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Resumen

Los mantos de agua son importantes para la vida del planeta, de ellos dependemos todos los seres
vivos, el agua constituye uno de los principales compuestos en plantas y animales, de tal forma
que resulta esencial para todos los tipos de vida en el planeta; el cuerpo de un humano esta
conformado por cerca del 60 al 70 % cuando es un adulto joven. Es por ello que la contaminacién
en este liquido resulta un fendmeno muy preocupante, siendo la ocasionada por metales pesados
una de las mas recurrentes y que conlleva a una serie de enfermedades y padecimientos. En el rio
Papaloapan, el cual cruza la ciudad de Tuxtepec, Oaxaca, se han reportado indices elevados de

estos contaminantes.

El presente trabajo tuvo como fin identificar algunos hongos microscépicos (presentes en algunos
afluentes contaminados de la ciudad) que posiblemente podrian ser usados en la remediacién de
aguas con problemas de contaminacion. La identificacion se llevé a cabo por caracteristicas macro,
microscdpicas y pruebas especiales que permitieron obtener el género y especie de las cepas

seleccionadas.

Palabras clave. Contaminacion, Medio Ambiente, Rios, Hongos, Metales pesados

Introduccion.

En la actualidad existen importantes problemas de contaminacién que deben ser atendidos con
extrema importancia, debido a que los residuos causantes de este problema estan ligados con una
alta tasa de enfermedades y padecimientos, tanto en individuos, como en los ecosistemas. Dentro

de los ecosistemas la contaminacidn se puede detectar en aire, suelo y agua. Es especificamente
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en el agua donde las ciudades vierten los residuos industriales y urbanos, provocando de esta
manera la polucidn de los afluentes con elementos o compuestos quimicos téxicos como metales
pesados (plomo, cadmio, mercurio y cromo entre otros), aceites, detergentes, fertilizantes e
insecticidas, por mencionar algunos, que son capaces de destruir el equilibrio de los ecosistemas,
afectando, de esta manera una amplia diversidad de flora y fauna (Beltran-Pineda y Gémez-

Rodriguez, 2016)

El agua es considerada como un recurso econdmico para las familias que se dedican a la
agricultura o a la pesca. Cuando el agua se contamina, los campos de cultivo de los productores
también se ven afectados directamente en sus productos, ya que no pueden ser consumidos o
comercializados. Lo anterior influye directamente en la economia y la salud de quienes, al estar
en contacto con los diversos contaminantes, pudieran encontrarse en contacto directo con el agua

(Beltran-Pineda y Gémez Rodriguez, 2016).

Los mantos de agua son importantes para la vida del planeta, de ellos dependen gran cantidad de
seres vivo en todas las regiones del mundo, es uno de los principales sustentos de las plantas y
animales (EFSA 2010; IOM 2004). Cuando el agua entra en contacto con los contaminantes,
muchas especies mueren debido a los efectos que estos les pueden provocar. Los efectos
dependen de una serie de factores fisicos, quimicos y biolégicos. Solo las especies que puedan
generar mecanismos de resistencia para soportar los embates de los agentes contaminantes
podran sobrevivir a diversas concentraciones de estos. Darwin llamd a este fendmeno “seleccién

III

natural” y sorprendentemente se cumple en todos los casos.

En relacidn con lo anterior, se ha observado que, a nivel mundial, muchos microorganismos han
adquirido resistencia a los contaminantes que el hombre ha desarrollado en los procesos
industriales, y que siguen contaminando el agua. Entre ellos se encuentran agentes bioldgicos que
ahora son resistentes a un gran numero de desechos toéxicos; a sustancias que consumen el
oxigeno del agua; a metales pesados y a materia orgdnica persistente; asi como sedimentos en
suspension y pesticidas los cuales, en su mayoria, provienen de fuentes no localizadas.
Generalmente, los contaminantes son la causa mas importante de la pérdida de calidad del agua

en todo el mundo (UNESCO, 2017). Pero de forma adicional son muchos microorganismos y
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plantas los organismos que han ensenado a los humanos que ellos si son capaces de llegar a
adaptarse a medios contaminados, creciendo a concentraciones variadas de una gran variedad de
compuestos. Dentro del material genético se encuentra la maquinaria necesaria que les permite,
a los organismos resistentes, poder modificar su contenido macromolecular para poder expulsar,
metabolizar, secuestrar o evitar la entrada de una gran variedad de elementos y compuestos que,

en otros seres, resultan letales.

