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RESUMEN

El cadmio y plomo son dos metales pesados téxicos que usualmente contaminan el
suelo en lugares cercanos a las actividades mineras. Aunque esta contaminacion
afecta a los organismos, algunos hongos filamentosos prosperan e inmovilizan los
metales de las areas contaminadas. Se aislaron 57 hongos filamentosos de
muestras de suelo contaminados con residuos mineros (jales mineros) de tres zonas
de Concepcion del Oro, Zacatecas, México los hongos se identificaron mediante
caracteristicas morfolégicas macroscépicas y microscopicas, asi como se
caracterizaron molecularmente a partir de regiones conservadas de los
espaciadores transcritos internos (ITS). Se evalué la tolerancia a Cd y Pb en medio
de cultivo sdlido y liquido de papa dextrosa y se estimo la concentracidon media de
inhibicién de crecimiento (ICso) respectiva. Se detectd la tolerancia al Pb en
Penicillium simplicissimum, Paecilomyces lilacinus y Rhizopus microsporus (ICso: 3
874, 1 176 y 211.8 mg/L). También se detectd tolerancia al Cd en Paecilomyces
lilacinus. Fusarium oxysporuum, Rhizopus microsporus y Cunninghamella sp ((ICso:
311.3, 223, 29.25y 25.18 mg/L). Ademas, se revelo que estos hongos son capaces
de inmovilizar estos metales. Esto hallazgos sugieren que estos aislados fungicos
autdctonos poseen potencial para biorremediar los suelos contaminados, lo cual los

hace importantes en la mitigacion de la contaminacion del suelo por metales.



ABSTRACT

Cadmium and lead are two toxic heavy metals that usually pollute soils surrounding
mining areas. Even though this contamination affects most organisms present in
those areas, some filamentous fungi thrive and immobilize metals in contaminated
areas. In this work 57 filamentous fungi were isolated from contaminated soil
samples with mining tailings from three zones in Concepcion del Oro, Zacatecas,
Mexico. The isolates were identified by macroscopic and microscopic morphological
characteristics, as well as molecularly, through conserved regions of internal
transcribed spacers (ITS). Tolerance to Cd and Pb was evaluated in solid and liquid
culture media, and half maximal inhibitory concentration (ICs0) was evaluated.
Tolerance to Pb was analyzed in Penicillium simplicissimum, Paecilomyces lilacinus
and Rhizopus microsporus (ICso: 3874, 1176 and 211.8 mg/L). Also, tolerance to Cd
was detected in Paecilomyces lilacinus. Fusarium oxysporuum, Rhizopus
microsporus and Cunninghamella sp (ICso: 311.3, 223, 29.25 and 25.18 mg/L).
Additionally, these fungi demonstrated the ability to immobilize these metals. These
findings suggest that these native fungal isolates have the potential to bioremediate
contaminated soils, making them valuable for mitigating soil contamination by heavy

metals.




INTRODUCCION

En México, la mineria representa una actividad econdmica clave, especialmente en
regiones como el bajio y zacatecas, con un impacto significativo en aspectos
empresariales, gubernamentales y medioambientales. Concepcion del Oro en
Zacatecas se destaca por sus abundantes recursos minerales. Sin embargo, la
explotacion de estos genera contaminantes en el suelo que pueden llegar a los
mantos acuiferos y dafian a las especies presentes en el ambiente. Estudios
recientes han identificado niveles criticos de arsénico, cadmio y plomo en suelos de
areas recreativas lo que refuerza la necesidad de estrategias de remediacién o
inmovilizacion de los contaminantes.

Los suelos contaminados en zonas mineras presentan caracteristicas adversas
para la vida vegetal y microbiana, aunque se ha observado el desarrollo de
microorganismos resistentes, como hongos del género Aspergillus y Penicillium,
con potencial para la biorremediacion mediante la inmovilizacion de metales por
biosorcidén. La contaminacion del suelo afecta no solo su calidad y funciones
ecosistémicas, como la produccién de alimentos y el almacenamiento de agua, sino
también la biodiversidad microbiana esencial para los ciclos biogeoquimicos. Por
ello, es fundamental implementar practicas sostenibles y aprovechar el potencial de

estos microorganismos para mitigar los efectos negativos de la mineria.

En este estudio se identificaron hongos autdctonos resistentes a altas
concentraciones de Cadmio o Plomo en suelos contaminados con jales mineros.
Géneros como Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus y Fusarium mostraron
resistencia a estos metales pesados con valores superiores a los limites maximos
permisibles indicados en la normatividad mexicana. Estos hongos exhibieron
cambios morfolégicos y una notable adaptacion a las altas concentraciones de
metales. Los resultados subrayan el potencial de los hongos para inmovilizar los
suelos contaminados con Cd y Pb, gracias a la interaccion de grupos funcionales
en sus paredes celulares como aminas, carboxilos y sulfhidrilos. Se resalta la
importancia del ambiente de origen en las capacidades adaptativas de los

microorganismos.



1. ANTECEDENTES

1.1 Mineria en México

En México las explotaciones mineras de larga duracion son una parte importante.
Por la fuente de ingresos la mineria es significativa en la vida de las comunidades
de la nacion. Las actividades mineras han cobrado auge, su alcance nacional deriva
de los aspectos involucrados: empresariales, gubernamentales, laborales,
medioambientales; estas en conjunto evidencian la importancia estratégica para el

desarrollo nacional, asi como su relevancia geopolitica (Garcia Aguirre, 2012).

Las empresas mineras constituyen el cuarto rubro mas importante de la economia
nacional. Teniendo el mayor peso en la region bajio (Figura 1). Siendo una de las

principales zonas mineras Zacatecas. (Garcia Aguirre, 2012)
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Figura 1 Mapa oficial de los centros mineros del pais obtenido de Garcia Aguirre, 2012

1.2 Concepcion del oro, Zacatecas

Concepcidén del Oro, municipio del estado de Zacatecas, ubicado al Noroeste del
estado (24°36’42°N, 101°24°43’0 y 24°36’48”N, 101°24’49”0) (Figura 2), cuenta
con grandes yacimientos de oro, hierro, plata, zinc, plomo y cobre (INEGI, 2016).



Figura 2 Ubicacién geografica del municipio de Concepcion del Oro

Esta region explota los minerales como principal actividad, dentro de estos se
encuentra el plomo, cobre, zinc, plata y oro, ademas de que en algunos puntos del
municipio se localizan depdsitos de marmol de diferentes colores, 6nix y cuarzo que
se pueden encontrar en la superficie, existen alrededor de 800 hectareas para la

explotacion (Flores Amaro, 2024).

Debido a la explotacion de estos minerales y metales se generan deshechos
altamente nocivos para la salud de todo ser vivo, entre los cuales se encuentra el
cadmio y el mismo plomo, que junto con el arsénico son de los metales mas toxicos

para la salud de todo organismo vivo. (INEGI, 2016).

1.3 Determinacion de la concentracion de Arsénico en suelos de

Concepcion del Oro

En el 2010 Medrano-Monreal obtuvo 15 muestras de 3 zonas mostradas en la Figura
3 esta area de muestreo es una unidad deportiva (zona de recreacion) donde acude
la poblacion en general. De estos suelos se cuantifico la cantidad de Arsénico
mediante la técnica de energia dispersa de fluorescencia de rayos X, y se obtuvieron
niveles muy altos de este elemento, siendo la zona 1 la que contenia mayor cantidad
con 741.6 ppm, seguida de la zona 3 con 593.4 ppm y al final la zona 2 con 187.7
ppm, estas concentraciones rebasan el limite de 22 ppm que se nombra en la NOM-
147-SEMARNAT-2004.



Figura 3 Sitios de muestreo en deportiva de Concepcion del Oro, Zacatecas
1.4 Caracterizacion de la zona contaminada y aislamiento de

hongos

Flores Amaro (2024) muestreo dos sitios (Figura 4 y 5) para poder realizar los
estudios de los parametros fisicoquimicos, que demostraron un sistema aerobio,
con condiciones oxidantes, bajo en sales y de caracter alcalino. También se
mostraron resultados de las concentraciones maximas de metales, en las cuales se
observo que el arsénico, plomo, cadmio, cobre y zinc sobrepasan los niveles

permitidos por las normativas nacionales mostrado en la Tabla 1.

Figura 4 Sitio 1 para la toma de muestras. Jales mineros de Concepcion del Oro. Zacatecas, coordenadas:
24° 367 42°N, 101° 24~ 43°0 (www.googleearth.com)



Figura 5 Sitio 2 para las muestras. Unidad Deportiva de Concepcion del Oro Zacatecas, coordenadas 24 °

36° 48°N, 101° 24 49 0. Zona A (Cancha de Futbol), Zona B (Cancha de Beisbol), Zona C (Zona de
Escoria) y Zona D (Zona de Montafia) (www.googleearth.com,).

Al realizar la relacion de los valores fisicoquimicos con el aspecto microbioldgico se

observo que las condiciones son favorables para el desarrollo de microorganismos,

mas especificamente hongos microscépicos que por las altas concentraciones de

metales han desarrollado una resistencia a la contaminacion.

Se caracterizaron 57 hongos por examenes microscopicos y macroscopicos, la

mayoria de estos hongos se encontré en los géneros Aspergillus, Penicillium y

Fusarium entre otros, al presentar resistencia se infiere que tienen un potencial de

biorremediacién alto por lo que este estudio propuso el mecanismo de biosorcion

que tiene influencia en la remocion del arsénico (Flores Amaro, 2024).

Tabla 1. Valores maximos encontrados en los sitios de muestreo de Concepcioén del Oro, Zac.

Contaminante

Valores maximos

Limite maximo
permisible (LMP)

(mg/Kg) NOM-147-SEMARNAT-
2004 (mg/Kg)
Arsénico 11230 22
Cadmio 322 37
Cromo 12 280
Cobre 9000 -
Niquel 37,58 1600
Plomo 54140 400
Zinc 7692 -




2. MARCO TEORICO

2.1 Elsuelo

Se puede concebir este recurso como el medio para el desarrollo de las plantas.
Los ecologistas lo consideran parte del medioambiente que es condicionado por los

organismos y a su vez ejerce una influencia sobre estos. (Loaiza, 2010)

El suelo esta sujeto a la accion de los organismos, controlado por factores
topograficos y geoldgicos, tiene su propia temporalidad y se comporta dependiendo
de las condiciones climaticas de cada sitio. En los ultimos afios el suelo ha sido
objeto y sujeto de una intervencion entrépica desordenada, lo cual trae como
resultado problemas graves de desertizacion, erosion y pérdida de calidad.(Loaiza,
2010)

2.1.1 ¢Qué es el Suelo?

