el suelo (Borzi, G., Tanjal,
C., Santucci, L., & Carol, E., 2019). El suelo puede verse afectado por la
contaminacion del aire y del agua, ya que, al depositarse sobre él, pueden alterar su
nivel normal de acidez y salinidad, lo que reduce su fertilidad, esto es de gran
importancia, ya que de los suelos dependen diferentes actividades que son
importantes para el sustento y soporte de la vida, como son: agricultura, ganaderia,
recursos forestales, mantos acuiferos y los diversos ecosistemas (Nava Escudero,
2022).

Los elementos se asocian con minerales como carbonatos o sulfatos, y en mayor
medida con sustancias organicas, a través de procesos como intercambio ionico,
adsorcion, quelacion, formacion de compuestos quimicos, entre otros. Esto provoca
su acumulacion en el entorno, especialmente en suelos y sedimentos acuaticos,
donde actuan como reservorios, bajo ciertos cambios en las condiciones
ambientales, como variaciones en el pH, potencial redox, oxigeno disuelto y la
presencia de agentes quelantes, estos elementos pueden ser liberados (Rosas
Rodriguez, 2001; Martinez-Guijarro, R., Paches, M., Romero, |., & Aguado, D., 2019).

1.4. Contaminacion de suelos por elementos toxicos

La peligrosidad de los contaminantes en el suelo se determina por su concentracion
total y su disponibilidad. La movilidad de los elementos esta condicionada por su
forma quimica y se ve influenciada por varios factores del entorno geoldgico y edafico
(Huertos, E. G., & Baena, A. R., 2008).

De los elementos encontrados en suelos, varios son considerados como tdxicos y
disponibles, como lo son: cadmio (Cd), cobalto (Co), cobre (Cu), mercurio (Hg), niquel
(Ni), plomo (Pb), antimonio (Sb), selenio (Se), estafio (Sn), telurio (Te), zinc (Zn) y
arsénico (As), estos elementos, son movilizados por actividades antropogénicas, lo

que hace que excedan las concentraciones permitidas (Liapun, V., & Motola, M.,
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2023). La EPA (US Environmental Protection Agency) reporta contaminantes
prioritarios, a aquellos que debido a su alto grado de toxicidad y disponibilidad en

suelos causan un deterioro, son: cromo, mercurio, plomo y arsénico (US EPA, 1996).

1.5. Arsénico (As)

El arsénico es un elemento natural que esta presente en el aire, agua y suelo, y que
por actividades antropogénicas es un potente causante de contaminacion (Medina-
Pizzali, M., Robles, P., Mendoza, M., & Torres, C., 2018). La exposicién a As aumenta
el riesgo de algunas enfermedades, incluidas lesiones cutaneas, hipertension,
diabetes y dafo al sistema reproductivo (Souri, Z., Karimi, N., & Sandalio, L. M.,
2017). La toxicidad del As se dependera de la concentracion total y de la especie
quimica (Ng, 2005). Las formas inorganicas de arsénico son mas peligrosas que las
organicas, y dentro de las formas inorganicas, el arsenito (As(lll)) se considera mas
téxico que el arseniato (As(V)) (Yang, T., Liu, Y., Wang, L., Jiang, J., Huang, Z., Pang,
S.Y. & Ma, J., 2018).

1.6. Contaminaciéon ambiental por Arsénico

El arsénico es un elemento habitual en el suelo y se encuentra en diversas rocas,
ciertas actividades industriales, como la mineria y la fundicion de metales, son las
principales fuentes humanas de contaminacién por arsénico. (Pacyna, J. M., &
Pacyna, E. G., 2001). Una vez que el arsénico se ha depositado en el suelo, puede
acumularse rapidamente mediante la absorcidn, lixiviacion o erosion, lo que aumenta
el riesgo de contaminacion de los ecosistemas debido a este elemento. (Carlin, D. J.,
Naujokas, M. F., Bradham, K. D., Cowden, J., Heacock, M., Henry, H. F., & Waalkes,
M. P., 2016).

Algunos plaguicidas arsenicales como el arsenito de sodio se han utilizado
ampliamente, y terminan acumulandose en los suelos aumentando su concentracion

y por lo tanto su toxicidad, la Agencia para el Registro de Sustancias Toxicas y

18



Enfermedades clasificd el arsénico como el primer compuesto en la lista de
prioridades en funcion de su frecuencia, toxicidad y potencial para la exposicidon
humana, que senala el hecho de que es de gran preocupacion toxicoldgica (ATSDR,
2007).

1.7. Contaminacion de suelos por Arsénico

El arsénico puede ingresar al suelo mediante tormentas de polvo y aguas de
escorrentia, lo que ocasiona una amplia distribucién de la contaminacién por arsénico
debido a su facil dispersiéon (Gillispie, E. C., Sowers, T. D., Duckworth, O. W., &
Polizzotto, M. L., 2015).

Segun las condiciones fisicoquimicas del suelo, ciertos compuestos de arsénico
pueden disolverse facilmente en agua y ser absorbidos por los microorganismos, lo
que resulta en altos niveles de biodisponibilidad (Tsai, S. L., Singh, S., & Chen, W.,
2009). La contaminacion del suelo con arsénico puede ser una fuente significativa de
este contaminante en los ecosistemas terrestres cercanos a las zonas mineras, y
eventualmente puede causar dafos en la estructura y el funcionamiento de dichos
ecosistemas. Por consiguiente, esta contaminacion se ha convertido en una
preocupacion creciente a nivel global (Maunoury-Danger, F., Felten, V., Bojic, C.,
Fraysse, F., Ponce, M. C., Dedourge-Geffard, O. & Danger, M., 2018).

En México, la Norma Oficial Mexicana 147 establece la concentracion limite de
arsénico para suelo de uso agricola/residencial/comercial, siendo ésta de 22 mg kg’
(NOM-147, 2004).

1.8. Factores que afectan la movilidad y acumulacién de los metales

La movilidad de los metales en suelos, es de suma importancia, ya que determina la
biodisponibilidad de los contaminantes y que puedan ser tomados por plantas y

microorganismos (Zango Usman, U., Mukesh, Y., Vandana, S., Sharma, J. K., Sanjay,
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P., Sidhartha, D., & Sharma Anil, K. , 2020). La disponibilidad y toxicidad de un metal
presente en suelo, es directamente influenciado por algunos parametros
fisicoquimicos, por lo que resulta ser necesario determinar las siguientes propiedades
(Ramos-Gomez Magdalena, Avelar-Gonzalez Francisco, Medel-Reyes Alejandro,
Yamamoto Laura, Godinez Luis, Ramirez Marcela, Guerra Ricardo, Rodriguez
Francisco., 2012):

1.8.1. pH

El pH, es un factor clave en los procesos del suelo y en la movilidad de los
contaminantes, en general, los suelos con pH basico muestran una mayor capacidad
de adsorcion que los suelos acidos, lo que resulta en una mayor retencion de metales
en suelos alcalinos. La mayoria de los metales tienden a estar mas disponibles en
suelos acidos, con excepcidon del arsénico, molibdeno, cromo y selenio, los cuales
presentan una mayor movilidad en suelos con pH basico (Sauvé, S., Hendershot, W.,
& Allen, H. E., 2000).

1.8.2. Humedad

La presencia de agua en suelo puede ser tanto benéfico como perjudicial, ya que el
exceso de este liquido favorece la lixiviacién de algunos compuestos, por lo que el
agua es un regulador de propiedades fisicas, quimicas y biolégicas en suelos (Di
Prima, S., Rodrigo-Comino, J., Novara, A., lovino, M., Pirastru, M., Keesstra, S., &
Cerda, A., 2018).

1.8.3. Salinidad

La conductividad eléctrica, es un parametro que se usa para determinar la cantidad
de sales en los suelos, consiste en la velocidad con que la corriente eléctrica pasa a

través de una solucion salina, y es proporcional a la cantidad de sales en solucion.
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El incremento de la concentracion de sales en suelos, puede aumentar la movilidad

de contaminantes por dos mecanismos:

- Primero, los cationes que estan asociados a las sales de sodio y potasio,
reemplazan a los metales en los sitios de adsorcion.
- Segundo, los cloruros forman complejos que son solubles y estables con los

metales (Dorronsoro C., Garcia l., y Aguilar J., 2000).

Los suelos se clasifican en funcion al contenido de sales: muy salinos (mayor de 1150
pNS/cm), salinos (entre los 650 y 1150 uS/cm), ligeramente salino (entre 350 y 650
pNS/cm), y no salino (menor de 350 uS/cm) (Doménech, X., 1995).

1.8.4. Capacidad de Intercambio Cationico (CIC)

La CIC se refiere al numero de moles de iones de carga positiva adsorbidos, y que
tienen la capacidad de ser intercambiados por unidad de masa seca (Sposito G.,
1989).

La CIC varia dependiendo de la textura de suelo, pero principalmente dependera del
pH, lo cual aumenta en suelos con altos contenidos de cargas variables. En general
cuanto mayor sea la capacidad de intercambio catidnico mayor sera la capacidad del

suelo para fijar metales. (Pansu, 2006).

1.8.5. Potencial Redox

La movilidad, y a su vez, la biodisponibilidad de los elementos toxicos dependen
directamente del estado de oxidacion en que se encuentran, por lo tanto, dependen
del potencial redox y de las variaciones de pH (Ordoéfiez Fernandez, R., Giraldez
Cervera, J. V., Vanderlinden, K., Carbonell Bojollo, R., & Gonzalez Fernandez, P.,
2007).
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1.8.6. Materia Organica

La acomplejacién por la materia organica, es un fenédmeno que controla la solubilidad
y disponibilidad de los elementos presentes en suelos, la toxicidad de los
contaminantes aumenta por su facilidad a formar complejos organometalicos, lo que
facilitara la solubilidad, movilidad y biodisponibilidad (Gerritse, R. G., & Van Driel, W.,
1984). La estabilizacion de los complejos que se forman, son causa de la toxicidad,
sin embargo, la formacién de dichos complejos, refleja una disminucion en la
concentracion de iones toxicos en el suelo (Sharma, B., Sarkar, A., Singh, P., & Singh,
R. P., 2017).

1.8.7. Carbonatos totales

La presencia de carbonatos solubles en suelos, se relaciona directamente con el pH,
suelos con alto contenido de carbonato suelen tener un pH neutro o alcalino, mientras
que en suelos con poca o nula cantidad de carbonatos tendran un pH acido (Taboada,
M. A., & Lavado, R. S., 2009).

1.8.8. Textura de suelo

Este parametro, se utiliza para determinar la constitucion del suelo, determina de
manera cuantitativa la cantidad de arena, arcilla y limo. La textura determina la
capacidad del suelo para retencion de agua y el comportamiento que tiene ante la

presencia de contaminantes.

La arcilla, presenta un papel importante sobre la movilidad de los contaminantes, ya
que son adsorbidos y retenidos. Por otro lado, la arena, no tiene la capacidad de fijar
contaminantes, los cuales podrian pasar al subsuelo, y finalmente ser depositados en
los mantos freaticos (Pierzynski, G. M., Vance, G. F., & Sims, J. T., 2005).
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1.9. Valores guia para metales

Es importante conocer los valores de referencias que se han publicado en diferentes
documentos por organizaciones nacionales e internacionales, si bien es importante
saber los parametros fisicoquimicos, también es de relevancia conocer la
concentracion de metales presentes en suelos, y asi determinar si sobrepasan los
limites permisibles y que posibles repercusiones podria traer estas altas

concentraciones.

Los limites maximos permisibles (LMP) son mas estrictos para suelos agricolas que
para suelos residenciales y recreativos, y todavia mas exigentes que para suelos

industriales.

En la Tabla 2, se muestran los valores guia para clasificar el grado de contaminacion
de suelos y sedimentos, es importante conocer los LMP de estos elementos, debido
a que son altamente contaminantes (US EPA, 1977; Dorronsoro C., Garcia |., y Aguilar
J., 2000; Pierzynski, G. M., Vance, G. F., & Sims, J. T., 2005).

Tabla 2. Valores guia para la clasificacion de la contaminacion de suelos y sedimentos (ug/g).

Moderadamente Muy Efecto Efecto LMP LMP
contaminado contaminado medio severo
(1) (2) (3) (4) (A) (B)
Arsénico 2-8 >8 6 33 22 -
Cadmio -- >6 0.6 10 37 --
Cromo 25 -75 >75 26 110 280 -
Cobre 25-50 >50 16 110 -- 168
Fierro 17000 - 25000 >25000 - - - -
Plomo 40 - 60 >60 31 250 400 --
Zinc 90 - 200 >200 550 4800 - 904
Niquel 20-50 >50 16 75 -- 420
Aluminio -- - - - - -
Manganeso 300 - 500 >500 460 1100 -- --
Mercurio -- 1 0.2 2 23 -

Fuente: (1), (2) y (B): Guidelines for Pollution Classification of Great Lakes Harbor Soils and
Sediments (ug/g), adaptado de USEPA (US EPA, 1977). (3) y (4): Soils and Sediments Quality of
Ontario Ministry of the Environment and Energy for nutrients and metals, adaptado de OME (OME,
1992). (A) Norma Oficial Mexicana-147-SEMARNAT/SSA1-2004 (NOM-147, 2004), Que establece
criterios para determinar las concentraciones de remediacién de suelos contaminados por arsénico,
bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente, mercurio, niquel, plata, plomo, selenio, talio y/o vanadio.
LMP= Limite Maximo Permisible.
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1.10. Remediacion de suelos contaminados por metales

La aplicacion de tecnologias de remediacion, tienen como objetivo proteger y si es
posible restaurar el medio ambiente, y, por ende, a la salud humana. En términos de
la contaminacidén por metales en suelos, se puede cumplir la meta mediante el uso
de tecnologias que provocan baja solubilidad, movilidad, toxicidad y biodisponibilidad
de los elementos contaminantes (Hu, H., Jin, Q., & Kavan, P. , 2014). Las tecnologias
basadas en uno o varios de estos principios, dependera de la especiacion quimica
del elemento y las propiedades fisicoquimicas del suelo en que se encuentran
(Pradhan, S., Kumar, S., Kumar, Y., & Sharma, H. C., 2019).

1.11. Transformaciones mediadas por microorganismos

Las interacciones entre microorganismos y metales y elementos como carbono,
nitrogeno, fosforo y azufre, son parte de los ciclos biogeoquimicos. Estas
interacciones son importantes en la materia de biotecnologia ambiental, ya que son
la base para implementar metodologias de remocién, recuperacion o detoxificacion
de contaminantes (Nufiez, W. E., Sotomayor, D. A., Ballardo, C. V., & Herrera, E.,
2023). Dependera del estado quimico de oxidacion y especie en la que se presenta

un elemento, los microorganismos puede realizar dos posibles fenbmenos:

¢ Movilizaciéon, ocurre cuando un elemento que en su etapa inicial es insoluble,
pasa a un estado soluble en su etapa final, en fase acuosa. Este proceso es

conocido como lixiviacion microbiana ( Vullo L. D., 2003).
¢ |nmovilizacion, este fendmeno ocurre cuando el elemento esta soluble en su

etapa inicial, y pasa a ser insoluble en su etapa final, en fase sdlida ( Vullo L.
D., 2003).
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1.12. Dinamica de metales

La presencia de metales de mayor densidad (metales pesados) en suelos, es
extremadamente duradera, se pueden encontrar hasta miles de afos después de
haberse depositado en la matriz. Una vez incorporados al suelo, pueden continuar en

cuatro posibles vias:

i) Se quedan retenidos en el suelo, disueltos en la fase acuosa o fijados por
procesos de adsorcion o precipitacion.

i) Son absorbidos por la vegetacion, para terminar incorporados en las cadenas
troficas.

iii) Ser volatiles y pasar a la atmésfera.

iv) Ser moviles y pasar a las aguas superficiales y subterraneas.

El impacto sobre el ambiente que generan los elementos contaminantes, siempre
dependeran de la especiacion, su facilidad de movilizacion y por lo tanto, la
disponibilidad (Manceau, A., Lanson, B., Schlegel, M. L., Harge, J. C., Musso, M.,
Eybert-Berard, L., & Lamble, G. M., 2000; Voegelin, A., Barmettler, K., & Kretzschmar,
R., 2003; Basta, N. T., Ryan, J. A,, & Chaney, R. L., 2005; Alloway, B. J., 2013).

1.13. Movilizacién de metales pesados
La movilizacion de metales en suelo es un proceso que se puede dar de manera
natural, ya sea por la intervencion de la actividad bioldgica, interacciones de particulas

sélido-liquido, o bien por la accion del agua que proviene de la lluvia.

Los mecanismos anteriores ocasionan el proceso conocido como biolixiviacion ( Vullo
L. D., 2003).
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1.13.1. Biolixiviacion

La biolixiviaciéon se refiere a la disolucion de un elemento por acciéon de un agente
lixiviante propio o externo suministrado en las condiciones fisicoquimicas adecuadas
(Cardenas, F., Diaz, M., Guajardo, C., & Oliva, M., 2011).

Este mecanismo acurre por la liberacion de compuestos organicos que tienen la

capacidad de formar complejos y solubilizar metales ( Vullo L. D., 2003).

1.14. Inmovilizacién de metales pesados

La inmovilizacién de metales, son procesos de gran importancia, ya que de esto
dependera la baja disponibilidad de los contaminantes, lo cual tiene una influencia
directa sobre la toxicidad del metal, algunos de estos mecanismos son: biosorcion,

bioacumulacion, biomineralizacion y biotransformacion ( Vullo L. D., 2003).

1.14.1. Biosorcion

Este mecanismo se caracteriza por la retencién del contaminante, que se lleva a cabo
mediante ligandos sobre la pared celular, a través de grupos funcionales de
moléculas que componen la pared celular y que son expuestos al exterior, por
ejemplo: carboxilo, amino, hidroxilo y sulfhidrilo (Cuizano, N. A., & Navarro, A. E.,
2008).

Los microrganismos que son aislados de entornos contaminados, son utilizados
como biosorbentes, estos, retienen a los metales por muy corto tiempo, lo que
conlleva a una disminucién de costos en las técnicas de biorremediacion, ya que no
requiere que se le afnadan nutrientes extras. Por esta razon, el estudio de los
microorganismos con esta capacidad es de importancia y esta en crecimiento, ya que
se pueden utilizar para aumentar el rendimiento en la captacion e inmovilizacion de

los elementos contaminantes ( Vullo L. D., 2003).
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1.14.2. Bioacumulacién

El mecanismo de bioacumulacion, se refiere al incremento en la concentracion de
uno 0 mas elementos en los organismos (Perales Aguilar, L., Santos Diaz, M. D.
S., Gémez Aguirre, Y. A., Ramos Gémez, M. S., & Pérez Molphe Balch, E. , 2020).

La bioacumulacion, involucra la internalizacién de metales que se encuentran en
el entorno de la célula, a través de un sistema de transporte de membrana. Cuando
el metal se encuentra en el citoplasma, es captado por metalotioneinas ricas en
grupo sulfhidrilos, o bien, encapsulados en vacuolas, tal y como ocurre en los
hongos ( Vullo L. D., 2003).

1.14.3. Biomineralizacion

Se trata de un mecanismo el cual funciona con una bomba que transporta el metal
téxico desde el citoplasma hacia el exterior de la célula, lo que produce que el pH
sobre la superficie celular sea alcalino lo que conlleva a la precipitacion del metal.
Otro mecanismo para la precipitacion de metales, es a través de la formacion de
sulfuros o fosfatos, que son resultado del mecanismo enzimatico del microorganismo

(Paco Pérez, V., Gonzales Torrico, M., Barrientos, E., & Carevic, F. S., 2022).
1.14.4. Biotransformacién

Es un mecanismo donde ocurre un cambio quimico sobre el metal, ya sea sobre el

estado de oxidacion o de la especiacion. Este cambio que sufren los metales a través

de una accion bioldgica, da como resultado compuestos volatiles o solubles en agua
(Vullo L. D., 2003).
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1.15. Biorremediacion

Las tecnologias de biorremediacion, trata de utilizar el potencial metabdlico de los
microrganismos para interactuar y transformar contaminantes en compuestos mas
simples, o bien poco e incluso nada contaminantes, por lo que su utilizacion podria
ser para limpiar areas contaminadas (Karim, N., Afroj, S., Lloyd, K., Oaten, L. C.,
Andreeva, D. V., Carr, C. & Novoselov, K. S., 2020).