La contaminacion del agua en México.

Existen algunos estados de la Republica Mexicana como Guanajuato, Nuevo Leén y Coahuila, que
presentan afectaciones en sus suelos por las altas concentraciones de metales pesados. Los
metales contaminantes del medio ambiente mds importantes en México, dada su toxicidad y
abundancia son: cadmio, mercurio, arsénico, plomo y cromo (Covarrubias y Pefia Cabriales, 2017),
los cuales conllevan a problematicas en contacto directo en la salud humana. Lo anterior se

muestra en la tabla 1.

Tabla. 1 Tabla 1. Efectos de los metales pesados en la salud humana (Gonzélez, 2009; Garcia,

2004).

Tabla 1. Efectos de los metales pesados en la salud humana (Gonzalez, 2009; Garcia, 2004).
TOXICIDAD DE LOS METALES PESADOS

METAL EFECTO LIMITES PERMISIBLES (NOM-
001-ECOL-1996)

Mercurio Causante del Sindrome de Minamata, es un sindrome 0.01 mg/L
neuroldgico grave y permanente. (Gonzalez, 2009)

Cadmio Ocasiona toxicidad hepatorenal. (Gonzélez, 2009) 0.2 mg/L

Plomo Origina saturnismo e inhibicion de sintesis de 0.2 mg/L
hemoglobina (Gonzalez, 2009).

Cromo Relacionado con el cancer de pulmdn, este ultimo 0.5 mg/L

puede ser biotransformado por el organismo en los
humanos a cromo lll y de esta manera poseer un papel
dentro del metabolismo celular (Garcia, 2004).

Elaboracién propia, 2020
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En conclusidn, su efecto es generalizado y ocasiona dafios muy severos.

Un factor importante dentro de los procesos de contaminacion y toxicidad que afecta en gran
medida tanto al medio ambiente, como a los individuos de todas las especies, es la falta de cultura
ambiental y conciencia de las personas que habitan en las diversas partes de nuestro pais y
nuestro planeta. Lo anterior ha propiciado el surgimiento de una situacién critica en el tema del

agua, ya que ha repercutido en forma de diferentes problemas econdmicos, sociales y de salud.

Contaminacion con metales pesados.

Los metales pesados son, en general, téxicos para los seres humanos. Constituyen un grupo de
elementos quimicos que presentan una densidad alta (5g/mL) en relacién con la del agua.
Actualmente el término “metal pesado” es utilizado para referirse de una manera amplia a
aquellos metales o metaloides con potencial de causar problemas de toxicidad (Alloway, 2013).
Los efectos téxicos de los metales pesados a nivel celular y molecular se deben, principalmente,
a su interaccidn con los grupos sulfhidrilos de las proteinas (Kone, 1990); su accion ionoforética.
(Gutknecht, 1981), la cual impide el mantenimiento de los gradientes iénicos y con su gran

capacidad para generar radicales libres (Gutknecht, 1981).

El foco de estudio generado a partir de los conocimientos sobre microorganismos y la necesidad
de “limpiar” el medio ambiente ha generado metodologias cuyo objetivo es la disminucién de
contaminantes en agua, aire y tierra. Entre ellas se pueden mencionar técnicas como las de
filtrado o saneamiento con lodos activados. Cada una de ellas tiene sus ventajas y sus desventajas.
Como procedimiento adicional, y en base a los amplios conocimientos en microbiologia y biologia
molecular se ha establecido la biorremediaciéon, en la cual los recolectores de agentes téxicos

como los metales son los microorganismos, entre ellos las algas, los hongos y las bacterias.

Métodos convencionales y no convencionales de remediacion de agua contaminada con

metales pesados.
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Es importante recalcar el gran impacto ambiental generado por los metales téxicos, mismos que
han llevado a la comunidad cientifica a desarrollar diferentes tipos de métodos cuyo objetivo

principal lo constituye el tratamiento de los efluentes industriales contaminados.