El suelo es un sistema natural abierto, complejo que se forma en la superficie de la
corteza terrestre, donde viven las plantas y gran diversidad de seres vivos. Las
caracteristicas y propiedades de los suelos se desarrollan por la accion de los
agentes climaticos y biodticos, actuando sobre los materiales geoldgicos,
acondicionados por el relieve, durante un periodo de tiempo. El suelo se forma muy
lentamente en la naturaleza y puede ser considerado esencialmente como un

recurso no renovable (Loaiza, 2010)

2.1.2 Importancia del suelo

Los suelos proporcionan muchos servicios ecosistémicos, que incluyen, por ejemplo,
la participacidn en los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno, fésforo, etc.,
de forma continua y bajo la influencia de la energia disponible. Sin embargo, lo que
mas se sabe es que los suelos son el lugar natural para la produccién de alimentos

y materias primas de las que depende las comunidades (Burbano, 2016)



Se puede decir que los suelos tienen una gran influencia en el entorno, ademas de
repercutir en las actividades econdmicas y sociales de los grupos de personas que
se asientan en el territorio que ejercen presiones sobre el suelo y generan
afectaciones en diferentes grados (Gardi et al., 2014). La historia muestra cémo
los suelos han sido parte de la vida humana, sin embargo, se olvida en gran medida
cuando se trata de hablar sobre los recursos naturales (Burbano Orjuela, 2013). Por
ello, ahora se argumenta que se requiere una gestion respetuosa de la tierra, no
solo para aumentar la produccion de alimentos sino también para mantener los

servicios ecosistémicos y regular el clima (FAO & ITPS, 2015).

2.1.2.1  Funciones o servicios ecosistémicos del suelo

Los suelos, como parte de los servicios ecosistémicos, prestan importantes
funciones que mantienen y apoyan las actividades sociales y econdmicas de las
personas. Varios autores opinan que (Burbano Orjuela, 2013; Cram, Cotler, Morales,
& Sommer, 2008; Silva & Correa, 2009) las siguientes son algunas de las mas

importantes tareas que cumple el suelo en este contexto.

Produccion de alimentos y biomasa.

Quizas la funcion mas obvia del suelo es apoyar y proporcionar nutrientes a las
plantas para la produccion de alimentos y biomasa en general. Se tienen dos
observaciones importantes, en primer lugar, mas del 95 % de la produccién mundial
de alimentos depende directa o indirectamente del suelo y en segundo lugar, la
perdida de la calidad es un problema importante que amenaza la produccién de

alimentos.

Escenario indispensable para los ciclos biogeoquimicos.

Los ciclos biogeoquimicos que ocurren en la naturaleza son los mecanismos
necesarios para que existan condiciones estables y para que se produzca la vida.
Estos ciclos son muy importantes y el suelo juega un papel insustituible en los

mismos. Sin estos ciclos, no habria transferencia continua de elementos quimicos.



Ademas de lo antes mencionado se encuentra la fijacion de carbono,
almacenamiento Yy filtracion del agua, mejora en la calidad del aire y el soporte de

actividades humanas junto con ser fuente de materias primas.

2.1.3 Calidad del suelo

La composicion fisica, quimica y biolégica del suelo varia mucho y no se puede
determinar un valor estandar para todos los tipos de suelo. La calidad del suelo y
sus estandares de referencia pueden vincularse al concepto de funcién
ecosistémica, ya que integran y vinculan componentes y procesos bioldgicos,
quimicos y fisicos en una situacion determinada. Desde un punto de vista ecoldgico,
este concepto refleja la capacidad especifica del suelo para funcionar dentro de los
limites de los ecosistemas, mantener o mejorar la productividad de plantas y
animales, mantener o mejorar la calidad del suelo, el aire y el agua y mantener la

salud humana (Navarrete S., Vela C., Lopez, & Rodriguez, 2011).

La calidad del suelo es un atributo dinamico que puede variar en el corto plazo segun
las practicas de uso y manejo que se aplican. Para conservar esta calidad, es
fundamental implementar practicas sostenibles. Evaluarla permite comprender y
revertir su deterioro, evidenciado en problemas como la erosién, sedimentacion
causada por viento o inundaciones, reduccion de la infiltracion, compactacién de la
capa superficial, pérdida de nutrientes, efectos nocivos de los pesticidas,
alteraciones en el pH, mayor solubilidad de metales pesados, pérdida de materia
organica, disminucion de la actividad biolégica, proliferacion de organismos

patdgenos y reduccién de la calidad del agua. (Navarrete S. et al., 2011).

2.1.4 Contaminacion del suelo

El termino contaminacion se refiere a la introduccion o incremento anormal de las
sustancias que pueden ejercer un efecto dafiino sobre los organismos en los
ecosistemas. Algunas veces esta contaminacion es natural, pero en general, esta

relacionada con la actividad humana, sobre todo este tipo de contaminacién algunas



veces puede ser transformada por los organismos vivos llamandola biodegradable
y otras que no se pueden transformar siendo no biodegradables(Bautista Cruz,
Etchevers Barra, del Castillo, & Gutierrez, 2004).

2.1.4.1 Metales en suelo

Las actividades mineras alteran el suelo. Una anomalia bioquimica generada en el
momento de la extraccidn es un aumento del contenido de microelementos en el
suelo, su transformacion en macroelementos afecta negativamente a los sistemas
biolégicos (numero, diversidad y actividad) y la calidad del suelo (Wong, 2003).
Salomons, 1995 menciona que algunos de los residuos son toxicos para los
organismos vivos son inhibidores de los factores ambientales que afectan el

crecimiento de las plantas.

El suelo remanente del proceso minero contiene todo tipo de material residual,
incluyendo escombros estériles, lo que presenta serios problemas para el
crecimiento vegetativo, y sus caracteristicas mas destacadas son: una capa de
textura desigual, la ausencia o escasa presencia de limos estructurales, quimicos
inusuales y bajo o desequilibrado contenido de nutrientes organicos, perturbacion
del ciclo bioquimico, baja profundidad efectiva, enraizamiento dificil, baja capacidad
de intercambio, baja retencién de agua y presencia de compuestos toxicos (Puga,

Sosa, Lebgue, Quintana, & Campos, 2006).

Las propiedades del suelo juegan un papel importante en la reduccion o el aumento
de la toxicidad de los metales en el suelo. Pérez et al., (2008) mencionan que la
distribucion de metales en las estructuras del suelo, asi como la disponibilidad de
estos, esta controlada por factores intrinsecos de los metales y las propiedades del

suelo.

En general, la movilidad de los metales es muy baja, se acumulan en los centimetros
superiores del suelo y son arrastrados a las capas inferiores en cantidades muy
pequefas. Por este motivo, la presencia de altas concentraciones en la parte

superior disminuye bruscamente en las profundidades cuando se produce la



contaminacion humana. Esto sucede precisamente porque la disponibilidad de un
elemento también depende de las propiedades del suelo en el que se encuentra.
(Galan Huertos & Romero Baena, 2008).

Se menciona que excesivas concentraciones de metales en el suelo podrian
impactar la calidad de los alimentos, la seguridad de la produccién de cultivos y la
salud del medio ambiente (Puga et al., 2006). Otra de las afectaciones que se
pueden tener es a nivel microscopico, debido a que existen muchas especies de

diversos microorganismos.

En la norma oficial mexicana NOM-147-SEMARNAT-2004 se establecen los
criterios para determinar las concentraciones de los suelos contaminados por
arseénico, bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente, mercurio, niquel, plata, plomo,

selenio, talio y/o vanadio.

Se encuentran referenciados los limites maximos permisibles (LMP) de estos
elementos en suelo para evitar una contaminacion masiva de estos. En la Tabla 2

se muestran los LMP de cada elemento.

Tabla 2. Concentraciones de referencia totales (CRr) por tipo de uso de suelo. Obtenido de NOM-
147-SEMARNAT-2004

Contaminante Uso Uso industrial
agricola/residencial (mg/KQ)
/comercial (mg/KQ)

Arsénico 22 260
Bario 5400 67000
Berilio 150 1900

Cadmio 37 450

Cromo Hexavalente 280 510

Mercurio 23 310
Niquel 1600 20000
Plata 390 5100
Plomo 400 800

Selenio 390 5100
Talio 5,2 67
Vanadio 78 1000




Teniendo estos valores como referencia para que los seres vivos puedan crecer y
estar en contacto con estos metales es como se comienza a investigar acerca de

los microorganismos que estan en constante contacto con estos contaminantes.

2.2 Microorganismos en suelo

Dada la importancia de los suelos en los ciclos biogeoquimicos se han investigado
las interacciones entre los diferentes elementos y los microorganismos que

participan en estos ciclos.

El numero de especies, la composicion y la diversidad de un suelo dependen de
muchos factores, incluyendo: la aireacion, la temperatura, la acidez, la humedad, el
contenido de nutrientes y el sustrato organico. Sin embargo, el numero y tipo de
organismos varia de un sistema y un ambiente a otro, ya que las practicas agricolas,
forestales y mineras tienen impactos significativos tanto positivos como negativos
sobre la biota del suelo (FAO, 2012).

Garcia (2011), menciona que en el suelo se pueden observar dos aspectos
fundamentales que caracterizan a las comunidades microbianas como la
hiperdensidad y la hiperdiversidad, y que la cantidad de microorganismos puede ser
de entre 107 y 10° células por cada gramo de suelo, ademas se estima que hay por
lo menos 10* especies microbianas distintas en cada gramo de suelo, y entre estas

especies se encuentran los hongos.

2.2.1 Hongos en suelo

Los hongos pueden representar el 50% del total de microorganismos en el suelo.
La estructura de las comunidades fungicas depende del entorno del suelo en el que
crecen. Las principales influencias internas sobre las comunidades fungicas son:
nivel y tipo de materia organica, pH, uso de algunos fertilizantes organicos e
inorganicos, humedad, aireacion, variacion de temperatura y composicion de
materiales nativos o cultivados. Los hongos son el segundo grupo de dos grupos

principales de microorganismos del suelo (Barrios & Sandoval, 2018)



Samaniego-Gaxiola & Chew-Madinaveitia (2007) sefiala que la estructura de las
comunidades de hongos en el suelo no solo esta influenciada por la precipitaciéon
como factor climatico, sino también por el microhabitat, el cual depende de
elementos como la vegetacion dominante o la salinidad del suelo. En zonas
desérticas, los sitios cubiertos por vegetacion presentan una mayor densidad de
hongos, predominando Penicillium spp., mientras que en areas desprovistas de

vegetacion predominan hongos con micelio oscuro y esporas multicelulares.

Algunos de los géneros mas importantes en los suelos y que también estan
asociados a las raices de plantas son Aspergillus, Penicillium, Rhizopus y
Trichoderma en donde los primeros dos ayudan a movilizar el fosforo y nitrégeno

del suelo y los ultimos dos ayudan a sostener la humedad. (Delgado, 2008)

Las actividades de los hongos por si solos 0 en conjunto con otros organismos son
determinantes en la ganancia o pérdida de la fertilidad de los suelos y también de
la velocidad con la que se puede restaurar un suelo contaminado o deteriorado, y si
es que se puede restaurar (Soria, 2016), y es aqui en donde la importancia de estas

especies cobra relevancia.

2.3 Los metales en las células fungicas

El uso de diferentes organismos para la eliminacién de un contaminante ha cobrado
cada vez mas relevancia debido a su bajo impacto ambiental y al ser usados

principalmente organismos propios de los lugares contaminados.