Las técnicas de biorremediacion se consideran como tecnologias verdes, debido a su
bajo impacto sobre el ambiente, ya que depende de la utilizacion de organismos y sus
procesos biologicos. El uso adecuado y exitoso de alguna técnica de biorremediacion,
dependera de la diversidad de organismos que han sido adaptados a condiciones

apropiadas, que posteriormente pueden aplicarse in situ y ex situ (Glick, B. R., 2003).

La biorremediacion es una tecnologia prometedora, sin embargo, tiene sus
limitaciones, es decir, algunos elementos o compuestos quimicos no son susceptibles
para procesos de degradacion bioldgica, y asea por sus propiedades quimicas, o
porque estan fuertemente adheridos a la matriz, o bien, la degradacion de
contaminantes por accién microbiana produce metabolitos secundarios que pudieran
ser mas téxicos que el compuesto principal (Rojas-Jimenez, K., Fonvielle, J. A., Ma,
H., & Grossart, H. P., 2017).

La aplicacion de las técnicas de biorremediacion es amplia, teniendo como base los

estados de la materia:

e Solido: utilizacion de técnicas sobre suelos, sedimentos, lodos o residuos.

e Liquido: aplicacion sobre aguas superficiales, subterraneas y residuales.

e (Gases: emisiones industriales, asi como productos derivados del tratamiento
de aguas o suelos (Ariza Baron, J. C., Castellanos Sanchez, J. S., & Ramirez
Morales, C. F., 2019).
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Las estrategias empleadas, requieren factores ambientales especificos que afectan

el resultado, por lo que se debe de tomar en cuenta algunos parametros que estan

directamente implicados en el uso de estrategias de biorremediacién (Figura 1)
(Juarez-Hernandez, E. O., 2023).

Caracteristicas del contaminante

-Composicién
-Propiedades
-Toxicidad

Optimizacién microbiologica

-Nutrientes
-Humedad y aireacion
-Inéculo

Tecnologia aplicada in situ vs ex situ

Biorremediacién

-Land treatment
-Bioslurry
-Compostaje
-Bioventing

Métodos analiticos

-Adecuacion
-Control de calidad

Muestreo

-Estadictica
-Procedimientos

Regulacion legal

-Valores de referencia
-Andlisis de riesgos
-Permisos

Figura 1. Parametros utilizados para considerar aplicacion de biorremediacion.
(Hurst, C. J., Crawford, R. L., Garland, J. L., & Lipson, D. A., 2007)

1.16. Diversidad microbiana en suelos

Los microorganismos que se encuentran en los suelos, son los responsables de

aportar una gama de mecanismos que son esenciales para el funcionamiento de los

ecosistemas, actuan como principal mediador en los ciclos nutrimentales, son los

responsables de la fijacion del carbono, estructuracion fisica del suelo, y aumentan
(FAO, 2012). Todo lo

la eficacia en la absorcion de nutrientes en la vegetacion
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anterior, son funciones esenciales y necesarias para que los ecosistemas tengan un

correcto funcionamiento (Cifuentes, E. L. A., & Espinosa, P. A., 2008).

Como se habla de microorganismos, su presencia no es evidente a simple vista, sin
embargo, esta comunidad es de los habitats mas variados. Por ejemplo, un gramo

de suelo puede contener miles de especies de bacterias y hongos.

La cantidad de especies de microorganismos dependera de varios factores
fisicoquimicos, incluyendo: aireacion, temperatura, acidez, humedad, contenido de

nutrientes y sustrato organico (FAO, 2012).

1.17. Micorremediacion de suelos contaminados con metales pesados

Los hongos, tienen un papel importante en el ambiente natural, ya que participan en
procesos de descomposicion de la materia organica, y en los ciclos de los nutrientes,
también son indispensables para conservacién del suelo, ya que hacen un equilibrio
en los ecosistemas debido a su relacion con otros organismos (hongos, bacterias y
plantas) (Knudsen, G. R., & Dandurand, L. M. C., 2014).

Los hongos son utilizados en los procesos de biorremediacion de lugares que han
sido contaminados con metales pesados, por su produccion de biomasa, tienen una
alta superficie de contacto de la pared celular que proporciona sitios de unién a estos
metales (Gualoto M. A., 2022).

La micorremediacion, se describe como el uso de hongos y su maquinaria enzimatica
para remover, degradar o transformar contaminantes (Stamets, P., 2005). Esta
biotecnologia, es una alternativa para el tratamiento de suelos contaminados con
metales, debido a que los hongos tienen una gran capacidad de biosorber
contaminantes gracias a la presencia de diferentes grupos funcionales en la pared
celular que forman enlaces con los iones metalicos (Banik, S., Das, K., Islam, M., &
Salimullah, M., 2014).
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La contaminacion de suelos por elementos quimicos aumenta conforme pasa el
tiempo, los contaminantes que predominan son cadmio, cromo, mercurio, plomo y
arsénico, es por eso, que en la biorremediacion de suelos contaminados con estos
elementos empleando hongos, consiste en la explotacién de sus procesos biolégicos
como biomineralizacion, bioprecipitacion, bioacumulacion y biosorcion. (Rahman, Z.,
& Singh, V. P., 2020).

La biomasa producida por los hongos, ofrecen una amplia superficie de contacto, y se
considera una de las mejores opciones para el proceso de biosorcién, ademas de lo
antes mencionado, también se tiene en cuenta su eficiencia, bajo costo, amplia
disponibilidad en el ambiente, facilidad de aislamiento y reproduccién, para
proponerlos como una de las mejor opciones de descontaminacion ambiental (Gualoto
M. A., 2022).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Zacatecas

Zacatecas tiene una extension territorial de 75.040 km?, esto representa el 3,83% del
territorio nacional. Sus coordenadas son 25°09' al norte, 21°04' al sur de latitud norte;
al este 100°49' y al oeste 104°19' de longitud oeste. Limita al norte con Coahuila, al
noroeste con Durango, al oeste con Nayarit, al este con San Luis Potosi y Nuevo

Ledn, y al sur con Jalisco, Aguascalientes y Guanajuato (Figura 2).

El 73% de su territorio presenta clima seco y semiseco, 17% templado subhumedo
en el oeste del estado, 6% es muy seco y se localiza hacia la regién norte y noreste,
el resto es calido subhumedo y se encuentra hacia el sur y suroeste de la entidad. La

temperatura oscila en los 17° C media anual (INEGI, 2016).

Figura 2. Localizacion del estado de Zacatecas.
(INEGI, 2017)
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2.2. Mineria en Zacatecas

La mineria es por mucho una de las actividades mas antiguas realizadas en el estado
de Zacatecas, asi como una de las mas importantes. Entre los siglos Il y X de la era
moderna, los primeros asentamientos de tribus indigenas utilizaban herramientas
rudimentarias hechas de piedra para extraer malaquita, turquesa y otros minerales.
Con estos materiales, podian fabricar tintes con los que plasmaban codices, asi como
hermosos objetos de ornato (INEGI, 2016).

Estos materiales y objetos fabricados por los indigenas, tenian un amplio valor
comercial, ya que los intercambiaban por alimentos y el vestido necesario para vivir,
lo que convirtio a esta region en la zona minera mas importante de Mesoameérica. La
riqueza de esta privilegiada tierra fue de tal magnitud, que el rededor de 1549,
Zacatecas ya era considerada una de las poblaciones novohispanicas mas

importantes, sélo después de la Ciudad de México (INEGI, 2016).

Actualmente las zonas mineralizadas mas importantes, contienen principalmente
agregados minerales en forma de 6xidos y sulfuros complejos de plomo, zinc y cobre,
con pequefias cantidades de plata y oro. Tales zonas estan localizadas
principalmente en 13 distritos mineros, entre los que destacan por su importancia los
de Fresnillo, Zacatecas, Sombrerete, Chalchihuites y Concepcion del Oro (INEGI,
2016).

2.3. Concepcion del Oro
Concepcidén del Oro, es un municipio del estado de Zacatecas ubicado al noroeste
del estado, entre las coordenadas 24°36'42”’N, 101°24'43’0 y 24°36'48"N,

101°24'49”0 (Figura 3), debido a su ubicacion geografica, este municipio cuenta con
grandes yacimientos de oro, hierro y plata (INEGI, 2017).
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Figura 3. Localizacion del municipio de Concepcion del Oro, Zacatecas.
(INEGI, 2010)

2.4. Mineria en Concepcion del Oro

La explotacién de los minerales es la actividad primaria en esta regidn, puesto que
se trabaja el plomo, cobre, zinc, plata y oro, ademas de que en algunos puntos del
municipio hay depdsitos de marmol de diferentes colores, 6nix y cuarzo que hasta se
encuentran a flor de tierra, existen alrededor de 800 hectareas para la explotacion
(INEGI, 2016).

Entre los deshechos de la mina se pueden encontrar diferentes metales altamente
nocivos para la salud de todo ser vivo y el medio ambiente, entre los cuales se
encuentra el plomo, y se puede decir que junto con el arsénico son de los elementos

mas toxicos para la vida (INEGI, 2016).
2.5. Determinacion de arsénico en suelos de Concepcion del Oro
Anteriormente, se cuantificd la cantidad de arsénico en suelos del municipio de

Concepcion del Oro, Zacatecas. Se eligieron tres zonas de las cuales se obtuvieron
15 muestras de suelo en total (Figura 4) (Medrano Monreal, A, Y., 2010).
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Figura 4. Sitios de muestreo en el municipio de Concepcion del Oro, Zacatecas.
(Medrano Monreal, A, Y., 2010).

El Arsénico se cuantific6 mediante la técnica de energia dispersiva de fluorescencia
de rayos X, se obtuvo como resultado niveles muy altos de arsénico en las tres zonas
de estudio, siendo la zona 1 con mayor concentracion de este metal (741.6 mg Kg™),
seguido de la zona 3 (593.4 mg Kg') y al final la zona 2 (187.7 mg Kg'), estas
concentraciones rebasan lo permitido por la NOM-147 (NOM-147, 2004), la cual

establece que el limite maximo permisible en el suelo debe de ser de 22 mg Kg™'.

Cabe mencionar que el area de muestreo es una unidad deportiva dentro de la
cabecera municipal, la cual es un espacio de recreacion en donde acuden numerosos
usuarios, que a su vez, estan en contacto con las altas concentraciones del arsénico
que se encuentran en el suelo de esta zona, por lo que puede repercutir en la salud

de los usuarios (Medrano Monreal, A, Y., 2010).
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3. JUSTIFICACION

Debido a que la mineria en el estado de Zacatecas ha representado a través de su
historia una importante fuente de desarrollo econémico, y puesto que en la actualidad
la explotacion y exploracion de suelo zacatecano para la extraccion de metales sigue
activa, el estudio y desarrollo de estrategias que permitan el tratamiento de suelos
contaminados con desechos minerales es necesario para contrarrestar los efectos
negativos que tienen las altas concentraciones de metales sobre la salud y el

ambiente.

Las estrategias para el tratamiento de suelos contaminados son muy variadas, sin
embargo, los procesos de biorremediacion de suelos contaminados continua siendo
una alternativa que presenta ventajas en cuanto a costo e impacto ambiental, debido
a que las alternativas de biorremediacion requieren tiempos largos para mostrar su
efectividad, el primer paso para que el estado de Zacatecas pueda acceder al
desarrollo de técnicas eficientes de biorremediacion, es el estudio que permita la
caracterizacion de la biodiversidad presente en suelos contaminados de las regiones
mineras de Zacatecas, como lo es el caso del municipio de Concepcion del Oro, que
proporcione el uso de especies nativas de dichos suelos, para contrarrestar los
efectos adversos producidos por la presencia de altas concentraciones de arsénico
en poblaciones cercanas a sitios contaminados, sin la necesidad de introducir

especies que afecten los nichos ecoldgicos del ecosistema.

Ya que la contaminacion con metales pesados es una consecuencia inherente a la
actividad minera del estado de Zacatecas, la busqueda de hongos microscopicos,
que han adoptado mecanismos de resistencia a altas concentraciones de arsénico,
ofrece una oportunidad que puede ser aprovechada para el aislamiento e
identificacion de especies nativas de ambientes contaminados que contribuyan al

conocimiento de la biodiversidad microbiana en estos ambientes.
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4. HIPOTESIS

Los suelos de Concepciéon del Oro, Zacatecas, contienen elevada
concentracion de arsénico que repercuten en el deterioro ambiental, ademas,
en estos suelos existen hongos resistentes a la presencia de arseénico, los
cuales pueden ser utilizados con potencial en la biorremediacion, y tienen una

influencia directa sobre la disponibilidad y toxicidad de dicho contaminante.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizacion fisicoquimica y analitica de los suelos de Concepcién del Oro,
Zacatecas, y aislamiento e identificaciéon de hongos microscopicos resistentes

a arsenico, y estudios del potencial uso en biorremediacion.

5.2. Objetivos particulares

1. Determinar la concentracién total de elementos de los puntos
muestreados.
Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de suelo.
Estudiar la movilidad de metales mediante pruebas de potencial de
lixiviacion y fraccionamiento de metales.

4. Aislamiento de hongos provenientes de suelos contaminados con
actividad minera.
Caracterizacion morfologica de los hongos aislados.
Estudio in vitro de la resistencia a As(V) de los hongos aislados.
Identificacion molecular de los hongos con mayor capacidad de
resistencia a As(V).

8. Estudio de la interaccidn hongo-arsénico.
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6. METODOLOGIA

6.1. Muestreo y transporte de muestras

El muestreo de suelos se realizé conforme a la NOM-021. Eligiendo la zona a
muestrear, el equipo necesario y util para la toma de muestra, y el medio de

transporte y almacenaje de las muestras.

6.1.1. Zona de muestreo

La zona de muestreo se encuentra en el municipio de Concepciéon del Oro,
ubicado al noroeste del estado de Zacatecas, se seleccionaron dos sitios para
recoleccion de muestras de suelo, el “Sitio 1” en las coordenadas 24°36'42”N,
101°24'43”0, el cual es una zona de jales localizado entre la poblacién, y el
“Sitio 2” en las coordenadas 24°36'48"N, 101°24'49’0, es un sitio de

recreacion familiar (Figura 5).

Figura 5. Imagen satelital de las zonas de muestreo.
(www.googleearth.com)
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Esta zona se seleccion6 por que las caracteristicas que presenta el suelo dan
un indicio de que presenta contaminacion por desechos mineros, ademas de
que no existen estudios previos a cerca de la caracterizacion fisicoquimica o
la concentracion de metales, y tampoco existen estudios de biorremediacién

aplicada a los suelos de este municipio.

6.1.2. Equipo de Muestreo

Para el muestreo de suelos se utilizé un cucharon de daga, ya que es facil
de descontaminar, y es apto para excavaciones de 0 a 100 cm de
profundidad. El equipo se lavd previamente con agua destilada estéril y
seguidamente se dejo sumergido en hipoclorito de sodio comercial durante
10 min. Luego, se realizé un ultimo lavado con agua destilada (NOM-021,
2000).

6.1.3. Técnica de muestreo

Se realizd una inspeccion del area del muestreo con la finalidad de
determinar las zonas a muestrear, tomando puntos aleatorios en un
esquema en donde se demarcaron 5 cuadrantes de 25m? equidistantes.
Utilizando la técnica de tresbolillo (Figura 6), se eligié un punto en especifico
dentro de cada cuadrante, a partir del primer punto se midié un metro al
norte, sur, este y oeste, para finalmente tener 5 puntos, en los que se excavo
de 15 a 20 cm de profundidad con el cucharén de daga para obtener 5
submuestras con un peso de 100g cada una, se mezclaron para obtener una
muestra compuesta, cuyo peso promedio fue de 500g. Este procedimiento
se llevo a cabo en cada uno de los 5 cuadrantes. Para obtener 5 muestras
compuestas separadas por 100 m entre ellas. Se tomaron fotografias del sitio
y de los puntos de muestreo (NOM-021, 2000).
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* *

Figura 6. Esquema de distribucion en tresbolillo.
(NOM-021, 2000)

6.1.4. Transporte de muestras

Cada una de las muestras se homogenizé utilizando bolsas de polietileno con
cierre hermético previamente estériles, haciendo girar la muestra en todas
direcciones. Se colocaron las muestras en un recipiente de material hermético
con hielo, con la finalidad de mantener las muestras a una temperatura de 4
°C y se transportaron al laboratorio (NOM-021, 2000).

6.2. Cuantificacion de metales

Con la finalidad de conocer la concentracion de los contaminantes, se
determinaron los siguientes elementos en las muestras de suelo: arsénico
(As), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), hierro (Fe), plomo (Pb), zinc (Zn),

niquel (Ni), aluminio (Al) y manganeso (Mn).

La concentracidon de metales se cuantificd por espectrofotometria de absorcion
atoémica en la modalidad de flama, ya que es el método que, de acuerdo a la
normatividad tiene la mayor precision y exactitud, empleando el método 3113-
B para la cuantificacién en el equipo de los métodos estandarizados (APHA-
AWWA-WPCF, 1998).
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6.3. Analisis fisicoquimico de las muestras de suelo

Para conocer las caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de suelo, se
realizé el analisis de pH, humedad, conductividad eléctrica, potencial redox,
contenido de materia organica, capacidad de intercambio catiénico, contenido

de carbonatos totales y textura de las muestras obtenidas.

6.3.1. Medicién de pH

Para la medicion del pH el instrumento se calibré con tres puntos con las
soluciones amortiguadoras de pH 4, 7 y 10. Si en necesario y debido a
irregularidades en los resultados, se debera realizar una segunda calibracién.
La calibracion y la medicion de pH deben realizarse a 25 °C £ 1.0 °C (Cao, X.,
Chen, Y., Wang, X., & Deng, X., 2001).

La preparacién de extractos para la medicién de pH, se realizé6 mediante la
colocacion de 5 gr de suelo aforando a 50 mL de agua destilada en tubos
conicos que permiten tanto la agitacién como la centrifugacion, agitandose 24
horas, y posteriormente se dejan reposar por otras 24 horas, esto para que
todos los analitos libres se disuelvan en el agua y se pueda medir el pH de los
extractos los mas estable posible. El electrodo se debe sumergir en la parte
clara del sobrenadante, tomando la lectura de potenciometro, esperando que
ésta sea la mas constante (Aguilar, S. A., 1988; Fernandez Linares, L. C.,
Avelizapa, R., Gabriela, N., Carrillo, R., Guadalupe, T., Islas, R., & Elena, M.,
2006).

6.3.2. Contenido de humedad

El exceso de agua en los suelos favorece la lixiviacion de sales y de algunos

otros compuestos, por lo tanto, el agua es un regulador importante de las
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actividades fisicas, quimicas y biolégicas en el suelo (Drewry, J. J., Carrick, S.,
Penny, V., Houlbrooke, D. J., Laurenson, S., & Mesman, N. L., 2021).

El método gravimétrico para determinar el contenido de humedad del suelo,
se basa en la eliminacion del agua del mismo por desecamiento, pesando la
muestra de suelo cuando humeda y cuando seca, calculando la cantidad de
agua eliminada por diferencia de pesos. Para el desecamiento se pone la
muestra dentro de una estufa, sometiéndose a una temperatura de 105 °C,
durante 24 horas (Aguilar, S. A., 1988).

6.3.3. Conductividad eléctrica

Este analisis cuantitativo de sales solubles en suelos muestra procesos muy
importantes en el estudio de los suelos, la dinamica de las sales y evaluacion
de la salinidad (Guang-Ming, L. I. U., Jing-Song, Y. A. N. G., & Rong-Jiang, Y.
A. O., 2006).

El procedimiento es utilizando un conductimetro que detecta automaticamente
la conductividad ademas de realizar el ajuste automatico interno por
compensacion de temperatura (Fernandez Linares, L. C., Avelizapa, R,,
Gabiriela, N., Carrillo, R., Guadalupe, T., Islas, R., & Elena, M., 2006).

6.3.4. Potencial redox

Cuantificar potencial redox en suelos se realiza para conocer la intensidad de
reduccién u oxidacidon y la relacion de esto con procesos bioldgicos que
suceden dentro de los suelos, conforme el O2 disuelto en el suelo desaparece,
el potencial redox decrece (Wang, J., & Wang, S., 2019).