Algunos de los métodos desarrollados para tratar de remediar este problema se mencionan la
precipitaciéon, los métodos de Oxido reduccion, el intercambio idnico, el tratamiento
electroquimico y la aglomeracion esférica. Sin embargo, estos métodos han resultado bastante
costosos e ineficientes especialmente cuando la concentracién de los metales es muy baja,
ademas de la formacién, disposicién y almacenamientos de lodos y desechos, originados durante
los procesos, lo cual se convierte en un problema mayor a resolver (Jaramillo, 2009). Lo anterior
ha dado pie al establecimiento de nuevos métodos de decodificacidn utilizando microorganismos.
Esta nueva tecnologia, denominada biorremediacién, representa un conjunto de nuevas técnicas
gue ofrecen bajo costo, alta eficiencia, minimizacién de productos quimicos y aparatos o equipos
caros. No se requieren nutrientes adicionales y se garantiza la posibilidad de recuperaciéon de
metales (Das, 2010). Dentro de este proceso existen diferentes organismos que se pueden utilizar,

como lo son las plantas, las algas, las bacterias y los hongos macro y microscépicos (Das, 2010).

Contaminacion del rio Papaloapan.

En la ciudad de Tuxtepec, Oaxaca, fueron reportados por primera vez (Galicia, 2013) indices de

metales pesados. Los contaminantes encontrados se mencionan en la grafica 1.

Metales Pesados en el rio Papaloapan.

EPlomo
ECromo

E Cadmio

Grafica 1. Metales presentes en el rio Papaloapan. Se determinaron tres metales, siendo el cromo el que esta con
mayor concentracién en las aguas, cadmio en segundo lugar y en ultimo el plomo, rebasando la NOM-001-ECOL-

1996, para los tres casos (Galicia, 2013).
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La CONABIO en el afio 2011 reportd, en el informe del Proyecto FM017, la situacion preocupante
que se observa en la extension del rio Papaloapan, pese a ser uno de los rios mds caudalosos del
pais y uno de los mds ricos de América, se encuentran graves problemas de contaminacion por los

desechos quimicos que se vierten sin conciencia en él. (Lozano, 2011)

La regidén de la cuenca del Papaloapan es una zona muy rica en mantos de agua, compuestos por
lineas extensas de agua que son importantes para la flora y fauna en el estado. La Comision Estatal
del Agua (CONAGUA) alertd sobre la creciente contaminacién del agua que surte a las poblaciones
de la Cuenca del Papaloapan. Lo anterior se realizd6 mediante un estudio técnico de aguas
nacionales superficiales en 16 cuencas hidrolégicas incluyendo la Regién Numero 28
correspondiente al Papaloapan. La Comisidon reportd un “problema de contaminacién
generalizado en todas las aguas”. De la misma manera indicé que “Hay presencia de agroquimicos,
metales pesados y coliformes”, lo cual es el resultado de varios estudios llevados a cabo en febrero

del afio 2018 (CONAGUA, 2018).

En este trabajo se harda mencién de los hongos, los cuales constituyen el foco de estudio en el cual

se enfoca toda la atencion.

Mecanismos de resistencia a metales pesados por hongos.

La tolerancia a metales pesados en hongos esta descrita por varios mecanismos de remocion, los
cuales se mencionan a continuacidn. 1) Atrapamiento en la zona de la pared celular; b) a nivel
extracelular la quelacion o precipitacion por secrecion de metabolitos; c) procesos intracelulares
como la sintesis de proteinas como fitoquelatinas y metalotioneinas, las cuales forman complejos;
siendo las ultimas las que se han descrito de manera mas detallada en la parte molecular. Varios
estudios han sugerido una correlacidén entre tolerancia a metales o a un metal en especifico con
la captacion en los hongos, teniendo en cuenta los locus en cromosomas (Cervantes y Gutiérrez-
Corona, 1994), por lo que es importante la capacidad que existe en la implementacion de
biotecnologia y bioingenieria para la optimizacién de cepas resistentes en la biosintesis de

metalotioninas, fitoquelatinas o compuestos que atrapan los iones toxicos en el medio
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extracelular (Cervantes y Moreno, 1999). La figura 1 muestra los principales mecanismos de los

hongos contra los metales pesados.

Marcadores especificos
de resistencia

Bioacumulaciénen
vacuolas

(@) < @)
(@)

Atraccion e inmovilizaciéon
de los iones metalicos.

o
Fitoquelatinasy
metalotioneinas

Precipitacion quimica extracelular. \ —
Productos metabdlicos @ .u

Figura 1. Célula fungica. Interaccion de los metales pesados y mecanismos de resistencia en presencia de estos, ya
sea por la quelacion, bioacumulacidn en la vacuola, precipitacién por produccidon de metabolitos, complejos llevados

por las metalotioneinas y fitoquelatinas presentes en la célula fungica (Modificado de Cervantes y Moreno, 1999).