Se utilizan los microorganismos como bacterias y hongos, ya que estos poseen
asombrosas vias metabdlicas que utilizan diversos compuestos toxicos como fuente
de energia para el crecimiento y desarrollo, a través de la respiracion, la
fermentacién y el metabolismo (Ayangbenro & Babalola, 2017).0Otra ventaja es la
facil separacion de la biomasa fungica por filtracion debido a su estructura

filamentosa (Leitdo, 2009).



El tratamiento de desechos en la naturaleza con especies fungicas se ha puesto en
practica desde hace siglos. La presencia de los hongos ha permitido la aclimatacion
de la mayoria de los desechos en aguas residuales y se ha establecido el papel de
los hongos en la biorremediacion de varios compuestos peligrosos y toxicos en
suelos y sedimentos, ademas estas especies también han demostrado la capacidad
de eliminar metales pesados y degradar, en algunos casos mineralizar, fenoles,
compuestos fenodlicos halogenados, hidrocarburos de petroleo, compuestos

aromaticos policiclicos y bifenilos policlorados (Leitdo, 2009).

Los hongos no solo son un componente principal de la biota en suelos y sustratos
minerales, sino que también, bajo ciertas condiciones ambientales, pueden ser
agentes biogeoquimicos eficientes y bioacumuladores de metales y su
supervivencia depende de sus propiedades biogeoquimicas y fisiolégicas que

también determinan el éxito de la biorremediacién (Qiu et al., 2021).

Se sabe que estos microorganismos utilizan varios mecanismos, incluidos el
intercambio idnico, la quelacién, la adsorcidn, la cristalizacion, la transformacion de
valencia, la precipitacién extracelular e intracelular y la absorcion activa. En otras
palabras, la acumulacion de metales por hongos se puede dividir en tres categorias,
la biosorcion de iones metalicos en la superficie de los hongos, la absorcion
intracelular de iones metalicos y la transformacion quimica de los iones metalicos
(Leitdo, 2009).

2.3.1 Plomo y cadmio
Algunos metales son fundamentales para el crecimiento y metabolismo microbiano,
mientras que otros no tienen una funcién esencial y pueden ser peligrosos.

Plomo

El plomo (Pb) es uno de los metales pesados mas comunes y peligrosos,
principalmente debido a actividades humanas como la mineria y la fabricacién de

baterias. Su alta toxicidad y persistencia a largo plazo en el medio ambiente lo



convierten en una forma de contaminaciéon acumulativa de gran preocupacion que

exige medidas de atencion urgentes (Tian et al., 2019).

El plomo, en forma de Pb?*, puede reemplazar al Ca?* e ingresar a las células a
través de los canales de calcio y causar dafo al ADN, proteinas y membranas
celulares al unirse a grupos funcionales de sulfhidrilos, fosfato e hidroxilo. Ademas,
el plomo provoca toxicidad en las levaduras al inhibir la sintesis de proteinas y

generar especies reactivas de oxigeno. (Newsome & Falagan, 2021).

Algunos microorganismos han desarrollado resistencia al plomo (Pb) mediante el
transporte activo utilizando bombas de eflujo de ATPasa de tipo P, como ZntA y
CadA. En bacterias resistentes al Pb se ha identificado un operdn de resistencia
que codifica proteinas responsables de la captacion, expulsion y acumulacion el Pb
(I1). Asimismo, se ha observado que microorganismos pueden ligar el metal
intracelularmente, formando nanoparticulas de Pb en el citoplasma o fijandolo en el
periplasma. Estos hallazgos sugieren que proteinas similares a la metalotioneina
tienen un papel clave en el secuestré de Pb (Newsome & Falagan, 2021) y aun no
se encuentran estudios definitivos que sefialen el mecanismo de resistencia de las

células fungicas.

Los microorganismos, como bacterias y hongos, desempenan un papel importante
en la inmovilizacién del plomo en el suelo de manera indirecta ya que pueden
precipitar el plomo en forma de minerales, como pirofilita y hidroxiapatita, tanto
dentro como fuera de las células. Ademas, los hongos pueden transformar el plomo
metalico en pirofilita, el mineral de plomo mas estable o secretan acido oxalico para
precipitar el plomo como oxalato de plomo. Estos mecanismos microbianos juegan
un papel importante en la retencion y reduccion de la toxicidad del plomo en el medio
ambiente. (Newsome & Falagan, 2021)

Cadmio

El cadmio esta presente tipicamente en la corteza terrestre en una concentracion

de 0.1-0.5 mg kg-1, pero se encuentra concentrado en minerales y desechos de



cobre, plomo y zinc. Por lo general, el cadmio se inmoviliza en el suelo al unirse
fuertemente a la materia organica, aunque sigue estando biodisponible en esta
forma, especialmente en condiciones de pH acido. El cadmio no es redox activo y
es movil en el agua en forma de iones Cd2+ o formando complejos solubles en agua
con aniones, acidos humicos y materia organica disuelta. (Agency for Toxic

Substances and Disease Registry Sep, 2002)

La toxicidad del cadmio se debe principalmente al dafio del ADN a través de la union
a grupos sulfhidrilo en proteinas, aunque también puede ocurrir mediante la
interrupcidon de la membrana celular, la inhibicion de la traduccidn, la division celular,
la actividad enzimatica y la desnaturalizacion de proteinas. El cadmio puede entrar
en las células a través de los sistemas de transporte de Mn?* y Zn?*.(Newsome &
Falagan, 2021).

La resistencia indirecta al Cd puede ocurrir mediante la precipitaciéon de
biominerales de Cd, como fosfatos, carbonatos y sulfuros. Algunos
microorganismos han demostrado ser capaces de inmovilizar el Cd a partir de
soluciones mediante la formacién de minerales de fosfato, sulfuro y carbonato.
Ademas, algunos microorganismos pueden precipitar Cd en forma de
nanoparticulas de CdS. En algunos casos, la presencia de Cd puede inhibir la

reduccion bacteriana del sulfato. (Newsome & Falagan, 2021).

Se han utilizado transcriptémica y protedmica para investigar la respuesta molecular
al cadmio. Después de la exposicion a cadmio la expresion de mas de 100 proteinas
cambié en comparacién con los controles y los resultados variaron segun el tiempo
después de la exposicion. Ademas, se encontré una expresion diferencial de
proteinas bacterianas conocidas por estar involucradas en la respuesta al choque
de Cd, incluyendo ATPasas, deshidrogenasas, proteinas ribosomales,
oxidoreductasas, catalasa, superdxido dismutasa, pirofosfatasa inorganica y
reguladores transcripcionales. En un estudio de proteoma de S. cerevisiae, se
encontré que la exposicion al Cd indujo la expresién de la via biosintética de

aminoacidos sulfurados y aumentd la biosintesis de glutatién y cisteina, lo que



puede contribuir a la resistencia al Cd a través de la quelacion y el transporte a la
vacuola. Los autores concluyeron que los sistemas de redox de glutation y
tioredoxina son importantes contribuyentes a la detoxificacion celular de Cd en la

levadura. (Newsome & Falagan, 2021).




3. JUSTIFICACION

Es de gran relevancia buscar alternativas para mitigar los dafios de la industria
minera sobre el ambiente. En trabajos anteriores se aislaron hongos provenientes
de suelos contaminados con residuos mineros en los cuales se reportan
concentraciones superiores a los LMP de As y metales altamente téxicos. En el
presente trabajo se caracterizaran los hongos resistentes a Cd o Pb. Se determinara
la capacidad de inmovilizar estos metales para estimar su potencial uso en

biorremediacion de suelos contaminados.

4. HIPOTESIS

Los hongos aislados de suelos altamente contaminados por actividades mineras
con altas concentraciones de As y metales presentan resistencia a Cd o Pb, y tienen
una capacidad significativa para inmovilizar estos xenobioticos representando una

alternativa biotecnolégica para el tratamiento de suelo con estos metales.

5. OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar los hongos obtenidos de los suelos contaminados con actividades
mineras, determinar la resistencia a Cd o Pb, y estimar su potencial uso

biotecnoldgico para el tratamiento de suelos contaminados con estos metales.

Objetivos Particulares

Identificar morfolégicamente los hongos aislados de suelos contaminados con
actividades mineras.

Determinar la resistencia a Cd o Pb de los hongos aislados de suelos contaminados.
Identificar molecularmente los hongos con mayor resistencia a Cd o Pb.

Estudiar la capacidad de inmovilizacién de los hongos mas resistentes a Cd o Pb.



6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Caracterizacién morfologica

Para los estudios morfolégicos se realizd una reactivacion de los aislados
recuperados del suelo de Concepcion del Oro por Flores Amaro (2024). Estos se
cultivaron en agar papa dextrosa (PDA) durante 7 dias a 28°C y se observaron sus
caracteristicas morfolégicas macroscopicas como anverso y reverso de la colonia,

coloracién de la colonia y medio de cultivo, ademas de la forma y textura.

Una vez terminado el tiempo de incubacion los aislados se prepararon para observar
al microscopio con la técnica Azul algodén de Lactofenol y se observaron al
microscopio a 40x. Para una correcta identificacion de hongos, ya sea con fines de
diagndstico o estudios taxondmicos, es necesario observar las estructuras fungicas
con una alta calidad y contraste; para ello se utilizan diversos compuestos quimicos
que permitan la tincion entre la pared y el citoplasma de las células fungicas, como

lo es esta técnica de tincion (Lopez-Jacome et al., 2014).

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas se cotejaron en libros de

micologia ademas de la bibliografia publicada.

6.2 Mantenimiento de cepas

El mantenimiento de las cepas se realizé para poder obtener células jovenes y
activas metabolicamente para poder realizar los estudios correspondientes, ademas
de poder obtener soluciones con una determinada concentracion de esporas con

las cuales se pueden realizar diferentes experimentos.

6.2.1 Conservacion de hongos en agua destilada

Una vez realizada la caracterizacion morfoldégica de cada uno de los aislados, se

realizo la conservacion de cada aislado en agua destilada.



El método de inmersion en agua destilada ha sido utilizado en diversas
investigaciones y ha tenido resultados satisfactorios para preservar oomicetos,
basidiomicetos, ascomicetos aerdbicos y algunos microorganismos conocidos por
ser patégenos de humanos, durante largos periodos de tiempo (Ladino, Rubio, &
Chacin, 2016).

Los aislados previamente reactivados se inocularon en PDA con 5 réplicas, durante
7 dias a 28°C. Una vez terminado el tiempo de incubacion se recolectaron las
esporas de los aislados agregando 15 ml de agua destilada estéril en la caja Petri
para después realizar un raspado con varilla de vidrio en L, una vez obtenidas las
esporas en esta solucion se filtrd en gasa estéril para la retencion de micelio o medio
de cultivo. Las esporas se mantuvieron en la suspensioén de agua destilada estéril

conservandolas en refrigeracion a 4°C.

6.3 Resistencia a altas concentraciones de Cd o Pb

Se realizaron medios de cultivo PDA con diferentes concentraciones de CdCl2 o
Pb(NO3)2 tomado en cuenta los valores reales de Cd o Pb que se aportan por estas
sales. Para los cultivos con Pb se complementd el medio de cultivo con
concentraciones crecientes a partir de 1000 mg/L. Para el Cd se complemento el

medio con concentraciones crecientes a partir de 50 mg/L (Vacar et al., 2021).