El potencial redox se debe cuantificar en solucion acuosa preferentemente,

para lo cual se preparan extractos de igual forma que para la cuantificaciéon de
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pH y conductividad eléctrica, posteriormente se procede a introducir el
electrodo en el sobrenadante para obtener el valor de potencial redox
(Orddnez, R., Kheraiwish, D., Polo, M. J., Giraldez, J. V., & Gonzalez, P.,
2005).

6.3.5. Contenido de materia organica

Mediante el método de Walkley y Black que se basa en la oxidacién del
carbono organico del suelo por medio de una disolucion de dicromato de
potasio y el calor de reaccién que se genera al mezclarla con acido sulfurico
concentrado. Después de un cierto tiempo de espera, la mezcla se diluye y se
adiciona acido fosférico para evitar interferencias de Fe3* y el dicromato de
potasio residual (que no reacciond) es valorado con sulfato ferroso, utilizando
difenilamina como indicador. Por este procedimiento se detecta entre 70—-84%

del carbon organico total (Aguilar, S. A., 1988).

6.3.6. Capacidad de intercambio cationico

La capacidad de intercambio catiénico (CIC), es la capacidad del suelo para
retener e intercambiar diferentes elementos minerales. Esta capacidad
aumenta notablemente con la presencia de materia organica. Y dependera a
su vez del tipo de carga, cation (ion cargado positivamente): NHs*, K*, Ca?*,

Fe2*, Na*, H*, AI**; o anion (ion cargado negativamente): NO%, P02, SO4%.

La CIC depende de la textura del suelo y del contenido de materia organica,
en general, entre mas arcilla y materia organica en el suelo, la capacidad de
intercambio es mayor. El contenido de arcilla es importante, debido a que estas
pequenas particulas tienen una relacion alta de area superficial a volumen
(Fernandez Linares, L. C., Avelizapa, R., Gabriela, N., Carrillo, R., Guadalupe,
T., Islas, R., & Elena, M., 2006). El complejo es saturado con el cation amonio
(NH**), luego el exceso de este cation es lavado con alcohol etilico. EI NH**
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adsorbido es determinado cuantitativamente por desplazamiento con potasio
tratando la muestra con KCI al 10%, para luego medir el ion amonio por

colorimetria (Bazan Tapia, 2017).

6.3.7. Carbonatos totales

La cantidad de carbonatos presentes en el suelo puede ser estimada por el
meétodo de titulacion acido-base, no se recomienda para detectar cantidades
muy pequenas de carbonatos, ni cuando se requieran resultados muy exactos
y precisos. Se sugiere conducir este método solamente cuando el pH del suelo
es claramente superior a 7.0. El valor de pH de los suelos que contienen

carbonatos normalmente varia ente 7.5y 8.5.

Los carbonatos son minerales que estan presentes en muchos suelos, se
presentan como CaCOs o CaMg(COs)2, el suelo se trata con una cantidad
conocida de un acido fuerte y el exceso de acido se cuantifica mediante

titulacion volumétrica con una base fuerte (Aguilar, S. A., 1988).

6.3.8. Textura de suelo

La textura del suelo se analiza a treves del método de Bouyoucos, el cual
elimina la agregacion debida a materia organica y la floculacion debida a los
cationes calcio y magnesio, no se eliminan otros cementantes como
carbonatos. El tiempo de lectura es a los 40 segundos para la separacién de
particulas mayores de 0.05 mm (arena) y de 2 horas para particulas de

diametro mayores de 0.002 mm (limo y arena).
La metodologia que se siguid fue la establecida por la NOM-021, con una

modificacion que fue la omisién del uso de perdxido de hidrégeno, debido al

alto porcentaje de carbonatos en las muestras de suelos (NOM-021, 2000).
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6.4. Movilidad de metales en muestras de suelo

La movilidad de los metales es un factor importante que determina su
biodisponibilidad por las plantas y microorganismos que toman los elementos
disueltos en la solucion del suelo (Salomons, W., Forstner, U., & Mader, P. ,
2012).

6.4.1. Potencial de lixiviacion

La prueba de potencial de lixiviacion se llevd a cabo en dos etapas: la primera
consiste en colocar en agitacién al sustrato disuelto en solucion extractante:
agua meteodrica (agua destilada pH 5.5) en una proporcion de 1:5 por 4 h, para
la segunda etapa se trasladé la suspension a una celda de alteracién (Mendez,
0., 2003), se dejo en inundacién por 12 horas, y se obtiene el lixiviado por
filtracion al vacio (Sahuquillo, A., Rigol, A., & Rauret, G., 2003). Para
determinar la influencia del pH sobre la liberacion del metal, se llevé a cabo el
mismo procedimiento, ensayando tres diferentes soluciones extractantes:
agua desmineralizada a pH 4.7 y 9 (Ramos-Gémez Magdalena, Avelar-
Gonzalez Francisco, Medel-Reyes Alejandro, Yamamoto Laura, Godinez Luis,

Ramirez Marcela, Guerra Ricardo, Rodriguez Francisco., 2012).

6.4.2. Extraccion secuencial

El fraccionamiento de metales se realiza de acuerdo con la modificacion del
método de extraccidon secuencial de Tessier, obteniendo 5 fracciones:
intercambiable, ligada a carbonatos, ligada a oOxidos de hierro (Fe) vy

manganeso (Mn), ligada a materia organica y sulfuros, y residual.

I. Intercambiable. Sedimento extraido a temperatura ambiente por 1 hora
con 8 mL de una solucién de cloruro de magnesio (1M a pH 7.0), en

continua agitacion.

45



Unida a carbonatos. A partir del residuo anterior se trabaja a
temperatura ambiente con 8 mL de acetato de sodio (1 M a pH 5.0), en

continua agitacion, el tiempo necesario para completar la extraccion.

Unida a 6xidos de manganeso y fierro. Con el residuo del paso anterior
se extrae esta fraccion agregando 20 mL de Na2S204 + 0.175 M de
Citrato de sodio + 0.025 M de acido citrico, a temperatura de 96 £ 3 °C

con agitacion ocasional.

Unida a materia organica. A partir del residuo anterior se le adicionan 3
mL de 0.02 M de acido nitrico y 5 mL de perdxido de hidrogeno al 30%
a pH 2 ajustandolo con acido nitrico, la mezcla se lleva a 85 + 2 °C por
2 horas con agitacién ocasional. Se le agrega un segundo volumen de
peréxido de hidrogeno al 30% (3 mL) con agitacion ocasional ya que
estuviese a la temperatura de 85 °C. Posterior a enfriarlo se le agrega
5 mL de acetato de amonio 3.2 M en un volumen al 20% de acido nitrico,
agitado continuamente por 30 minutos. La adicion del acetato de
amonio se realiza para prevenir la absorcion de metales extraidos en

los sedimentos oxidados.

Residual. El residuo de la anterior fraccion se digiere utilizando una
combinacion de acido fluorhidrico y acido perclorico. (Tessier, A. P. G.
C., Campbell, P. G., & Bisson, M. J. A. C., 1979).

Aislamiento de hongos microscépicos

El aislamiento de hongos que provienen de las muestras de suelo de

Concepcién del Oro, permitira estudiar la adaptacion y resistencia que han

desarrollado estos microorganismos al estar el contacto con condiciones

extremas, también, el analisis de estos aislados ayudara a elucidar por lo

menos un mecanismo de interaccion entre los hongos y el contaminante.
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6.5.1. Medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)

Trozos de papas peladas 200g
Dextrosa 209
Agar 154
Agua destilada 1000 mL

Las papas se hierven por 30 minutos, se filtra para obtener el sobrenadante.
Se afnaden el resto de los ingredientes, se afora a un litro con agua destilada,

y se esteriliza en la autoclave (Ulloa, M., & Hnlin, R. T., 1978).

6.5.2. Método de siembra directa en placa

Se colocd 1 gramo de cada muestra en cajas de petri estériles con Agar PDA
(Agar papa dextrosa). Se incubaron los cultivos a 28°C por 7 dias para hogos
(Mueller, G. M., 2011).

6.5.3. Seleccidén y aislamiento de colonias

Se llevo a cabo la observacion de todos los cultivos, a criterio se seleccionaron
colonias basandose en su morfologia macroscoépica, y se asigno una clave de
identificacion a cada seleccion.

Para la obtencion de cultivos puros y para obtener colonias aisladas, se toman
una azada de las colonias mas aisladas obtenidas del apartado 7.5.2., se
inocula en agar PDA extendiendo la muestra en el medio con ayuda de una

varilla de vidrio, se incuban a 28°C por 7 dias.

Este proceso se realiza para cada colonia seleccionada (Reynoso, M. M.,
Magnoli, C. E., Barros, G. G., & Demo, M. S., 2015).
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6.5.4. Técnica de diluciéon por agotamiento

Es el método mas utilizado, se prepara una placa con medio PDA estéril.

Primero, se marca la parte exterior de la contratapa de acuerdo a la Figura 7A.

Posteriormente se carga el asa con la muestra (Figura 7B), se deposita en un
punto de la superficie del sector (l) cercano al borde, y se extiende en el mismo
con estrias préximas y paralelas, a continuacién, se quema el asa y se deja
enfriar, se gira la placa 90 °, se pasa el asa una vez sobre la ultima estria de
la regién ya inoculada, y se arrastra al sector (ll) efectuando sobre él, la
siembra sin superponer las estrias con las realizadas antes. Se quema
nuevamente el asa y de la misma manera se estria el sector (lll), luego de
quemar el asa, en el sector (IV) se realizan estrias con el material que se
arrastra de (lll), mas amplias y que terminan en el centro de la placa (Reynoso,
M. M., Magnoli, C. E., Barros, G. G., & Demo, M. S., 2015).

A.

Figura 7. Técnica de dilucion por agotamiento.
A. llustracion de regiones en las placas, B. Técnica de estriado en las regiones de la placa.
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6.5.5. Purificacion de colonias

La purificacion de los hongos se realizé de indculos provenientes del aislado
de la etapa anterior mediante la técnica de resiembra sucesivas en el medio
de cultivo PDA. Las cajas petri fueron colocadas en incubaciéon a 28°C.,
durante 8 dias (Cano-Ruera, S., 2006).

6.6. Coleccion de hongos

Es un método eficaz porque se paraliza el crecimiento de las células, pero
éstas no han muerto. Se garantiza la estabilidad genética por evitarse la

aparicion de generaciones sucesivas (Garcia, L., & Uruburu, F. , 2014).

6.6.1. Conservacion por suspension en agua destilada y glicerol

Es un método muy utilizado ya que da altos porcentajes de viabilidad,
alcanzando viabilidades (Smith, D., & Onions, A. H., 1994). Consiste en
suspender en agua destilada o glicerol estériles, las células del cultivo como

conidias, esporas, esclerocios, etc. (Jong, S. C., & Birmingham, J. M., 2001).

La conservacion de hongos por este método muestra altos porcentajes de
viabilidad en periodos superiores a 5 anos, se ha demostrado que la
estabilidad para caracteres morfologicos y fisiologicos es muy eficaz (Garcia,
L., & Uruburu, F. , 2014).

6.7. Identificacion morfolégica de los hongos aislados

La identificacion morfolégica de hongos, basandose en su estructura macro y
microscopica, es una metodologia que ayudara a conocer el género de los
hongos, sin embargo, a veces puede ser algo subjetiva, debido a la similitud

entre los diferentes géneros que se pudieran identificar, por lo que es
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recomendable realizar la identificacion genética para poder identificar los

aislados en cuanto a género y especie.

6.7.1. Observaciéon macroscopica por fragmentacion fungica

Este método se emplea para impulsar el desarrollo de la colonia fungica a
partir de un disco de 7 mm de diametro de agar con desarrollo del hongo, el
disco es transferido a una placa de agar PDA estéril, de tal modo que la
estructura del hongo haga contacto con la superficie del medio (Alexopoulos,
C. J., Mims, C. W., & Blackwell, M., 1996).

Posteriormente, el medio de cultivo con el disco fungico, se incuba durante 7
dias a 28 °C, después del tiempo de incubacién se hace la descripcion
macroscopica de acuerdo a las caracteristicas del cultivo, tales como: color,
contorno, textura, pigmento, forma, tamafo y consistencia (Pacasa-Quisbert,
F, 2017).

6.7.2. Observacion microscopica por microcultivo

Este método permite observar las estructuras fungicas de manera
microscopica, en una caja de petri de cristal se coloca una cama humeda (un
trozo de gasa humedecido con agua), sobre la gasa se coloca un trozo de
varilla de vidrio en forma de “U”, posteriormente se coloca un porta objeto
sobre la varilla, y sobre este se coloca un cubo medio PDA de 1 x1 x 1 cm,
con el asa bacterioldgica inocular las cuatro esquinas del medio de cultivo, y
colocar un cubreobjetos, cabe resaltar que todo debe de estar previamente
estéril. Incubar a 28 °C durante 7 dias (Arenas, R., 2014).

Pasado el tiempo de incubacion, con ayuda de unas pinzas estériles se retira

cuidadosamente el cubreobjetos, y se coloca sobre un portaobjeto nuevo que
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contiene una gota de azul de lactofenol, se observé al microscopio con 10x

para enfocar y 40x para analizar (Casas, G., 1994).

6.8. Estudio de la resistencia de los hongos a la presencia de

arsénico

En la prueba de resistencia a arsénico se sigui6 el protocolo reportado por
Liang, y haciendo modificaciones hechas para este trabajo. Para que el total
de los hongos partieran de la misma concentracion y observar las diferencias
en el crecimiento, se inocularon 5x10° conidias, en medio PDA con diferentes
concentraciones de Na2HAsO4 - 7H20, teniendo en cuenta la concentracion
real del As(V); y la ausencia de As(V) se tom6 como control. Las placas se
incubaron durante 7 dias a 28 °C. Después del tiempo de incubacién, se midio
en centimetros el diametro de las colonias de los hongos (Romo-Rodriguez,
P., Acevedo-Aguilar, F. J., Lopez-Torres, A., Wrobel, K., Wrobel, K., &
Gutiérrez-Corona, J. F., 2015; Liang, J., Diao, H., Song, W., & Li, L., 2018).

6.9. Identificacion molecular de los hongos con mayor capacidad

de resistencia a arsénico.

La identificacion de hongos con técnicas moleculares, de los hongos con alta
resistencia a la presencia de arsénico en el medio, confirmara la identificaciéon
morfoldgica, ademas, podremos identificar la especie en base a la informacién
de las bases de datos en las que se analicen las secuencias obtenidas de cada

uno de los hongos.

6.9.1. Obtencién de biomasa fungica

Para la obtencion de biomasa fungica se preparé medio de cultivo PDB, el
cual se realiza con la misma receta para PDA, sélo que se omite el agar

bacteriolégico. En matraces de 250 mL se afadio 50 mL de PDB estéril, y
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posteriormente se agrego 100 pl del stock de conidios. Se incubd el inéculo

en agitacion constante de 200 rpm, a 28 £ 2 °C, durante 7 dias.

Posteriormente, se obtuvo la biomasa fresca, filtrando al vacio con ayuda de
un matraz kitasato, un embudo de Blichner y papel filtro grado 40 Whatman,
todo previamente estéril. Se rescaté la biomasa y el sobrenadante se
desechd. Este procedimiento se realizé para cada uno de los hongos que
resultaron ser los mas resistentes a la presencia de arsénico en el medio de

cultivo.

6.9.2. Extracciéon de ADN fungico

Se utilizé6 una combinacién de método mecanico y quimico para la extraccion
de ADN de la biomasa fungica. Se coloca la biomasa fresca en un mortero,
se agrega nitroégeno liquido de tal manera que quede cubierta totalmente, ya
que la biomasa esté completamente congelada, se tritura con la ayuda de un

brazo de porcelana hasta obtener un polvo fino.

Después, se toma aproximadamente 100 mg de micelio pulverizado en un
tubo Eppendorf con 400 pl de buffer de homogenizacion, se agita en vortex
30 segundos; a continuacién, al homogenizado se afiade 8 pl de proteinasa
K'y 40 ul de SDS al 20%. Se mezcla en vortex 30 segundos. Después de la

agitacion, se incuba la mezcla en bano Maria durante una hora a 60 °C.

Posteriormente, se agrega 300 pl de cloruro de sodio 6 M, agitando en vortex
durante 30 segundos, se centrifuga durante 30 minutos, 10,000 rpma 4 °C, y
se pasa el sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo, y se vuelve centrifugar
por 5 min, 12,000 rpm a 4 °C. Se agregan 300 pl de isopropanol, se incuba
por una hora a -20 °C, pasado el tiempo de incubacion, se centrifuga durante

20 minutos, 10,000 rpm a 4°C. Eliminar el sobrenadante.
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Se lava la pastilla con 1 mL de etanol al 70%, se mezcla por inversién. Y se
centrifuga durante 1 minuto a 10,000 rpm, y se elimina el sobrenadante. Este
paso se realiza 3 veces. La pastilla se deja secar a temperatura ambiente, y
se resuspende en 100 yl de agua destilada estéril (Aljanabi, S. M., & Martinez,
l., 1997).

6.9.3. Secuenciacion de ADN para identificacion molecular de

hongos

Las muestras fueron secuenciadas con el método de didesoxinucleétidos
marcados en el secuenciador modelo 3130 y 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems), por Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y
Ambiental (IPICYT).

6.10. Estudio de la interacciéon hongo — arsénico

Se realizaron estudios para ver la consecuencia que tiene el arsénico sobre
el hongo en medio liquido, de tal manera que se utilizaron una serie de
metodologias para observar posibles dafos en la pared celular del hongo,
grupos funcionales que tienen importancia en la presencia de arsénico y la

capacidad de interaccién del hongo con el arsénico del medio.

6.10.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se obtuvo biomasa fungica a partir de 50 mL de PDB, se lavé 3 veces con
agua destilada estéril para eliminar residuos de medio de cultivo y se decanto.
Posteriormente, se anadié PDB nuevo a la biomasa aforando a 50 mL, este
PDB nuevo estaba en ausencia (control) y presencia de una concentracion de
7000 mg/L de As(V), a partir de una sal de Na2HAsO4 - 7H20, y se incubd en
agitacion durante 7 dias, 28 °C a 150 rpm.
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Pasado el tiempo de incubacion, se tomo6 una pequefa cantidad de biomasa
libre de medio de cultivo, se lavé con PBS, y se coloco en una placa de grafito,
una vez que la muestra quedo fija se introduce al sputter para recibir un bafio
de particulas de oro. Posteriormente, se coloco el disco de grafito en el porta
muestras de tal manera que quede fija, y se introduce al detector de muestras
(EI-Sayed, M. T., 2015; Liang, J., Diao, H., Song, W., & Li, L., 2018).

Se observaron varios campos de la muestra y se hizo un registro fotografico
a 2000 y 5000 X con un equipo especializado Denton Vacuum Il (JOEL USA,

Specimen Preparation Methods for Scanning Electron Microscopes).

6.10.2. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

Se obtuvo biomasa fungica a partir de 50 mL de PDB, se lavé 3 veces con
agua destilada estéril para eliminar residuos de medio de cultivo y se decanto.
Posteriormente, se afiadio PDB nuevo a la biomasa aforando a 50 mL, este
PDB nuevo estaba en ausencia (control) y presencia de una concentracion de
7000 mg/L de As(V), a partir de una sal de NazHAsO4 - 7H20, y se incubd en
agitacion durante 7 dias, 28 °C a 150 rpm.

Se deshidraté la biomasa fungica durante 24 horas a 55 + 2 °C, una vez que
la muestra esté completamente seca se tritura en un mortero con un brazo de
porcelana hasta que quede un polvo fino (EI-Sayed, M. T., 2015; Liang, J.,
Diao, H., Song, W., & Li, L., 2018).

Se toma la cantidad necesaria para el porta-muestra, y se analiza en un

espectro de infrarrojo en el rango de 400 — 4000 cm™'. La carga de micelio se

analizé por un sistema automatico Jasco FT/IR-4100.
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6.10.3. Peso seco

Se obtuvo biomasa fungica a partir de 50 mL de PDB, se lavé 3 veces con
agua destilada estéril para eliminar residuos de medio de cultivo y se decanto.
Posteriormente, se afadiéo PDB nuevo a la biomasa aforando a 50 mL, este
PDB nuevo estaba en ausencia (control) y presencia de una concentracién de
7000 mg/L de As(V), a partir de una sal de Na2HAsO4 - 7H20, y se incubo6 en
agitacion durante 7 dias, 28 °C a 150 rpm.