Algunos hongos filamentosos y levaduras han demostrado poseer una capacidad de
biorremediacién viable para enfrentar los problemas de contaminacion por metales pesados
(Pillichshammer et al., 1995), debido a que en parte integral de su pared celular hay presencia de
polisacaridos como la quitina, los glucanos y el quitosan, que tienen la capacidad de quedar los
iones toéxicos (Gutiérrez et. al.,1999) Los hongos los captan en la quitina, sin importar que la
precipitacidon sea en la superficie externa de la pared celular o lejos de ella, siendo un mecanismo
exitoso para mantener los iones toxicos fuera del citoplasma, mientras que otros almacenan estos
toxicos en las vacuolas (Wu et al., 2010). Gran variedad de hongos filamentosos y levaduras liberan
moléculas con alta afinidad por fierro y pueden unirse de manera directa con los sideréforos y
permanecer ligados por largos periodos de tiempo, Lo anterior se conoce como bioacumulacién,

y es un mecanismo bastante utilizado en algunos microorganismos para la resistencia a metales
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pesados. Esta capacidad ha sido desarrollada en funcién de las condiciones del medio ambiente y

el tipo de metal (Cervantes et. al., 2001).

El catecol que es un quelante natural en los hongos y desempefia diversas funciones. Como
mecanismos de defensa puede funcionar atrayendo al interior de la célula fungica el ion metalico,
en donde el acido oxalico es capaz de inmovilizarlos para formar sales de oxalato en forma de

cristales, lo que ocasiona que la disponibilidad de los iones baje (Sierra, 2007).

Materiales y métodos.
Recoleccion de muestra.

Se seleccionaron tres afluentes de la regidon de la cuenca del Papaloapan con indicios de
contaminacién y, con frascos estériles, se procedié a la tomar muestras de tres puntos
estratégicos, entre los cuales se encontraban las orillas y el centro de cada afluente. Se tomaron
alicuotas de las muestras de agua las que fueron sembradas para seleccionar las cepas de interés.
Cada muestra fue filtrada, para eliminar los residuos sélidos, usando gazas estériles. La figura 2

ilustra la metodologia empleada para realizar la recoleccidn de las muestras de agua.

|
Filtracion con gasas

estériles

Recoleccion de muestras
de tres puntos: las orillas
y el centro de cada
afluente.

Muestra
filtrada

Figura 2. Recoleccion de muestras. Se filtraron las muestras de la recoleccion de las areas seleccionadas en los sitios

(Fuente: Elaborado por Lucero Vazquez Velasco, 2019).
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Seleccion de hongos.

'
S
. Siembra por estriado de
muestras recolectadas

Crecimiento de microorganismos

Seleccion de hongos unicelulares y Re siembra para cada
pluricelulares. hongo seleccionado.

Colonias puras seleccionadas.

Figura 3. Siembra. Se sembraron las muestras de la recoleccidn, tanto las filtradas y sin filtrar para observar las
diferencias en ambos casos, se selecciond finalmente los hongos y levaduras a estudiar (Fuente: Elaborado por Lucero
Vazquez Velasco, 2019).

Alicuotas de las diferentes muestras de agua fueron sembradas en un medio sélido de Agar Papa
Dextrosa (PDA) que es selectivo para hongos filamentosos y levaduriformes. En una campana de
flujo laminar se realizé la siembra de cada filtrado mediante la técnica de estriado para tratar de
separar lo mas posible las diferentes capas microbianas presentes en las muestras (hongos,
levaduras y bacterias). Se incubaron de 25 a 35°C y se fueron realizando observaciones cada 24
horas hasta su crecimiento. Transcurrido el tiempo se seleccionaron los hongos que presentaban
caracteristicas morfoldgicas importantes a simple vista, tanto en coloracién, tamafio y que no
estuvieran contaminados por otros hongos, bacterias o levaduras. La figura 3 muestra la
metodologia empleada. Al realizar este primer aislamiento se pudieron diferenciar varios tipos
coloniales, presumiblemente compuestos por bacterias y/o levaduras. Las colonias
correspondientes a los hongos tardaron aproximadamente de 4 a 5 dias para poder detectarse
en las cajas Petri. Una vez que sucedié lo anterior, las cajas fueron incubadas unos dias mas hasta

poder diferenciar las colonias y apostar a que se trataran de hongos. Aun cuando se utilizé un