Una vez esterilizados los medios de cultivo se enfriaron a aproximadamente 40°C y
se agregaron las diferentes concentraciones de metal para cada analisis,
provenientes de una solucién madre, después se inocularon con 5x10° esporas por
ml (Flores-Amaro, 2024).

6.4 Caracterizacion molecular de aislados resistentes

Una vez que se tuvieron los hongos resistentes y para corroborar la identificacion
preliminar con las caracteristicas morfologicas se amplificaron las regiones

altamente conservadas del espaciador transcrito interno (ITS).



6.4.1 Obtencion de cultivos monospodricos e identificacion

Se tomaron 100 pl de la solucion de esporas obtenida anteriormente y se agregaron
en agua destilada estéril para completar 40 ml, esta dilucion se agito en vortex y se
agregaron 100 ul de esta en placas de PDA que contenian perlas de vidrio (8-12),
se agito vigorosamente 20 veces en cada direccion (izquierda-derecha, arriba y
abajo) hasta esparcir correctamente los 100 ul en la superficie del medio de cultivo,
se retiraron las perlas de vidrio y se sellaron las cajas para incubar a 28°C

monitoreando el crecimiento (Rangel-Munoz et al., 2022)

A las 24 horas se observo el crecimiento de pequeias colonias provenientes de una
espora o conidio y se eligido una que se tomo con un palillo estéril y se inoculo en

medio PDA estéril, se incubaron a 28°C durante 2-3 dias.

La técnica de cultivos monospodricos permite obtener cultivos genéticamente
homogéneos con una mayor estabilidad en todas sus propiedades (Brunner-
Mendoza, et al., 2013)

6.4.2 Extraccion de ADN gendémico

A partir de los cultivos monosporicos se realizaron depdsito de esporas como en el
punto 6.2.1, a partir de estos se tomaron 100 ul para inocular medio PDB y formar
la biomasa utilizada para la extraccion de ADN, estos cultivos se dejaron a 28°C x
24 hrs. Al término del cultivo se llevd a cabo la extraccion de ADN dejado por el
método de Aljanabi & Martinez (1997) con modificaciones. Al final de la extracciéon

se agregaron 5 pl de RNAsa y se incubo a 37°C x 1 hora.

Para visualizar el ADN gendémico extraido se utilizd la técnica de electroforesis en
gel de agarosa al 1%. Este gel se visualizé en foto documentador de SynGene Gene
Genius Bio Imaging System empleando el software GeneSnap de SynGene. La
concentracion se cuantifico con el espectrofotometro NanoDrop 2000 de Thermo

Scientific™.




6.4.3 Amplificacion de genes con PCR

Se realizd6 la amplificacion de la region ITS utilizando los oligos ITS 4
(5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3) e ITS 5 (5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3') de
T40ligo®, utilizando la Taq polimerasa de alta fidelidad Pushion en un volumen total
de reaccion por muestra de 50 pl (Buffer 5x 10 pl, dNTPs a 10 mM: 1 pl, MgCI2 2 ul,
ADN 1 pl, Pushion 0.5 pl, Oligo D 1.5 pl, Oligo R 1.5 pl y H20 libre de nucleasas
37.5 ul). Las condiciones para la reaccion de PCR para la amplificacion de la regiéon
ITS fueron: Un periodo de desnaturalizaciéon de 3 min a 98°C, seguido de 20 ciclos
(desnaturalizacion a 98°C/10 s, alineacion a 60°C/20 s y extension a 72°C/30 s), con

una extension final de 10 min a 72°C.

La calidad de los productos de PCR se verifico por electroforesis en gel de agarosa
al 1%. Se visualizaron las bandas en el fotodocumentador de SynGene Gene

Genius Bio Imaging System empleando el software GeneSnap de SynGene.

6.4.4 Purificacion, clonacion y secuenciacion de productos amplificados

Una vez observadas las bandas de amplificacién de la PCR se cortaron del gel y
purificaron con el Kit de purificacion de Jena Bioscience Agarose Gel Extraction Kit
- Column Kit, una vez obtenido el purificado se cuantifico en el espectrofotometro
NanoDrop 2000 de Thermo Scientific™.

Para poder obtener una mayor concentracion del producto de PCR, este se ligoé en
el plasmido pJET 1.2 con el casete de resistencia a ampicilina en 15 pl total de
reaccion por muestra (Buffer 2x 7.5 pl, Ligasa 0.5 ul, pJET 1.2 0.4 ul, Purificado 7
pl) incubando a 22°C por 32 minutos. Una vez terminado el tiempo de incubacién
se realizo la transformacion de cepas de E. coli DH5a por choque térmico agregando
los 15 ul de reaccion de ligacion a cada tubo ependorf de cepa por muestra estos
se dejaron 30 minutos en hielo, 3 minutos a 42°C y finalizando con 2 minutos en
hielo. Al término del tiempo de incubacion se agregdé 1 ml de medio LB y se dejaron

a 37°C por una hora.




Después de la hora los tubos se centrifugaron para sedimentar la biomasa en 200 -
300 pl y agregar a placas de LB complementado con ampicilina al 1% estas se
pusieron en incubacién a 37°C por 16-18 horas. Al finalizar se seleccionaron 5
colonias de cada muestra para crecer en 3 ml de LB amp liquido que se dej6 en

incubacion por 16-18 horas a 37°C en agitacion.

Las colonias elegidas podian o no tener el fragmento de amplificacion de PCR y
para verificar se realiz6 PCR en colonia con la Taq polimerasa DreamTaq en un
volumen total de 10 ul de reaccion por cada muestra (Buffer 10x 1 pl, dNTPs 0.2 pl,
Oligo directo 0.2 pl, Oligo reverso 0.2 pl, muestra de colonia 1 ul, Dream Taq 0.25
pl'y H20 libre de nucleasas 7.15 pl). El resultado se verifico con electroforesis en
gel de agarosa al 1% y las bandas se observaron en foto documentador de SynGene

Gene Genius Bio Imaging System empleando el software GeneSnap de SynGene.

Una vez observadas que colonias contenian el fragmento se eligieron dos para
extraccién de plasmido por el Kit de Jena Bioscence Plasmid Mini-Prep Kit - Column
Kit. Las colonias se dejaron crecer en 5 ml de medio LB amp a 37°C por 16-18 horas
posterior a la incubacion se utilizé el Kit. La cuantificacién del plasmido se realizé
en el espectrofotometro NanoDrop 2000 de Thermo Scientific™. Como confirmacion
para los plasmidos purificados se realizé una reaccion de restriccién en un volumen
de 15 yl por cada muestra (Buffer 10x 1.5 pl, H20 10 ul, Bgl Il 0.75 pyl y muestra 3
pl) El resultado se verifico con electroforesis en gel de agarosa al 1% y las bandas
se observaron en foto documentador de SynGene Gene Genius Bio Imaging System

empleando el software GeneSnap de SynGene.

Para cada muestra se enviaron 4 secuencias, dos directas y dos reversas, a
secuenciacion en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma
de México, los resultados se recibieron en formato Fasta y Electroferograma, los
cuales se observaron con el software Chromas Pro, y se ensamblaron con el
software Segman para poder obtener una secuencia consenso, esta secuencia se

comparo con las diferentes secuencias en el NCBI utilizando la herramienta Blast.




6.5 Concentracion de metal que inhibe el 50% del crecimiento
(1Cs0)

Para poder visualizar con mayor facilidad el efecto de los metales en el crecimiento
de los hongos se utiliza el valor de ICso que es la concentracion metal que inhibe el
50% del crecimiento (ICs0) del hongo esta es una medida de la eficacia de un

compuesto para inhibir la funcion bioldgica/ bioquimica (Hendriks, 2010).

Para la preparacion del inoculo se realizé con la metodologia de Janicki, Dtugonski,
& Krupinski, (2018) con modificaciones. Se agregaron 5x10° esporas/ml del aislado
resistente en 30 ml de medio de cultivo PDB durante 24 horas a 30°C + 2°C en
agitacion. Las soluciones de metal se prepararon a partir de CdCl2 y Pb(NO3)2y se
esterilizaron bajo luz UV durante media hora. Las soluciones de metales se
afiadieron por separado a el medio PDB (100 ml) hasta obtener las concentraciones
deseadas para cada metal. A cada uno de los matraces de les agrego el 15% de
inoculo homogenizado y se cultivaron en agitacion a 33°C por 24 horas. Después la
biomasa fue lavada dos veces con agua destilada, filtrada en papel filtro Ahlstrom
54 y secada a 60°C por 5 horas. Una vez terminado el tiempo de secado se peso
cada papel filtro y con ayuda del software GraphPad Prism 9.0.0 se calcul6 el valor
de ICso. (Le Berre, et.al, 2022)

6.6 Inmovilizacion de Cd o Pb por los hongos

Debido a la resistencia que tienen los hongos a estos metales se realizan
experimentos de interaccion para estudiar la inmovilizacion de los metales por estos

organismos.

Se preparo un indculo 5x10° esporas/ml del aislado resistente en 30 ml de medio
de cultivo PDB durante 24 horas a 30°C £ 2°C en agitacion. (Janicki et al., 2018).
Los medios de cultivo PDB se realizaron con las concentraciones de ICso
anteriormente obtenidas. Cada aislado de hongo tenia dos controles negativos, dos




controles positivos y el problema por triplicado. Una vez inoculados estos se

mantuvieron en agitacién durante 72 h a 32°C.

6.6.1 Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

Esta metodologia nos permite observar los grupos funcionales que se tienen en la
pared celular de los hongos y que tienen interaccion con los metales como el Pb o
Cd.

La biomasa de los cultivos se seco durante 3 dias a 60°C y se trituro con mortero
hasta obtener un polvo fino que se utilizé para leer en el Infrarrojo transformade de
Fourier (FTIR) (Shapaval et al., 2010) en un equipo con sistema automatico Jasco
FT/IR-4100 en rangos de 400- 4000 cm".

6.6.2 Microscopio electronico de barrido (SEM-EDX)

Las 14 muestras de hongos previamente fijadas en glutaraldehido al 2.5% fueron
transferidas a viales con pipetas pasteur, lavadas con PBS al 1x hasta eliminar el
fijador y deshidratadas en alcohol de manera gradual de 60-100% por 20 min cada
una antes de ser secadas en un aparato de punto critico de secado para eliminar la
humedad. Después fueron montadas en cilindros de aluminio con cinta de grafito y
recubiertas con una fina capa de oro en el recubridor Denton Vacuum Il para reducir

la carga eléctrica de las muestras.

Posteriormente, se analiz6 mediante microscopia electréonica de barrido (JEOL
JSM-5900LV) acoplada con espectroscopia de rayos X por energia dispersiva
(SEM/EDX)., empleando los parametros especificos (20 kV, WD=10, Spotsize 43,
electrones retro dispersados y método lineal). Se examinaron tres sitios por muestra
para obtener un analisis cuantitativo del peso atomico y un analisis cuantitativo de

los elementos quimicos mediante graficas espectrales y distribuciones elementales.




