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Resumen

La carbamazepina (CBZ) es un farmaco utilizado cominmente para el tratamiento de trastornos
neuroldgicos, pero su presencia en el medio ambiente como contaminante ha despertado
preocupacion debido a sus efectos adversos en los organismos acuaticos y en la salud humana.
La aplicacion de tratamientos biol6gicos sobre este contaminante emergente son una alternativa
para su degradacion, por ello el objetivo de este trabajo fue aislar hongos de muestras
ambientales de diferentes puntos del Ecuador, con la capacidad de crecer en la presencia de
CBZ. El indice de tolerancia (IT) de dos hongos, a concentraciones crecientes de CBZ se evalu6
mediante el promedio del crecimiento en milimetros (mm) del micelio de los ensayos respecto
a sus controles. Se determind que la concentracion de CBZ que mejor fue tolerada por el hongo
H3 fue de 15 ppm, presentando un indice de tolerancia de 0,99 categorizado como alto; mientras
que la concentracion mejor tolerada por el hongo H6 fue de 40 ppm presentando un indice de
tolerancia de 1,19 categorizado como muy alto. Adicionalmente, se evalud el sinergismo entre
la bacteria Enterobacter quasihormaechei y los dos hongos en estudio, que presentan
capacidades metabdlicas especificas en el consumo de CBZ, mediante ensayos in vitro, cuyos
resultados se evaluaron mediante la determinacion del crecimiento obtenido a través de
unidades de area bajo la curva complementadas con analisis funcionales de comparaciones
ortogonales y con pruebas independientes t-student; en los cuales se demostro que el consorcio
formado por hongo H3- hongo H6-bacteria (Enterobacter quasihormaechei) presento el mejor
valor de sinergismo a 40 ppm del CBZ. La alta capacidad de tolerancia de estos
microorganismos, resultan en un sinergismo y capacidad de formacién de consorcios, que
puede indicar su potencial uso como agentes biorremediadores de contaminantes emergentes

de preocupacion mundial, dado que la bacteria ha demostrado ser resistente a condiciones



ambientales adversas y los hongos reconocidos por su capacidad para producir enzimas capaces

de descomponer este contaminante.

Palabras clave: carbamazepina, indice de tolerancia, consorcios, sinergismo, hongos



Abstract

Carbamazepine (CBZ) is a drug commonly used for the treatment of neurological disorders, but
its presence in the environment as a contaminant has raised concern due to its adverse effects
on aquatic organisms and human health. The application of biological treatments on this
emerging pollutant are an alternative for its degradation, so the objective of this work was to
isolate fungi from environmental samples from different parts of Ecuador, with the ability to
grow in the presence of CBZ. The tolerance index (T1) of two fungi to increasing concentrations
of CBZ was evaluated by means of the average growth in millimeters (mm) of the mycelium of
the trials with respect to their controls. It was determined that the CBZ concentration that was
best tolerated by the H3 fungus was 15 ppm, presenting a tolerance index of 0,99, categorized
as high; while the concentration best tolerated by the H6 fungus was 40 ppm, presenting a
tolerance index of 1,19, categorized as very high. Additionally, the synergism between the
bacterium Enterobacter quasihormaechei and the two fungi under study, which present specific
metabolic capacities in the consumption of CBZ, was evaluated by in vitro assays, whose results
were evaluated by determining the growth obtained through units of area under the curve
complemented with functional analysis of orthogonal comparisons and with independent t-
student tests; The results showed that the consortium formed by fungus H3 - fungus H6 -
bacteria (Enterobacter quasihormaechei) presented the best synergism value at 40 ppm of CBZ.
The high tolerance capacity of these microorganisms, resulting in synergism and consortium
formation capacity, may indicate their potential use as bioremediation agents for emerging
contaminants of global concern, given that the bacteria have proven to be resistant to adverse
environmental conditions and the fungi are recognized for their ability to produce enzymes

capable of decomposing this contaminant.



Key words: carbamazepine, tolerance index, consortia, synergism, percent inhibition of radial

growth.
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1 Introduccion

En las Gltimas décadas la presencia de contaminantes emergentes en el medio ambiente
se ha convertido en una preocupacion global. Estos contaminantes son compuestos
quimicos que han sido introducidos en el entorno cuyos efectos sobre la salud humana se
han asociado con el desarrollo de cancer, problemas reproductivos, alteraciones
endocrinas, dafio hepatico y renal, considerando que su efecto varia dependiendo del
compuesto y concentracion del quimico en el ecosistema. Estos compuestos pueden ser
bioacumulativos, es decir que pueden acumularse en organismos vivos a lo largo del
tiempo y aumentar su toxicidad, entre algunos ejemplos de contaminantes se encuentran
productos farmacéuticos, productos de cuidado personal, productos quimicos industriales
y sus metabolitos (Reinoso et al., 2017).

Los contaminantes emergentes pueden ser liberados al medio a través de diferentes vias
como descargas de aguas residuales, la aplicacion de productos quimicos en la agricultura
y la liberacién accidental de sustancias quimicas durante la produccion industrial.
Estudios han demostrado que estos pueden afectar a la salud humana y animal incluso en
niveles bajos de exposicion y puede tener efectos a largo plazo en el medio ambiente.
Cabe mencionar que algunos de estos contaminantes no se encuentran debidamente
controlados por las normativas de muchos paises, como en el caso de la Agencia de
Proteccion Ambiental de EE. UU (Escobar, 2019). Y pueden tener un impacto
significativo en los ecosistemas acuaticos y terrestres; afectando la calidad del agua, el
crecimiento de los cultivos,-salud de los animales y plantas (Jaimes & Vera, 2020).
Entre algunos ejemplos de estos contaminantes se encuentra la carbamazepina el cual es
un farmaco utilizado principalmente para tratar la epilepsia y el trastorno bipolar, y es

excretada en la orina sin metabolizar, por lo que puede ser liberada a través de aguas



residuales, la misma ha recibido una atencién creciente debido a su presencia e impacto
en el medio ambiente y salud humana (Gauthier, 2008).

Este contaminante emergente puede ser detectado en diferentes fuentes de agua, como
rios, lagos y acuiferos. Estudios han demostrado que la carbamazepina puede tener
efectos negativos en los organismos acuéticos, como la disminuciéon de la tasa de
crecimiento y la alteracion de la reproduccion. Ademas, la carbamazepina puede ser
transportada por el aire y depositarse en el suelo, donde puede persistir durante largos
periodos de tiempo (Sanchez, 2018).

La exposicion a este farmaco-puede tener efectos negativos en la salud humana. Si bien
los niveles de exposicion a la carbamazepina en el agua potable son generalmente bajos,
algunos estudios han encontrado una posible relacion entre la exposicién crénica a la
carbamazepina y el aumento del riesgo de malformaciones congeénitas, reacciones
alérgicas, trastornos del sistema enddcrino y cambios en el sistema inmunolégico
(Pachés, 2020).

Para abordar la preocupacion por la carbamazepina como contaminante emergente, se
han llevado a cabo diversas investigaciones y estrategias de control donde han propuesto
estrategias de prevencion, como la reduccion del uso de la carbamazepina y la
implementaciéon de précticas de gestion adecuadas para su eliminacion, entre estas
estrategias se incluyen el monitoreo de la calidad del agua, la regulacién de los sistemas
de suministro de agua; y para el tratamiento de las aguas residuales se han implementado
tratamientos (fisico) quimicos, bioldgicos e hibridos; sin embargo con los tratamientos
(fisico) quimicos como la coagulacion-floculacién y flotacion no han logrado la
eliminacién completa del contaminante. Por otro lado, métodos como degradacién
fotocatalitica y fotolitica han permitido obtener altos porcentajes de degradacion no

obstante se generan productos toxicos que pueden llegar a ser igual o mas tdxicos que el



compuesto inicial. Algunos tratamientos de oxidacion quimica generan productos
intermedios estructuralmente similares a sustancias no biodegradables (Nguyen et al.,
2022).

Por otro parte, los tratamientos bioldgicos permiten el uso de procesos naturales e
implementacién de enzimas producidas por los propios microorganismos, como la
bioacumulacion, biosorcion que han contribuido a la eliminacion de este farmaco
(Sobrino, 2017). La efectividad de estos tratamientos se ven influenciados por factores
quimicos, estequimetricos, concentracion de contaminante, tiempo de retencion y
eficiencia de la cepa microbiana. Se han evaluado cepas bacterianas y fungicas con el fin
de biodegradar la carbamazepina con lo que se ha observado porcentajes de eliminacion
que van desde 45% al 90% (Castellet-Rovira et al., 2018; Mejias, 2020). Asi mismo, el
uso de hongos y bacterias en conjunto ha mejorado la eficacia y disminuido el tiempo de
remocién. Sin embargo, no muchos estudios han explorado el uso de consorcios
microbianos para la remocion de este contaminante (Robles et al., 2021).

Por lo que, en el presente trabajo se busca evaluar el sinergismo entre especies bacterianas
y fungicas, con capacidades metabdlicas especificas en el consumo del contaminante
emergente carbamazepina, para ello se realizara la caracterizacion macroscopica y
microscopicamente de dos hongos aislados de muestras ambientales, de los mismos se
evaluara la tolerancia al contaminante emergente carbamazepina, y mediante ensayos de
sinergismo in vitro se va a evaluar si existe sinergismo entre una bacteria y los hongos
aislados, por ensayos in vitro de confrontacion. Se planteara una hipdtesis nula donde
todos los tratamientos son iguales y una hipotesis alternativa en la que al menos un

tratamiento muestre diferencias significativas.



2 Fundamentacion tedrica

2.1 Contaminantes emergentes

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos ha definido como
contaminantes emergentes al “quimico o material que se presenta como una amenaza
potencial o real para la salud humana y/o medioambiental o para los que existe una falta
de normas vigentes de salud” (EPA, 2014). Se trata de contaminantes organicos,
inorganicos y organometalicos que son producidos a escala industrial de manera
indiscriminada; algunos de ellos son persistentes considerados asi si su vida media es
superior a 2 meses para aguas 0 6 meses para suelos y sedimentos; se caracterizan porque
pueden biodegradarse en intermedios, sin embargo, pueden ser mas toxicos para el medio

ambiente que sus precursores (Ramirez et al., 2015).

La Tabla 1 muestra la clasificacién resumida de los contaminantes emergentes por
familias enfocando su interés en su accidn toxicologica y preeminencia cientifica por su

mecanismo de accion.