31

€¢ J1L £ 0y22.13( ‘owslinpua.dwg ‘UgIIDINPF U3 UPIID.10GD]0I AP SIUOIID]A.1 ‘0JUINUIIOUOD [9p DLIDUIAIISIPBINN pp



medio para hongos, se pudo observar crecimiento bacteriano, lo cual indica la gran cantidad de

microbiota existente en las muestras de agua.

Identificacion de las cepas de hongos.

Las cepas seleccionadas fueron identificadas mediante pruebas morfolégicas y MALDI-TOF MS,
en colaboracién con la Q.F.B Andrea Rangel Cordero del Laboratorio de microbiologia clinica del

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

Evaluacidn de caracteristicas macro y microscépicas

Se evaluaron las caracteristicas coloniales tomando en cuenta el tamafo de las colonias
(diametro), el color y el tiempo de crecimiento. Se tomaron muestras de cada una de las colonias
gue posiblemente podrian ser hongos y se observaron sus caracteristicas microscopicas (hifas,
esporas y coloracidon) empleando azul de algoddn (lactofenol). Se procedié a cortar cuadros de
cinta adhesiva y con esta se tomd un fragmento del cultivo tocando levemente la superficie del

hongo.

Una vez realizado lo anterior la cinta se colocé en un portaobjetos que contenia una gota de azul
de algodon y se colocd un cubreobjetos para su vista al microscopio, se utilizaron los objetivos de
10x, 20x, 40x y en algunos casos 100x. Lo anterior dependié del tamafio del hongo (Fig.4). Se
utilizo el libro “Medical Important fungi: A guide to identification” 5ta Edicion. Davise H. Larone y
el “Atlas micolégico” para la identificacién de los hongos, tanto por sus caracteristicas

macroscopicas como microscopicas.
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Observar al microscopio con enfoque de 10x e ir Colocar otra gota de

subiendo gradualmente hasta 40x (100x si se requiere) lactofenoly cubre objetos

Figura 4. Evaluacion de caracteristicas microscépicas (Fuente: Elaborado por Lucero Vazquez Velasco, 2019).

VITEK2

Para la identificacion del hongo levaduriforme se utilizé el equipo de diagndstico in vitro VITEK2
BIOMERIEUX utilizando tarjetas AST YEAST de la misma marca del equipo, se procedié con la
metodologia del fabricante en el caso de cultivos de Agar Sabouraud Dextrosa (SDA), incubando

a 35°C por 18 horas en el tiempo del cultivo.

MALDI TOF

Se incubd, de 24 a 48 horas previas a la prueba, una muestra del hongo en un frasco estéril que
contenia 10 mL de una solucion al 4% del medio liquido SD. Posteriormente este se sell6 con
parafilm y se agitd de forma constante en una placa con la finalidad de que el crecimiento fuera
mas uniforme. Al finalizar el tiempo de incubacidn, el frasco se quitd de la placa de agitacién y se
dejo reposar 15 minutos. Se retird el medio liquido con una pipeta de transferencia estéril, hasta
gue solo quedd el hongo en el fondo del frasco de cultivo. La figura 5 muestra el procedimiento

empleado.
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Figura 5. Inoculacién y crecimiento de los hongos (Fuente: Elaborado por Lucero Vazquez Velasco, 2019).