Una vez que termind la incubacion, se volvié a lavar la biomasa como en el
paso anterior. La biomasa lavada se colocé dentro de una estufaa 55+ 2 °C
durante 48 horas, para que se secara y se deshidratara. Este experimento se
realizé por triplicado, y se obtuvo el promedio del peso seco de cada uno de

los hongos.

6.10.4. Interacciéon hongo — arsénico

Se evalud la influencia que tiene el hongo en presencia de un contaminante
en el medio, como lo es el As(V). Se obtuvo biomasa a partir de 50 mL de
PDB, se lavé 3 veces con agua destilada estéril para eliminar residuos de

medio de cultivo y se decanté.

Se preparé PDB y se tomd una alicuota de 5 mL (blanco); después se le
agrego la solucion de Na2HAsO4 - 7H20, con 7000 mg/L de As(V), se tomo

una alicuota de 5 mL (estandar).
En tubos Falcon de 50 mL se coloco la biomasa previamente lavada, y se

aforé hasta la marca de 50 mL con medio PDB que contiene la sal de arsénico,

se tomo una alicuota de 5 mL (Tiempo 0).
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Los cultivos se incubaron durante siete dias, 200 rpm a 28 + 2°C, tomando

alicuotas del sobrenadante cada 24 horas.

Al término de la incubacion (siete dias) se obtuvo la biomasa se lavo con agua
destilada estéril, se centrifugé (10 minutos, a 5000 rpm), se decanté el
sobrenadante para recuperar el micelio libre de medio de cultivo (Nota: hacer
el procedimiento de lavado las veces que sea necesario hasta que no se
observen residuos de PDB). Posteriormente se seco en una estufa durante
24 horas a 60°C.

Conforme se fueron obteniendo las alicuotas del medio de cultivo, se
centrifugaban durante 15 min a 5,000 rpm para eliminar el resto de micelio
que pudiera estar presente. La biomasa y el sobrenadante se procesaron para

analizar en absorcion atémica (AA) por el método de generador de hidruros.

6.10.5. Digestion de muestras para absorcion atémica por el

método de generador de hidruros

Se resuspendio la biomasa seca en 8 mL de acido nitrico concentrado grado
Instra, una vez que la muestra quedo perfectamente resuspendida, se paso

el contenido a un matraz Erlenmeyer de 10 mL.

El matraz se coloco a digestion abierta en parrilla para que se evapore la
solucion hasta 1 mL. Después se afora a 2 mL con agua tridestilada y
finalmente se lee la muestra en absorcion atdomica, si después de hacer la
digestion abierta, esta queda turbia, se debe de repetir el procedimiento hasta
que se obtenga una solucion clarificada (APHA-AWWA-WPCF, 1998).
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7. RESULTADOS

7.1. Muestreo de suelos

La zona de estudio se encuentra localizada en el municipio de Concepcion
del Oro, en el estado de Zacatecas, este municipio aloja residuos de
actividades de la industria minera que se localiza en este lugar, se eligieron
2 sitios para muestrear: Sitio 1, que es una zona de jales mineros (Figura 8)
y el Sitio 2 que es una unidad deportiva rodeada de desechos y escoria de

la mineria (Figura 9).

Figura 8. Fotografia satelital de la zona de jales mineros.
“Sitio 17, Concepcion del Oro, Zacatecas, coordenadas: 24°36'42” N, 101°24'43” O
(www.googleearth.com).

Figura 9. Fotografia satelital de la zona deportiva.
“Sitio 27, Concepcion del Oro, Zacatecas, coordenadas 24°36'48” N, 101°24'49” O. Zona A
(Cancha de Futbol), Zona B (Cancha de Beisbol), Zona C (Zona de Escoria) y Zona D (Zona
de Montafa) (www.googleearth.com).
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7.2. Determinacidén de la concentracion de metales y metaloides

Algunos metales como cobre, zinc y manganeso, son considerados como
micronutrientes, y son esenciales para el desarrollo de diferentes organismos,
por otro lado, elementos como cadmio, plomo, mercurio y arsénico, no son
requeridos en el metabolismo, y pueden ser toxicos incluso a muy bajas
concentraciones (Mejia, C. A. Z., Rodriguez, A. C., & Torres, A., 2013).

En este estudio, se determind la concentracion de los siguientes metales Cd,
Cr, Cu, Fe, Pb, Zn, Ni, Al y Mn, y también del metaloide As, en muestras de
suelo. Las concentraciones de arsénico obtenidas en las muestras de suelos
de Concepcion del Oro, Zacatecas, arrojan que todas las muestras analizadas
sobrepasan el limite maximo permisible (LMP) de 22 mg/Kg (NOM-147, 2004)
(Figura 10).

El 100% de las muestras se encuentran “muy contaminadas” con As (> 8
mg/Kg), asi como el 100% de las muestras se consideran con “efecto téxico
severo” ya que rebasan los limites reportados en instancias internacionales.
(US EPA, 1977; OME, 1992). El As es considerado como extremadamente
téxico, ademas de cancer de piel, la exposicion prolongada al arsénico también
puede causar cancer de vejiga y de pulmén (OMS, 1980), por lo que la
concentracion determinada en las muestras de Concepciéon del Oro se
consideran como “foco rojo”, ya que son suelos que estan aledanos a la
poblacién de este municipio que posiblemente tenga repercusiones en la salud

de los seres vivos.
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Figura 10. Concentracion de Arsénico (mg/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcion del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de

Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de

Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol

Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia

Rizosfera. --- LMP (22 mg/Kg) (NOM-147, 2004); --- Moderadamente contaminados (2 — 8
mg/Kg), --- Muy contaminado (> 8 mg/Kg) (US EPA, 1977); --- Efecto medio (6 mg/Kg), ---

Efecto severo (33 mg/Kg) (OME, 1992).
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El cadmio esta presente en el medio ambiente en niveles bajos, sin embargo,
la actividad humana ha incrementado considerablemente esos niveles, y ha

sido clasificado como carcindégeno para los seres humanos (OMS, 1980).

La concentracion determinada con cadmio en las muestras de suelo indican
que solo 18% de las muestras sobre pasan el LMP de 37 mg/Kg (NOM-147,
2004) (Figura 11), el resto de las muestras no sobre pasen el LMP, y la muestra
CBR3 que no dio lectura de cadmio, es importante considerar al Cd como foco
rojo, ya que se ha descrito ser muy dafino para la salud humana teniendo

graves efectos en ocasiones irreversibles.
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Figura 11. Concentracion de Cadmio (mg/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcion del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montafia; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. Se obtuvieron dos graficos, debido a la escala que se utilizé para representar las
concentraciones de Cd determinadas. --- LMP (37 mg/Kg) (NOM-147, 2004).
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El plomo es muy toxico aun en concentraciones relativamente bajas; no es
biodegradable y se acumula a lo largo de las redes troficas. Sin embargo, es

ampliamente utilizado en diferentes procesos tecnolégicos (OMS, 1980).

En la Figura 12, se muestran los resultados de las concentraciones
determinadas de Pb, se observa que el 64% de las muestras rebasan el LMP
de 400 mg/Kg (NOM-147, 2004).

Por otro lado, el 100% de las muestras se encuentran “muy contaminadas” con
Pb (>60 mg/Kg), y se consideran con “Efecto toxico medio” a “Efecto toxico
severo” ya que rebasan los limites reportados por instancias internacionales
(US EPA, 1977; OME, 1992).
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Figura 12. Concentracion de Plomo (mg/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. Se obtuvieron dos graficos, debido a la escala que se utilizé para representar las

concentraciones de Pb determinadas. --- LMP (400 mg/Kg) (NOM-147, 2004);
Moderadamente contaminados (40 - 60 mg/Kg), --- Muy contaminado (> 60 mg/Kg) (US
EPA, 1977); --- Efecto medio (31 mg/Kg), --- Efecto severo (250 mg/Kg) (OME, 1992).
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El niquel se encuentra generalmente en niveles muy bajos en el ambiente;
puede ser liberado en el suelo por actividades antropogénicas en donde
forma ligandos con iones de fierro o manganeso. Los ambientes acidos
aumentan la movilidad de este metal, lo que facilita su deposicion en los
cuerpos de agua (OMS, 1980).

La Figura 13, muestra los resultados obtenidos de la concentracion de niquel
en las muestras de suelo, el 100% de las muestras estan por debajo del LMP
que es de 420 mg/Kg (US EPA, 1977). Se observa que, la mayoria de las
muestras se encuentran “moderadamente contaminadas” con Ni (20 - 50
mg/Kg), y se consideran con “Efecto téxico medio” (16 mg/Kg) (US EPA, 1977;
OME, 1992).
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Figura 13. Concentracién de Niquel (mg/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. --- LMP (420 mg/Kg), --- Moderadamente contaminados (20 - 50 mg/Kg), --- Muy
contaminado (> 50 mg/Kg) (US EPA, 1977); --- Efecto medio (16 mg/Kg), --- Efecto severo
(75 mg/Kg) (OME, 1992).
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El cobre es uno de los elementos esenciales sobre las funciones vitales de los
organismos vivos, sin embargo, en altas concentraciones puede causar

efectos téxicos severos y adversos (OMS, 1980).

La Figura 14 muestra las concentraciones de Cu obtenidas para cada uno de
los sitios de colecta, la mayoria de los puntos rebasan el LMP que es de 168
mg/kg (US EPA, 1977), el 100% de las muestras se consideran muy
contaminadas con efecto severo ya que todos los resultados obtenidos
rebasan los valores de referencia (US EPA, 1977; OME, 1992).
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Figura 14. Concentraciéon de Cobre (mg/Kg).
Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de

Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montafia; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol

ZM
CFR

CBR2
CBR3

ZMR

ZER

Rizosfera. Se obtuvieron dos graficos, debido a la escala que se utilizé para representar las

concentraciones de Cu determinadas. --- LMP (168 mg/Kg),

Moderadamente

contaminados (25 - 50 mg/Kg), --- Muy contaminado (> 50 mg/Kg) (US EPA, 1977); --- Efecto
medio (16 mg/Kg), --- Efecto severo (110 mg/Kg) (OME, 1992).
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Las concentraciones elevadas de zinc en suelos, se debe a diferentes

actividades humanas, principalmente actividades mineras (IZA, 2009).

En la figura 15, se observa que solo cinco muestras de suelo rebasan el limite
maximo permisible de 904 mg/Kg, pero, la mayoria de las muestras se
clasifican como “muy contaminado” y el resto de ellas (siete muestras) se

clasifican como “moderadamente contaminado”.

Por otro lado, solo la muestra ZM rebasa el valor para clasificarlo con “efecto
severo” (4800 mg/Kg), mientras que el resto estan ligeramente por arriba del
valor que lo clasifica con “efecto medio” (550 mg/Kg) o en su defecto muy por
debajo de este mismo valor (US EPA, 1977; OME, 1992).
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Figura 15. Concentracién de Zinc (mg/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. Se obtuvieron dos graficos, debido a la escala que se utilizé para representar las
concentraciones de Zn determinadas. --- LMP (904 mg/Kg), --- Moderadamente
contaminados (90 - 200 mg/Kg), --- Muy contaminado (> 200 mg/Kg) (US EPA, 1977); ---
Efecto medio (550 mg/Kg), --- Efecto severo (4800 mg/Kg) (OME, 1992).
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El aluminio ejerce un papel importante en los procesos geoquimicos y
ambientales. Su presencia en los diferentes ecosistemas se debe a las

actividades humanas como naturales (OMS, 1980).

En la figura 16, se muestran las concentraciones de aluminio determinado en
cada punto de muestreo, ninguna de las muestras presenta cantidades del
metal considerable para catalogarlo como contaminante, el LMP para
considerar los sitios evaluados como contaminados con Al (>71000 mg/Kg)
(Lindsay, W. L., & Walthall, P. M., 2020).
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Figura 16. Concentracion de Aluminio (mg/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. --- LMP (>71,000 mg/Kg) (Lindsay, W. L., & Walthall, P. M., 2020).
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El manganeso, es un microelemento esencial en la alimentacion humana,
aunque sea necesario, las concentraciones elevadas de ese elemento
pueden ser toxicas (Rabin, O., Hegedus, L., Bourre, J. M., & Smith, Q. R.
1993).

Los valores de manganeso determinados en las muestras se observan en la
Figura 17, todas a excepcion de una muestra se consideran muy
contaminadas con Mn (>500 mg/Kg) con un efecto severo de contaminacion
en la mayoria de las muestras (1100 mg/Kg) (US EPA, 1977; OME, 1992).
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Figura 17. Concentracion de Manganeso (mg/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcion del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Béisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. --- Moderadamente contaminados (300 - 500 mg/Kg), --- Muy contaminado (> 500
mg/Kg) (US EPA, 1977); --- Efecto medio (460 mg/Kg), --- Efecto severo (1000 mg/Kg)
(OME, 1992).
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El fierro es uno de los elementos mas abundantes en la tierra, representa el
5.1% de su peso total, por lo que también es considerado un elemento esencial
para la conformacion y funcionamiento de los ecosistemas, su contenido en el
suelo se estima en un 3.8% (Lindsay, W. L., & Walthall, P. M., 2020).

La Figura 18 muestra que la mayoria de las muestras contienen una
concentracion de Fe que sobrepasa los 25,000 mg/Kg, y es considerado como

suelo muy contaminado con este elemento (US EPA, 1977).
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Figura 18. Concentracion de Fierro (mg/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. --- Moderadamente contaminados (17000 - 25000 mg/Kg), --- Muy contaminado (>
25000 mg/Kg) (US EPA, 1977).
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El cromo, también es un elemento que ha sido clasificado como un

micronutriente esencial; sin embargo, a concentraciones elevadas vy

dependiendo de su forma quimica actua como agente cancerigeno (OMS,

1980). Debido a que es ampliamente utilizado en la industria (curtientes,

pigmentos, electrogalvanizados, etc.) se acumula en suelos y sedimentos a

partir de descargas de aguas residuales sin tratamiento.

En la Figura 19 se muestran las cantidades de cromo determinadas en los

puntos de muestreo, se observa que ninguna de las muestras alcanzé a
superar el LMP (280 mg/Kg) (NOM-147, 2004), e incluso en algunas de las

muestras no hubo presencia de este elemento.
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Figura 19. Concentracion de Cromo (mg/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Béisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol

Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafa
Rizosfera. --- LMP (280 mg/Kg) (NOM-147-SEMARNAT-2004);

CBR2
CBR3
ZER
ZMR

Moderadamente

contaminados (27 - 75 mg/Kg), --- Muy contaminado (> 75 mg/Kg) (US EPA, 1977); --- Efecto
medio (26 mg/Kg), --- Efecto severo (110 mg/Kg) (OME, 1992).
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7.3. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de suelos de

Concepcidn del Oro, Zacatecas

El suelo del municipio de Concepcion del Oro, Zacatecas, presenta un
comportamiento irregular, por la influencia de la mineria en el municipio y por
las actividades antropogénicas del hombre, por lo que han siniestrado y
alterado la composicion del suelo, lo cual repercute fuertemente en los
parametros geo-edaficos, por lo que determinar estos parametros en las
muestras obtenidas de los sitios de interés es de gran importancia, esta
reportado que estos parametros influyen directamente sobre la disponibilidad,
movilidad y toxicidad de metales o metaloides presentes en el suelo (Ramos-
Gbémez Magdalena, Avelar-Gonzalez Francisco, Medel-Reyes Alejandro,
Yamamoto Laura, Godinez Luis, Ramirez Marcela, Guerra Ricardo,

Rodriguez Francisco., 2012).

Por otro lado, se puede sugerir que los hongos aislados de estos sitios
presentan mecanismos de adaptacion a condiciones extremas, y que el
contenido ajeno al suelo lo han ido adaptando para evitar que la toxicidad de

los contaminantes repercuta sobre el desarrollo fungico.
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7.3.1. Contenido de humedad

La humedad del suelo influye sobre el espacio poroso, compactacion,
consistencia, pero también sobre la solubilidad y movilidad de contaminantes
(Ramos-Gémez Magdalena, Avelar-Gonzalez Francisco, Medel-Reyes
Alejandro, Yamamoto Laura, Godinez Luis, Ramirez Marcela, Guerra Ricardo,

Rodriguez Francisco., 2012).

El contenido de humedad en las muestras de suelo (Figura 20), muestran que
el 100% de los puntos presentan un contenido de humedad menor al 20%,
clasificandose como suelos con bajo contenido de humedad (Aguilar, S. A.,
1988). Por lo que el contenido bajo de humedad indica que puede existir un
equilibrio entre la fase liquida y gaseosa, y que esto puede repercutir en el

desarrollo de microorganismos presentes en el suelo.
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Figura 20. Contenido de humedad (%).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera.
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7.3.2. pH

El pH interviene en la movilidad de muchos metales, en medios acidos el H*
presente a concentraciones elevadas desplaza a los cationes metalicos
adsorbidos, de manera que se produce su lixiviacién (Aguilar, S. A., 1988). La
Figura 21, muestra que cerca del 70% de las muestras tienen un pH de
mediana a fuertemente alcalino, mientras que el resto de las muestras

presentan un pH de neutro a fuertemente acido (NOM-021, 2000).
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Figura 21. pH.

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Béisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. --- Fuertemente acido (< 5), --- Moderadamente acido (5.1 — 6.5), --- Neutro (6.6 —
7.3),  Medianamente alcalino (7.4 — 8.5), --- Fuertemente alcalino (> 8.5) (Aguilar, S. A.,
1988).

De acuerdo a estos resultados de pH, tres sitios (ZE1, ZE3 Y Z1J) tienen una
posible disponibilidad de metales ya que presentan valores de pH menores a
6.6 aumentando su solubilidad y movilizacion, de lo contrario el resto de las
muestras con pH mayores a 7.3 tienen la capacidad de inmovilizar metales lo

que repercute directamente en la toxicidad de los contaminantes.
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7.3.3. Conductividad

El contenido de sales en el medio tiene influencia sobre la movilidad de
metales, ya que una elevada concentracion de sales puede reemplazar a los

metales en los sitios de adsorcién (Aguilar, S. A., 1988).

En la Figura 22, se muestran los valores de salinidad en las muestras de
suelos, segun los valores de referencia para la interpretacion de la
conductividad eléctrica, el 100% de las muestras presentan valores de “no
salinos” a “poco salinos” con valores numéricos menores a 4000 uS/cm
(Fernandez Linares, L. C., Avelizapa, R., Gabriela, N., Carrillo, R., Guadalupe,
T., Islas, R., & Elena, M., 2006). Por lo que el contenido de sales podria estar

fungiendo como parte de los nutrientes de la biota presente en las muestras.
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Figura 22. Conductividad (uS/cm).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafa
Rizosfera. --- No salino (0 — 2000 uS/cm), --- Poco Salino (2100 — 4000 yS/cm), ---
Moderadamente salino (4100 — 8000 uS/cm), ~ Muy salino (8100 — 16000 puS/cm), ---
Extremadamente salino (>16,000 uS/cm) (Aguilar, S. A., 1988).
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7.3.4. Potencial Redox

El potencial redox de un suelo oscila entre +400 a +700 mV, y en un suelo
inundado, los resultados son negativos, los compuestos presentes pasan a
estar en un ambiente reductor y cambiar las propiedades fisicoquimicas del
sustrato(Ramos-Gémez Magdalena, Avelar-Gonzalez Francisco, Medel-
Reyes Alejandro, Yamamoto Laura, Godinez Luis, Ramirez Marcela, Guerra

Ricardo, Rodriguez Francisco., 2012).

En la Figura 23, se observa que El 100% de las muestras presentan valores
de potencial redox positivos, lo que indica que el caracter del suelo en estudio
es aerobio, y se clasifica como un suelo oxidante, lo cual es importante, ya que
la presencia de oxigeno favorece el desarrollo de biota con la presencia de

microorganismos aerobios.

700

600

500

400

300

200

100 I I

0
- N O % IO - N ® % O - N O F S D
Lo W W Wwommo o oo W WS
O O 0O O O O O O O O N N N N

Figura 23. Potencial Redox (mV).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Beéisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montafia; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera.
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7.3.5. Materia Organica

La materia organica provee la capacidad de retencion de agua, y ayuda al
crecimiento y desarrollo de la vegetacidon y microorganismos, ya que
proporciona nutrientes esenciales como nitroégeno, fosforo y azufre (Ramos-
Gbmez Magdalena, Avelar-Gonzalez Francisco, Medel-Reyes Alejandro,
Yamamoto Laura, Godinez Luis, Ramirez Marcela, Guerra Ricardo, Rodriguez
Francisco., 2012).