Tabla 1. Clasificaciones contaminantes emergentes.

Grupo Compuesto

Esteroides y hormonas Estradiol
Testosterona
Estrona
a-etinilestradiol

Galaxolida
Tonalida y otros (PCP)
Triclosan
. Oxibenzona
10. DEET

1
2
3
4,
5. PB-etinilestradiol
Productos para el cuidado personal 6
7
8
9

Industriales 11. Pentaclorofenol
12. Nonifenoles
13. Bisfenol A
14. Compuestos organiestanicos
15. Butilbencilftalato




Farmacos 16. Acido mefenamico
17. Sulfasalazina
18. Ibuprofeno
19. Diclofenaco
20. Nimesulida
21. Ketoprofeno
22. Metil de acido salicilico
23. Gemfibrozil
24. Acido clofibrico y metabolitos
25. Benzafibrate
26. Carbamazepina
27. Salvasartan
28. Metilprednisolona
29. Tadalafilo
30. Dexametasona
31. Closfenamina
32. Astemisol
33. Amlodipino
34. Diltiazem
35. Pentoxifilina
36. Avilamicina
37. Metaprol
38. Citrato de sildenafilo

Antibioticos 39. Sulfametozaxol
40. Trimetropina
41. Ciprofloxacino
42. Roxitromicina
43. Norfloxacino
44, Sulfadiazina
45. Cloranfenicol
46. Conazol
47. Imidazoles y triazoles
48. Sulfacloropiridazina

Fuente: (Ramirez et al., 2015).
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

2.1.1 Carbamazepina

La carbamazepina es un farmaco utilizado principalmente como antiepiléptico, no
obstante, presenta otras propiedades tales como, anticolinérgica, antidiurética,
antiarritmica, relajante muscular, antidepresiva, sedante e inhibidora de la transmisién

neuromuscular (Samper, 2016).

La carbamazepina, 5H-dibenzazepina-5-carboxamida, tiene estructura similar a la

imipramina, que es una dibenzodiazepina, que posee en su estructura una columna



vertebral no polar y una amida polar, la cual puede enlazar con hidrégenos. En la Figura
2 se visualiza la estructura quimica dimensional de la carbamazepina (Sierra & Quecho,

2018).

Estructura quimica de la carbamazepina (CBZ)

N

O)\NHQ

Figura 1. Estructura quimica de la carbamazepina (CBZ).
Fuente: (Sierra & Quecho, 2018).

2.2 Ruta metabdlica de degradacion de la carbamazepina

El metabolismo de la carbamazepina se da principalmente en el higado por la enzima
CYP3A4 Yy es excretado del cuerpo via urinaria y fecal (Morales & Méndez, 2021), siendo
solo un 1% excretado como forma inalterada. El tiempo de vida media de eliminacion de
la carbamazepina depende de la dosis, pero generalmente esté en el rango de 25 a 65 horas
después de la administracion. Sus metabolitos urinarios importantes como se ven en la
FFigura 2, son 10,11-dihidro10,11-expoxicarbamazepina (CBZ-epoxido) y trans-10,11-
dihidro-10,11-dihidroxicarbamazepina (CBZ-diol), destacando que el primero es
farmacéuticamente tan activo como su farmaco original. En cuanto al CBZ-diol
representa una gran parte de la dosificacion oral, aproximadamente el 30%, comparable
a la porcidn total de carbamazepina inalterada (28% en heces, mas de 1% en orina).
Ademas, es un metabolito de la oxcarbazepina, que es un derivado de la carbamazepina,

con atomo de oxigeno extra en el anillo de dibenzazepina. Por lo tanto, se espera observar



una mayor concentracion de CBZ-diol en cuerpos de agua, aproximadamente tres veces
la de carbamazepina (Y. Zhang et al., 2008). La cantidad de CBZ o de sus metabolitos
encontradas en las matrices acuéticas de los ecosistemas va a depender de dos factores,
primero la incidencia de epilepsia o dolencias relacionadas con el consumo de CBZ y por

ultimo la eficiencia en la eliminacion de este tipo de sustancias (Samper, 2016).

Ruta metabdlica
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Figura 2. Ruta metabdlica de la CBZ.
Fuente: (Samper, 2016).

Sistémico

2.3 Efectos en el ecosistema de la carbamazepina

A pesar de que estos contaminantes emergentes se encuentran en bajas concentraciones
pueden causar problemas de magnificacion tréfica, tales como alteracion de las funciones
enddcrinas blogueando o perturbando las funciones hormonales, en algunas especies de
peces provoca el desarrollo de las gonadas de la intersexualidad y la reduccion en
fecundidad (Reinoso et al., 2017). Como indican Niemuth & Klaper (2015) en su estudio,
la exposicion del pez piscardo de cabeza gorda (Pimephales promelas) a concentraciones

altas de 10 ng/L de contaminante durante una ventana de 10 a 15 dias posteriores a la



eclosion fue suficiente para dar como resultado la feminizacién de las gonadas masculinas

observables en la madurez sexual.

En el estudio de Ferrari et al., (2003) se obtiene la tasa de eclosion y mortalidad
embrionaria del pez cebra de agua dulce (Cyprinidae, Danio rerio) después de 10 dias de
exposicion al contaminante en una concentracion de 25000 ug/L, donde se evidencio la

mortalidad de embriones y larvas.

Por otro lado, en el ser humano este contaminante influye en la funcion reproductiva,
ademas de afectar a la tiroides, prostata y tamafio de testiculos, causando resistencia en
patdgenos bacterianos (Reinoso et al., 2017). También, al ser contaminantes mutagénicos
aumentan la frecuencia de mutacion en las células y/o en los organismos, pudiendo
generar la aparicion de tumores benignos o malignos, patologias relacionadas con el
sistema inmune y efectos adversos en mujeres embarazadas. Al mismo tiempo que
pueden ser teratogénicos produciendo alteraciones en el feto durante su desarrollo

(Pachés, 2020).

En el estudio de Pomati et al., (2006), se presenta la inhibicion del crecimiento de células
embrionarias humanas HEK293, con una disminucion del 30% en la proliferacién celular,
en comparacion a los controles, debido a la exposicion al contaminante en una
concentracion de 100 ng/L, lo que estimul6 la expresion de los genes pl6 y p21 que
median en la progresion del ciclo celular, con una ligera acumulacion de células en la fase

G2/M del ciclo celular.

2.4 Fuentes del contaminante carbamazepina
Los contaminantes emergentes enfocandose principalmente en los farmacos, ingresan al
ciclo del agua por la excrecion de estos a través de la orina que forma parte de las aguas

residuales domesticas. Estos farmacos también provienen de descargas hospitalarias por



productos caducados e industriales. Una vez liberados en el medio ambiente, estos pueden
experimentar cambios estructurales por una variedad de procesos bi6ticos o no bioticos
incluyendo fotdlisis, hidrdlisis y biotransformacion que pueden ser mas toxicos e incluso

mas bioacumulables que los contaminantes precursores (Escobar, 2019).

La carbamazepina, es un compuesto de dificil remocion, ya que es persistente, permanece
en el ambiente hasta 100 dias y solo se logra remover valores menores; aproximadamente
el 72% del farmaco administrado por via oral es absorbido, mientras que el 28% es
desechado por medio de las heces. Una vez excretados ingresan a plantas de tratamientos
de aguas residuales, pero no son eliminados en su totalidad, por tanto, su presencia en el
ambiente ha generado preocupacion al ser una amenaza para las especies acuicolas y el

ser humano (Morales & Méndez, 2021).

2.5 Meétodos de degradacion de carbamazepina

Se han realizado estudios de diferentes tratamientos de remocién, como los procesos
convencionales de lodos activados a gran escala y a escala de laboratorios, reactores de
membrana a escala piloto y de laboratorio, y reactores por lotes de secuenciacién, donde
los investigadores concluyeron que, la CBZ es persistente y sus eficiencias de eliminacion
por parte de las plantas de tratamiento de aguas residuales son en su mayoria por debajo

del 10% (Y. Zhang et al., 2008).

Los tratamientos convencionales de depuracion de aguas residuales no tratan
contaminantes farmacéuticos, por tanto, se identifica la presencia de estos al final del
proceso, por lo que sus metabolitos son descargados al medio ambiente, no obstante,
gracias a los avances tecnolégicos se ha podido encontrar concentraciones de estos entre
los ng/L a los pg/L mostrando asi su caracter persistente y no biodegradable (Morales &

Méndez, 2021).



En cuanto a los procesos oxidativos avanzados como UV/H;O: se ha logrado alcanzar
altas tasas de remocion de carbamazepina, por ejemplo, en la reduccion completa del
sustrato después de un tratamiento de 4 minutos se obtuvo un valor del 35% de carbono
orgénico total eliminado, sin embargo estos tratamientos no son ampliamente aceptados
debido a su alto costo operativo y los subproductos formados por procesos oxidativos en
este caso la actina, resultan ser mas toxicos y persistentes que el compuesto original

(Vogna et al., 2004).

Otra alternativa, es la biorremediacion, una tecnologia innovadora y en evolucion debido
a su estrecha relacion con la conservacion del medio ambiente. Este proceso hace uso de
varias técnicas microbianas ecoldgicas, donde estos se adaptan al contaminante y
desarrollan cepas ambientalmente aclimatadas que convierten a las sustancias nocivas en
formas no dafiinas dependiendo de su activad enzimética. No obstante, la mayoria de las
especies utilizadas permiten que algunos compuestos permanezcan recalcitrantes, lo que
impulsa a una mayor investigacion para encontrar nuevos candidatos a la biodegradacion

(Porika et al., 2021).

2.6 Bacterias asociadas a la degradacion de carbamazepina

Los microrganismos se adaptan a las condiciones naturales, permitiendo asi eliminar los
contaminantes presentes, al incluirlos en sus procesos metabélicos. Es conocido que el
metabolismo bacteriano bajo ciertas condiciones de estrés libera diferentes metabolitos
secundarios, que reaccionan con moléculas grandes y complejas que las convierten en
elementos relativamente mas pequefios, simples y no toxicos (Poddar et al., 2022). De la
misma forma, los contaminantes se pueden eliminar mediante adsorcion, volatilizacion,

biotransformacién y mineralizacion (Casado, 2010).
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El metabolismo de biodegradaciéon de carbamazepina en bacterias puede dividirse en
varias vias en las cuales se ven involucradas la conjugacién de Glutation reducido (GSH)
y 2,3-dihidroxilacion, donde el metabolismo puede caracterizarse por el uso de sistemas
enzimaticos tal como la adsorcion de CBZ el cual es un mecanismo de eliminacion

mediante el cual reduce la cantidad de xenobidticos (Sauvétre et al., 2018).