Se transfirieron alicuotas a tubos Ependorff de 1.5 mL y se centrifugdé a 14000 rpm por 2 min.
Posteriormente se retird el caldo lo mas posible cuidando de no tocar el botén recién formado.
Este se lavd con agua Milli-Q® (Agua ultrapura) y se puso en vortex por 1Iminuto, posteriormente
se centrifugd a 14,000 rpm por 2min y se retird el sobrenadante quedandose Unicamente con el
botén. Este paso se repitid por segunda vez. Se realizd un tercer lavado con agua HPLC y puso en
vortex por 1 minuto. Se centrifugd a 14,000 rpm por 2 minutos y se retird el exceso de agua con
una pipeta y una punta con filtro. Posteriormente se invirtieron los tubos Eppenforff abiertos
sobre un papel absorbente para quitar lo mas posible el exceso de agua, se esperaron 10 minutos
mas y a cada tubo se le adicionaron 300 uL de agua HPLC para homogeneizar en un vortex por 30
segundos a velocidad media. En el mismo tubo se adicionaron 900 pL de etanol grado HPLC (EtOH
HPLC) y nuevamente se homogeneizo en un vortex por 30 segundos y los tubos se colocaron en
una centrifuga a 14,000 rpm por 2 min. Finalmente se retiré el sobrenadante y se colocaron los
tubos Eppendorf con la tapa abierta en una estufa a 65°C para secar mejor la muestra, durante 5
minutos. Cada minuto se revisaban los tubos para evitar dafiar las proteinas. La figura 6 muestra

| procedimiento.
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Centrifugo a 14000 rpm Centrifugo a 14000 rpm
por 2 min oo 2 min Ultimo lavado con
EtOH HPLCy agua
V W HPLC
Lavados con agua ultra pura Retirar
Transferir a tubos Eppendorf. e, e Desecara 65°C
por 5min

Figura 6. Serie de lavados para retirar el medio de cultivo (Fuente: Elaborado por Lucero Vazquez Velasco, 2019).

En un frasco ambar se procedio a preparar una solucion al 70% de acido formico. Este fue usado
para realizar una serie de lavados mediante centrifugacion usando entre 30 y 50 uL. Las muestras
se dejaron reposar de 10 a 15 min el acido férmico. Una vez transcurrido el tiempo se agrego, al
mismo tubo, acetonitrilo n la misma proporcién que el acido férmico al 70% y se dejé en reposo
por otros 10 a 15 minutos. Transcurrido el tiempo, las muestras se colocaron en un vortex por 1
minuto y se centrifugaron a 14,000 rpm por 2 minutos. Se tomé con una micropipeta y se le colocé
una punta con filtro, con ella 1 uL del sobrenadante se agregé a la placa de MALDI-TOF, se dejo
secary se colocd la matriz organica, de nueva cuenta se dejd secar y se procedié a meter al equipo

para la lectura. La figura 7 muestra los pasos que se siguieron en esta técnica.

35

€¢ J1L £ 0y22.13( ‘owslinpua.dwg ‘UgIIDINPF U3 UPIID.10GD]0I AP SIUOIID]A.1 ‘0JUINUIIOUOD [9p DLIDUIAIISIPBINN pp



[T

Agrego acido formico Reposar de Agrega al mismo Reposar de
10 a 15 min tubo acetonitrilo 10a 15 min
Vortex 1 min
=)
=

Centrifugo a 14000 rpm

(FAo5) 5 -

Cubrir con 1 pL de la matriz organica Dejar secar el sobrenadante Pipetear L del

. . sobrenadante
y dejar seque para meter al equipo

Figura 7. Extraccidn de proteinas para lectura en placa de metal, en el equipo MALDI-TOF MS (Fuente: Elaborado por

Lucero Vazquez Velasco, 2019)

Resultados

A partir de las muestras de agua de los lugares seleccionados que fueron tomadas en el rio
Papaloapan (18°079°6097°N 96°11°'77885.263"E), Laguna, Col. Linda Vista (18°03'04.6"N
96°08'14.7"E) y Arroyo San lJacinto, Col. Moderna (18°03'44.5"N 96°08'39.0" E) (Imagen 1.),
localidades pertenecientes a la ciudad de San Juan Bautista, Tuxtepec, Oaxaca; se realizd la
siembra en placa para posteriormente aislar las colonias de interés. Se hicieron 15 aislamientos
para diferenciar los desarrollos levaduriformes, filamentos y bacterianos de cada uno de los
aislados. De esta identificacién se determinaron 4 aislamientos flngicos, por lo que cada uno se

enumerd en orden, agregando la H correspondiente a hongo y L correspondiente a levadura,
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seguida del numero del aislado, Se trabajé con los aislados H2, H5, H6 Y L3, de acuerdo a sus
caracteristicas morfoldgicas, por lo cual se llevd a la siguiente etapa de caracterizacién e

identificacidn de las cepas encontradas.