Los resultados observados del contenido de materia organica obtenidas en las
muestras de suelos (Figura 24), presentan porcentajes no mayores al 3.5%,
estos valores clasifican a las muestras respecto a su contenido de materia

organica de “muy bajo” a “medio” (Aguilar, S. A., 1988).

Los valores del contenido de materia organica en las muestras, indican la
cantidad de oxigeno con el cual puede favorecer el contenido de vegetacion y

microbiota presentes en el suelo.

El contenido de materia organica, establece una relacion directa con su
capacidad de quelacion y adsorcion de metales, por lo tanto, cabe esperar que
estos suelos favorezcan la inmovilizacion de metales al medio disminuyendo

su riesgo potencial.
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Figura 24. Materia organica (%).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Béisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. --- Muy bajo (< 0.5%), --- Bajo (0.6 — 1.5%), --- Medio (1.6 — 3.5%), Alto (3.6 —
6.0%), --- Muy alto (> 6%) (Santelises, 1988).
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7.3.6. Carbonatos totales

La presencia de carbonatos puede ser benéfica, ya que tiene accion directa
sobre la estructura del suelo y la actividad de poblaciones microbianas, sin
embargo, el exceso de carbonato en suelos puede ocasionar problemas de
nutricidn, ya que actuan como antagonistas de algunos elementos esenciales
como el fierro (Loeppert, R. H., Hallmark, C. T., & Koshy, M. M., 1984).

El pH y el contenido de carbonatos se relaciona, en suelos con pH acido no
deberia de haber presencia de carbonatos, mientras que en suelos con pH
alcalinos se esperan alto contenido de carbonatos (Loeppert, R. H., Hallmark,
C.T., & Koshy, M. M., 1984).

En la Figura 25, se observa la cantidad en porcentaje de carbonatos totales
que contiene cada una de las muestras de suelo de Concepcion del Oro, se
aprecia que el 100% de los sitios contienen carbonatos, lo que se relaciona

con un sistema de amortiguamiento del suelo para su equilibrio.

A pesar de que las caracteristicas fisicas del suelo no son iguales a un suelo
con esta cantidad de carbonatos, se tiene la hipétesis de que se utilizaron
soluciones carbonatadas para enmendar la acidez en el poblado, se ha
reportado que el uso de estas enmiendas son comunes debido a la facilidad y

lo econdmico que es aplicarla (Castellanos J. Z., 2021).
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Figura 25. Cantidad de carbonatos (%).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Béisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera.
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7.3.7. Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC)

En general, cuanto mayor sea la capacidad de intercambio catiénico, mayor
sera la capacidad del suelo de fijar metales, pues se tendran mas sitios de
intercambio en la fraccion coloidal, sin embargo, la CIC depende a su vez de
otros parametros, principalmente del pH por lo que no es un indicativo de la
movilidad de los metales (Ramos-Gomez Magdalena, Avelar-Gonzalez
Francisco, Medel-Reyes Alejandro, Yamamoto Laura, Godinez Luis, Ramirez

Marcela, Guerra Ricardo, Rodriguez Francisco., 2012).

Los valores obtenidos de CIC se encuentran por debajo de los 5 Cmol/Kg, lo
que se catalogan como suelos con muy baja CIC (NOM-021, 2000) (Figura
26).
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Figura 26. Capacidad de Intercambio Catiénico (Cmol/Kg).

Determinado en los 22 puntos de muestreo distribuidos en 2 sitios de Concepcién del Oro,
Zacatecas. Puntos de muestreo: CF = Cancha de Futbol (puntos del 1 al 5); CB = Cancha de
Béisbol (puntos del 1 al 5); ZE = Zona de Escoria (puntos del 1 al 4); ZM = Zona de
Montana; Z1J = Zona 1 Jales; CFR = Cancha de Futbol Rizosfera; CBR = Cancha de Béisbol
Rizosfera (Puntos del 1 al 3); ZER = Zona Escoria Rizosfera; ZMR = Zona de Montafia
Rizosfera. --- Muy baja (< 5 Cmol/Kg), --- Baja (5 — 15 5 Cmol/Kg), --- Media (15-255
Cmol/Kg),  Alta (25 - 40), --- Muy alta (> 40 5 Cmol/Kg) (Garcia- Gutiérrez C., & Félix-
Herran J. A., 2014).

82



7.3.8. Textura de suelos

Se obtuvo el porcentaje de arcilla, arena y limo, para determinar el tipo de
suelo de cada una de las muestras (Tabla 3), como se puede observar, se
obtuvieron diferentes texturas de suelo de los diferentes puntos de muestreo,
un mayor porcentaje de puntos son de textura franco arenoso, el suelo de esta
textura tiene una CIC por debajo de 10 Cmol/Kg (INTAGRI, 2021), este
resultado se relaciona con la baja capacidad de intercambio cationico obtenido
en este trabajo (<5 Cmol/Kg) (NOM-021, 2000).

Tabla 3. Textura de las muestras de suelo.

Muestra Textura Muestra Textura
CF1 Franco limosa ZE2 Arenosa
CF2 Franco limosa ZE3 Arenosa
CF3 Franco limosa ZE4 Arenosa
CF4 Franco limosa ZM Franco arenosa
CF5 Areno francosa Z1J Franco arenosa
CB1 Areno francosa CFR Areno francosa
cB2 Franco arenosa CBR1 Franco arcillosa
CB3 Franco arenosa CBR2 Franca
CB4 Franco arenosa CBR3 | Areno francosa
CB5 Franco arenosa ZER Arenosa
ZE1 Arenosa ZMR Franco arenosa
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7.4. Estudios de la movilidad de metales

La movilidad de los metales es un factor importante que determina su
biodisponibilidad por las plantas y microorganismos que toman los elementos
disueltos en la solucion del suelo (Salomons, W., Forstner, U., & Mader, P. ,
2012).

7.4.1. Potencial de lixiviacion

Para realizar la prueba de potencial de lixiviacion, se utilizaron celdas de
alteracién, que simulan las condiciones naturales a las que el suelo esta
expuesto (agua metedrica de pH 5.5), y posteriormente haciendo una
modificacion a la prueba implementando agua meteérica pH 4.7 y 9.0 (Ramos
Goémez Magdalena, Avelar-Gonzalez Francisco, Medel-Reyes Alejandro,
Yamamoto Laura, Godinez Luis, Ramirez Marcela, Guerra Ricardo, Rodriguez
Francisco., 2012).

Respecto al potencial de lixiviacion empleando agua metedrica con pH 4.7, se
observo que en las muestras en general el As, Cu y Zn presentaron menos del
1% de movilidad (entre 0.3 y 0.98%), el Mn presentdé movilidad menor al 0.1%,

y el resto de los metales presentaron una movilidad menor al 0.01%.

Por otro lado, cuando se utilizé agua a pH de 5.5, tanto el Cu, Zn y Mn, tuvieron
el mismo comportamiento que cuando se usé pH de 4.7, la diferencia es que
esta vez el As presentd una movilidad menor que 0.1%, mientras que el resto

de los metales fue < 0.01%.
Finalmente usando condiciones alcalinas (pH 9.0), se obtuvo el mismo

comportamiento para As, Cu y Zn que en las otras condiciones, respecto al Al

presenté movilidad menor a 0.1% vy el resto de los metales fue menos 0.01%.

84



En general, los resultados del ensayo de potencial de lixiviacion indicaron que,
a pesar del importante contenido de metales en las muestras de suelos los
porcentajes de lixiviacion generalmente fueron inferiores al 1%, aun cuando se

utilizaron soluciones extractantes a diferentes pH.

Los cambios de pH en la solucion de extracciéon no tuvieron influencia
significativa sobre la movilidad de los elementos presentes en los puntos
muestreados. Esto indica que tanto a pH acido como alcalino se presenta una
estabilidad de los elementos a diferentes condiciones imperantes de los suelos

que los contienen.

7.4.2. Fraccionamiento de metales

En el fraccionamiento de metales se utilizé la técnica de Tessier, donde se
obtuvieron cinco fracciones, se cuantificd la concentracion de metal en cada
una de las fracciones por espectrofotometria de absorcion atomica de
generador de hidruros para el caso del arsénico, y en flama para el resto de
los metales (Tessier, A. P. G. C., Campbell, P. G., & Bisson, M. J. A. C., 1979;
APHA-AWWA-WPCF, 1998).

Para obtener valores de confiabilidad, cada determinacion de todas las

fracciones se realizo por triplicado.
En el caso del cobre (Figura 27), la mayor concentracion del metal se localizé

en la fraccion residual y en menor proporcion, pero mayor que las otras

fracciones en la fraccion unida a materia organica.
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Figura 27.Porcentajes de recuperacion del Cu.
Obtenido por la extraccién secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccién unida a carbonatos, ¢F3, Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccion unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.

En la Figura 28, se muestra los porcentajes de recuperacion del plomo, se
aprecia un comportamiento mas variado en cada uno de los puntos
muestreados, sin embargo, gran parte del metal se localiza en la fraccién V en

la mayoria de las muestras.
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Figura 28. Porcentajes de recuperacion del Pb.
Obtenido por la extraccion secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccion unida a carbonatos, ¢F3, Fraccion unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccion unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.
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Respecto al Zinc, al igual que el plomo presenta un comportamiento distinto
en cada muestra, se observa el metal presente en todas las fracciones,
predominando en unos casos la fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn hasta con
el 63.5%, en otras muestras el metal esta presente mayormente en la fraccién
unida a materia organica hasta con el 67.7% y en otros casos el metal se
encontrd en la fraccion residual con un valor de recuperacion hasta de 95%
(Figura 29).
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Figura 29. Porcentajes de recuperacion del Zn.
Obtenido por la extraccidon secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccion unida a carbonatos, ¢F3, Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccion unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.

La Figura 30 muestra los resultados de los porcentajes de recuperacion de
cadmio en cada fraccién, se observa una alta presencia del metal en la
fraccion unida a carbonatos alcanzando hasta 87%, pero también hay un alto

anclaje del metal en la fraccion residual alcanzando un 95%.

87



100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

% de recuperacion

Muestra

Figura 30. Porcentajes de recuperacion del Cd.
Obtenido por la extraccién secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccién unida a carbonatos, ¢F3, Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccion unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.

El porcentaje de niquel recuperado, se muestra en la Figura 31, se observa
que el metal esta presente en la fraccion Il y V, alcanzando el 35.5 y 76.3%,
respectivamente. Este fue el unico metal que se presenté en mayor cantidad

en la fraccién intercambiable a diferencia del resto de los metales.
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Figura 31. Porcentajes de recuperacion del Ni.
Obtenido por la extraccidon secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccion unida a carbonatos, ¢F3, Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccién unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.
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En la mayoria de las muestras, el aluminio (Figura 32), esta presente en la
fraccién unida a materia organica y en la residual, alcanzando un 97.6 y 98.3

% respectivamente.
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Figura 32. Porcentajes de recuperacion del Al.
Obtenido por la extraccién secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccién unida a carbonatos, ¢F3, Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccion unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.

A pesar de considerable concentracion de fierro que contienen las muestras,
no se observa movilidad entre las fracciones, por lo que todo el metal se

recupero en la fraccion residual (Figura 33).
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Figura 33. Porcentajes de recuperacion del Fe.
Obtenido por la extraccién secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccién unida a carbonatos, ¢F3, Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccion unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.

Al igual que el fierro, el manganeso se presenta en altas concentraciones en
las muestras de suelo, sin embargo, el Mn tuvo un comportamiento diferente
en cada muestra, estando presente en todas las fracciones sin ninguna en

particular que predomine el porcentaje de recuperacién (Figura 34).
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Figura 34. Porcentajes de recuperacion del Mn.
Obtenido por la extraccidon secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccion unida a carbonatos, ¢F3, Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccion unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.
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Como se observa en la Figura 19, el cromo se encuentra muy por debajo del
limite maximo permisible, incluso hay muestras en las que no se detecté la

presencia de este contaminante.

En la Figura 35 se muestra que el 100% del metal se recupero en la fraccion

residual en el total de las muestras que contienen Cr.

% de recuperacion

Figura 35. Porcentajes de recuperacion del Cr.
Obtenido por la extraccidon secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccién unida a carbonatos, ¢F3, Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccion unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.

En la Figura 36, se muestra el porcentaje de recuperacion de arsénico en cada
una de las fracciones, se logra observar que la mayor concentracion fue

determinada en la las fracciones IV y V.
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Figura 36. Porcentajes de recuperacion del As.
Obtenido por la extraccién secuencial de Tessier. ¢Fl, Fraccion intercambiable, ¢F2,
Fraccion unida a carbonatos, ¢F3, Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn, ¢F4, Fraccion unida
a materia organica, ¢F5, Fraccion residual.

En general, los resultados del fraccionamiento sefialan la poca disposicion de
los contaminantes determinados en las muestras de suelo, ambientalmente es
una buena senal, debido a que la poca o nula movilidad reduce el riego

ecoldgico que estos pueden representar.
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7.4.3. Factor de movilidad

El factor de movilidad (MF) indica la facilidad con que los metales pueden
moverse e ingresar a la biota (Gasparatos et al.2015), se calculé a partir de la
suma de las fracciones donde los metales pudieran presentar menos dificultad
para ser liberados, como lo son las fracciones intercambiable y la unida a
carbonatos, entre la suma de los porcentajes de recuperacion de todas las
fracciones. Por lo tanto, este factor indica la cantidad de metal que pudiera
estar disponible y a su vez moévil (Tabla 4). Los valores obtenidos de este
factor, se observa que el MF general fue <1%, siendo cadmio y niquel los
metales mas moviles, hasta 0,99 y 0,45% respectivamente; seguido del zinc
hasta el 0,26%; y finalmente Pb y Cu (0,21 y 0,18%, respectivamente). El factor
de movilidad siguio el orden de Cd> Ni> Zn> Pb y Cu.

Tabla 4. Factor de movilidad de los elementos determinados en las muestras de suelo.
Factor de movilidad

Cu Pb Zn Cd Ni Al Fe Mn Cr As

CF1 0.047 0.147 0.183 0.046 0.215 0.060 0.009 0.183 0.000 0.003
CF2 0.076 0.497 0.101 0.319 0.260 0.038 0.012 0.101 0.000 0.005
CF3 0.064 0.219 0.366 0.393 0.285 0.009 0.009 0.366 0.000 0.005
CF4 0.046 0.175 0.104 0.474 0.260 0.083 0.007 0.104 0.000 0.007
CF5 0.033 0.133 0.209 0.335 0.278 0.000 0.002 0.209 0.000 0.001
CB1 0.058 0.378 0.059 0.361 0.161 0.000 0.001 0.059 0.000 0.000
CB2 0.029 0.092 0.045 0.862 0.177 0.000 0.008 0.045 0.000 0.001
CB3 0.052 0.467 0.126 0.837 0.177 0.000 0.001 0.126 0.000 0.002
CB4 0.059 0.009 0.097 0.828 0.193 0.000 0.000 0.097 0.000 0.000
CB5 0.043 0.203 0.166 0.860 0.270 0.000 0.000 0.166 0.000 0.001
ZE1 0.002 0.029 0.259 0.188 0.228 0.022 0.003 0.259 0.000 0.006
ZE2 0.005 0.017 0.162 0.360 0.337 0.063 0.005 0.162 0.000 0.001
ZE3 0.040 0.156 0.099 0.310 0.283 0.003 0.005 0.099 0.000 0.009
ZE4 0.023 0.020 0.106 0.243 0.450 0.039 0.007 0.106 0.000 0.012
Z1J 0.179 0.080 0.167 0.008 0.411 0.008 0.001 0.167 0.000 0.009
ZM 0.033 0.026 0.008 0.156 0.168 0.000 0.000 0.008 0.000 0.007
CFR1 0.074 0.216 0.087 0.998 0.260 0.000 0.001 0.087 0.000 0.002
CBR1 0.006 0.046 0.244 0.333 0.197 0.000 0.002 0.244 0.000 0.001
CBR2 0.007 0.033 0.013 0.309 0.200 0.000 0.000 0.013 0.000 0.008
CBR3 0.101 0.016 0.030 0.449 0.248 0.000 0.001 0.030 0.000 0.001
ZER 0.004 0.152 0.077 0.054 0.343 0.011 0.006 0.077 0.000 0.000
ZMR 0.028 0.034 0.015 0.241 0.217 0.000 0.001 0.015 0.000 0.008

Factor de movilidad calculado a partir de las fracciones méviles. El experimento se realizo
por triplicado (D.E. 0.0005).
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7.5. Aislamiento de hongos de suelos de Concepcion del Oro,

Zacatecas contaminados con arsénico y metales

Se utilizaron diferentes técnicas para aislar hongos de las muestras de suelo
de Concepcion del Oro, para poder ver si el suelo era rico en la presencia de
hongos se realizoé la siembra directa, para posteriormente, seleccionar los

hongos de interés para proceder a aislarlos.

Las técnicas de aislamiento y purificacion de colonias fungica, resultaron ser
efectivas, ya que se obtuvieron colonias con la misma morfologia, lo cual se
corrobord con la observacion microscopica posteriormente con el analisis

molecular.

7.5.1. Siembra directa y selecciéon de colonias fungicas

A partir de la siembra directa del suelo en medio PDA e incubando durante 7
dias a 28°C (Mueller, G. M. , 2011).

Se obtuvo un gran desarrollo de colonias en el medio, observandose una gran
diversidad de hongos provenientes de las muestras de suelo y rizosferas
obtenidas del municipio de Concepcién del Oro, Zacatecas, para el aislamiento
de colonias fungicas, se eligieron a criterio y basandose en la morfologia

macroscopica (Figura 37).

Se identificaron cada una de las colonias seleccionadas, se realizo el registro

del punto de muestreo que se inoculd.
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Figura 37. Diversidad de hongos.
A) Desarrollo de multiples colonias fungicas utilizando el método de siembra directa. B)
Seleccion a criterio de colonias para aislar.

7.5.2. Purificacion de colonias fungicas

Para obtener y facilitar el aislamiento de hongos, la técnica en diluciéon por
agotamiento en placa, permitié el desarrollo de colonias fungicas sin llegar a
la saturacién del medio de cultivo, facilitando su observacion y la seleccion de

colonias para la purificacién de cepas Figura 38.

Figura 38. Técnica de dilucion por agotamiento en placa con medio PDA.

7.5.3. Hongos aislados

Se aislaron 57 hongos de los puntos muestreados (Figura 39), los cuales

sirvieron para obtener una coleccion de hongos (Anexo A).
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La conservacion de hongos muestra altos porcentajes de viabilidad en
periodos superiores a 5 anos. Se ha demostrado que la estabilidad para
caracteres morfologicos Yy fisiolégicos es muy eficaz (Garcia, L., & Uruburu,
F., 2014).

Figura 39. Imagen representativa de hongos aislados.

Se eligieron algunos de los 57 hongos aislados de suelos contaminados con metales del
municipio de Concepcion del Oro, Zacatecas. En el panel izquierdo de cada hongo se
muestra la vista externa inferior de la caja de petri, y en el panel derecho vista interna

superior de la caja de petri. La totalidad de los hongos aislados se localizan en el Anexo A.

Se realizé un registro de los hongos aislados y del sitio de muestreo donde
provienen (Tabla 5), ya que es de suma importancia saber el punto de origen
de cada uno de los hongos, con el fin de asociar la concentracién de los
metales determinados en cada punto y la resistencia del hongo a dicho metal

elegido para este estudio.
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Tabla 5. Hongos aislados en cada punto de muestreo.