Algunos géneros de bacterias demuestran la capacidad de transformar los compuestos
toxicos debido a la adaptabilidad de los mismos microorganismos, ademas las
propiedades inespecificas de los mismos permiten degradar amplia variedad de

contaminantes (Sauvétre et al., 2018).

Con la aplicacion de bacterias se han obtenido porcentajes de biodegradacion hasta el
90%, tomando en cuenta que para los estudios de remocidn de contaminantes se basan en
concentraciones iniciales del mismo, por lo que, en el estudio de Nguyen et al., (2022) se
utilizaron diferentes condiciones entre las cuales se destaca las condiciones anoxicas, es

decir ausencia de oxigeno en presencia de nitratos, y una concentracion inicial de 10 uM.

También, en otros estudios asociados a la degradacion del microcontaminante
carbamazepina se investigd a las bacterias acidogénicas fermentativas (FAB) y bacterias
reductoras de sulfato (SRB), en los que se obtuvieron porcentajes de degradacion en un
rango de 36% al 98% e incluso produccion de acido acético, acido propidnico y acido

butirico (Tahir et al., 2021).

Se destaca que las especies identificadas con considerables porcentajes de degradacion
poseen la capacidad de biotransformar el contaminante de manera que pueden utilizar a
la CBZ como su principal fuente de energia, sin embargo, algunos resultados se han visto

limitados por las condiciones como el pH, temperatura y la adicion de nutrientes que son
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importantes para el desarrollo, crecimiento y biotransformacion de los microorganismos

(Nguyen et al., 2022).

En la Tabla 2 se hace referencia a algunos ejemplos de bacterias y sus respectivos

porcentajes de degradacion del contaminante.

Tabla 2. Géneros de bacterias degradadoras de Carbamazepina.

Génerol/especie

Porcentaje de
degradacion

Descripcion del
ensayo

Fuente

Streptomyces spp.
Pseudomonas
fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomona
jinjuensis
Phragmites australis
Pseudomonas
aureginosa

Delfita sp.

Streptomyces sp.
Labrys portucalensis
F11

Bacillus subtilis

Bacillus
Thuringensis

Sphingomonas
herbicidovorans
Cupriavidus sp.
Sphingomonas sp.
Methylobacterium sp
Corynebacterium
glutamicun

35%
46,6%
46,6%
83,6%
90%
46,6%
NR

35%
95,4%

46,6%

46,6%

46,6%
NR
NR
NR

NR

Se utilizd 20uL de
inoculo bacteriano, con
3mL de medio MSM,
3uL de SNs 'y 3 mL de
CBz en una
concentracion de 10
ppm, en tubos de vidrio
estériles con agitacion
constante a 150 rpm a
20°C durante 90 dias.
La cuantificacion del
farmaco se realizd por
HPLC.

El ensayo se realizo en
matraces de 250 mL
donde se colocd 75 mL
de MM con 0,05 mL del
inoculo y 2-40uM de
CBZ por 30 dias a 150
rpmy 25°C.

El ensayo se realizo en
matraces de 200 mL
donde se transfirio el
contaminante en cada
matraz con diferentes
concentraciones (42,3
umol/L, 84,6 umol/L,
126,9 pmol/L, 1692

umol/L).
Se mantuvieron en una
incubadora con

temperatura controlada
de 35+1°C a 150 rpm.

(Mejfas, 2020)

(Bessa et al., 2019)

(Tahir et al., 2021)
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Nota: NR: No reportado; MSM: medio de sal mineral; SNs: Solucién de nutrientes; MM: Medio minimo
de sales.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

2.7 Hongos asociados a degradacién de carbamazepina

La cantidad de organismos utilizados para la degradacion de contaminantes como la
carbamazepina son innumerables, entre estos se encuentran los hongos, que poseen 3
mecanismos para la biodegradacion, dos son procesos oxidativos y uno reductivo

(Morales & Méndez, 2021).

Por ejemplo, los hongos de la pudricién blanca poseen enzimas las cuales desempefian
un papel importante en la reduccion de la concentracion de este contaminante, debido a
que lo incorporan a su metabolismo (Mejias, 2020); entre estas enzimas se encuentran las
modificadoras de lignina extracelulares que degradan la estructura de la lignina, causando
a su vez un enriqueciendo en celulosa, lo que produce una coloracién blanca en el tronco,
por este fendmeno a estos hongos se los denomina como “hongos de la pudricion blanca”

o “podredumbre blanca” (Kasonga et al., 2021; Morales & Méndez, 2021).

De igual importancia son los hongos filamentosos, debido a pueden crecer en diferentes
sustratos, con diferentes valores de pH, menor cantidad de nutrientes o en la presencia de
contaminantes, los cuales los incorporan en su metabolismo; los convierte en organismos
de utilidad para biorremediacion; sin embargo, hay que considerar que también las
caracteristicas del contaminante pueden influir en su remocion. Adicionalmente, Bulkan
etal., (2020) expone que, estos hongos permiten utilizar tanto células enteras, como lodos
biocatalizadores 0 enzimas derivados de estos, los cuales son aislados para usarse en

sistemas libres de células que permitan la eliminacién del contaminante.

Por otro lado, para el crecimiento y establecimiento del medio de cultivo del hongo se

deben considerar las condiciones del medio y parametros ambientales, por ejemplo, para
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Trametes versicolor en los ensayos de degradacidon se utiliza mayoritariamente el medio
Kirk en el cual el nitrégeno se encuentra limitado, por lo que causa estrés al hongo lo que
provoca la expulsion de enzimas lignoliticas al medio. Asi que, las condiciones ideales
para el crecimiento varian, en temperatura de 22°C a 30°C y un pH menor a 3,5 (Morales

& Méndez, 2021).

En la Tabla 3 se observan los hongos mas importantes en la degradacion de CBZ.

Tabla 3. Hongos asociados a la degradacién de Carbamazepina

Especies Porcentaje de Descripcién del Fuente
degradacion  ensayo
Aspergillus >70% Ensayos de (Kasonga etal., 2021)
niger degradacion se
realizaron a
Mucor <70% temperatura ambiente
circinelloides y continuamente
aireados, en  los
Trichoderma <70% Erlenmeyer esteériles
longibrachiatum se afiade 200mL de
medio liquido, 30% de
Trametes >70% hongo sin
polizona aislar,1mg/L de CBZ
El tiempo de duracion
Rhizopus >70% de los ensayos fue de
microsporus 14 dias.
Ganoderma 60% Experimentos de (Castellet-Rovira et
lucidum degradacion se al., 2018)
realizaron en matraces
Irpex lacteus 62% de 250 mL con 100mL
de medio, 4,5 g/L de
Stopharia granulos de micelio,
rugosoannulata  75% 40-184,7 mg/L de
concentracion del
Gymnopulis 55% contaminante.
luteofolius Se realizd durante 6
dias considerando que
Agrocybe erebia 45% los tratamientos se
realizaron por
Trametes 95% triplicado incubados a
versicolor 135 rpm a 25°C en
condiciones de
oscuridad.
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Pleurotus 68% En recipientes de (Buchicchioetal.,

ostreatus vidrio sellados de 2016)
80% 125mL se alicuotd 50
Phanerochaete mL de medio (PDB,
chysosporium Murashige & Skoog)
con hongo+ 4ug/L de
Trichoderma CBZ. Los recipientes
harzianum 71% se oxigenan durante 1

minuto y se incuban a
25°C a 100 rpm en
oscuridad durante 15
dias.

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

2.8 Uso de consorcios para la degradaciéon de contaminantes emergentes
Un consorcio microbiano es una asociacion de microorganismos (bacterias, arqueas,
hongos, virus y algas) que contiene al menos dos 0 mas miembros, que viven juntos en

un ambiente contiguo e interacttan entre si (Morocho, 2020).

Los consorcios de microorganismos son una alternativa en el proceso de disminucion de
contaminantes emergentes en el medio ambiente, caracterizados por sus capacidades
especificas de biodegradacion, sin embargo, solo pocos estudios han explorado el uso de
consorcios microbianos definidos con hongos y bacterias. Se considera que los hongos
poseen una amplia variedad de enzimas con capacidad de biotransformar una gran
cantidad de sustratos, mientras que, las bacterias tienen una accion biocatalitica eficiente

asociada a su mayor tasa de crecimiento (Robles et al., 2021).

Por lo tanto, se puede implantar la posibilidad de establecer interacciones sinérgicas entre
estos tipos de microorganismos para alcanzar altas tasas de biodegradacion incluso a altas
concentraciones de contaminante, dado que se ha demostrado que es dificil lograr la
degradacion completa de los contaminantes por una sola cepa, por lo que se considera
que los consorcios microbianos pueden integrar las ventajas de cada microorganismo para

lograr la degradacién eficiente de estos, exhibiendo un buen desempefio en la tolerancia
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al sustrato, la rapidez y una degradacion significativa de los contaminantes (Robles et al.,

2021).

En cuanto a las ventajas del uso de consorcios frente a las cepas individuales en primer
lugar se puede mencionar que, aumenta la degradacion metabdlica sinérgica puesto que,
los miembros del consorcio pueden promover el crecimiento de otros microorganismos
mediante el uso de metabolitos después de la degradacion del contaminante, aumentando
asi las vias metabolicas para la biodegradacién. En segundo lugar, algunos
microorganismos producen muchos biosurfactantes de alta eficiencia, lo que aumenta la
solubilidad y el contenido de contaminantes, mejorando su biodisponibilidad y
biodegradabilidad. Finalmente, los consorcios se pueden autorregular y adaptarse durante
la degradacion mostrando asi un mejor desempefio que los cultivos individuales (T.

Zhang & Zhang, 2022).

2.8.1 Ejemplos de consorcios

Se han realizado ensayos de degradacion de diversos contaminantes emergentes con
diferentes microorganismos, tanto bacterias como hongos. De la aplicacién de consorcios,
existen algunos estudios asociados a la degradacion de estos contaminantes, como por
ejemplo la aplicacion de un consorcio de bacterias degradadoras de estrdgenos
conformado por los géneros Methylobacterium, Ochrabactrum, Pseudomonas y
Mycobacterium eliminando altos porcentajes de estrona (E1), 17p-estradiol (Be2) y equol

(EQO) (Martine et al., 2011).