18°03'04.6"N 96°08'14.7"E
LR };

18°079°6097 "N 96°11°77885.263E

7=

Imagen 1. Sitios estratégicos de recoleccién de afluentes contaminados, en la ciudad de San Juan Bautista, Tuxtepec,

Oaxaca. Region del Papaloapan. (Acervo personal, Lucero Vazquez Velasco, 2018)

Caracterizacion de los aislamientos obtenidos.

Las caracteristicas macroscépicas y microscdpicas de las 4 cepas de interés son presentadas en
las siguientes figuras. Se utilizé el libro “Medical Important fungi: A guide to identification” 5ta
Edicidn. Davise H. Larone y el “Atlas micoldgico” del INCMISZ para la identificacidn de los hongos,
tanto de manera macroscdpica como microscopica. Las cepas caracterizadas fueron H2

(Aspergillus sp), H5 (Penicillium sp), H6 (Penicillium sp) Y L3 (Candida sp).
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Cepa H5 (Penicillium sp).

Macro morfologia: Tamafio de 1.81 cm en crecimiento de 6 dias, color verde, superficie
umbilicada, textura aterciopelada, liberacién de pigmento amarillo.

Micro morfologia: Hifa tabicada hialina. Conidios en ramificacion y esporas en hilera.

CEPA H5 Penicillium sp.

Imagen 2. Macro y micro morfologia de la cepa H5 correspondiente a Penicillium sp. (Lucero Vazquez. Acervo

personal, 2018).

Cepa H6 (Penicillium sp).
Macro morfologia: Crecimiento de 1.56 cm en 6 dias, color rosa claro, textura algodonosa sin
pigmento, superficie convexa.

Micro morfologia: hifas septadas hialinas, fialides en forma de frasco y conidias globulosas.
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Cepna H6 (Penicillium sp).

Imagen 3. Macro y micro morfologia de la cepa H6 correspondiente a Penicillium sp (Lucero Vazquez Velasco,

Acervo personal, 2018).

Ambas cepas, la H5 y H6 podrian corresponder al género Penicillium, sin embargo, no
necesariamente a la misma especie. Como se puede observar en las dos imagenes ni la morfologia
colonial es diferentes, en una es umbilicada y aterciopelada mientras que en la otra es algodonosa
y sin pigmento. Se han reportado con las siguientes caracteristicas.

Clasificaciéon taxondmica Reino: Fungi; Phylum: Ascomycota; Clase: Euascomycetes; Orden:
Eurotiales; Familia: Trichomaceae y Género: Penicillium Habitats naturales Con una sola
excepcion (Penicillium marneffei, hongo termodimérfico), los miembros del género Penicillium
son hongos filamentosos. Las especies de Penicillium estan ampliamente distribuidas en la

naturaleza y se hallan en el suelo, la vegetacién caida, el aire y el suelo.

Cepa H2 (Aspergillus sp)

Macro morfologia: crecimiento de 2.6 cm en 4 dias, color verde limén fuerte, textura
pulverulenta, sin pigmento, superficie plana.

Micro morfologia: Conidiéforo compuesto por una vesicula en el extremo de una hifa, con fidlides

y esporas.
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CEPA H2 Aspergillus sp.

Imagen 4. Macro y micro morfologia de la cepa H2 correspondiente a Aspergillus sp. (Lucero Vazquez, acervo

personal, 2018)

Dentro del género Aspergillus se han producido importantes cambios en su taxonomia y la de sus
teleomorfos. Desde 1965, el texto por excelencia sobre el género ha sido "The genus Aspergillus"
de Raper y Fennell. En esta monografia se aceptaban 132 especies subdivididas en 18 grupos.
Debido a extensivos estudios se ha reclasificado el género y lo han dividido en 6 subgéneros, cada
uno de los cuales dividido a su vez en una o mas secciones. Las especies del género Aspergillus se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza pudiéndose aislar de una gran variedad de
substratos. Gracias a la facilidad de dispersion de sus conidios y a su pequeno tamano, éstos
pueden permanecer en suspension en el ambiente durante un largo periodo de tiempo, por lo

gue el hombre se encuentra expuesto constantemente a su inhalacién.
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Cepa L3 (Cdndida sp).

Macro morfologia: Color blanco, forma circular, elevacién convexa en la colonia, borde entero,
superficie lisa, aspecto hiumedo, consistencia suave, colonia mate y translucidas.