Sitio de muestreo Hongos aislados Total
CF1 0s22, 0s23, Os24 y Os25 4
CF2 Os26 y Os27 2
CF3 0s28 y 0s29 2
CF4 0s30 1
CF5 Os31 1
CB1 0Os32 1
cB2 Os33 1
CB3 Os4, Os34, 0s35, 0s36, 0s37, Os38 y 0s39 6
CB4 0Os40 y Os41 2
CB5 Os42 y Os43 2
ZE1 Os2 y Os3 2
ZE2 Os5, Os6, Os7, Os8, Os9y Os10 7
ZE3 0Os16, Os17, Os18, 0s19, Os20 y Os21 6
ZE4 Os11, Os12, Os13, Os14 y Os15 5
ZM Os44, Os45 y Os46 3
Z1J Os1 1
CFR Ab3 y Ab4 2

CBR1 Ab5 1
CBR2 Ab6, Ab7 y Ab8 3
CBR3 Ab9y Ab10 2
ZER Ab1y Ab2 1
ZMR Ab11 1
Total de hongos aislados 57

7.6. Caracterizacion morfolégica de los hongos aislados

A partir de un conjunto de técnica como es el método de fragmentacion fungica
y microcultivo, se obtuvo una descripcion de cada uno de los hongos aislados

tanto macro y microscopicamente.

De manera macroscopica se registraron datos como: color, forma, tamafio,
pigmentacion y consistencia. En cuanto a lo microscopico se registraron datos
como: presencia o ausencia de septos, tipo de estructura fungica y presencia

de cuerpos fructiferos (Tabla 6).

97



Tabla 6. Identificacidon morfolégica (macro y microscopica) de los hongos aislados de muestras
de suelo de Concepcion del Oro, Zacatecas.

Hongo Género Hongo Género Hongo Género

Os1 Penicillium sp. 0s20 Penicillium sp. Os 39 | Cladosporium sp.

Os2 Aspergillus sp. Os21 Penicillium sp. Os 40 Mucor sp.
Os3 Mucor sp. 0s22 | Acremonium sp. Os41 Pythium sp.
Os4 Rhizopus sp. 0s23 Aspergillus sp. Os42 Penicillium sp.
Os5 Penicillium sp. 0s24 Fusarium sp. Os43 | Paecilomyces sp.
Os6 Paecilomyces sp. | 0Os25 | Cladosporium sp. | Os44 Mucor sp.
Os7 Rhizopus sp. Os26 Fusarium sp. Os45 | Paecilomyces sp.
Os8 Aspergillus sp. Os27 Fusarium sp. Os46 Fusarium sp.
0Os9 [Cunninghamella sp.| Os28 | Scopulariopsis sp. | Ab1 | Scedosporium sp.
Os10 | Phytophthora sp. | Os29 Mucor sp. Ab2 Alternaria sp.
Os11 Aspergillus sp. 0s30 Absidia sp. Ab3 Didymella sp.
Os12 Alternaria sp. 0Os31 Penicillium sp. Ab4 | Cladosporium sp.
Os13 | Paecilomyces sp. | Os32 | Cladosporium sp. Ab5 Mucor sp.
Os14 Alternaria sp. 0s33 Fusarium sp. Ab6 | Acremonium sp.

Os15 Aspergillus sp. 0s34 Aspergillus sp. Ab7 Fusarium sp.
Os16 Aspergillus sp. 0Os35 Aspergillus sp. Ab8 Penicillium sp.

Os17 | Scedosporium sp. | Os36 |Cunninghamella sp.| Ab9 Mucor sp.
Os18 Mucor sp. Os 37 Penicillium sp. Ab10 Mucor sp.
Os19 | Paecilomyces sp. | Os 38 Fusarium sp. Ab11 Mucor sp.

La identificacion de los 57 hongos aislados en cuanto al género, se baso en
atlas que describen las caracteristicas de hongos filamentosos (Alexopoulos,
C. J., Mims, C. W., & Blackwell, M., 1996) (Anexo B).

La Figura 40 representa el porcentaje de cada uno de los géneros
identificados, se identificaron 16 géneros, entre los cuales destacan por su
mayor incidencia Mucor, Aspergillus, Penicillium y Fusarium, que, como ya se
ha reportado antes son de los hongos comunmente encontrados en suelos
(Pacasa-Quisbert, F, 2017).

Cabe resaltar que este método, solo es funcional para la identificacion del
género, si se requiere una informacion mas precisa como la especie e incluso
la subespecie (si es que llegase a existir), lo recomendable es aplicar técnicas
moleculares. Sin embargo, conocer el género de los hongos, amplia el
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panorama de estudio, ya que la informacién que da es suficiente para conocer

la manera de cultivarlos y conservarlos.
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Figura 40. Porcentaje de los géneros identificados en cuanto a morfologia macro y
microscopica.

7.7. Resistencia de los hongos aislados a la presencia de As(V)

Como se muestra en el apartado 8.2., el total de las muestras de suelo
obtenidas de Concepcién del Oro Zacatecas, sobrepasan el LMP de arsénico

por lo que se considera una zona de riesgo ambiental.
Por lo anterior, se realiz6é un estudio donde se evalué la resistencia que tienen

los hongos aislados de los suelos antes mencionados, frente a la presencia de
As(V) en el medio.
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Los 57 hongos aislados se inocularon en PDA en ausencia de la sal de
arsenato de sodio (NazHAsO4 - 7 H20), y también en presencia de esta sal. La
concentracion que se utilizé fue de 1000 en 1000 mg/L, ya que hubo muestras

de suelo que reportaron arriba de 11,000 mg/Kg de arsénico.

El estudio se realizé por duplicado, y se obtuvo un promedio de los diametros
de cada uno de los hongos, se observd que conforme aumentaba la
concentracion de arsénico en el medio, el diametro de los hongos se fue
reduciendo, esto debido a la presencia del contaminante que estaba afectando

el desarrollo del crecimiento fungico.

En la Tabla 7, se muestran los promedios de los diametros obtenidos de cada
uno de los hongos, a grandes rasgos se observa que algunos hongos
muestran resistencia a altas concentraciones de arsénico, mientras que otros

se inhibieron a bajas concentraciones.
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Tabla 7. Diametro de los hongos aislados que fueron expuestos frente a As(V).

Os 1
Os 2
Os3
Os 4
Os 5
Os6
Os7
Os 8
Os 9
Os 10
Os 11
Os 12
Os 13
Os 14
Os 15
Os 16
Os 17
Os 18
Os 19
Os 20
Os 21
Os 22
Os 23
Os 24
Os 25
Os 26
Os 27

mg/L
0 1K 2K 3K 4K 5K 6K 7K 8K 9K 10K 11K 12K 13K 14K 15K
Hongo Diametro (cm)

Penicillium sp. 42/38/22(18 18 /18/19/10(09 09|07 O 0 0 0 0
Aspergillus sp. 72/63]59(52|46|42/43|40|37 (30| 15| 10| 0.7 0 0 0
Mucor sp. 78|57 48 36(35/35|/33/33(30 25|15 15|10 /|09 | 0 0

Rhizopus sp. 57156(53|39(31(22|22/24(18|18|15 15|15 |15 | 11|10
Penicillium sp. 46 |43 44|31 14|14 14|14 /10|10 1.0 | 09 | 0.8 0 0 0
Paecilomyces sp. 36127241919 (14/13|19|20(17| 11| 08 | 0.8 0 0 0
Rhizopus sp. 6 |51/46 4125 23(20/20|17 /14|10 | 08 | 0.8 0 0 0
Aspergillus sp. 32| 3 |29|27|25|22|21|20(|15(19|14 |12 |12 |09 | O 0
Cunninghamella sp. 83|75|72 51|52 /47|48 /4.0/30|20| 18 | 1.0 | 0.9 0 0 0
Phytophthora sp. 6055|5637 |25(26|14|15|15|16| 15| 09 | 0.8 0 0 0
Aspergillus sp. 45, 4 353109 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Alternaria sp. 7562|3717 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Paecilomyces sp. 42 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Alternaria sp. 47 13713224 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aspergillus sp. 32| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aspergillus sp. 37(25/26|25(23|(18|15/15(15|13|13 15|10 ]08 | O 0
Scedosporium sp. 82|83 |77 | 75|25/25|24/22(20/21|11 |11 | 11 | 08 0 0
Mucor sp. 77,70|38| 3 |28|22(24|22|19(19| 11|10 |10 /05| O 0
Paecilomyces sp. 6.3/58 40 /33|21 /20|21,22(17 15|15 15|10 |08 | O 0
Penicillium sp. 40|34 |35|22| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Penicillium sp. 84 /07| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acremonium sp. 5150|4644 |44 /45|42 /40(37|35|12 13|10 ]07 | O 0
Aspergillus sp. 36(35/34/34|33/32|31/30/25|21| 12| 10 09 0 0 0
Fusarium sp. 48|48 48|46 |44 |44/43|40(39|39|15 /12|10 ]08 | O 0
Cladosporium sp. 211918 /18|04 /03 /03| 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fusarium sp. 3431|3028 (26(23|18|20 (1717|1414 |13 |11 | 09| 0.8
Fusarium sp. 646059 54|51 49|47 39|27 21|16 12 |13 |06 | O 0
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Os 28
Os 29
Os 30
Os 31
Os 32
Os 33
Os 34
Os 35
Os 36
Os 37
Os 38
Os 39
Os 40
Os 41
Os 42
Os 43
Os 44
Os 45
Os 46
Ab 1
Ab 2
Ab 3
Ab 4
Ab 5
Ab 6
Ab 7
Ab 8
Ab 9
Ab 10
Ab 11

Scopulariopsis sp. 451404037 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mucor sp. 63|50(46 32|30 30|29 |25(14 /14|09 | 0.7 | 04 0 0 0
Absidia sp. 83/83(58|35|33[(35(26|25| 0 0 0 0 0 0 0 0
Penicillium sp. 6353555348 46|43 /39|25 /21|14 13 |1.0 | 0.9 0 0
Cladosporium sp. 30/29(30(02| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fusarium sp. 40,39 40|37/33(33/30/30|30(22|11 10| 09 | 0.6 0 0
Aspergillus sp. 39| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aspergillus sp. 83| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cunninghamella sp. 83/65(53/49(44/40(38/32(30|27|11 11|10 | 0.7 0 0
Penicillium sp. 83/6.1/58 50(17 16|13 /1010|1110 10 | 1.0 | 0.8 0 0
Fusarium sp. 44 1411413937 (31/31|30|26|24| 0 0 0 0 0 0
Cladosporium sp. 83|50(45/40(35/20{14|/11(10 /11| 09 | 0.8 | 0.5 0 0 0
Mucor sp. 35/32(31(26(25|23|25|12(12|12| 0 0 0 0 0 0
Pythium sp. 6.2 58|57 |59|57|55|55/50/32|(30| 11|09 04 0 0 0
Penicillium sp. 2929|2122 (19(11|{10|11| O 0 0 0 0 0 0 0
Paecilomyces sp. 70(70|58 594234252004 0 0 0 0 0 0 0
Mucor sp. 27124|121/20(14 15|13 |{11]/08| 0 0 0 0 0 0 0
Paecilomyces sp. 3838|3734 (25, 2223|1413 |14 0.7 0 0 0 0 0
Fusarium sp. 46 | 441414040 (39/38(33|25(21|19 |20 |17 |11 |06 0
Scedosporium sp. 83|66 |47 4241|3622 |21 |17|15| 0.8 | 0.8 0 0 0 0
Alternaria sp. 83/69|64/38|30(30(30|31/10(10| 10| 09 |04 0 0 0
Didymella sp. 8355|5546 (3733|2624 (19 /19|12 | 0.8 | 0.6 0 0 0
Cladosporium sp. 39|39(36(29(28|28|25|25(23/20|1.0 1.0 09 0 0 0
Mucor sp. 82|79|78 73|64 5952|5753 3832 |28 |23 |20 |13 09
Acremonium sp. 83/80|77|69|54/53[43/40(39/40| 25|23 |10 |11 03 0
Fusarium sp. 835040 30|28 14|16 /14|13 /10|10 08 | 08 | 04 0 0
Penicillium sp. 2624|2222 |21(15(15|13|12]03| O 0 0 0 0 0
Mucor sp. 8314337 37|34 /32|23 /16/(14 15| 1.0 0 0 0 0 0
Mucor sp. 83|/81(80|74|71/60|21|15(10/12| 10| 09 | 0.8 0 0 0
Mucor sp. 83|45| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Los diametros, representa la media del duplicado de cada hongo con una D.E. = 0.01 cm
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De manera particular, y por mencionar algunos ejemplos; el hongo Os16 identificado
con un género de Aspergillus sp; tuvo la capacidad de resistir hasta 13,000 mg/L de
As(V), el hongo Os1 (Penicillium sp.) resistié 10,00 mg/L de As(V); por otro lado los
hongos Os43 (Paecilomyces sp.) y Os10 (Phytophtora sp.) presentaron una
resistencia de 8,000 y 4,000 mg/L, respectivamente, mientras que el hongo Os13

(Paecilomyces sp.) solamente crecié en el control.

En cuanto a los hongos Os4, Os26 y Ab5 (Rhizopus sp, Fusarium sp y Mucor sp,
respectivamente), presentaron resistencia hasta 15,000 mg/L, y el hongo Os46
identificado como Fusarium sp, resistié hasta 14,000 mg/L de As(V) presente en el
medio (Figura 41). Por lo que estos cuatro hongos se tomaron como los mas

resistentes a la presencia del toxico en el medio de cultivo.

Una peculiaridad que se observé en los tres hogos que resistieron a 15,000 mg/L,
fue que conforme se aumentaba la concentracion de arsénico, el diametro de estos
iba disminuyendo, pero, al emplear 7,000 mg/L de As(V), estos hongos presentaron
un ligero aumento en el diametro de crecimiento (Figura 41A, 41B y 41D), por lo que
esta concentracion se tomo para el resto de los estudios de interaccion hongo-
arsénico. El hongo Os46, a pesar que resistio también una alta presencia de As(V),
no presentd esa capacidad de aumentar su diametro a concentraciones intermedias
(Figura 41C).

Se reporto el crecimiento radial en milimetros para visualizar el efecto del arsénico
sobre los hongos, como se menciond anteriormente, se observa que al aumentar la
concentracion de As(V) en el medio, el diametro fue disminuyendo; en el eje Y
secundario, se presenta el crecimiento residual en porcentaje, que, tal y como se

esperaba fue disminuyendo hasta llegar a 0% la presencia de micelio (Figura 41).
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Figura 41. Efecto del As(V) sobre los hongos con mayor resistencia a As(V).
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7.8. Identificacion molecular de los hongos mas resistentes a la

presencia de As(V)

Para la identificaciéon molecular de los hongos resistentes a arsénico, se realizo la
extraccion de ADN de cada uno de los hongos, el cual después fue enviado para su
analisis de secuenciacion al Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica
y Ambiental (LANBAMA), del IPICYT, en la ciudad de San Luis Potosi.

El material genético reunio las condiciones especificadas por el LANBAMA para su
analisis, que constan de: concentracion minima de 50 ng/upl, volumen minimo

requerido de 20 ul por muestra y pureza minima a A 260/280 de 1.50 (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de la concentracion y pureza del ADN extraido de los hongos que presentaron
mayor resistencia a As(V).

Pureza Pureza
Hongo A 230 A 260 A 280 Hg/mL  Volumen final (pl)
A 260/230 A 260/280
Os4 0.061 0.093 0.059 1.52 1.57 465 100
Os26 0.034 0.054 0.035 1.58 1.54 270 100
Os46 0.059 0.096 0.064 1.63 1.50 475 100
Ab5  0.059 0.089 0.052 1.50 1.71 445 100

Con el fin de corroborar el género e identificar la especie de los 4 hongos, las
secuencias obtenidas se ensamblaron con el software Seqman y se compararon
con las secuencias albergadas en el National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando una herramienta bioinformatica de alineamiento de secuencias de
tipo local BLAST.

En la Tabla 9, se muestran los resultados de la identificacion molecular respecto a
la morfologica, donde se observa que el género identificado con las caracteristicas
macro y microscopicamente coinciden con el género identificado a través de la
secuenciacion molecular, también se identificd la especie de cada uno de los

hongos, dando que Os4 es Rhizopus microsporus, Os26 es Fusarium equiseti, Os46
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es Fusarium oxysporum y Ab5 es Mucor moelleri. Ademas, se muestra el porcentaje

de identidad de los fragmentos secuenciados de cada hongo.

Tabla 9. Porcentajes de identidad de los fragmentos secuenciados e identificacion del género y
especie de los hongos con mayor resistencia a As(V).

ID

Os4

Os26

Os46

Ab5

Morfologica

Rhizopus sp

Fusarium sp

Fusarium sp

Mucor sp

Identificacion

Molecular

Rhizopus microsporus

Fusarium equiseti

Fusarium oxysporum

Mucor moelleri

Identidad (%)
ITS-1=93%
ITS-4 =99%
ITS-1=100%
ITS-4 =99%
ITS-1=97%
ITS-4 =99%
ITS-1=90%
ITS-4=91%

Acceso
MH474401.1
MH473977.1
MT560337.1
MT453272.1
KU321542.1

FJ54076.1
KU320630.1
KU320630.1

Con el resultado anterior, se puede concluir que la identificacion morfoldgica,

analizando las caracteristicas macro y microscopicas se puede obtener el género

de los hongos aislados, sin embargo, la identificaciéon con técnicas moleculares es

importante para confirmar el género y obtener la especie, la identificacién de los

hongos es crucial para poder analizar a fondo el comportamiento de cada especie

desde lo bibliografico hasta lo técnico, y con ello obtener informacion y conclusiones

de relevancia.

A continuacion, se muestran las secuencias de cada region ITS-1 e ITS-4 de cada

hongo, las cuales se utilizaron para la identificacion del género y especie.
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Os4 Rhizopus microsporus

Secuencia nucleotidica del fragmento
ITS-1

GCCCTTTACTGGGATTCCTTCTCAGTAT
TGTTTGCTTCTATACTGTGAACCTCTGG
CGATGAAGGTCGTAACTGACCTTCGGG
AGAGACTCAGGACATATAGGCTATAAT
GGGTAGGCCTGTTCTGGGGTTTGATCG
ATGCCAATCAGGATTACCTTTCTTCCTT
TGTTAAGGAAGGTGCCTGGCACCCTTT
ACCATATACCATGAATTCAGAATTGAAA
GGATAATAAAATAACAACTTTTAACAAT
GGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA
GAACGTCGCATGATTCGATAACTAGTG
TGAATTGCATATTCGGGAATCATCGAG
GCTCTGAACGCAGCTTGCACTCTATGG
ATCTTCTGTAGAGAACGCTTGCTTCAG
TATCATATCCAATCTACACATATGATTT
ATGTTATGGGGTGACGGGCACCTTCG
GTCCCATTGAATTATTGTACCGATTGAC
TGAAATACAGCC

Secuencia nucleotidica del fragmento
ITS-4

CTTGACTTCGATCATAGATTAAAGAGCA
TTAATATCTGCTTGGTTGGCAGAACCC
CCAGATTAAATGTTTTTTGGTTGGACCA
AAAAAGCACGATGGCTAGGTAGTTCGT
AATTTAATGAAAATTACAAAGAGGCTGT
ATTTTAGACAATCGGTATAATAATTAAA
TTTTACCGAAATTGTCCATCACCACATA
AAATAAATTTTATGTGTGGGTTGGTTAT
GATACTGAAGCAAGCGTACTCTATAGA
AGATCCATAGAGTGCAAGCTGCGTTCA
AAGACTCGATGATTCACGAATATGCAA
TTCACACTAGTTATCGCACTTTGCTACG
TTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGA
TCCATTGTTAAAAGTTGTTATTTTATTAT
ACTTTCAATTCTGAATTCATGGTATATG
GTAAAGGGTACCAGGCACCTTCCTTCC
CAAAGGAAGAAAGGTAATCCTGATTGG
CATCGATCAAACCCCAGAACAGGCCTA
CCCATTATAGCCTATATGTCCTGAGTCT
CTCCCGAAGGTCAGTTACGACCTTCAT
CGCCAGAGGTTTCACAGTATAGAAGCA
AACAATACTGAGAAGTGAATCCCAGTA
AAGTGCCAATACATTAGTTAATGATCCT
TCCCGCAGG
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Os26 Fusarium equiseti

Secuencia nucleotidica del fragmento
ITS-1

CAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGG
TCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTTACG
GCGTGGCCGCGACGATTACCAGTAAC
GAGGTGTATGATTACTACGCTATGGAA
GCTCGACGTGACCGCCAATCGATTTGG
GGAACGCGGGTTACCGCGAGTCCCAA
CACCAAGCTGAGCTTGAGGGTTGAAAT
GACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCA
AAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCA
ATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGC
GTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAG
ATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTT
GTTTGTTTTACTCAGAAGTTCCACTAAA
AACAGAGTTTAGGGTCCTCGGGCGGG
CCGTCCCTTTTTACAGGGCGCGGGCT
GATCCGCCGAGGCAACGTATAGGTATG
TTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACT
CGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACC
A