Por otro lado, se ha evaluado la biodegradacién del triclosan por medio de un consorcio
bacteriano procedente de lodos activados conformado por Pseudomonas spp., Alcaligenes

sp., Rhodanobacter sp., Agrobacterium sp. y Sphingomonas sp. obteniendo resultados
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eficientes después de aproximadamente 13 dias de crecimiento con 500 mg/L de triclosan,

casi el 35% de este fue mineralizado y capturado como CO> (Acosta, 2010).

También se expone el uso de consorcios conformados por Enterococcus lactis, Bacillus
paranthracis, Citrobacter portucalensis y Enterococcus faecium capaces de degradar
diclofenaco (DFC) que es un contaminante emergente de la subclase de productos

farmacéuticos (Chopra & Kumar, 2020).

En el caso de la carbamazepina, en cuanto al uso de consorcios no hay muchos estudios,
sin embargo, se ha evaluado la degradacién de algunos hongos filamentosos como
Phanerochaete chtysisporiu, Trametes versicolor y Gandema lucidem para la remocion
de este debido a sus sistemas enzimaticos (Severo, 2021). Por otro lado, se han analizado
cepas bacterianas como Starkeya sp. y Rhizobium sp. aisladas de lodos activados de
plantas de tratamiento de aguas residuales municipales como degradadores potenciales
de carbamazepina, como lo presentan Bessa et al., (2017) en la Tabla 4, donde k es la
constante de velocidad de degradacion y ti2 la vida media de biodegradacion a una
concentracion de 10 mg/L de carbamazepina; se observa que se evalla la biodegradacion
del compuesto como sustrato Unico y en presencia de una fuente de carbono suplementaria
como el acetato a 5,9 mM para simular el contenido de carbono de un afluente de una

planta de tratamiento de aguas residuales.

Tabla 4. Constante de velocidad de primer orden (k) y vida media (ti2) para la
degradacion de CBZ.

Suplementacion farmacéutica CBZ (10 mgL™?)
Cepa C11 Starkeya Cepa C12 Rhizobium

sp. sp.
k (d?) t1o (d) k(d™) t1 (d)

Como Unica fuente de carbon 0,016 43,3 0,014 49 5

Con adicion de acetato 5,9mM 0,016 43,3 0,010 69,3
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Con adicion de acetato 5,9 mM 0,015 46,2 0,011 63,0
(alimentacion periodica)

Fuente: (Bessa et al., 2017) .

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

2.8.2 Técnicas de evaluacion de interaccion en consorcios

Actualmente, se estan desarrollando comunidades con diferentes microorganismos
capaces de interactuar sinérgicamente por medio de la aplicacién de estudios in vitro
(Tabacchioni et al., 2021); dado que cuando las bacterias y hongos comparten un sustrato
en comun en el mismo entorno, su proximidad espacial conduce a interacciones ya sean
sinérgicas o antagonicas. Para lo cual por lo general se utiliza ensayos cualitativos de
inhibicidn de crecimiento utilizando pruebas de cultivo dual en medios solidos de agar,
donde la capacidad de antagonismo de las cepas evaluadas se determina mediante el
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRG) (Robles et al., 2021); en el cual
se consideran parametros como: el tiempo de contacto, que es el lapso en nimero de dias
en el cual las cepas del antagonista y el patdgeno entran en contacto; y se mide el

crecimiento radial de las cepas expresado en centimetros (cm) (Calvo et al., 2012).

Para representar estos resultados, se utiliza la escala de Bell, la cual consta de cinco clases:
en la uno, el antagonista ocupa completamente la superficie del medio de cultivo
cubriendo totalmente al patdgeno; en la dos, el antagonista llega a sobrepasar las dos
terceras partes de la superficie del medio de cultivo; en la tres, el antagonistay el patégeno
colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la superficie del medio y no parece
haber dominancia; en la cuatro, el patdgeno sobrepasa al crecimiento del antagonista
colonizando tres cuartas partes de la caja Petri y en la clase cinco, el agente patdgeno

Ilega a cubrir totalmente la caja Petri (Calvo et al., 2012).
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Sin embargo, existen otros métodos para realizar pruebas antagénicas como son los de
raya cuadrada y método de racha positiva donde es posible probar el antagonismo de una
sola cepa bacteriana contra cuatro patgenos, permitiendo asi reducir en un 70%, el
namero de placas de agar requeridas para estos ensayos. En la Figura 3 se puede observar
los métodos de evaluacion de antagonismo, en la primera seccién (a) se representa un
ensayo dual de placa, al lado izquierdo se visualiza la placa de prueba y a la derecha la
placa de control, donde R es el radio de la colonia del patégeno en la placa de ensayo y
CR es el radio de la colonia del patégeno en la placa de control, | representa las zonas de
inhibicion y las lineas azules gruesas representan la linea bacteriana. En la segunda
seccion (b) se representa el método de racha positiva, donde R y CR se miden de manera
exterior e interior; y la Gltima seccién (c) representa el método de raya cuadrada donde
los radios se miden de la misma manera que el anterior; cabe mencionar que en los dos
ultimos métodos los patdgenos representados por tonos azules y grises en la placa de
prueba son antagonizados por la cepa bacteriana, no se produce antagonismos con el

patégeno representado por el area sombreada amarilla (K. Anith et al., 2021).

Representacion del ensayo de placa de cultivo dual para pruebas de antagonismo
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Figura 3. Representacion del ensayo de placa de cultivo dual y ensayos modificados para pruebas de
antagonismo.
Fuente: (K. Anith et al., 2021).

20



3 Marco metodoldgico
3.1 Fase de campo

3.1.1 Recoleccion de muestras ambientales para aislamiento de hongos.

Las muestras de suelo se recolectaron en diciembre de 2022 en los puntos descritos en la
Tabla 5. Para la recoleccidn se tomo6 una muestra de 250 gramos de suelo superficial (15
cm de profundidad), se colocd en fundas ziploc (31x25 cm) debidamente etiquetadas
como se indica en la normativa del Instituto Ecuatoriano de Normalizacién (2014); y se

conservaron en refrigeracion a 4°C hasta su transporte al laboratorio.

Tabla 5. Recoleccion de muestras ambientales.

Provincia Lugar de Coordenadas geogréficas
recoleccién
Tungurahua Ciudad Bafios 1°24'12,7"S 78°18'03,3"W
Salasaca 1°14'54,6"S 78°36'47,8"W
Pastaza Ciudad Puyo 1°28'40,6"S 77°59'53,8"W

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

Adicionalmente, en el mes de noviembre de 2022, se recolectaron cuerpos fructiferos de
hongos encontrados en madera en estado de pudricién, retenidos por operativos de control
forestal en la provincia de Pastaza, ciudad Mera (1°27'36"S 78°06'50"0); y en troncos de
arboles frondosos que se encontraban en ambientes himedos y frescos de la provincia de

Pichincha, ciudad Quito, parroquia Mindo (0°4'39"S 78°45'35"0).

En cuanto al método de recoleccion, se tomaron alrededor de 4 cuerpos fructiferos de
hongos cavando con un cuchillo alrededor de este, extrayéndolo con parte del sustrato,
luego se coloco en fundas ziploc (31x25 cm) debidamente etiquetadas para cada area de
muestreo, y se colocaron en alcohol al 70% para su conservacion y posterior transporte a

los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana (Lugo et al., 2018).
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3.2 Fase de laboratorio

3.2.1 Medios de cultivo
Los medios de cultivo usados para el aislamiento y crecimiento de hongos fueron:
Extracto de Malta, Papa Dextrosa Agar (PDA) y Sabouraud Agar + Cloranfenicol

(Curvelo & Rojas, 2010).

Adicionalmente, para el crecimiento de los hongos en presencia del contaminante se
utilizé el medio Czapek Dox modificado a una concentracion de 1x con los componentes
detallados en la Tabla 6 (Koitabashi et al., 2012). Para preparar los medios se peso cada
uno de los componentes, se mezclaron entre si, y se afor6 con agua destilada. Luego se

autoclavo a 121°C durante 45 minutos.

Tabla 6. Componentes del medio Czapek-Dox modificado.

Componente Cantidad (1X)
NaNOs 2 g/L

K2HPO4 1g/L

MgSO4 * 7TH20 0,5g/L

FeSO4 * 7H0 0,01 g/L

NaCl 0,54g/L

Elaborado por: (Las autoras, 2023).
Fuente: (Koitabashi et al., 2012).

Para la reactivacion de las cepas bacterianas se utilizé el medio Tripticasa Soya Agar
(TSA) y Medio Basal Mineral (MBM) + Agar con 1 mL de elementos traza. EI medio
MBM y TSA se autoclavaron a 121 °C durante 45 minutos, luego de esto en el medio

MBM se afiadio 1 mL de elementos traza por cada 1000 mL de medio (Gauthier, 2008)

En la Tabla 7 se encuentra detallado los componentes del medio MBM vy los elementos

traza, con las cantidades a utilizarse para 1000 mL (Weber et al., 2005).

Tabla 7. Composicion del medio MBM y elementos traza.

Componentes MBM Cantidad
K2HPO4 3,50/L
KH2PO4 1,5¢g/L
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(NH4)2SO4 0,5¢g/L

NaCl 0,5g/L
MgSO4*7H-0 1,5¢g/L
Elementos traza Cantidad
NaHCO3*10H,0 29/L
MnSO4*4H,0 0,3 g/L
ZnS0O4*7H,0 0,2 g/L
(NH4) MO70,*4H,0 0,02 g/L
CuSO4*5H,0 0,1 g/L
CaCl>*2H,0 0,05 g/L
FeSO4*7H.0 0,50/L

Fuente: (Weber et al., 2005).

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

Nota: Los elementos traza se preparan con agua destilada estéril, y se colocan en el medio una vez
autoclavado.

3.2.2 Preparacion del estandar de carbamazepina

Para la preparacion del estandar de carbamazepina, se pesé 10 mg del contaminante y se
afiadio 25 mL de agua destilada, se colocd un iman pequefio y se dispuso en una plancha
de agitacion. Cuando se disolvio casi por completo, se transfirié a un balén de 100 mL y
se aford con agua destilada estéril, obteniendo asi el contaminante a una concentracion
de 100 ppm. A partir de esta muestra madre y mediante la formula CI x V1 = C2 x V2 se
obtuvieron los estandares a diferentes concentraciones (Barrientos & Gutiérrez De Los

Santos, 2020).