7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion morfoldgica

Tabla 3: Caracteristicas macroscopicas, microscépicas de los géneros identificados. Imagen

representativa de cada grupo.

Absidia sp

Caracteristicas macroscopicas: Colonia
algodonosa de color blanco con tintes
cafes de crecimiento rapido con poco
micelio
Caracteristicas microscopicas: Estipite
hialinoy liso con esporangios
pequefios y globosos sostenidos por
una apofisis.

Alternaria sp

Caracteristicas macroscopicas: colonia
color negro, invasiva, planay
aterciopelada

Caracteristicas microscopicas:
Conidioforos simples, conidias
elipsioidales con varios tabiques.

Aspergillus sp.

Caracteristicas macroscopicas: colonia
color blanco algodonosa con poca
elevacion, periferia de la colonia de
color azul-verdoso
Caracteristicas microscopicas: estipite
halinoy liso, conidioforo globoso de
donde se desarrollan fialides que
cubren 2/3 de la cabeza

Cladosporum sp.

Caracteristicas macroscopicas: Colonia
verde musgo con tintes cafes y bordes
blancos, presenta elevacion y textura
aterciopelada.
Caracteristicas microscopicas:
Conifioforos cortos pigmentados,
produccion de conidias por gemacion;
conidios elipticos.

Cuninghamella sp.

Caracteristicas macroscopicas: Colonia
de crecimiento rapido e invasivo,
miselio abundante de color blanco a
grisaseo
Caracterisicas microscopicas:
esporangioforos irregulares con
esporangios globoso que desarrollan
esporanigiolas equinuladas .

Fusarium sp.

Caracteristicas macroscopicas: Colonia
de color purpura con bordes blancos,
de crecimiento lentoy plana, sin
miselio.

Caracteristicas microscopicas:
conidios pequefios en forma de
media luna con varias divisiones.




Paecilomyces sp.

Caracteristicas macroscopicas: colonia
afelpada color rosa con bordes
blancos, coloracion beige en el

reverso

Caracteristicas microscopicas: fialides

con disposicion en verticilio y esporas

elipsoidales o en forma de limon
unidas en cadena

Penicillium sp.

Caracteristicas macroscopicas: colonia
plana color verde con bordes blancos
y pulvurienta. Presenta coloracion
amarilla del medio de cultivo
Caracteristicas microscopicas:
conidioforos completos ramificados
con fialides desarrollando cadenas de
conidiosporas

Rhizopus sp.

Caracteristicas macroscopicas: Miselio
invasivo filamentoso color blanco y
en laorilla color gris

Caracteristicas microscopicas: Micelio
hialinoy liso con presencia de
rizoides, presentan esporangios
grandes y globosos sin apofisis.

Scedosporium sp.

Caracteristicas macroscopicas:
colonias de aspecto flocoso,
inicialmente de colores blancos
grisaceos, su reverso es palido
Caracteristicas microscopicas: hifas
hialinas con células conidiogénicas
emergiendo. Los conidios son ovales
y Unicos de color marrén.

Trichoderma sp.

Caracteristicas macroscopicas: colonia
blanquecina de crecimiento radial,
textura cremosa y con poco miselio

Caracteristicas microscopicas: fidlides
en forma de botella alargada con
conidios pequefios




En la tabla 3 se observan las caracteristicas del anverso y reverso de la colonia de
los géneros identificados en los aislados obtenidos de Concepcion del Oro, ademas
de las caracteristicas microscopicas a 40x para revisar el tipo de cuerpo fructifero y
espora desarrollada por el aislado, se encontré que el género identificado como
Aspergillus estuvo presente en el 17,54% de los 57 aislados, mientras que los
géneros Fusarium 'y Rhizopus estuvieron presentes en el 15,79% de los aislados

como se muestra en la grafica 1.
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Grafica 1 Géneros encontrados de los 57 aislados de Concepcién del Oro, se muestra la frecuencia con la que
son encontrados en estos suelos.



7.2 Resistencia a altas concentraciones de Cd y Pb

Los aislados que son resistentes a la presencia de plomo se encuentran entre los
geéneros con alta frecuencia en los suelos contaminados con actividades mineras de
Concepcion del Oro como se muestra en la Grafica 2, estos aislados son Os6
Paecilomyces sp, Os1 Penicillium sp y Os 7 Rhizopus sp. Ademas, todos los
geéneros son resistentes a concentraciones mayores a 400 mg/Kg que es el limite

maximo permisible para Pb en suelos.

Resistencia a Pb

12000+
10000
o 80004
a =
e >
S £ 6000
O
4000+
2000+
0 LMP
'b6Q"'Z>%Q 699 RN RN K ‘QQ' R ((\(DQ R RN RN
S & @ @ T
LSRR RGN RO\ = WY
O N < o” .0
v '06 ¢ & A Geb «\\0
(@)

Gréfica 2 Resistencia en placa a Plomo en medio de cultivo solido de los 57 aislados de Concepcion del Oro.
LMP: Limite Maximo permisible 400 mg/kg segun la NOM-147-SEMARNAT-2004

Se encontrd que el aislado Os1 identificado como Penicillium sp., es resistente hasta
11,000 mg/L de Pb, mostrando cambios morfolégicos y reduccion de pigmentacion,
ademas de la inhibicién de crecimiento como se muestra en la figura 6, por su parte
el asilado Os6 identificado como Paecilomyces sp., presentd resistencia a la
presencia de Pb hasta 6,000 mg/L, mostrando también cambios morfolégicos,
reduccion del diametro de crecimiento, cambios en la coloracion de la colonia al

igual que el aislado Os7 identificado como Rhizopus sp. figura 7 y 8.



Figura 6 Aislado Os 1 resistente hasta 11 000 mg/L de Pb presente en el medio de cultivo. Método medicion
del diametro de crecimiento de la colonia, DE <0.1 cm

Figura 7 Aislado Os 6 resistente hasta 6 000 mg/L de Pb presente en el medio de cultivo. Método medicién del
diametro de crecimiento de la colonia, DE <0.1 cm



Figura 8 Aislado Os 7 resistente hasta 6 000 mg/L de Pb presente en el medio de cultivo. Método medicion del
diametro de crecimiento de la colonia, DE <0.1 cm

A su vez se encontro que los aislados que son resistentes a la presencia de cadmio
también se encuentran entre los géneros con alta frecuencia en los suelos
contaminados con actividades mineras de Concepcién del Oro estos aislados son
Os6 Paecilomyces sp, Os30 Cuninghamella sp, Os27 Fusarium sp y Os10 Rhizopus
sp. Grafica 3. Ademas, todos los géneros son resistentes a concentraciones

mayores al limite maximo permisible, 37 mg/Kg.

Se observo que el aislado Os6 identificado como Paecilomyces sp., es resistente
hasta 950 mg/L de Cd, mostrando cambios morfolégicos y la inhibicion de
crecimiento como se muestra en la figura 9, por su parte el asilado Os30 identificado
como Cuninghamella sp., presento resistencia a la presencia de Cd hasta 550 mg/L,
mostrando también cambios morfolégicos, reduccion del diametro de crecimiento,
cambios en la coloracidon de la colonia y cambios en el micelio aéreo al igual que
los aislados Os10 y Os 27 identificados como Rhizopus sp. y Fusarium sp

respectivamente figuras 10-12 .
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Gréfica 3 Resistencia en placa a Cadmio en medio de cultivo solido de los 57 aislados de Concepcion del Oro.
LMP: Limite Maximo permisible 37 mg/kg segun la NOM-147-SEMARNAT-2004

Figura 9 Aislado Os 6 resistente hasta 1050 mg/L de Cd presente en el medio de cultivo. Método medicién del
diametro de crecimiento de la colonia, DE <0.1 cm



Figura 10 Aislado Os30 resistente hasta 550 mg/L de Cd presente en el medio de cultivo. Método medicién
del diametro de crecimiento de la colonia, DE <0.1 cm

Figura 11 Aislado Os10 resistente hasta 550mg/L de Cd presente en el medio de cultivo. Método medicién del
diametro de crecimiento de la colonia, DE <0.1 cm



Figura 12 Aislado Os27 resistente hasta 550mg/L de Cd presente en el medio de cultivo. Método medicién del
diametro de crecimiento de la colonia, DE <0.1 cm

7.3 Caracterizacion molecular de aislados resistentes

El 100% de los aislados resistentes a Cd o Pb amplificaron para el ITS en un rango
de 500 a 700 pb (Fig.16). Cada producto de PCR se purifico para ser secuenciado
en sus cadenas directo y reverso, asi, de cada producto amplificado se obtuvieron
dos secuencias, ademas este paso se realizé una segunda vez, obteniendo 4

secuencias para cada producto amplificado.

Phusion

Os7 Os10 0Os27 0s30

Figura 13 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR amplificados de la region ITS
Carriles: 1-6 aislados resistentes a Cd o Pb, 9 Marcador de peso molecular (100 pb)



De las secuencias obtenidas se realizé un ensamble en el software Seqman para
obtener una sola secuencia consenso por aislado. Todas las secuencias tuvieron
un porcentaje de identidad de mas del 80% de identidad con alguna secuencia
registrada en la base de datos del NCBI (Tabla 4)

Tabla 4. Identificacion de los aislados resistentes a Cd o Pb obtenidos de suelos contaminados por

jales mineros; comparados con secuencias existentes en el NCBI a través de la herramienta Blast

Fragmento Identidad No.
Aislado ITS (pb) Especie coincidente (%) GenBank
Os 1 DO2 Penicillium simplisium 99,46 MW485753.1
Os 6 641 Paecilomyces lilacinus 99.84 MT453285.1
Os7 664 Rhizopus microsporus 100 MH473977 .1
Os 10 666 Rhizopus microsporus 100 MH473977 .1
Os 27 5115) Fusarium oxysporum 99,61 KX655587.1
Os 30 Tl Cuninghamella sp. 87,50 OR096349.1

Secuencia Consenso de Os1

AGCGGGTATCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGATAGATTGATGGGGGTCGC
CGGCGGGCGCCGGCCGGGCCTACGGAGCGGGTGACGAAGCCCCATACGCT
CGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGCCCCLCCGGGA
TCGGGGGGCGGGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGC
TCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGA
CTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTT
CTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTTAG
CTAATCGCTCAGACTGCAATCTTCAGACAGAGTTCAATGGTGTCTTCGGCGGG
CGCGGGCCCGGGGGLCGGGTGCCCLCCCGGCGGLCCGTGAGGLGGGLLCGLC
GAAGCAACAAGGTACGATAAACACGGGTGGGAGGTTGGACCCAGAGGGCCC
TCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCCCCTA




Max = Total Query E Per. | Acc

Description Scientific Name
4 Score |Score Cover wvalue | Ident  Len Accession
-

Uncultured Penicillium clone TLST405-7-F21 188 ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured Penici... 1009 1009 100% 0.0 9964% 591 KRE673831.1
Penicillium simplicissimum isolate W\W5A1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcrib... Penicillium simpli 1005 1005 100% 0.0 99.46% 570 MW485753 1
Fungal sp. strain UBDFMO6 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.... fungal sp. 1000 1000 100% 0.0 99.28% 5838 MK 3
impli.. 1000 1000 100% 00 9928% 605 OP179089.1
impli.. 1000 1000 100% 00 9928% 604 OP179011.1
jum sp. C 1000 1000 100% 00 9928% 2978 FJ4307751

Secuencia Concenso de Os6

GAAAGATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAG
GGATCATTACCGAGTTATACAACTCCCAAACCCACTGTGAACCTTACCTCAGTT
GCCTCGGCGGGAACGCCCCGGLCCGLCLCTGLCLCCLCCGLGLCLCGGLGLCCGGACCC
AGGCGCCCGCCGCAGGGACCCCAAACTCTCTTGCATTACGCCCAGCGGGCG
GAATTTCTTCTCTGAGTTGCACAAGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
GCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAGCC
CCCCCGGGGGCCTCGGTGTTGGGGGACGGCACACCAGCCGCCCCCGAAAT
GCAGTGGCGACCCCGCCGCAGCCTCCCCTGCGTAGTAGCACACACCTCGCA
CCGGAGCGCGGAGGCGGTCACGCCGTAAAACGCCCAACTTTCTTAGAGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG
AATCTTGCTGAAAAA

D ot Scientific N Max | Total Query E Per Acc.
eeeee AT e NAMe o ore Score Cover value ident | Len Accession
- - -
Purpureocillium lilacinum isolate DSM100329_DF58_RLCS20 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequen Purpureocillium li... 1147 1147 97% 0.0 99.84% 1186 MT453285.1

Purpureocillium lilacinum culture CBS:226 73B strain CBS 226 73B small subunit ribosomal RNA gene, _partial se illium li. . 1147 1147 97% 00 9984% 940 MHS60675 1

Purpureocillium lilacinum isolate C3W101 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribe mli.. 1147 147 97% 0.0 99.84% 636 MN783020.1

Burpureocillium lilacinum strain PL1 small subunit ribosomal RNA gene, pa ence; internal transcribed spa i i... 1147 1147 97% 0.0 99.84% 937 0Q402321.1

mli. 1147 1147 97% 00 99.84% 1565 MZ545388 1

s 1147 1147 97% 00 9984% 896 KF3674851

i... 1147 1147 97% 0.0 99.84% 2314 AB103380.1

Secuencia Consenso de Os7

GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACTAATGTATTGGCACTTTACTGGGAT
TCACTTCTCAGTATTGTTTGCTTCTATACTGTGAACCTCTGGCGATGAAGGTCG
TAACTGACCTTCGGGAGAGACTCAGGACATATAGGCTATAATGGGTAGGCCTG
TTCTGGGGTTTGATCGATGCCAATCAGGATTACCTTTCTTCCTTTGGGAAGGAA
GGTGCCTGGTACCCTTTACCATATACCATGAATTCAGAATTGAAAGTATAATAAA
ATAACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGC
AAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCGTGAATCATCGAGTCTTTGAAC
GCAGCTTGCACTCTATGGATCTTCTATAGAGTACGCTTGCTTCAGTATCATAACC
AACCCACACATAAAATTTATTTTATGTGGTGATGGACAATTTCGGTAAAATTTAAT




TATTATACCGATTGTCTAAAATACAGCCTCTTTGTAATTTTCATTAAATTACGAACT
ACCTAGCCATCGTGCTTTTTTGGTCCAACCAAAAAACATTTAATCTGGGGGTTC
TGCCAACCAAGCAGATATTTAATGCTCTTTAACTATGATCTGAAGTCAAGTGGG
ACTACCCGCT

Max | Total | Query E Per. Acc.

Description Scientific Name
; Score Score Cover value Ident  Len
v

Accession

Rhizopus sp. isolate LANL.1351.24 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: infernal transcribed spa... Rhizopus sp. 1227 1227 100% 0.0 100.00% 671 MZ374660.1
Rhizopus micresporus isolate CK1330 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene ... Rhizopus micros 1210 1210 98% 0.0 100.00% 668 MHA473977 1
Rhizopu. orus isolate CK1203 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene ... Rhizopu: cros 1210 1210 98% 0.0 100.00% 662 MHAT38711
Rhizopus mic orus isolate CK416 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene a... Rhizopus micros 1205 1205 98% 0.0 100.00% 665 MHA742831
orus isolate CK1333 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene ... Rhizopus micros 1201 1201 97% 0.0 100.00% 659 MH473930 1
Rhizopus micresporus isolate CK1322 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene ... Rhizopus micros 1201 1201 97% 0.0 100.00% 655 MH4739711

Secuencia Consenso de Os10

CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACTAATGTATTGGCACTTTACTGGGA
TTCACTTCTCAGTATTGTTTGCTTCTATACTGTGAACCTCTGGCGATGAAGGTC
GTAACTGACCTTCGGGAGAGACTCAGGACATATAGGCTATAATGGGTAGGCCT
GTTCTGGGGTTTGATCGATGCCAATCAGGATTACCTTTCTTCCTTTGGGAAGGA
AGGTGCCTGGTACCCTTTACCATATACCATGAATTCAGAATTGAAAGTATAATAA
AATAACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAG
CAAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCGTGAATCATCGAGTCTTTGAA
CGCAGCTTGCACTCTATGGATCTTCTATAGAGTACGCTTGCTTCAGTATCATAAC
CAACCCACACATAAAATTTATTTTATGTGGTGATGGACAATTTCGGTAAAATTTAA
TTATTATACCGATTGTCTAAAATACAGCCTCTTTGTAATTTTCATTAAATTACGAAC
TACCTAGCCATCGTGCTTTTTTGGTCCAACCAAAAAACATTTAATCTGGGGGTT
CTGCCAACCAAGCAGATATTTAATGCTCTTTAACTATGATCTGAAGTCAAGTGG
GACTACCCGCTG

Max  Total Query E Per. Acc

Di ipti Scientific Name i
EEEEE e ClenCN8ME  Score Score | Cover wvalue  Mdent  Len  Accession
- v -
Rhizopus sp. isolate LANL.1351.24 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spac. .. Rhizopus sp. 1230 1230 100% 0.0 10000% 671 MZ374660.1

Rhizop: crosporus isolate CK1330 internal transcribed spacer 1,_partial sequence; 5 85 ribosomal RNA gene 1212 1212 98% 0.0 10000% 668 MHAT3977 1

Rhizop

Rhizopus microsporus isolate CK416 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 58S ribosomal RNA gene a

1212 1212 98% 00 100.00% 662 MHA4738711

1206 1206 98% 00 10000% 665 MHA474283 1




Secuencia consenso de OS27

TTGGTGGDACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTG
TGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGG
ACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAA
ACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTC
GAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTC
GCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAA
AACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGA
ATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCT

select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance free of results ~ MSA Viewer
Descrpton Scndle N | .2 |5 v Gove [wnm (oo | Lon | Accssion

- - .
Fusarium oxysporum f sp. cepae isolate AC16 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transc... Fusarium oxyspo. 939 939 100% 0.0 9961% 520 KX655587.1
Fusarium oxysporum f. s ae jsolate CSCH057ITS internal transcribed s r 1._partial sequence; 5.8S riboso... Fusa 0 939 939 100% 0.0 99.61% 547 HQ658968.1
Fusarium oxysporum f. sp. cepae isolate CSCB056ITS 18S ribosomal RNA g partial sequence: internal transcri... Fusa 0 939 939 100% 0.0 99.61% 548 HQB58967 1
Fusarium oxysporum isolate N-61-2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spac... Fusarium oxyspo. 937 937 100% 0.0 9961% 585 MT560381.1

Secuencia Consenso de Os 30

GTAAGTCGTACAAGGTGCCGGAGGACCCTCGAAGATCATATTTTAAAAAAGTTT
TTTCTTTTTGAAAAAACTTTTTTTAAAAAATTCATTCACAGTGTGGGAAATGTCTA
CATACGCTTGTGCCTGGTTCAGTCATTGTGCTGCCACAGGAGTTTACTTTGGAT
TCTTTGCAGTCCATTGATAGCTTTCCGTTGAGGAAACCTTCTGTAAATGGGGAT
AAGATTTTTCTTTATTATACTTTTTTTTTTTAACTGAATCGATAGACCATAAATTTAT
GGTTGTTTTTTTTTTATAATAAAAAATTTAAAAAACAACTTTCAGCAATGGATTTTT
CGGCTTTCGTATCGATGAAGAACCCAGCAAATCGCGATATGTAATGTGATTTGC
CTATAGTGAATCATCAAATTTTTGAACCCATTTTCCACCTTATGGTATTCCATAAG
GTACGTCTGTTTCAGTACCMCTAATAAATTTCCTCCMCCTTTGGGGGGTTTTTT
TAAAAAAAACGAGATAAATGATTACTGGTTCTGGTGATTCTTTTTTTTCCTAAAAA
AAAAAAAAAAAATCACTCTCAACCTAAATATTAGGCTCGACTTCCTTTTTTTCCC
CCCGGAAAAAAATCAAGTCAGGCTTTAATAAAATTTTCATTTCTACTAAGGTTTAT
TGCCAATATAATTTTTAAAAAACTTGGCCTGAAATCAGATGGGACTACCCC

select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Description Scientific Name Ma).( L=E] | Er=ry = |G, feEmaT

Score Score Cover wvalue Ident  Len
-

Cunninghamella sp. DF12098 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.8 ribo... Cunninghamella 702 702 92% 00 8640% 727 JQ8896991
Cunninghamella binariae isolate cby1 small subunit ribosomal RNA gene, _partial sequence; internal transcribed sp... Cunninghamella 684 684 89% 0.0 86.37% 758 KY315570.1
Cunninghamella sp. SPB-2023a isolate CV00228 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.8S ribosoma nghamella 684 684 84% 0.0 8750% 592 OR096349.1
Cunninghamella bainieri isolate HT007 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transeribed s... Cunninghamella 678 B7S 89% 0.0 86.33% 728 MH512950.1




7.4 Concentracion de metal que inhibe 50% del crecimiento (ICso)

El grado de resistencia de los diferentes aislados elegidos con anterioridad al
cadmio y plomo se corroboro en base a la medicion de la inhibicion del crecimiento
en cultivos tratados con metales. Ademas, para analizar los cambios especificos del
metal en el hongo, se calculo el valor de ICso (Tabla 5y 6). Como se muestra en la
Fig 14 y 15, el patron de crecimiento de los aislados varié con la adicién de

diferentes concentraciones de estos metales.

Tabla 5. Inhibicion de crecimiento al 50% (ICso0) de los hongos resistentes a Cd aislados de suelos

contaminados con jales mineros.

Aislado ICs0 (Mg/L)
Os 6 311,3
Os 10 29,3
Os 27 223,0
Os 30 25,18

Tabla 6. Inhibicion de crecimiento al 50% (ICso) de los hongos resistentes a Pb aislados de suelos

contaminados con jales mineros.