Micro morfologia: Pseudomicelio unicelular presente, en su mayoria abundante, que consiste

en cadenas ramificadas de células ovales o alargadas.

Imagen 5. Macro y micro morfologia de la cepa L3 correspondiente a Candida sp. (Lucero Vazquez, Acervo

personal, 2018)

CEPAL3 Candidasp.

En el género Candida estan incluidas 81 especies. La formacion de pseudomicélio se encuentra
en la mayoria de las especies y variedades. Frecuentemente el pseudomicélio se diferencia en
pseudohifa y blastoforos, pudiendo formarse con verdadero micelio y clamidiosporos. Los
artrosporos, ascosporos, teliosporos y balistosporos no son encontrados. En cuanto al
metabolismo, muchas especies de Candida presentan habilidades fermentativas y oxidativas,
mientras que otras son estrictamente oxidativas. Todos los carbohidratos fermentados son
asimilados, sin embargo, no todas las especies con habilidades asimilativas son también
fermentativas.

El género Candida provoca candidiasis, la cual es un grupo de enfermedades frecuentes e incluso se
puede afirmar que practicamente todas las personas a lo largo de su vida la padeceran alguna vez.
Existen tres tipos de micosis humanas: superficiales, intermedias y profundas. Las mas habituales son

las superficiales y las candidiasis.
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Identificacion de cepas:

Las cepas H2, H5 y H6 de hongos filamentosos fueron identificadas por la técnica de MALDI-TOF
del equipo Bruker®, con la libreria (BK) (MBT_DB_5627_ MSP list, Filamentous Fungi Library 1.0,
Bruker Daltonics), por lo que existe una buena identificacién, ya que el fabricante indica que
scores mayores a 1.9 son bastante confiables en la identificacidn del género y especie en hongos
y en levaduras. (Maldonado et. al., 2017). La grafica 2 muestra la técnica empleada.

En el caso de la cepa L3, también se utilizd el equipo de tarjetas YST de VITEK2 Biomeriux para
obtener una segunda identificacién aun mas confiable, demostrando una confiabilidad del 94%

en la identificacién de género y especie.

IDENTIFICACION DE CEPAS POR
MS

L3:
Candida

H2:
Aspergillus
seccion flavi SCORE-2 6

parapsilosis
SCORE: 2.3

M H2 Aspergillus seccion flavi
H5 Penicillium citrinum

H6:

H5: H6 Paecilomyces lilacinus

Paecilomyces
lilacinus

Penicillium L3 Candida parapsilosis

citrinum

SCORE: 2.08 SCORE: 2.537

Grafica 2. Identificacién por MALDI-TOF MS (Fuente: Elaborado por Lucero Vazquez Velasco, 2019)

Conclusiones.

1. La contaminacién ambiental estd originando que muchos microorganismos comiencen a
expresar mecanismos de resistencia, los cuales se estan estudiando para poder implementar
técnicas de biorremediacidn para eliminar téxicos como los metales pesados.

2. La seleccion de las cepas se llevé a cabo en base a la macro y micro morfologia presentada en

cada caja, posterior a la siembra de muestras recolectadas, siendo la siembra por picadura la
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mejor técnica para la siembra de hongos filamentosos y la siembra por estriado para re siembra
en levadura.

3. La cepa H2 (Asperillus seccidn flavi), L3 (Candida parapsilosis), H5 (Penicillium citrinum) y H6
(Paecilomyces lilacinus) seleccionadas, se identificaron de manera satisfactoria, con buenos
resultados en identificacion de género y especie por MALDI-TOF MS, siendo de gran ayuda la

libreria proporcionada por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidon Salvador Zubiran.
Perspectivas

AUn quedan varias actividades que se pueden desarrollar para integrar el trabajo en la
implementacion de los microorganismos encontrados, para investigacion de resistencia a metales

pesados. Conociendo los mecanismos de detoxificacidon y remocién de estos contaminantes.

Determinacion de la capacidad de absorcién de metales pesados, con ensayos en cada cepa

encontrada.
Que genes actuan en la resistencia de metales pesados, para potencializar su capacidad.

Evaluar los procesos de resistencia y susceptibilidad hacia los metales mencionados para tratar,
posteriormente, de usarlos como posibles organismos secuestradores de metales pesados en un

proceso de biorremediacion.
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