Secuencia nucleotidica del fragmento
ITS-4

CGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACAT
TACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCA
TCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTGATTTATTTGTTTGTTTT
ACTCAGAAGTTCCACTAAAAACAGAGT
TTAGGGTCCTCGGGCGGGCCGTCCCT
TTTTACAGGGCGCGGGCTGATCCGCC
GAGGCAACGTATAGGTATGTTCACAGG
GGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATG
ATCCCTCCGCTGGTTCACCACCTGATC
CGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTT
TTACGGCGTGGCCGCGACGATTACCA
GTAACGAGGTGTATGATTACTACGCTA
TGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCG
ATTTGGGGAACGCGGGTTACCGCGAG
TCCCAACACCAAGCTGAGCTTGAGGGT
TGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCC
GCCAGAATACTGGCGGG
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Os46 Fusarium oxysporum

Secuencia nucleotidica del fragmento
ITS-1

TCACTCCCAACCCCTGTGACATACCAC
TTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTC
CCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGA
GGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTA
ACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGACGGG
CATGCGTGTTCGAGCGTCATTTCAACC
CTCAAGCACAGCTTGTTGTTGAGACTC
GCGTTAATTCGCGTTCCCTAAATTGATT
GGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
TAGTATGAAAACCCTCGTTACTGTAAAT
CGACGCGGCCGCGCCGTTAAACCCCA
ACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGG
TAGGAATACCCGCTGAACTTACCCCTA
TCAGA

Secuencia nucleotidica del fragmento
ITS-4

GGGGGGAATCAACCTGATCGAGGTCA
CATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCGT
GGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGG
GTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCG
ACGTGACCGCCAATCAATTTGGGGAAC
GCGAATTAACGCGAGTCCCAACACCAA
GCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCT
CGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACT
GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATT
CGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC
ATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTT
CATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGT
TGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTT
TACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGA
GTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTC
CCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCC
GCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACA
GGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAA
TGATCCCTCCGCAGGTCCCCCTACGAA
A

110



Ab5 Mucor moelleri

Secuencia nucleotidica del fragmento
ITS-1

TAGGGTACTGCgGGAGGATCATTACAT
ATTTTAAAAAAGTTTTTTCTTTTTGAAAA
AACTTTTTTTAAAAAATTCATTCACAGT
GTGGGAAATGTCTACATACGCTTGTGC
CTGGTTCAGTCATTGTGCTGCCACAGG
AGTTTACTTTGGATTCTTTGCAGTCCAT
TGATAGCTTTCCGTTGAGGAAACCTTC
TGTAAATGGGGATAAGATTTTTCTTTAT
TATACTTTTTTTTTTTAACTGA

Secuencia nucleotidica del fragmento
ITS-4

TGGGTTCATCTGATTTCAGGCCAAGTT
TTTTAAAAATTATATTGGCAATAAACCTT
AGTAGAAATGAAAATTCTATTAAAGCCT
GACTTGATTTTTTTCCGGGGGGAAAAA
AAGGAAGTCGAGCCTAATATTTAGGTT
GAGAGTGATTTTTTTTTTTTTTTTAGGG
AAAAAAAAAGAACCCCCAAACCCAGAA
CTTTTTTCTCGCGTTTTTTTAAAAAACC
CCCCCCAAGGGGGGGAGATATTTAATA
GGGGCTGTGACACACACGCCCCATGG
GAAACACCATAGGGCGCAAGGCGCGC
ACAGAGATGTGGAGACACTCTATGCGC
AGAACATTTCACATATCGAGATGTGGT
GCGCTCCTCCTCGACACAAACGAGAGA
GACCCTGTGGAGAAAGGTGTTTTTAAA
ATTTTTTATTAAAAAAAAAAAACCCCCA
TAGATTTGGGGTATATCGACACAGAAA
AAAAAAAAAAATATAAAAAAAAAAAATTT
TCCCCCCTTACACAAAGGGTCCCCTCC
GCGGAGATATATCTGGGCTGTGCARAA
AATCCARAGAACTCTCGTGGGGCCGCA
CTGAGTGTGCAACACACACGAGTGTGT
GGACACATTTCACACTGTGAGTGTGAT
TTTTATAAAAAAGTTTTCACAAAGAGAA
AACACTTTTTAAAGATGTGGATGATTTT
GCACAGGCACCCCACAMAACCGTGAC
ACCACTTACACTATATATCTATAGAGAT
CTCTACATACTCACTGTGATATGRAATC
GCTGTGCTCTCTTATATCTCTCGAGATC
ACGSTGTGTATATAACTCTATAAGAGAT
CTGTGCTCACATACATCGGAGCGGTAT
GAGTGCGTGTTCTCGGATCGAGACTCT
CGTGACACTACGAGCAATATCATRGTC
CTGAGCACACTATATGTGCAGTTGGMG
CGGTRAGCAGTGCTACGAGACTGAGA
CATGATARTTAACTSAAGAGAAGGTAA
GCATCATGCCTGCGTCTCGATTTRATA
GCCCTGACGTTAGTAAGCTTGCATATG
GCTATCCAGTAC
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7.9. Efecto del As(V) sobre el crecimiento de los hongos

Como se menciono anteriormente, se aislaron hongos de los suelos del municipio
de Concepcion del Oro, Zacatecas, los cuales resultaron ser altamente resistentes

a la presencia de arsénico en el medio de cultivo en estudios in vitro.

Por lo tanto, se evaluaron diferentes aspectos respecto al efecto que tiene el As(V)
sobre el crecimiento y desarrollo de los hongos, de tal manera, que se enfrento el

micelio de 7 dias de desarrollo con el arsénico en medio liquido.

7.9.1. Caracteristicas morfolégicas de los hongos expuestos a As(V).

Las microfotografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) en
ausencia y presencia de As(V), se muestran en la Figura 42, la muestra control del
hongo Os4 de Rhizopus microsporus, presenta hifas con superficie lisa y normales,
mientras que en la muestra expuesta a 7000 mg/L de As(V) se observa que la
superficie fungica es rugosa (2000x), con mayor aumento (5000x) se distinguen

perforaciones sobre la pared celular de la biomasa (Figura 42A).

En la Figura 42B, muestra que el hongo Os26 de Fusarium equiseti control presenta
hifas de superficie lisa y regular, incluso se observan protuberancias lo que
corresponde al desarrollo normal del micelio; y las hifas de este hongo expuesto a
As(V) presentd rugosidades y malformaciones que afectaron el desarrollo de

nuevas estructuras fungicas.

En cuanto a la muestra en ausencia de As(V) de Os46 de Fusarium oxysporum, se
observa la pared celular un poco rugosa, pero con morfologia normal; la muestra
que estuvo en presencia del contaminante presenté mayor rugosidad vy

perforaciones en la superficie de las hifas (Figura 42C).
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En el hongo Ab5 de Mucor moelleri (Figura 42D), se observan hifas y algunas
estructuras fungicas con bordes lisos y regulares (control), y al estar expuesto a
As(V), se ve que las hifas tienen una superficie aspera y con malformaciones,
mientras que la otra estructura que se observa tiene rasgaduras sobre la pared

celular.

En general estas deformaciones, rasgaduras y perforaciones se deben al efecto
toxico del As(V), que a su vez, afecto la reproduccion del hongo (Baig, J. A., Kazi,
T. G., Shah, A. Q., Kandhro, G. A., Afridi, H. I., Khan, S., & Kolachi, N. F., 2010;
Liang, J., Diao, H., Song, W., & Li, L., 2018), esto, se corrobord con el analisis del
peso seco de la biomasa de cada uno de los hongos, se registré el peso en
miligramos, se aprecia una clara diferencia entre la muestra control y la muestra

expuesta a As(V) (Figura 43).
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Figura 42. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de los hongos con mayor resistencia a As(V).
A) Os4 de Rhizopus microsporus, B) Os26 de Fusarium equiseti, C) Os46 de Fusarium oxysporum y D) Ab5 de Mucor moelleri. Microfotografias a
diferente escala de las muestras control y muestras expuestas a 7000 mg/L de As(V).
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Figura 43. Peso seco en miligramos de la biomasa de los hongos.
mHongo control, mHongo expuesto la sal de As(V). n =3, D.E.= 7.0 mg.

7.9.2. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

En la Figura 44, se muestran los espectros de FTIR de cada uno de los hongos en
comparacién con su respectivo control. Se muestra que el hongo Os4 de Rhizopus
microsporus, tiene un aumento en dos picos que corresponden al area de los grupos
funcionales metilo (-CH) y carbonilo (-CO); en cuanto a Os26 de Fusarium equiseti
y Ab5 de Mucor moelleri hubo un aumento en la vibracién de los picos en el area de
hidroxilo/amino (-OH/-NH) y carbonilo (-CO); y el hongo Os46 de Fusarium
oxysporum, mostrd un ligero aumento en el pico correspondiente al metilo (-CH).
Segun el analisis del espectro FTIR, los grupos funcionales para la uniéon de As(V)
en la superficie fungica fueron —CH, -CO, -OH y —NH, lo que corresponde a otros
estudios ya reportados (Grimm, A., Zanzi, R., Bjornbom, E., & Cukierman, A. L.,
2008; El-Sayed, M. T., 2015; Liang, J., Diao, H., Song, W., & Li, L., 2018) .
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Figura 44. Espectros de FTIR de los hongos con mayor resistencia a As(V).

A) Os4 de Rhizopus microsporus, B) Os26 de Fusarium equiseti, C) Os46 de Fusarium oxysporum y D) Ab5 de Mucor moelleri. ==== Control, ====
Expuestas a 7000 mg/L de As(V).
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7.9.3. Estudio de la interaccion del hongo con As(V)

Se evalud la influencia que tiene la interaccion del hongo con el arsénico en cuanto
a la remocion de dicho contaminante por los hongos, a partir de biomasa obtenida
en PDB, y poniéndola en contacto con una concentraciéon de 7,000 (x50) mg/L de
As(V). La Figura 45 muestra el comportamiento de la cinética de exposicion durante
7 dias, se observa que en las primeras 24 horas los hongos removieron gran
cantidad de As(V) del medio de cultivo, a partir de las 40 horas y hasta el final del
experimento no se muestran cambios significativos en la concentracion del arsénico

presente.

Particularmente, el hongo Os4 Rhizopus microsporus se muestra ser el mas
eficiente en cuanto a la remocién del contaminante, siendo que en el medio de
cultivo se redujo la concentracion un 86% de As(V), seguido de Os46 de Fusarium
oxysporum, Ab5 de Mucor moelleri y Os26 de Fusarium equiseti con 77, 76 y 63 %,

respectivamente.

7000
6000

5000

mg/L de As(V)
w B
o o
o o
o o

Dias

Figura 45. Cinética de interaccion hongo—As(V).
©0s4 de Rhizopus microsporus, ®0s26 de Fusarium equiseti, ®Os46 de Fusarium oxysporum,

®Ab5 de Mucor moelleri, ® Control A: medio de cultivo + 7,000 (+50) mg/L de As(V), ®Control B:
medio de cultivo. n = 3, D. E.= x 211 mg/L.
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Con los resultados anteriores, se puede elucidar uno de los mecanismo que poseen
los hongos, y asi poder explicar la remocién de As(V) del medio liquido, este
mecanismo es la biosorcion, debido a que es uno de los mecanismos mas comunes
en hongos cuando estos estan en contacto prolongado con contaminantes
quimicos, ya que se involucran ligandos pertenecientes a la superficie celular como
son los grupos funcionales de los que se hablaron en la seccion 8.9.2., esto se
explica analizando la Figura 46 con los porcentajes de arsénico determinados de la
biomasa, alcanzaron hasta 34% por Os4 de Rhizopus microsporus, seguido de
Os46 de Fusarium oxysporum, Ab5 de Mucor moelleri, y Os26 de Fusarium equiseti
con 25, 23 y 15% de arsénico en la biomasa. Estos resultados coinciden con los
mostrados en la Figura 45, ya que presentan el mismo orden jerarquico respecto a

la disminucion de la concentracion del arsénico en el medio.
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Figura 46. Porcentaje de As(V) determinado en la biomasa fangica.
n=3
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8. DISCUSION

Este estudio muestra que los suelos siniestrados por actividades mieras de
Concepcidén del Oro, Zacatecas, contienen una alta concentracion de contaminantes
debido a los desechos de la industria, lo cual repercute de manera importante en el
ambiente. Como se observo, los elementos determinados se encuentran en altas
concentraciones en los puntos muestreados, siendo que los contaminantes que
tienen repercusiones graves para la salud y el ambiente son los que se encuentran

en mayor cantidad, como lo son el arsénico, cadmio, plomo y niquel.

En particular, el arsénico es un elemento metaloide toxico que se distribuye
ampliamente en el medio ambiente, algunos estudios han sugerido que la
exposicion a As puede aumentar el riesgo de ciertas enfermedades, esto es de
suma importancia, ya que en el total de las muestras de suelo se determinaron
concentraciones de arsénico muy por arriba de 22 mg/Kg que es el LMP segun la
NOM-147, por lo que la zona de estudio se convierte en un foco rojo en cuanto

riesgos a la salud y al ambiente.

Se encontré que el plomo rebasa el LMP en el 64% de las muestras y el cadmio en
el 18%, pero, que estos metales se encuentren en menos puntos de muestreo a
diferencia del arsénico no lo hace menos importante ya que son considerados
elementos altamente toxicos. Otros metales que fueron determinados, y que se
sabe que se consideran de alto riesgo, son el niquel y cromo, sin embargo, en
ningun sitio muestreado estos metales sobrepasan el LMP, tomando en cuenta otros
valores de referencia de estancias internacionales como lo es la US EPA (1977) y
OME (1992) se observa que todos los puntos muestreados se consideran

moderadamente contaminados con efectos medios de contaminacién por niquel.

Por otro lado, también se determind la presencia de aluminio, manganeso Yy fierro,

no existen registros de valores de referencia de estos metales, ya que son
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considerados como esenciales e incluso fungen como nutrientes para algunos

microorganismos y plantas.

Las caracteristicas fisicoquimicas permiten describir a los suelos como un sistema
aerobio con condiciones oxidantes, bajo en humedad y en su mayoria alcalinos lo
que nos indica que los metales presentes en los suelos pudieran estar
inmovilizados, la movilidad de los metales no solo depende de las propiedades
fisicoquimicas de los suelos, sino también de las concentraciones en las que se
encuentren. Las muestras de suelo presentan un porcentaje de carbonatos de alto
a muy alto, sin embargo, las caracteristicas fisicas de las muestras de suelo no se
asemejan a suelos con altas concentraciones de carbonatos, por lo que se tiene la
hipétesis de que la industria minera de Concepcion del Oro utilizé6 soluciones

carbonatadas como enmienda para neutralizar el pH de suelos acidos.

Los estudios de movilidad de metales en los suelos, mostraron en la prueba de
potencial de lixiviacion que a pesar de asemejar las condiciones de agua meteérica
a las que normalmente los suelos pudieran estar expuestos, y haciendo una
variacion en el pH de la solucién extractante, no hubo movilidad debido al alto grado
de estabilizacion que tienen los metales. El ensayo de fraccionamiento de metales
con la técnica de Tessier fue congruente con los resultados de potencial de
lixiviacidn, encontrandose en su mayoria en fracciones con poca o nula movilidad.
Estos resultados sugieren que tras el paso del tiempo y conforme va incrementando
el numero de habitantes, los suelos han sufrido modificaciones por acciones fisicas
0 quimicas lo que ocasiond la transformacion de las especies metalicas a formas

mas estables.

Se aislaron 57 hongos microscoépicos de las muestras de suelo, el primer paso fue
la seleccién de los hongos a criterio, y posteriormente se purificaron con técnicas
ya descritas como dilucidn en placa, que es una metodologia sencilla y eficaz para
el aislamiento de microorganismos. Los aislados se identificaron, siendo el punto

morfolégico macro y microscopico para la identificaciéon de género; hablar de la
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identificacion de la especie con esta metodologia es arriesgarse a un alto porcentaje
de error, debido a que muchos hongos del mismo género presentan caracteristicas
similares, y se pudieran confundir entre especies. Sin embargo, la identificacién del
género amplia el panorama para saber las condiciones de cultivo, conservacion y

obtencion stocks de cada uno de los hongos.

Como se menciond, las muestras de suelo contienen una importante cantidad de
arseénico, y se cree que los hongos que se aislaron de estos suelos han desarrollado
mecanismos de supervivencia y adaptacion para resistir la presencia del
contaminante, es por eso que se realizé6 un estudio in vitro para determinar la
capacidad de resistencia de los hongos a la presencia de arsénico. Se utilizé una
sal de Na2HAsO4 - 7H20, para enfrentar a los hongos a la presencia de arsénico, y
se obtuvo que cuatro de los hongos aislados presentaron mayor resistencia a la
presencia de As(V), tres de ellos (Os4 de Rhizopus microsporus, Os26 de Fusarium
equiseti y AB5 de Mucor moelleri) hasta 15,000 mg/L, y uno (Os46 de Fusarium
oxysporum) hasta 14,000 mg/L. Curiosamente, los tres hongos con mayor
resistencia presentaron un ligero estimulo en su crecimiento cuando fueron
expuestos a 7000 mg/L de As(V), sin embargo no hay una explicacion légica,

hipotética o reportada que explique este comportamiento.

A diferencia de otros estudios, como el de Liang, J., Diao, H., Song, W., & Li, L.,
(2018), reportan que el hongo de Aspergillus oryzae TLWK-09 alcanzé una
resistencia maxima de 5,000 mg/L de As(V), los hongos de este estudio resistieron

hasta tres veces mas la presencia del toxico.

Al hacer una relacion del punto muestreado en cuanto a la concentracion de
arsénico determinado y los hongos aislados, se obtuvo que Os4 de Rhizopus
microsporus se aislé del sitio CB3 que presenta una concentracion de 9989.55
mg/Kg de arsénico; Os26 de Fusarium equiseti se aisldé del punto CF2, Os46 de
Fusarium oxysporum de ZM y ABS5 de Mucor moelleri de CBR1, con una
concentracion de arsénico de 290.10, 11233.80 y 638.09 mg/Kg de arsénico,
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respectivamente. Por lo que nos deja en claro que ademas de la concentracion, el
tiempo de exposicion a la presencia de contaminantes conlleva al desarrollo de

mecanismos por parte de los hongos para la adaptacion de sistemas extremos.

Los cuatro hongos que resultaron poseer la capacidad de resistir altas
concentraciones a As(V), fueron sometidos a la extraccion de ADN para la
corroboracién de género que se determiné en la identificacion morfologica, y
asignarles la correspondiente especie con la ayuda del analisis BLASTn, usando la
base de datos de NCBI. Fue asi como se determiné el género y especie de los
hongos: Os4 de Rhizopus microsporus, Os26 de Fusarium equiseti, Os46 de

Fusarium oxysporum y AB5 de Mucor moelleri.

Ademas de conocer la capacidad de resistir el As(V) de los hongos, se realizaron
otros experimentos que ayudaron a proponer un mecanismo que pudiera estar
implicado en la resistencia a altas concentraciones del téxico. Las microfotografias
obtenidas por microscopia electronica de barrido (SEM) demostraron que la
morfologia de las estructuras fungicas cambio considerablemente después de la
exposicion a arsénico, presentando superficies rugosas, perforaciones y
malformaciones a diferencia de la muestra control, estos cambios en la morfologia
coincidieron con lo reportado en la literatura. Los resultados de espectroscopia
infrarroja (FTIR) indicaron que grupos funcionales de carbonilo, hidroxilo, amino y
metilo existen normalmente en la superficie de los micelios, sin embargo, estos
aumentan cuando fueron expuestos a As(V), esto coincide con lo publicado por
otros autores, reportaron que estos grupos funcionales en la superficie del hongo
fungen como sitios de union para el As(V) (Baig, J. A., Kazi, T. G., Shah, A. Q,,
Kandhro, G. A., Afridi, H. I., Khan, S., & Kolachi, N. F., 2010; Grimm, A., Zanzi, R.,
Bjornbom, E., & Cukierman, A. L., 2008; El-Sayed, M. T., 2015).