3.2.3 Aislamiento de hongos de interés a partir de muestras ambientales

El cultivo de las muestras se realizd en 3 diferentes medios: Extracto de malta, Papa
Dextrosa Agar (PDA) y Sabouraud Agar + Cloranfenicol, sin contaminante. Inicialmente
con las muestras tomadas del suelo se realizaron diluciones seriadas, para la primera
dilucién se pesaron 10g del suelo y se mezcl6 en un frasco boeco con 90mL de agua
peptonada (dilucion 101), a partir de esta dilucion se tomd 1000 uL y se coloco en un
tubo de ensayo con 9 mL de agua peptonada y se llevo al vortex durante 30 segundos,
luego se procedié a tomar 1000uL de la dilucién 102 (realizada anteriormente) y se

realiz6 el mismo procedimiento hasta llegar a la dilucién 108 (Castillo, 2021).
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Para el aislamiento, se tom6 100uL de la dilucion 102, se coloco en cajas con medio
Sabouraud y PDA con un asa de Digralski; y se realiz6 la siembra por extension en placa.
Luego se sembrd las diluciones 104, 10° y 10 en medio Sabouraud, PDA y extracto de
malta como se describi6 previamente. Las cajas Petri se incubaron a 24°C durante 7 dias,

luego se realizaron resiembras hasta obtener cultivos puros (Maldonado, 2022).

En la Procedimiento para aislamiento de muestras ambientales

o dee )

o & W

Pesar 10 gramos de suelo Colocar 10g de suelo en 90 mL Tomar 1000uL de la dilucién 10-1 y
de agua peptonada colocar en otro tubo con 9mL

JB], ! o
B R L

Realizar diluciones seriadas
Llevar al vortex durante 30

Con un asa de Digralski Tomar 100uL de una dilucién y tomando 1000uL de 10-2 segundos
extender en la placa y colocar en una placa con llevandola a 10-3

llevar a a incubadora medio Sabouraud, 100 uL en

durante 7 dias a 24°C Potatoe dextrose y 100uL en

extracto de malta

Figura 4 se detalla el procedimiento de aislamiento de hongos a partir de muestra de suelo.
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Procedimiento para aislamiento de muestras ambientales

) )

— (! ——H
-
76 =
- B — bd -
Pesar 10 gramos de suelo Colocar 10g de suelo en 90 mL Tomar 1000uL de la dilucién 10-1y
de agua peptonada colocar en otro tubo con 9mL

[ ?j ﬁ ? YOOV )
- D \ imz'_ I nﬂnz 10%3 04

Realizar diluciones seriadas

Llevar al vortex durante 30
Con un asa de Digralski Tomar 100uL de una dilucién y tomando 1000uL de 10-2 segundos
extender en la placa y colocar en una placa con llevandola a 10-3
llevar a a incubadora medio Sabouraud, 100 uL en
durante 7 dias a 24°C Potatoe dextrose y 100uL en

extracto de malta

Figura 4. Procedimiento para aislamiento de muestras de suelo.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

Por otro lado, para el aislamiento de hongos a partir del cuerpo fructifero, estos fueron
sometidas a un protocolo de desinfeccion, el cual consistié en cortar en cuadros en las
zonas que se logré observar micelio, luego se lavo en agua destilada estéril durante 1
minuto, se limpid con alcohol al 70% durante 30 segundos, y se volvid a enjuagar con
agua destilada. Todo el protocolo se realizé dentro de cabina de flujo y los cortes en cajas
Petri esteriles. Después de la desinfeccion, con ayuda de una pinza esteéril se colocé un
fragmento del hongo en el centro de las diferentes cajas Petri con 25 mL de medio
Sabouraud Agar + Cloranfenicol, Papa Dextrosa Agar y extracto de malta. Los hongos se
incubaron a 24°C durante 7 dias para después realizar resiembras y purificar el hongo

(Estrada & Ramirez, 2019).
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En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se detalla el procedimiento

de aislamiento de hongos obtenidos de cuerpos fructiferos en troncos.

Aislamiento de muestras de cuerpos fructiferos de hongos

Sal)

—— .

/{/ . — \3:’;’\,,,,@

Alcohol | Agua D0
. \ S —% = i
= Realizar protocolo de Sembrar el hongo ya
Cortar en pedazos pequefios
el hongo P peq desinfeccion durante 3 veces: desinfectado en medio
3 minutos en alcohol Sabouraud, PDA y extracto de
30 seg en agua con agitacion malta

Incubar a 24°C durante 7 dias

Figura 5. Aislamiento de muestras de hongos obtenidos de troncos.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

3.2.4 Aislamiento de hongos en medio con contaminante

Se utiliz6 el medio Czapek-Dox modificado con una concentracion inicial de 5 ppm de
carbamazepina, para lo cual se tomoé el hongo aislado previamente con un sacabocados
estéril, y se colocé en el centro de la caja Petri con contaminante, y se incubaron a 24°C

durante 10 dias (Ortiz, 2020).

3.2.5 Caracterizacion macroscopica y microscopica de hongos de interés

La caracterizacion macroscépica se realiz6 describiendo la forma, elevacién, margen,
superficie, pigmentacion en anverso y reverso de la colonia, textura y tamafio; mientras
que, para la identificacion microscopica, se realiz6 una impronta de hongo con azul de
lactofenol, para identificar las caracteristicas de las hifas y formas reproductivas. Para la
tincion, el hongo debe tener de 3-5 dias en incubacion, posteriormente se coloca en una

placa portaobjetos 1 gota de azul de lactofenol, luego con un pedazo de cinta adhesiva se
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tomd un poco de la parte superficial del hongo y se lo peg6 en la placa evitando que

queden burbujas o grumos como se observa en la Figura 6 (Padilla, 2020).

Una vez preparadas las placas se observaron al microscopio con los lentes de 10x y 40x;

luego, se coloco una gota de aceite de inmersion y se observo en el lente 100x.

Caracterizacion microscopica de hongos mediante elaboracion de improntas
N
- >y
° A |
[ — (Jo — [ — &
la ol == . -
Colocar una gota de Cortar un poco de cinta  Pegar la cinta en la Llevar al microscopio al
azul de I_actofenol enun adhesiva y tomar un placa con la gota de lente 10x y luego
portaobjetos poco de esporas azul de lactofenol cambiar al de 40x
0
—_— i & Aceite de
? ~——_  inmersién
[ Lt
Llevar al microscopio y Colocar una gota de
observar en el lente aceite de inmersion en
100x la placa portaobjetos
Figura 6. Elaboracion y observacion de improntas.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

3.2.6 Ensayos de tolerancia al contaminante carbamazepina de los hongos aislados

Para los ensayos de tolerancia se expuso a los hongos a diferentes concentraciones de
carbamazepina: 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, 30 ppm, 35 ppm, 40 ppm, 45
ppm y 50 ppm. Se tomaron los hongos con ayuda de un sacabocados y se colocaron en el
centro de una caja Petri con medio Czapek-Dox modificado, inicialmente con 5 ppm de
CBZ. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Como control se sembro el mismo hongo

por triplicado en medio Sabouraud sin contaminante. Los hongos se incubaron a 24°C
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durante 10 dias como se observa en la Figura 7, y se midio el didmetro de crecimiento

(mm) cada dia (Juarez et al., 2020).
Con los resultados obtenido se calcul6 el indice de tolerancia aplicando la Ecuacion 1:

Promedio de las medidas de los ensayos

Indice de tolerancia =
Promedio de las medidas de los controles

Ecuacién 1. indice de tolerancia

Donde IT es indice de tolerancia, haciendo referencia a que un IT que va de 0,00 a 0,39
corresponde a una tolerancia muy baja, una tolerancia baja va de 0,40 a 0,59, una
tolerancia moderada corresponde a un IT de 0,60 a 0,79, una tolerancia alta de 0,80 a

0,99, finalmente un IT > 1 corresponde a una tolerancia muy alta (Oladipo et al., 2018).

Elaboracion de ensayos de tolerancia

J-ddd Id

-
Con sacabocados Colocar el hongo con el sacabocado Realizar controles tomando hongo
tomar una parte del en medio Czapek-Dox con con sacabocado y colocandolo en
hongo contaminante a 5ppm medio Sabouraud
Se mide cada dia con un calibrador el crecimiento del Incubar a 24°C durante 10 dias
hongo

Figura 7. Ensayos de tolerancia.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

3.2.7 Reactivacion de cepas bacterianas
La cepa para utilizar para los ensayos de confrontacidon se obtuvo de estudios previos
realizados por Carrera & Olivo (2023). Para la reactivacion de la cepa tolerante a

carbamazepina se tomo con un asa esterilizada una colonia aislada de una caja que

28



contenia la cepa bacteriana, se inoculd6 mediante la técnica de estriacion por cuadrantes
en medio TSA y MBM con elementos traza y contaminante a una concentracion de 50
ppm (es la concentracion en la cual se obtuvo el indice de tolerancia mas alto en estudios

previos). Finalmente se llevo a incubar a 32°C durante 3 dias.

3.2.8 Ensayos de sinergismo y antagonismo

De los hongos que crecieron en medio Czapek Dox modificado con contaminante, se
seleccion6 los de mayor crecimiento para realizar los ensayos de sinergismo y
antagonismo, para lo cual se utiliza ensayos cualitativos de inhibicién de crecimiento
utilizando pruebas de cultivo dual en medios sélidos de agar, donde la capacidad de
antagonismo de las cepas evaluadas se determina mediante el porcentaje de inhibicion del

crecimiento radial (PIRG) como se describe en la Ecuacion 2:

PIRG = (Rl—RZ) + 100 Ecuacion 2. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial

Donde R1 es el radio mayor correspondiente al crecimiento radial de los hongos sin
bacterias (controles) y R2 es el radio correspondiente al crecimiento radial de hongos en
el cultivo dual (hongos-bacterias). El nivel antagonico segun los rangos PIRG son: nivel
0, PIRG = 0, no invasioén de la superficie del hongo; nivel 1, PIRG < 25%, hasta % de
invasion de la superficie del hongo; nivel 2, PIRG < 50%, hasta 2 de invasion de la
superficie del hongo, nivel 3 > 50%, mas de %2 de invasion de la superficie del hongo y
nivel 4, PIRG = 100%, total invasién de la superficie del hongo con esporulacién (Robles

etal., 2021).