Aislado ICs0 (Mg/L)
Os 1 3874
Os 6 1176,0
Os 7 211,8

Se observd una menor produccion de biomasa en comparacion con la del control
en cultivos suplementados por separado con cada metal en las concentraciones
correspondientes, lo que demuestra que la toxicidad de los metales probados, para
los organismos aislados de suelos contaminados con jales mineros. Cuando se
aumentd la cantidad inicial de este metal en el medio, el crecimiento disminuyé

significativamente.



Figura 14 Inhibicién de crecimiento de los aislados de hongos frente a diferentes concentraciones de Cd. La
linea roja indica el valor de IC50 para cada aislado. A) Paecilomyces lilacinus, 311.3 mg/L; B) Fusarium
oxysporum, 223 mg/L; C) Rhizopus microsporus, 29.2 mg/L; D) Cuninghamella sp, 25.18 mg/L. Valor Sx.y es
la desviacién estandar arrojada por el programa GraphPad Prism 9.0.0.



Figura 15 Inhibicién de crecimiento de los aislados de hongos frente a diferentes concentraciones de Pb. La
linea roja indica el valor de IC50 para cada aislado. A) Penicillium simplicissimum, 3874 mg/L; B)
Paecilomyces lilacinus, 1176 mg/L; C) Rhizopus microsporus, 211.8 mg/L. Valor Sx.y es la desviacion
estandar arrojada por el programa GraphPad Prism 9.0.0

Considerando la exposicion al Cd se observa una disminucion significativa del
crecimiento en R. microsporus y Cuninghamella sp del 48.7% y 41.76% con
respecto al control cuando la cantidad inicial del metal aumento a 25 mg/L. Para la
exposicion al Pb P. lilacinus presenta una disminucién del 28.51% del crecimiento
con la adicién de la primera concentracion (500 mg/L) con respecto al control y R.
microsporus presenta una disminucion del 27.94% con la concentracion de 50 mg/L

de Pb en el medio de cultivo con respecto al control sin metal.



7.5 Espectroscopia Infrarroja transformada de Fourier (FTIR)

Figura 16 Espectros infrarrojo transformada de Fourier del 400 al 4000 cm-1 para los hongos resistentes a
Pb, en rojo se marcan los picos mas relevantes encontrados para la muestra biolégica.

Los espectros FTIR de biomasa fungica cultivada en condiciones de control, asi
como en presencia de Pb y Cd, se obtuvieron en el rango de 400 a 4000 cm-1 (Fig

16 y 17). Se observaron cambios en los espectros de cada hongo.

El pico marcado observado alrededor de 3400 cm-1 se atribuye al grupo -OH,
mientras que el pico alrededor de 2925 cm-1 se debe al estiramiento C-H. El pico
observado en 1060 y 1040 se debe al grupo C-H. El pico alrededor de 555 cm-1 se
debe a la presencia del grupo -OOC. En los casos de P. lilacinus y R. microsporus
hay una mayor tension de los picos de los grupos funcionales -OOC, C-H Y N-H
cuando estan en contacto con Pb en el medio de cultivo. A comparacién con el
espectro de P. simplicissimum en donde no se observan cambios significativos, al

igual que el espectro de P. lilacinus en contacto con Cd en el medio de cultivo.




Figura 17 Espectros infrarrojo transformada de Fourier del 400 al 4000 cm-1 para los hongos resistentes a
Cd, en rojo se marcan los picos mas relevantes encontrados para la muestra biolégica.

Los picos fuertes alrededor de 1645 cm-1 son causados por la flexién de los grupos
N-H. Los picos en 2924 y 1043 cm-1 que representan vibraciones de estiramiento
C-H y vibraciones de estiramiento C-OH. Por otro lado, los picos de las vibraciones
de estiramiento N-H en alrededor de 1600 al 1000 cm-1. En los espectros de F.
oxysporum, R. microsporus y Cuninghamella sp. Se observa un mayor estiramiento

en los picos de los grupos funcionales -OOC, N-H Y C-O.

Los cambios en los espectros de FTIR en presencia de Pb (Fig. 16B y 16C) y Cd
(Fig.17B, 17C y 17D) mostraron la participacion de grupos funcionales que

inmovilizan los metales presentes en el medio de cultivo en las paredes celulares.




7.6 SEM y EDX

Figura 18 Microfotografias del hongo Penicillium simplicissimum en condiciones de control (A, B, C) y en
tratamiento con la concentracién de 3874 mg/L Pb (D, E, F).

Cada una de las micrografias muestran los cambios morfolégicos que tiene cada
uno de los hongos al estar en contacto con el Pb o Cd a comparacion con el control

sin metal.

La morfologia del cumulo de hifas a objetivos de X55-60 presentes en las Fig. 18A,
19A y 20A se muestran con una estructura homogénea y bordes regulares mientras
que las muestras tratadas con el Pb (18D, 19D y 20D) se muestran mas pequefas



a objetivos de X55-120 con deformidades en la estructura, ademas de un

apelmazamiento muy notable.

Figura 19 Microfotografias del hongo Paecilomyces lilacinus en condiciones de control (A, B, C) y en tratamiento
con la concentracion de 1176 mg/L Pb (D, E, F).

La morfologia del cumulo de hifas a objetivos de X55-60 presentes en las Fig. 18A,
19A y 20A se muestran con una estructura homogénea y bordes regulares mientras
que las muestras tratadas con el Pb (18D, 19D y 20D) se muestran mas pequenas
a objetivos de X55-120 con deformidades en la estructura, ademas de un

apelmazamiento muy notable.



Figura 20 Microfotografias del hongo Rhizopus microsporus en condiciones de control (A, B, C) y en tratamiento
con la concentracion de 211.8 mg/L Pb (D, E, F).

Las hifas a objetivos de X1000 de las Fig. 18B, 19B, 20B se observan de manera
uniforme envueltas como cinta, hialinas y con protuberancias que indican el
crecimiento de mas micelio. Mientras que las que fueron tratadas con Pb se
muestran compactadas, densas y de menor longitud (18E, 19E, 20E) con
aglomeraciones, en donde se puede observar que las hifas no son continuas y

parecen retazos unidos de forma arrugada.



El estudio de EDS Rx mostro que el plomo no esta presente en la superficie del
hongo tratado (Fig. 18F), Mientras que para los otros hongos (19F y 20F) se
encuentra presente en la superficie, en el control no se encontré la presencia
aparente de ningun metal (Fig. 18C, 19C, 20C). Cabe resaltar que otros metales
encontrados en el estudio pueden ser trazas provenientes de las sales con las que

se trabajaron los medios de cultivo y las soluciones de metal.

Figura 21 Microfotografias del hongo Paecilomyces lilacinus en condiciones de control (A, B, C) y en tratamiento
con la concentracion de 311.3 mg/L Cd (D, E, F).



Figura 22 Microfotografias del hongo Rhizopus microsporus en condiciones de control (A, B, C) y en tratamiento
con la concentracion de 29.25 mg/L. Cd (D, E, F).

En cuanto a las muestras tratadas con cadmio Fig. 21D, 22D, 23D, 24D a objetivos
de X60-85 se observan deformidades en la estructura, asi como bordes irregulares
y compactacién del micelio, a comparacién de los hongos sin la presencia de metal,
donde se observan bordes mas regulares y menos compactacion del micelio (Fig.
21A, 22A, 23A, 24A)



Figura 23 Microfotografias del hongo Fusarium oxysporum en condiciones de control (A, B, C) y en tratamiento
con la concentracion de 223 mg/L Cd (D, E, F).

Ademas, en los objetivos X1000 y X3000 se distinguen las hifas de aspecto largo
menos compactadas y de aspecto largo rugoso enredadas (Fig. 21B y 23B) mientras
que para las Fig. 22B, 24B, se muestran cristalinas y uniformes con pequefas
protuberancias corrugadas que indican el crecimiento de nuevo micelio. En cuanto
a los hongos tratados con cadmio se observan hifas prensadas, delgadas y con
granulos presentes en la estructura (Fig. 21E, 23E y 24E) mientras que en la Fig.
22E se puede distinguir estructuras circulares grandes y un orificio en una parte del

micelio.



Figura 24 Microfotografias del hongo Cuninghamella sp. en condiciones de control (A, B, C) y en tratamiento
con la concentracion de 25.18 mg/L. Cd (D, E, F).

El analisis de EDS Rx del cadmio mostro la presencia de cadmio en la superficie de
los hongos, pero en este caso a comparacion del Pb se encentra en menor cantidad.
Las graficas (Fig 21F, 22F 23F y 24F) tienen picos mostrando la presencia del
cadmio mientras que las graficas control (Fig. 21C, 22C, 23C y 24C) no muestran

estos picos.



8. DISCUSION

En este estudio se detectd una alta resistencia al Pb en tres especies fungicas
autéctonas de suelos contaminados con jales mineros mexicanos y al Cd en cuatro
especies. Estos hallazgos sugieren que algunos hongos han desarrollado la
capacidad para inmovilizar metales pesados presentes en el suelo; lo cual tiene
relevancia en la mitigacion de la contaminacion causada por la mineria al medio
ambiente y disminuir el riesgo de exposicion y dafo a las poblaciones humanas
colindantes. Se llevo a cabo la identificacion morfologica de los hongos resistentes
a Cd o Pb y su identidad se corroboré con los resultados obtenidos en las pruebas
moleculares para la identificacion de los aislados mediante la secuenciacion de
fragmentos ITS altamente conservados en los hongos y su correspondencia con

secuencias registradas en el NCBI.

Los aislados mostraron resistencia a distintas concentraciones de Cd o Pb. En la
exposicion a Pb se observé que P. simplicissimum mostré resistencia hasta 11,000
mg/L de Pb, mientras que los aislados P. lilacinus. y R. microsporus presentaron

resistencia hasta 6,000 mg/L de Pb.

En la exposicion al Cd, P. lilacinus fue tolerante hasta 950 mg/L, y Cunninghamella
sp., R. microsporus y F. oxysporum mostraron resistencia hasta 550 mg/L. Todos
los aislados experimentaron reduccion en el crecimiento en presencia de estos
metales por lo que el crecimiento radial del micelio fue significativamente mas corto
en proporcion a los controles. Esta reducciéon del crecimiento en presencia de
diversos metales se ha reportado previamente. Urquhart,et al., (2022) reporto que
el crecimiento de P. variotii se inhibié a 1,000 mg/L de Pb después de tres dias de
incubacion. Otros estudios reportan concentraciones inhibitorias del crecimiento de
1,000 mg/L de Pb para el género Penicillium y 843 mg/L de Cd para el género
Paecilomyces (Staba, et al., 2013; Tian et al., 2019). Zeng et al., (2010) muestra un
crecimiento de micelio blanco de alta densidad con el fondo de color amarillo para
P. lilacinus en concentraciones de hasta 8,950 mg/L de Cd este estudio fue

realizado con el hongo aislado de una planta fundidora de cadmio. Lo cual resalta




la importancia de realizar estudios a profundidad de los hongos que estan en los

suelos contaminados con metales, como los presentados en este estudio.