Dado estos resultados, el mecanismo que se propone que se esta llevando a cabo

es el de biosorcion, ya que como se menciond, se involucran ligandos
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pertenecientes a la superficie celular como son los grupos funcionales en los que

se estara uniendo el As(V).

Esto ultimo se puede corroborar con el estudio de interaccion hongo — As(V), se
muestra una disminucion significativa de la concentracion del arsénico en el medio
a partir de las primeras 24 horas de interaccion, a partir de las 48 horas y hasta
finalizar el experimento no se observaron diferencias significativas en cuanto a la
remocién, siendo que para el séptimo dia se registr6 una disminucion de la
concentracion de arsénico en el medio por el hongo OS4 de Rhizopus microsporus
de 86%, seguido del hongo Os46 de Fusarium oxysporum, Ab5 de Mucor moelleri

y Os26 de Fusarium equiseti con el 77, 76 y 63%, respectivamente.

Para reforzar la propuesta del mecanismo de biosorcién, se determind la cantidad
de arsénico en la biomasa, dando como resultado que la cantidad de As(V) en el
micelio coincide con el estudio de exposicion, la concentracion de arsénico
determinada en la biomasa de Os4 de Rhizopus microsporus fue 2346 mg/Kg (34%
de la concentracion inicial), Os26 de Fusarium equiseti fue de 1035 mg/kg, Os46 de
Fusarium oxysporum fue de 1725 mg/Kg, y Ab1 de Mucor moelleri fue de 1587

mg/Kg (15, 25 y 23% de la concentracion inicial, respectivamente).

Al realizar los calculos, se puede percatar de que hubo una “pérdida” de As(V), sin
embargo, se tiene la hipotesis de que estan actuando otros mecanismos de
membrana o enzimaticos que estén metabolizando al arsénico, biotransformandolo

en metabolitos secundarios y ayudando a su remocion.
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9. CONCLUSION

Los suelos del municipio de Concepcion del Oro, Zacatecas representan un alto
riesgo ecologico debido a las altas concentraciones de arsénico y otros metales que
estos contienen, por otro lado, también representan un riesgo muy alto para la salud,
ya que es un municipio que ha ido creciendo en infraestructura y las zonas
muestreadas se utilizan como actividad de recreacion y deportiva, por lo que la

exposicion a estos suelos pudiese repercutir en la salud de los habitantes.

En su mayoria, las muestras presentaron un caracter alcalino, bajo en sales, bajo
en materia organica y altas en contenido de carbonatos, lo que es un indicativo que
los elementos presentes en cada una de las muestras estan inméviles. Esto se
corroboré con los estudios de movilidad, tanto el potencial de lixiviacion y el
fraccionamiento de metales mostraron nula movilidad pese a los cambios de pH de

las soluciones extractantes y las condiciones a las que se expuso la muestra.

El area muestreada se prest6 para realizar la busqueda de hongos capaces de
resistir condiciones extremas como altas concentraciones de arsénico, con la
finalidad de encontrar hongos que posean un alto potencial para aplicar en la

biorremediacion.

Se aislaron 57 hongos microscoépicos, de los cuales cuatro presentaron mayor
resistencia a la presencia de As(V) en el medio, se sometieron a técnicas
moleculares, y se identificaron como: Os4 de Rhizopus microsporus, Os26 de

Fusarium equiseti, Os46 de Fusarium oxysporum y AB5 de Mucor moelleri.

Los estudios de interaccion hongo — As(V), dan la seguridad de proponer que el
mecanismo que se esta llevando a cabo es la biosorcion, ya que el micelio fungico
presenta un considerable porcentaje de arsénico, y los resultados de FTIR
mostraron que en condiciones normales existen grupos funcionales en su pared

celular, y al estar expuestos a As(V) estos aumentan, sirviendo como sitios de unién
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para el metaloide. No se descarta la participacion de otros mecanismos en la
remocion del arsénico, ya que hay una disminucion del téxico respecto a la

concentracion inicial, y que no se localizé en medio ni en biomasa.

Actualmente, existen reportes donde evaluan la capacidad de biorremediacidén que
tienen algunos hongos del género Aspergillus en presencia de arsénico, y se ha
demostrado que los hongos que utilizan en esos estudios, tienen la capacidad de
resistir hasta 5000 mg/L de As(V), sin embargo no hay estudios con especies de
Rhizopus, Fusarium y/o Mucor donde se evalue la capacidad de biorremediacion,
por lo que este estudio tiene una gran ventaja para seguir analizando a estos
hongos, que ademas, resisten hasta el triple de concentracion de As(V) ya

reportada.
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11. ANEXOS

Anexo A. Hongos aislados de las muestras de suelo del municipio de Concepcion

del Oro, Zacatecas.

Os1 Os2 Os3

Os4 Os5 Os6

Os7 Os8 Os9

143



0s10 Os11 Os12

Os13 Os14 Os15

Os16 Os17 Os18

144



0Os19 0s20 Os21

0Os22 Os23 Os24

Os25 Os26 Os27
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Os28 0s29 Os30

Os31 Os32 Os33

Os34 Os35 Os36

146



Os37 Os38 Os39

0s40 Os41 Os42

Os43 Os44 Os45
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Os46 Ab1 Ab2

Ab3 Ab4 Ab5

Ab6 Ab7 Ab8
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Anexo B. Descripcién e identificacion morfolégica de los hongos aislados de las

muestras de suelo de Concepcidn del Oro, Zacatecas.

Os1 Penicillium sp

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Colonia  verde, con
bordes ondulados color
blanco, forma irregular,
poca elevacion y textura
polvorienta; viraje de
medio de cultivo a color

ambar.

B. Presenta hifas sin septos y
esporas circulares
procedentes de

conidiéforos ramificados
con fialides alargadas,
sobre las cuales, se
desarrollan cadenas de
esporas (100x).

Os2 Aspergillus sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion

A. Colonias circulares de
bordes definidos, se
presentan islas de
conidias color café oscuro
y con textura polvorienta.

B. Hifas aseptadas, hialinas
con terminaciones en
conidiéforos circulares,
dentro de estas
estructuras se aprecia la
presencia de conidias.

0Os3 Mucor sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion

A. Micelio tupido, color
blanco, esporas color
café en centro y periferia,
crecimiento invasivo y
textura filamentosa vy
algodonosa.

B. Presenta hifas aseptadas,
esporangiéforo delgado y

definido, esporangio
circular con esporas en su
interior.
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Os4 Rhizopus sp.
A) Macroscépica B) Microscopica (100x)

Os5 Penicillium sp.
A) Macroscdpica B) Microscopica (100x)

Os6 Paecilomyces sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcion
Micelio  tupido,  color
blanco, centro redondo
grisaceo y de textura
filamentosa y algodonosa.

Hifas aseptadas,
esporangio circular de
bordes regulares, y
esporangiosporas en todo
el campo.

Descripcion
Colonias verde olivo con
bordes color blanco, forma
ovalada, textura
polvorienta con elevacion
convexa al centro de la
colonia; y viraje de medio
a color amairrillo.

Presenta hifas septadas y
esporas circulares, métula
ramificada en varias
fialides gruesas y cortas
donde brotan los conidios.

Descripcidn
Colonia rosacea y
elevacion poco

pronunciada, crecimiento
circular, bordes irregulares
color blanco, y textura
aterciopelada.

Hifas septadas, esporas
elipsoidales originadas en
conididforos  ramificados
con desarrollo de cadenas
de esporas.
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Os7 Rhizopus sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os8 Aspergillus sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os9 Cunninghamella sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién
Micelio denso, de color
blanquecino, con esporas
color oscuro, textura
filamentosa y crecimiento
invasivo.

Hifas septadas,
esporangio circular de
bordes regulares, y

esporangiosporas.

Descripcion
Micelio denso con
crecimiento  invasivo vy
textura filamentosa;
desarrollo de esporas en
el centro y periferia.

Hifas aseptadas hialinas,
sobre la vesicula se
observa desarrollo radial
de fidlides con abundantes
cadenas de conidias.

Descripcion
Micelio abundante y denso
color grisaceo,
crecimiento invasivo,
textura algodonosa, vy
conidias en la periferia.

Hifas septadas con
esporangiéforos
ramificados, esporangios
irregulares y globosos.
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Os10 Phytophthora sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os11 Aspergillus sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os12 Alternaria sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

A. Colonia  gris

Descripcién
A. Micelio color grisaceo
abundante e invasivo, con
esporas de color gris y
textura algodonosa

B. Hifas septadas,
abundantes esporangios
de diversos tamafos en
forma elipsoide, y
esporangiosporas
alargadas.

Descripcion
A. Colonia color grisacea con
forma irregular y poca

elevacion, crecimiento
invasivo y textura
algodonosa.

B. Hifas aseptadas,
conidiéforos con
abunantes  fialides vy
cadenas largas de
conidias.

Descripcion

oscuro,
bordes blancos, textura
aterciopelada, crecimiento
invasivo y pigmentacion
oscura en el medio.

B. Hifas septadas,
conididforos  hialinos vy
conidias alargadas en

forma de bolillo
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Os13 Paecilomyces sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os14 Alternaria sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os15 Aspergillus sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién

Colonia de forma irregular,
color rosaceo, bordes
redondos color beige, con
poca elevacion y textura
aterciopelada.

Hifas septadas, esporas
elipsoidales que se
desarrollan en cadena,
presenta conidioforos
ramificados en
abundantes fidlides.

Descripcion
Colonia de forma irregular,
color verde, con poca
elevacion textura dura y
polvorienta.

Hifas septadas, esporas
elipsoidales de diferentes
tamafios.

Descripcion
Colonia blanca, textura
algodonosa, se observan
halos de crecimiento y
elevacion pulvinada.

Hifas aseptadas, con
desarrollo de conidi6foros
bastante ramificados con
fidlides y largas cadenas
de conidios.
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Os16 Aspergillus sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion

A. Colonia blanca, textura
algodonosa y bordes

filamentosos con
presencia de conidios en
la periferia.

B. Hifas aseptadas,

conidioforo con presencia
de fidlides hialinas, y

cadenas cortas de
conidios.
0Os17 Scedosporium sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Micelio escaso y
algodonoso, color gris de
crecimiento invasivo,
presencia de conidias en
la periferia.

B. Hifas  septadas, con
presencia de esporangio y
en su interior se observan

esporas.
0Os18 Mucor sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Micelio abundante color
blanco, crecimiento
invasivo; esporas en
periferia.
B. Hifas aseptadas,

esporangi6foro hialino,
esporangio redondo y
abundantes esporas.
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0Os19 Paecilomyces sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

0s20 Penicillium sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

0Os21 Penicillium sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién
Micelio rosado, bordes
blancos, consistencia
polvorienta, y se observan
halos de crecimiento
sobre la colonia.

Hifas septadas,
conidioforo delgado,
presenta poca fialides y
escasos conidios.

Descripcion
Colonias dispersas de
color verde vy borde
blanco, textura polvorienta
y elevacion convexa.

Hifas septadas,
conidioforos poco
desarrollados y cortos, se
observan varios racimos
de fialides con abundantes
conidios.

Descripcion

Colonia blanca, aspecto
algodonoso, elevacién
convexa y micelio aéreo.

Hifas septadas,
conidiéforos hialinos, se
observa la métula bien
definida rodeada de

cadenas de conidios.
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0s22 Acremonium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)
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Os23 Aspergillus sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os24 Fusarium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién
A. Micelio blanco grisaceo,
de textura algodonosa y

bordes difuminados, y
crecimiento radial e
invasivo.

B. Hifas septadas,
conidioforos  cortos y

gruesos, conidias de forma
ovalada.

Descripcion
A. Micelio blanco,
crecimiento invasivo,
textura algodonosa, vy
pigmentacién del micelio

en la parte central.

B. Hifas aseptadas,
conidioforos gruesos,
vesicula definida rodeada
de fidlides con abundantes
cadenas de conidios.

Descripcion

A. Micelio blanco rosaceo,

crecimiento invasivo, y
textura filamentosa.

B. Hifas septadas,
conidioforos gruesos, se
observan conidias

ovaladas y alargadas.
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Os25 Cladosporium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Micelio blanco rosaceo,
crecimiento invasivo, vy
textura filamentosa.

B. Hifas septadas,
conidioforos gruesos, se
observan conidias

ovaladas y alargadas de
diferente tamafio.

0s26 Fusarium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Micelio rosaceo,
crecimiento invasivo,

textura algodonosa, vy
elevacion convexa.

B. Hifas septadas, fialides
ramificadas y conidios en
forma de media luna con
septos.

0s27 Fusarium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Micelio rosaceo al centro y
blanco en la periferia,
crecimiento invasivo, y
textura filamentosa.

B. Hifas septadas,
conidioforos gruesos, se
observan conidias

ovaladas y alargadas de
diferente tamafio.
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Os28 Scopulariopsis sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

0s29 Mucor sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os30 Absidia sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién
Micelio grisaceo,
crecimiento invasivo, y
textura filamentosa.

Hifas septadas,
conidioforos gruesos, y
cadenas de conidias de
gran tamafio en forma
circular.

Descripcion
Micelio grisaceo,
crecimiento invasivo, y
textura filamentosa, en la
periferia se observa un
halo de esporas
aglomeradas.

Hifas aseptadas,
esporangioforo grueso,
esporangio globular

rodeado de esporas.

Descripcion
Micelio grisaceo,
crecimiento invasivo, y
textura filamentosa, en la
periferia se observa un
halo de esporas
aglomeradas color café

Hifas septadas,
esporangiéforo ovalado, y
se observan esporas
dentro de él.

158



0Os31 Penicillium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Ve

Os32 Cladosporium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)
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Os33 Fusarium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién
A. Colonia verde, borde
blanco, textura
aterciopelada y

polvorienta, pigmentacion
amarilla en el medio.

B. Hifas septadas y conidios
ovalados en cadena de
diferentes tamanos.

Descripcion
A. Micelio aéreo, blanco,
denso y abundante, con
textura algodonosa,
crecimiento masivo
invasivo

B. Hifas septadas y conidios
ovalados de diferentes
tamanos.

Descripcion
A. Colonia blanca, con una
ligera elevacion central,
presenta una textura
algodonosa y firme.

B. Hifas septadas y conidios
ovalados y alargados.
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Os34 Aspergillus sp.

A) Macroscépica B) Microscopica (100x)

Os35 Aspergillus sp.

A) Macroscépica B) Microscopica (100x)

A

0s36 Cunninghamella sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcion
Colonia negra, textura
polvorienta y crecimiento
invasivo.

Hifas
conidioforos
vesicula
conidias.

aseptadas,
gruesos,
rodeada de

Descripcion
Colonia negra, textura
polvorienta y crecimiento
invasivo.

Hifas aseptadas,
conidiéforos delgados,
vesicula rodeada de

fidlides con conidias en el
extremo.

Descripcion
Colonia blanca, textura
algodonosa, y crecimiento
invasivo.

Hifas gruesas, ramificadas
y septos bien definidos.

160



Os37 Penicillium sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os38 Fusarium sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os39 Cladosporium sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién

A. Colonia verde grisacea,

borde blanco, textura
algodonosa, elevacién
convexa y viraje del medio
a color café.

Hifas septadas,
conidioforo ramificado,
grupos de fialides con
pequefias cadenas de

conidias.

Descripcion
Colonia blanca rosacea,
textura algodonosa, sin

elevacién y crecimiento
invasivo.

Hifas septadas y conidias
en forma de media luna
con septos.

Descripcion
Colonia blanca rosacea,
textura algodonosa vy
crecimiento invasivo.

Hifas septadas,
conidioforos gruesos, se
observan conidias

ovaladas y alargadas de
diferente tamafio.
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0Os40 Mucor sp.

A) Macroscépica B) Microscopica (100x)

Os41 Pythium sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Os42 Penicillium sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcion

A. Colonia blanca grisacea,

textura algodonosa vy
crecimiento invasivo.

Hifas aseptadas,
esporangioforos gruesos,
se observan varios
esporangios con esporas
en su interior.

Descripcion

A. Colonia blanca, textura

algodonosa, crecimiento
en varios niveles con
elevacion variada y
crecimiento invasivo.

Hifas aseptadas,
esporangioforos gruesos,
esporangio  ligeramente
ovalado que contiene
esporangiosporas.

Descripcion
Colonias verdes con borde
blanco, textura rigida y
polvorienta, con ligera
elevacion convexa.

Hifas aseptadas,
conidioforo delgado,
métula con pocas fialides
en terminacion de cadenas
cortas de conidios.
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Os43 Paecilomyces sp.

A) Macroscépica B) Microscopica (100x)

Descripcion
A. Colonia grisacea con
bordes blancos, textura
algodonosa, presenta
halos y un crecimiento
irregular pero invasivo.

B. Hifas septadas,
conidioforo delgado,
fidlides con cadenas de
conidias.

Os44 Mucor sp.

A) Macroscépica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Colonia blanca grisacea,

textura  algodonosa vy
crecimiento invasivo.

B. Hifas aseptadas,
esporangioforo hialino,
esporangio  circular vy
definido  rodeado  de
aglomerados de esporas.

Os45 Paecilomyces sp.
A) Macroscopica

B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Colonia blanca rosacea,
textura algodonosa y
aspera, con crecimiento

irregular.

B. Hifas aseptadas,
conidioforo delgado,
métula rodeadas de
conidios.
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Os46 Fusarium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Ab1 Scedosporium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

&

2. 3

Ab2 Alternaria sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién
Colonia blanca rosacea,
textura algodonosa,
crecimiento invasivo

Hifas septadas,
conidioforos de diferente
grosor, conidios alargados
en forma convexa.

Descripcion
Colonia blanca
amarillenta, elevacion
convexa al centro,
presenta un halo
alrededor.

Hifas septadas, vesiculas
con cumulo de fidlides, se
observan conidias hialinas
de forma ovalada vy
alargadas.

Descripcion
Colonia blanca aperlada,
halos de crecimiento radial
con textura algodonosa.

Hifas septadas, se
observan estructuras
globulares y de forma
circular con conidios en su
interior.
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Ab3 Didymella sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

%

Ab4 Cladosporium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Ab5 Mucor sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién
Colonia negra, centro
blanco, crecimiento

irregular e invasivo,
textura filamentosa.

Hifas septadas de
diferente grosor, presenta
estructuras de esporas
ovaladas y alargadas con
septos.

Descripcion
Colonia blanca rosacea,
textura algodonosa 'y
crecimiento invasivo.

Hifas septadas, se
observan conidias
ovaladas y alargadas de
diferente tamafo.

Descripcion
Colonia blanca de textura
algodonosa y crecimiento
circular con elevacion
ligeramente pronunciada.

Hifas septadas,
esporangiéforos hialinos,
esporangios de diferente
tamafa con esporas en su
interior.
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Ab6 Acremonium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Colonia blanca de textura
algodonosa en la periferia
y textura rigida el centro,
con crecimiento invasivo y
elevacion pronunciada.

B. Hifas septadas, y
aglomeraciones de
conidios ovalados y
alargados con septos.

Ab7 Fusarium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Colonia rosada al centro y
textura firme, con

crecimiento radial color
amarillento 'y textura
algodonosa.

B. Hifas  aseptadas, se
observan conidias en
forma de media luna.

Ab8 Penicillium sp.

A) Macroscopica B) Microscopica (100x) Descripcion
A. Colonia verde grisaceo,
borde blanco, crecimiento
irregular, textura rigida y

polvorienta
pigmentacion amarillenta
en medio.

B. Hifas septadas,

conidioforos delgados y
fidlides con cadenas de
conidias.
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Ab9 Mucor sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

-
—

Ab10 Mucor sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Ab11 Mucor sp.
A) Macroscopica B) Microscopica (100x)

Descripcién

A. Colonia blanca, textura

algodonosa, poca

elevacion y crecimiento
irregular.

Hifas septadas,
esporangioforos hialinos,
esporangios de diferente
tamafa con esporas en su
interior.

Descripcion
Colonia blanca grisacea,
bordes oscuros, textura

algodonosa, y crecimiento
invasivo.

Hifas septadas,
esporangiéforos hialinos,
esporangios de diferente
tamafa con esporas en su
interior.

Descripcion
Colonia blanca grisacea,
bordes oscuros, textura

algodonosa, y crecimiento
invasivo.

Hifas septadas y delgadas,
esporangio  circular 'y
definido con esporas en su
interior.
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