Por lo que, para la evaluacion del sinergismo se cambio la interpretacion de los datos, de
manera que: nivel 0, PIRG = 100% inhibicion total de superficie del hongo, nivel 1, PIRG

> 50%, nivel 2, PIRG < 50%, nivel 3, PIRG < 25% y nivel 4, PIRG = 0.
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3.2.9 Ensayos entre un hongo y una bacteria

Para los ensayos de sinergismo, primero se sembré el hongo en medio Sabouraud y la
bacteria en medio TSA y MBM con carbamazepina. Para preparar la suspension de la
bacteria, se ajust6 a una escala McFarland de 0,5, para lo que se tom6 con un hisopo
estéril colonias bacterianas (2 aproximadamente) y se inocul6 en 9mL de caldo Tripticasa
Soya (TSB), luego se tom6 1mL de esta solucion y se colocd en una celda de pléstico
para medir la absorbancia en el espectrometro Shimadzu UV mini-1240 a 625 nm, para
lo cual se midi6 primero el blanco y luego la suspension bacteriana hasta alcanzar una

densidad éptica entre 0,08 y 0,1 (Matheus et al., 2016).

Una vez establecida la suspension bacteriana, se vertié en una caja Petri estéril y se
sumergié un portaobjetos previamente esterilizado en la caja con la suspension, el
portaobjetos se colocé de manera vertical a 3 cm del borde de la caja Petri del lado
derecho y se repitid en el lado izquierdo, la caja Petri tenia el medio Czapek-Dox con
5ppm, 10 ppm, 25 ppm y 40 ppm de carbamazepina. Por otro lado, el hongo aislado
previamente con 7 dias de incubacion, se tom6 con un sacabocados estéril y se coloco en
el centro considerando una medida de 1,5 cm de distancia respecto a cada bacteria como
se observa en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.. Se incub6 a 24°C

durante 10 dias y se midio el halo de crecimiento del hongo (Anith et al., 2021).

\ Ensayo de sinergismo entre 1 hongo y 1 bacteria
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Figura 8. Ensayo de sinergismo una bacteria un hongo.
Elaborado por: (Las autoras, 2023),

3.2.10 Ensayos entre dos hongos y una bacteria

Para este ensayo se tomaron los hongos con diferentes sacabocados estériles; y se colocd
el primer hongo en medio Czapek-Dox con carbamazepina (5ppm, 10 ppm, 25 ppm y 40
ppm) a 3 cm del borde de la caja Petri del lado izquierdo y el segundo hongo a 3 cm del
borde del lado derecho, luego se sumergié un portaobjetos en la solucion bacteriana
preparada previamente y se coloco la suspension a 1,5 cm de distancia respecto a los

hongos como se observa en la Figura 9 (Gonzélez, 2020).

Ensayos de sinergismo entre 2 hongos y 1 bacteria

3

1.5¢m | 1.50m 3 cm “I'|

//{?

Figura 9. Ensayos de sinergismo entre una bacteria y dos hongos.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

y
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3.2.11 Ensayos entre dos hongos

En este ensayo, se tomé con un sacabocados estéril el primer hongo y se coloco en medio
Czapek-Dox modificado con carbamazepina (5 ppm, 10ppm, 25 ppm y 40 ppm) a 3 cm
del borde de la caja de lado izquierdo, luego se tomo el segundo hongo y se coloc6 a 3cm
del borde de la caja del lado derecho, manteniendo una distancia de 3 cm entre los hongos

como se observa en la Figura 10 (Gonzalez, 2020).

Ensayo de sinergismo entre 2 hongos

Figura 10. Ensayo de interaccion entre dos hongos.
Elabora por: (Las autoras, 2023) .

3.3 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se calcul6 el area bajo la curva de crecimiento de los hongos
evaluados en funcién del tiempo para un analisis mas detallado de su crecimiento,
obteniendo las unidades de area a través de las integrales de la ecuacion de la recta para
ser procesados en el programa estadistico Infostat 20201, donde se aplicé un analisis
estadistico de varianza con una prueba Post Hoc, posterior se llevé a cabo el analisis
funcional de comparaciones ortogonales, donde se evidenci6 cual tiene mejor desarrollo
de acuerdo a su diferencia estadistica, por tanto, si el control no es igual al ensayo se

infiere que hay una afectacion. Y por ultimo se realizaron pruebas t-student para muestras

32



independientes que compara caracteristicas de la media entre dos grupos, en este caso del
control frente al ensayo, donde a mayores valores de la media habra un mejor crecimiento
por lo tanto existird un sinergismo. Tanto los ensayos como los controles se realizaron

con 3 repeticiones.

Para el analisis se planteo la hipotesis nula y alternativa, donde la primera establece que
los “tratamientos son iguales”, y la segunda establece que “al menos un tratamiento se
diferencia de los demas” en lo que respecta al sinergismo-antagonismo de los
microorganismos evaluados. Donde el porcentaje de sinergismo, didmetro de crecimiento
de los diferentes microorganismos y unidades de &rea corresponden a las variables
dependientes, mientras que la variable independiente seran los tratamientos que en este

caso corresponden a los microorganismos que se emplearon en la técnica de cultivo dual.
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4 Resultados y discusion
4.1 Fase campo

4.1.1 Muestreo de suelo
Se recolectd un total de 15 muestras de suelo, 5 muestras de la ciudad de Bafos, 5
muestras de Salasaca, ambas ubicadas en la provincia de Tungurahua, y 5 muestras de la

ciudad del Puyo, situada en la provincia de Pastaza.

4.1.2 Muestreo de cuerpos fructiferos
Se recolect6 4 muestras de hongos con cuerpos fructiferos, provenientes de la parroquia
de Mindo en la provincia de Pichincha y de la ciudad de Mera en la provincia de Pastaza,

tal como se observa en la Figura 11.

EC

oleccion de hongos fructiferos

7
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c)
Figura 11 Recoleccidn de muestras. a) Recoleccién de cuerpos fructiferos en el tronco de un érbol
frondoso de Mindo, b) y c¢) cuerpos fructiferos hallados en madera de la ciudad de Mera.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

4.2 Fase de laboratorio

4.2.1 Hongos aislados de muestras ambientales
A los hongos aislados de muestras de suelo se les asignaron cadigos con la letra H (hongo)

y numeraciones dependiendo del orden de su aislamiento. Ver Anexo 1.

A partir de las muestras de suelo, se pudo aislar 20 hongos, y a partir de cuerpos

fructiferos se aislaron 8 hongos.

4.2.2 Hongos aislados tolerantes al contaminante

De los hongos previamente aislados y expuestos al contaminante carbamazepina, se
seleccionaron para esta investigacion los dos hongos que presentaron un mejor
crecimiento de acuerdo a lo planteado como objetivos de esta investigacion. Estos hongos

fueron los correspondientes a la codificacion de H3 y H6.

En la Tabla 8, se puede observar las caracteristicas macroscopicas del hongo H3 'y el H6,
ambos en medio Czapek-Dox modificado, con 5 ppm de concentracion de contaminante

carbamazepina, a los 7 dias de cultivo.
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Tabla 8. Hongos H3 y H6 en medio con CBZ.

AnNverso Reverso

H3

H6

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

4.2.3 Caracterizacion macroscépica y microscopica.

En la caracterizacion macroscépica de los dos hongos en medio Sabouraud +
Cloranfenicol, se estableci6 que el hongo H3 presenta un color blanco en el anverso con
apariencia algodonosa y homogénea, y un color crema-amarillo en el reverso. En cuanto
a sus caracteristicas microscopicas presenta hifas esqueléticas no ramificadas con pared
delgada a ligeramente gruesa, que dan soporte al micelio del hongo. Se observa la
presencia de algunas esporas libres alargadas, y otras pequefias que se forman en las

puntas de las hifas (Tabla 9).

Tabla 9. Caracterizacion macroscopica y microscopica del hongo H3.

Imagen anverso Imagen reversa Visualizacion microscépica con lente de 100X
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Elaborado por: (Las autoras, 2023).

Las caracteristicas que presenta el hongo podrian sugerir que corresponde a alguna
especie de Fusarium sp (F.oxysporum) por la visualizacion de caracteristicas
macroscopicas similares a lo observado por Rana et al., (2022) en la parte (a) de la Tabla
12. En cuanto a sus caracteristicas microscopicas se pueden visualizar micro conidias,
que poseen variadas formas (fusiformes, ovales, clavadas, entre otras) o forman
agrupaciones (estructuras mucoides llamadas “falsas cabezas”) (Rana et al., 2022),
similar a los observado en la Tabla 9 y parte (b) de la Tabla 10, donde se visualiza
fidlides que producen y acumulan microconidios (JF & Summerell, 2006; Piontelli,

2011).

Tabla 10. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Fusarium oxysporum segun
bibliografia.

Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum
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a) ‘ b)
Nota: a) Visualizacion macroscopica. b) Las flechas indican fidlides donde se producen y acumulan
microconidios en lente de 100X.
Fuente: (Rana et al., 2022).

Con respecto al hongo H6 se caracteriza por presenta una textura algodonosa, color
blanco en el anverso con una ligera tonalidad rosada de fondo, con apariencia polvosa; y
color naranja en el reverso. En cuanto a sus caracteristicas microscopicas presentan hifas
septadas, al final de las hifas se observa una apariencia nodular como se visualiza en la

Tabla 11 (Toapanta et al., 2017).

Tabla 11. Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de H6.

Imagen anverso Imagen reversa Visualizacion microscépica
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Nota: a) lente de 40X b) lente de 100X.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

El hongo H6 macroscopicamente indica que podria corresponder al género Fusarium sp,
al tener caracteristicas similares a lo reportado por Rana et al. (2022) (Tabla 12 (a)), quien
menciona que diferentes especies de Fusarium pueden tomar colores ligeramente rosados
a fucsia con el paso del tiempo (Al-Otibi et al., 2023); y en cuanto a sus caracteristicas
microscopicas se pueden visualizar clamidosporas entre las hifas y al final de las hifas,
similar a lo observado en la Tabla 11 y la Tabla 12 (b) segin Rana et al., (2022). Las
clamidosporas caracteristicas tienen doble pared gruesa, lisa 0 rugosa; de manera aislada,

en pareja o en grupo (JF & Summerell, 2006; Piontelli, 2011).