Se ha reportado también que los microhongos saprotroficos autéctonos exhiben
niveles muy altos de resistencia a diferentes contaminantes, entre ellos los metales.
Estos incluyen a Aspergillus sp., Trichoderma sp., Penicillium sp., Geotrichum sp.,
Cladosporium sp. (Alori & Fawole, 2012; Hassan, et al., 2020; Joshi, et al., 2011;
Sey & Belford, 2021), sin embargo, ninguno de estos hongos ha mostrado la
variacion de niveles de resistencia en placa o medio liquido como los observados

en esta investigacion.

En el estudio de Chun, et al. (2021) se aislaron hongos filamentosos como Fusarium
y Trichoderma, de minas abandonas que estan relacionados con la resistencia a Cu,
pero no se menciona si estos presentan resistencia Pb o Cd. Aspergillus,
Penicillium y Rhizopus han mostrado resistencia a metales como Cd y Pb, ademas
de Cr, Cu y Zn (Liaquat et al., 2020; Zotti et al., 2014) presentando cambios
morfolégicos en las colonias, en presencia de Cd o Pb tales como colonias
pequenas y cambios de coloracion en la colonia. Estos cambios son visibles en este
estudio con altas concentraciones de Pb en P. simplicissimum y con colonias
pequefias en los hongos con presencia de Cd en el medio de cultivo. Oladipo, et
al., (2018) analizé la respuesta al crecimiento y la resistencia a metales pesados en
hongos filamentosos aislados especificamente de sitios de mineria de oro y piedras
preciosas obteniendo como resultado que Rhizopus microsporus aislado de este
sito resistié hasta 250 mg/kg de Pb, cantidad que es 24 veces menor a la mostrada
por R. microsporus en el presente estudio, lo cual sugiere que cada especie de

hongo tiene una respuesta particular dependiendo del sitio del que fue aislado.

Un estudio reciente de Vacar et al., (2021) mostré que las concentraciones de I1Cso
del hongo Fusarium oxysporum pueden llegar hasta 1,568 mg/L para el Pb con una
disminucion del crecimiento considerable, pero no se tienen datos de la ICso del Cd
para esta especie. Para Paecilomyces aislado de suelos contaminados con Cd se

ha reportado una resistencia de 10 mg/L a Cd y 1,243 mg/L de Pb con un




crecimiento irregular con el Pb y la inhibicion del crecimiento con la concentracion
de 10 mg/L Cd (Urquhart,et al., 2022). Para otros hongos como Mucor sp. la
biomasa disminuyo considerablemente en presencia de las primeras
concentraciones de Pb y Cd (Deng et al., 2011). Este mismo patrén de inhibicion de
crecimiento lo presentan R. microsporus tanto en Pb como en Cd y Cuninghamella
sp. en presencia de Cd. Lo que nos indica que los hongos tienen resistencia y
patrones de crecimiento especificos como los mostrados en los siete hongos
encontrados en el presente estudio, por lo cual es importante seguir estudiando la
resistencia especifica de hongos autdctonos y su posible utilidad para biorremediar
el tipo de contaminante para el que estan capacitados (Singh & Roy, 2021).De
acuerdo con estos resultados es de suma importancia resaltar que la resistencia a
ciertos xenobidticos pudiera estar conferida por la caracteristicas del lugar del que

son aislados.

En cuanto a la inmovilizacion del Cd o Pb, es conocido que las paredes celulares
de los hongos estan compuestas mayoritariamente por polisacaridos (glucanos,
quitina y quitosano, mananos y/o galactomananos) y glicoproteinas, lipidos y
pigmentos se encuentran en menores proporciones. Varios grupos funcionales,
incluidos amina, carboxilo, fosfato, sulfato, sulfhidrilo e hidroxilo, presentes en estos
polimeros ofrecen una gran cantidad de sitios de unién de iones metalicos (Rissoni
Toledo,et al. 2021)

En las figuras 16 y 17 se observan sefalizados con flechas los grupos funcionales
encontrados en los espectros de los hongos resistentes a Cd o Pb, al igual que en
el estudio de Bayramoglu & Arica, (2008) donde se observan grupos funcionales
distintivos como amino, carboxilicos, hidroxilos y carbonilos en las paredes celulares
fungicas. Ademas, se observan cambios en los espectros entre el control y los
hongos en contacto con el Cd (Fig.17B, 17C y 17D), mostrando una mayor tensién
de los picos con los aislados que estan en contacto con este metal en el medio de
cultivo al igual que con el Pb (Fig. 16B y 16C). Estos cambios son significativos entre

la biomasa fungica ya que estas diferencias en los picos indican que se esta




teniendo una inmovilizacion de los metales, muy seguramente por el mecanismo de
biosorcidn como es mostrado en el estudio de Nirmal Kumar,et al.,(2010) donde
hubo una disminucion en la intensidad de estas bandas lo que indica posibles
interacciones quimicas entre los iones de metal y los grupos hidroxilo o amina

presentes en la biomasa.

En el estudio de Rissoni Toledo et al., (2021) se redujeron los picos ligeramente
después de la biosorcion, lo que puede ser indicativo de que los iones de metal son
inmovilizados con los grupos amina y carboxilo en la biomasa por atraccion
electrostatica. Estos grupos funcionales han demostrado una gran capacidad para

interactuar con diferentes metales segun el estudio de Barraza-Garza et al., (2013).

En comparacion con el estudio de Chen, et. al.,, (2017) donde se muestra la
resistencia de P. simplicissimum a 1500 mg/L de Pb se observan colonias de color
blanco grisaceo como las obtenidas en este estudio, esto es debido a que el
plomoes un metal muy toxico para los organismos como hongos y levaduras (Chen,
Ng, Cheow, & Ting, 2017b). En los analisis de FT-IR de este estudio no se muestra
una interaccién del Pb con la pared celular del hongo ya que los picos de los grupos
funcionales no tienen un estiramiento mayor a los del control, esto da la pauta para
pensar en otra forma de inmovilizacion de este metal por P. simplicissimum como lo

es algun tipo de secuestro intracelular (Chen et al., 2017b; Firinca et al., 2024a).

En cuanto a las fotos tomadas en el SEM se mostraron cambios morfolégicos entre
el control y los tratamientos con cada metal. En las figuras 18, 19 y 20 se
encontraron los cambios estructurales en el cumulo de micelio y a objetivo de 1000x
se observaron cambios especificos en las hifas, estos cambios han sido visibles en
hongos de estudios como la remocién de colorantes y metales en agua (Gola, et.al.,
2018),el estudio de las interacciones del plomo con T. viride (Luo et al., 2022) y la
eliminacion de metales por cepas autdctonas realizado por Firinca et al., (2024)
donde se tiene claro que las interacciones con los grupos funcionales en la pared

celular causan cambios morfolégicos visibles en las hifas.




A altas concentraciones de los metales como el Pb y el Cd se observan
deformaciones y dafios a los hongos observados (Luo et al., 2022) también en este
estudio a 1000x con el SEM. Estos cambios son por la degradacion de la estructura
de la quitina en la pared celular de los hongos debido a la adsorcidén de los metales

dando como resultado la contraccién y arrugas en el micelio (Tu et al., 2018).

El analisis de EDX nos muestra resultados del porcentaje atomico de Pby Cd en la
superficie de los hongos en una cantidad pequefia, siendo P. lilacinus el que
presenta adsorcion con un 2.47% de Pb encontrado en su superficie, mientras que
P. simplicissimum y R. microsporus no indican algun porcentaje atomico del Pb en
la superficie de su pared celular. Para el Cd se encuentra en un 11.59% para R.
microsporus, 7% Cuninghamella sp., 2.3% P. lilacinus y un 1% en F. oxysporum.
Estos datos corroboran la informacién obtenida por los estudios de FT-IR donde P.
simplicissimum no presenta interacciones con grupos funcionales por lo tanto el Pb
no esta adsorbido en las células del hongo como lo descrito por Chen et al., (2017b),
donde nos menciona que el proceso de tolerancia al metal esta mas indicado a un
proceso intracelular. Ademas, las interacciones del Cd con grupos funcionales se
lograron observar en pequefa medida por R. microsporus y Cuninghamella sp., pero
P. lilacinus y F. oxysporum no presentaron algun tipo de interaccion con estos
grupos, lo que indicaria que el mecanismo de tolerancia de estos dos hongos esta

siendo de manera intracelular o por precipitacion del metal en el medio de cultivo.

En comparacion con el control se puede observar aumentos de porcentaje de Ca
(2.4%, 9.21%) en los hongos tratados con Pb, lo que es un indicativo de alguna
formacion de carbonatos de Pb que estarian precipitando dentro de la célula asi
como el aumento de P a 7.2% indicativo de algun fosfato (Firinca et al., 2024b). En
cuanto al Cd también se observan aumentos en Ca y P en comparacion con el
control, siendo el aumento de 1.62% de Ca para R. microsporus, 3.80% de Ca
Cuninghamella sp., 1.92% de Ca P. lilacinus y un 6.5% de P en F. oxysporum. Estos
resultados nos indican que la adsorcidon no es el principal mecanismo para la
tolerancia a Cd por estos hongos sino una precipitacion con ayuda del calcio y

fosforo de manera extracelular o en pequefnas cantidades en la pared celular del




hongo, mientras que los mecanismos intracelulares y extracelulares estan siendo

mas prominentes con la presencia de Pb en medio de cultivo.

9. CONCLUSION

Este estudio mostré que los hongos filamentosos aislados de ambientes
contaminados en jales mineros tienen resistencia a altas concentraciones de Cd o
Pb. Especialmente Penicillium simplicissimum y Rhizopus microsporus presentaron
elevada resistencia al Pb y Fusarium oxysporuum, Rhizopus microsporus y
Cunninghamella sp. mostraron resistencia al Cd. De manera destacada,
Paecilomyces lilacinus mostro resistencia al Cd y Pb. La inhibicién del crecimiento
de los hongos por estos metales mostrd niveles caracteristicos en cada especie
aislada, con notables diferencias entre ellos y con los reportes sefialados en otros
estudios realizados en hongos aislados de suelos agricolas y de diversas minas. Lo
anterior nos dice que los hongos desarrollan mecanismos diferenciales de
resistencia a los metales, a través de las FTIR, SEM-EDx se observa que, R.
microsporus y Cuninghamella sp. adsorben o precipitan el Cd en su pared celular
mediante las interacciones con grupos funcionales como carboxilos y aminas o el
calcio y fosforo presente en la pared celular, mientras que P. lilacinus y F.
oxysporum estarian precipitando este metal de manera extracelular observando el
aumento de fosforo y las pocas o nulas interacciones con los grupos funcionales de
la pared celular. P. simplicissimum y R. microsporus parecen internalizar el Pb,
debido a un secuestro intracelular o precipitacion de fosfatos y carbonatos dentro
de la célula o al exterior de ella. Estos hallazgos nos dicen que los hongos utilizan
estos mecanismos para reducir la toxicidad de el Pb y el Cd, lo que destaca su

potencial para la biorremediacion de los suelos contaminados por jales mineros.
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