Tabla 12. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Fusarium segun bibliografia.

Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
Fusarium sp. Fusarium sp.
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d)

Nota: a) Caracteristicas macroscopicas anverso, b) Caracteristicas macroscépicas reverso, c y d)
Clamidosporas.
Fuente: (Gordon & Ribes, 2018; JF & Summerell, 2006; Rebollar & Silva, 2020).

Es importante considerar que los resultados presentados anteriormente en la Tabla 9 y
Tabla 11 corresponden a una caracterizacion preliminar de los hongos aislados, debido a
la falta de claridad en los limites determinados por caracteristicas morfoldgicas y criterios
taxondmicos para algunos hongos (Rana et al., 2022); es por ello que, para llegar a una
identificacion precisa, se requiere pruebas mas especificas, por lo que para préximos

estudios se recomienda realizar una identificacion molecular de los mismos.

En cuanto al género Fusarium sp., no existe informacion relacionada con la degradacion
de carbamazepina, sin embargo, se ha evidenciado su uso en degradacion de diferentes
contaminantes emergentes; lo que es un indicativo de su posible participacion en la

degradacion de este contaminante. Por ejemplo, en el estudio llevado a cabo por Shi et
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al., (2002) se ha observado que Fusarium proliferatum posee la capacidad de degradar
eficientemente contaminantes como el etinilestradiol (EE2), se demostré que logro
degradar hasta un 97% de EE>, a una concentracion inicial de 25 mg/L, en un periodo de

15 dias, manteniendo un pH inicial de 7.2.

Por otro lado, Hidayat & Tachibana, (2013) reportaron la capacidad de Fusarium sp. de
degradar contaminantes, como el petréleo crudo, en un cultivo liquido salino. Durante el
estudio se observd una degradacion de aceite inferior en la muestra C con 56% en
comparacion con la muestra A, que mostro una degradacion del 89%, estos resultados
mejoraron significativamente con la adicion de surfactantes como el Tween 80 que
aumentd la degradacion en un 78%, y los surfactantes Tween 40 y Mn?* que aumentaron
en un 67%, todo esto se llevo a cabo a una concentracion inicial de 1000 mg/L durante
un periodo de 60 dias. Ademas, se evidencio la degradacion del n-octadecano por parte
del mismo hongo alcanzando un 89% de degradacién a una concentracion inicial de 125

mg/L después de 60 dias.

También, Al-Otibi et al., (2023) evaluaron la capacidad de tolerancia de Fusarium
proliferatu y Fusarium verticillioides a la presencia de hidrocarburos, mediante la
determinacion de su respuesta de inhibicién (DIR) a una concentracién de 10mg/L de
contaminante, los resultados revelaron que Fusarium proliferatum mostré mayor tasa de
crecimiento, alcanzando un impresionante porcentaje de degradacion de aceite usado del
77,14%, en contraste, Fusarium verticillioides exhibi6 el menor porcentaje de
degradacion con un 42,22% al enfrentarse a aceites mixtos que contenian aceite crudo,

aceite usado, diesel y queroseno.

Por otro lado, con otro tipo de contaminantes como el endosulfan, que es ampliamente

reconocido como un pesticida organoclorado, Siddique et al., (2003) han demostrado que
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después de 12 dias este compuesto puede ser metabolizado por Fusarium ventricosum a
endosulfan diol y éter que son compuestos de menor toxicidad, durante el ensayo se

utilizé una concentracion inicial de contaminante de 100 mg/L.

Akinpelu et al., (2018) muestran la capacidad de Fusarium oxysporum aislado de la
rizosfera de Zea mays contaminada con pesticidas a base de cianuro libre, donde después
de 5 dias y con una concentracion inicial de 100mg/L de contaminante, se observa una

notable eficiencia de degradacion del 77,6%.

Finalmente, Porri et al., (2011) destacan la capacidad de Fusarium oxysporum para
degradar completamente un colorante azoico textil-glicoconjugado de sintesis quimica
(4-{N,N-Bis[2-(D-galactopiranos6-iloxi)etil]-amino}azobenceno:GAD-4), en este
estudio se logré una degradacién del 100% después de 7 dias de incubacion en un medio

liquido cuya concentracién final fue de 150 mg/L.

4.2.4 Ensayos de tolerancia

En la Tabla 13 se visualiza el hongo H3 en los ensayos de tolerancia; en el cual se puede
observar que a los 15 ppm el hongo es donde presenta mayor crecimiento con 81,11 mm
a los 11 dias; a diferencia de a los 40 ppm donde se observé el menor crecimiento; con
un didmetro de 23,45 mm, comparando con el control donde a los 8 dias ocup6 toda la

caja Petri. A los 45 ppm el hongo no presentd crecimiento.

Tabla 13. Ensayos de tolerancia del hongo H3.

Concentracion Medio con CBZ Control
CBz
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5 ppm

10ppm

15 ppm

20 ppm
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25 ppm

30 ppm

35 ppm

40 ppm
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No se presenta crecimiento
45 ppm

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

Por otro lado, con el hongo H6, se puede observar que a los 25 ppm el hongo es donde
presenta mayor crecimiento con 87,31 mm a los 11 dias; a diferencia de a los 40 ppm
donde se observo el menor crecimiento con un didmetro de 66,56 mm, comparando con
el control donde a los 6 dias ocupd toda la caja Petri como se observa en la Tabla 14.
Adicionalmente, este hongo si presento crecimiento a los 45 y 50 ppm, que fue la

concentracidon méaxima evaluada.

Tabla 14. Ensayos de tolerancia del hongo H6.

Concentracién Medio con CBZ Control
CBZ

S5ppm

45



10 ppm

15 ppm

20 ppm
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25 ppm

30 ppm

35 ppm

40 ppm
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45 ppm

50 ppm

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

En la Figura 12, se visualiza el hongo H3 (linea roja) y el hongo H6 (linea amarilla), cuyo
eje de las abscisas representa las diferentes concentraciones del contaminante
carbamazepina a las que se expuso el microorganismo y el eje de las ordenadas representa

el indice de tolerancia final de cada microorganismo por concentracion de contaminante.
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Gréfica de crecimiento de ensayos de tolerancia.
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Figura 12. Ensayos de tolerancia de los hongos H6 y H3 en medio Czapek Dox modificado con contaminante.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

En cuanto al hongo H3, a los 25ppm fue cuando present6 el menor indice de tolerancia
con un valor de 0,78 mientras que a 15 ppm de concentracion del contaminante
carbamazepina existio el mayor indice de tolerancia 0,99. Por otro lado, el hongo H6
tuvo el menor indice de tolerancia a los 15ppm con 0,83, pero a los 40 ppm tuvo un valor
de 1,19 siendo el valor mas alto; considerando para la interpretacion, que segun Oladipo
et al., (2018) los valores mayores o iguales a uno presentan una tolerancia muy alta,
valores entre 0,80 y 0,99 una tolerancia alta, valores entre 0,60 y 0,79 tolerancia
moderada, valores entre 0,40 y 0,59 una tolerancia baja y de 0,00 a 0,39 una tolerancia
muy baja.

Se puede concluir que, en el caso del hongo H3 se visualiza que a mayor concentracion

de CBZ menor tolerancia, similar a los resultados obtenidos por Alharbi et al., (2019)
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donde a la concentracion inicial mas baja de 1,25 mg/L la eficiencia de eliminacion de
CBZ fue menor que la obtenida a las concentraciones mas altas de 5 mg/L; sin embargo,
en el caso del hongo H6 se observa una alta tolerancia a la maxima concentracion
evaluada; esto podria deberse a diferentes factores como la concentracion inicial del
contaminante emergente, a la actividad enzimaética, el tiempo de incubacion y al tipo de
hongo. Como (Kasonga et al., 2021) mencionan en su trabajo, a una concentracion de 5
mg/L de carbamazepina Aspergillus niger y Rhizopus microsporus asi como Trametes
polizona mostraron un porcentaje de tolerancia superior al 70%. Por otro lado, el
porcentaje de tolerancia de Mucor circinelloides y Trichoderma longibrachiatum fue
inferior al 70% en la misma concentracion, no obstante, a una concentracion de
carbamazepina de 5 mg/L Aspergillus niger y Rhizopus microsporus no experimentaron
una disminucion significativa en su tolerancia, logrando solo Aspergillus niger alcanzar

una tolerancia del 70% a una concentracion de 10 mg/L de carbamazepina.

Por otro lado, Castellet-Rovira et al. (2018) menciona que, si las concentraciones de los
contaminantes son superiores a un valor umbral establecido, las especies fungicas activan
su metabolismo o inducen su toxicidad. Para los hongos Trametes versicolor, Ganoderma
lucidum, Irpex lacteus, Stropharia rugosoannulata, Gymnopilus luteofoliusand y
Agrocybe erebia se presenta un buen crecimiento de biomasa al exponerse a
contaminantes, detectando las enzimas lacasa y MnP (Manganeso peroxidasa) como

indicadores de actividad metabdlica.

A modo de informacién complementaria, cabe destacar que en los Gltimos afios, se ha
trabajado con hongos de podredumbre blanca para la degradacién de contaminantes
emergentes como la carbamazepina, por lo que para proximos estudios se puede incluir
este tipo de hongos en los estudios de tolerancia; segun lo mencionado por Rodriguez et

al., (2010), el hongo Trametes versicolor y otros hongos de podredumbre blanca, han
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presentado resultados prometedores en la degradacién de la carbamazepina, un
compuesto altamente persistente, logrando una degradacion de hasta el 50%, debido a la
complejidad de sus sistemas enzimaticos, capaces de actuar sobre diversos sustratos a
través del ataque de sus enzimas extracelulares como la lacasa, lignina peroxidasa,
manganeso peroxidasa, versatil peroxidasa y enzimas intracelulares del sistema

citocromo P450.

4.2.5 Ensayos de sinergismo-antagonismo

Para llevar a cabo los ensayos de sinergismo-antagonismo se evaluaron 3
concentraciones, una concentracion inicial de 10 ppm, después 25 ppm y luego de 40 ppm
que es la concentracion méaxima que toler6 el hongo H3 en los ensayos previos. Cabe
mencionar que en el caso de la bacteria Enterobacter quasihormaechei en el estudio de

Carrera 'y Olivo, (2023) se alcanzé un indice de tolerancia de 1,22 a 45 ppm.

Esta técnica se utilizé como un ensayo inicial para identificar probables interacciones

simbioticas de diferentes aislados (Anith et al., 2021).

4.2.5.1 Ensayo a 10 ppm

En la Tabla 15 se visualiza el resultado de los ensayos de sinergismo-antagonismo
realizados en diferentes combinaciones entre el hongo H6, H3 y la bacteria Enterobacter
quasihormaechei; obteniendo para H3-bacteria un sinergismo del 75% y para H6-bacteria
un sinergismo del 100%. En estos ensayos el hongo H6 alcanz6 un didmetro de
crecimiento de 88,09 = 1,0 mm a los 10 dias, mientras que el hongo H3 alcanzd un
diametro de 61,1 £ 5,5 mm en el mismo tiempo, sin observarse un halo de inhibicién.
Este sinergismo mayor entre el hongo H6 y la bacteria se respalda con los resultados de
los siguientes dos ensayos, dado que en el caso del ensayo entre los dos hongos y la

bacteria; se obtuvo un sinergismo del 100%, donde en el caso del hongo H6 alcanz6 un
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didmetro mayor de crecimiento de 75,40 £ 5,7 mm a los 10 dias, comparando con el
hongo H3 (50,12 + 1,11 mm) a los diez dias. Por Gltimo, en el ensayo entre los dos hongos
H3-H6 sin la bacteria se observé un sinergismo menor del 50%, en el caso de H3 alcanzd
un diametro de crecimiento de 39,29 mm + 6,40 a los 10 dias, y H6 alcanzd un didmetro
de crecimiento mayor de 70,29 mm + 10,30 de a los 10 dias; lo que seria un indicativo
que la bacteria Enterobacter quasihormaechei influye de manera positiva en el

crecimiento del hongo H6.

Es importante mencionar, que al existir sinergismo entre las especies bacterias y fingicas
las comunidades microbianas mixtas exhiben asociaciones e interacciones Unicas que
podrian resultar en sistemas mas eficientes para la degradacion y eliminacion de
contaminantes. Varios estudios previos han informado mayor biodegradacion de ciertos
contaminantes cuando se utilizan tratamientos combinados de hongos y bacterias en
comparacidn con cultivos puros. Estos pueden desarrollar relaciones sinérgicas mediante
la combinacion de enzimas fungicas y bacterianas, por un lado, las bacterias producen
muchas enzimas oxidorreductoras intra y extracelulares como las azoreductasas, lacasas
y diclorofenolindofenol-reductosa para la degradacion de contaminantes organicos, por
otro lado, muchos hongos poseen enzimas extracelulares, no especificas y no
estereoselectivas como la lignina peroxidasa, lacasa y manganeso peroxidasa que pueden
degradar; obteniendo asi estabilidad, capacidad de sobrevivir al estrés y especializacion
para realizar diferentes tareas en una comunidad microbiana como es la dispersion de

bacterias degradantes por hifas de hongos (Espinosa-Ortiz et al., 2022).
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Por otro lado, al realizar el analisis de cuadrados ortogonales con los resultados obtenidos
a los 10 ppm no se observa una diferencia estadisticamente significativa entre los
controles y los ensayos en el caso de los ensayos: H3 - bacteria, H6 - bacteria y hongos
H3 - H6; sin embargo, en el ensayo de H3 - H6 - bacteria hay diferencia significativa
entre los contrastes y sus testigos, con un valor de p de 0,0006, donde el hongo que

presenta mayor crecimiento en este consorcio es H6.

Tabla 15. Ensayos de sinergismo-antagonismo a 10 ppm.

H3- Enterobacter  H6- Enterobacter H3-H6- H3-H6
quasihormaechei quasihormaechei Enterobacter
quasihormaechei

- Cpel Dox

10pptn - M- €2
I 153

Nota: La flecha indica donde se encuentra la bacteria.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

4.25.2 Ensayo a 25 ppm

En la Tabla 16 se visualiza el resultado de los ensayos de sinergismo-antagonismo
realizados en diferentes combinaciones entre el hongo H6, H3 y la bacteria Enterobacter
quasihormaechei a 25ppm; en la que se establece que el hongo H3 y la bacteria tuvieron
un sinergismo del 75%, mientras que para H6-bacteria el sinergismo fue del 100%, en el
que el hongo H6 alcanz6 un diametro de crecimiento de 84,97 + 0,68 mm a los 10 dias,
mientras que el hongo H3 alcanzé un diametro de 58,64 + 21,85 mm a los diez dias, sin

observarse un halo de inhibicidn, similar a los resultados reportados a 10 ppm.

Por otro lado, al evaluar el resultado del ensayo de sinergismo-antagonismo entre el H6,

H3 y Enterobacter quasihormaechei; se obtuvo un sinergismo del 100%. En el caso del
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H6 alcanzd un didmetro de crecimiento de 69,34 + 2,76 mm a los 10 dias, mientras que
el H3 alcanz6 un didmetro de 68,25 + 7,13 mm a los diez dias. Y en el caso del ensayo
de sinergismo-antagonismo entre H6 y H3, se observd un sinergismo del 75%, donde H6
present6 un diametro de 68,96 mm * 3,98 a los 10 dias, mientras que H3 alcanz6 un
didmetro de 55,68 mm + 16,60 a los diez dias; pudiéndose observar que el hongo H6 se
desarroll6 mejor a esta concentracion que a los 10 ppm, que significa que tiene una mejor
adaptacion al aumento de la concentracion del contaminante, lo que se evidencio y

explico previamente en los ensayos de tolerancia.

Al realizar el anélisis de cuadrados ortogonales con los resultados obtenidos a los 25 ppm,
estadisticamente no se evidencia que existan diferencias significativas entre los contrastes

y sus testigos, en todos los ensayos, con valores de p > 0.05.

Tabla 16. Ensayos de sinergismo-antagonismo a 25ppm.

H3- Enterobacter H6- Enterobacter H3-H6- H3-H6
quasihormaechei quasihormaechei Enterobacter
quasihormaechei

B G- oo A
H3-MG-¢y $ 250pm77

\:E 12(26 7

e DadpR,

=

PGN- Czanelh 250nm 4
- €3

Nota: La flecha indica donde se encuentra la bacteria.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

4.2.5.3 Ensayo a 40 ppm
En la Tabla 17, se visualiza el resultado de los ensayos de sinergismo-antagonismo
realizados en diferentes combinaciones entre el hongo H6, H3 y la bacteria Enterobacter

quasihormaechei; en los cuales en todos los casos se present6 un sinergismo del 100%.
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Respecto al andlisis de cuadrados ortogonales, se pudo determinar que existen diferencias
estadisticamente significativas al tener p-valor < 0,05 en todos los ensayos, presentando
los siguientes resultados: p = 0,029 para el ensayo de H3 - bacteria, p = 0,0419 para el
ensayo H6 - bacteria, y p = 0,0001 para H3 - H6-bacteria y H3 - H6. Adicionalmente se
determiné que tanto en el ensayo H6 - bacteria, H3 - H6 - bacteria, y H3 - H6; el hongo

H6 fue el que presentd mayor crecimiento.

Tabla 17. Ensayos de sinergismo-antagonismo a 40ppm.

H3- H6- H3-H6- Enterobacter H3-H6
Enterobacter Enterobacter quasihormaechei
quasihormaechei quasihormaechei

Nota: Las flechas indican donde se encuentra la bacteria.
Elaborado por: (Las autoras, 2023).

Para poder determinar en cual de los ensayos se observd mayor crecimiento de los hongos
evaluados, en la Tabla 18 se compara la media de crecimiento de los hongos, donde la
media de crecimiento del hongo H6 fue mayor que el hongo H3 en todos los ensayos,
observandose un mejor crecimiento a los 25 ppm. Con lo que se puede concluir que existe
mejor asociacion para formar consorcios entre el hongo H6 y la bacteria Enterobacter

guasihormaechei.

Tabla 18. Comparacion crecimiento hongos con bacteria Enterobacter
guasihormaechei.

Concentracion H3- H6- H3-H6- H3-H6
de CBZ (ppm) Enterobacter Enterobacter Enterobacter
quasihormaechei quasihormaechei quasihormaechei

H3 H6 H3 H6

10ppm 36,14 55,01 28,59 48,555 26,54 42,78
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Medias de  25ppm 40,98 59,89 4122 47,84 33,39 45,62

crecimiento  40ppm 37,65 52,06 2745 44,09 27,92 4471
(mm)

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

También se puede observar que cuando se realizd el ensayo de los dos hongos con la
bacteria. Se obtienen medianas de crecimiento inferiores a los obtenidos con los ensayos
entre un hongo y una bacteria, esto se puede deber a que al sembrar dos hongos en una
misma caja reducen el espacio de crecimiento de los mismos, sin embargo, no se registrd

antagonismo.

Por ultimo considerando que los hongos caracterizados correspondan al género Fusarium,
Bulkan et al. (2020) menciona que Fusarium oxysporum puede degradar contaminantes
por completo, por lo que se han investigado las mezclas de hongos o consorcios de hongos
con bacterias las cuales posean la capacidad de eliminaciobn mas amplia de
microcontaminantes, siendo importante mencionar que la eficiencia se relaciona
dependientemente con las similitudes de las condiciones de crecimiento entre
microorganismos. EI mecanismo de accidn de los hongos filamentosos que contribuye a
la degradacién de contaminantes se basa en las reacciones Fenton con o sin enzimas
modificadoras de lignina extracelular (LME), siendo este mecanismo de reaccion
particularmente eficaz debido a su alto potencial de oxidacion de radicades de hidroxilo

e inespecificidad (Bulkan et al., 2020).

Respecto al sinergismo entre especies Badia-Fabregat et al. (2017) menciona que
Fusarium oxysporum en su estudio fue un hongo predominante en presencia de
Rhodotorula sp., ademas en los biorreactores donde se realizaron los ensayos se
encontraban comunidades de Enterobacterias sp, es decir que el hongo y la bacteria

crecieron en el mismo medio, y no presentaron inhibicion.
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Fusarium ha sido aislado en diversos estudios debido a que este género ha desempefiado
un papel importante en procesos de degradacién, por ejemplo en el estudio presentado
por Lladd et al., (2013) destaca que Fusarium y Sphingomonas sp se han destacado como
principales cepas degradadoras en un consorcio microbiano, es de destacar que Fusarium
puede mantener interacciones estables con otras bacterias degradadoras, debido a que los
micelios fungicos pueden promover la translocacion microbiana en los ambientes no
saturados de agua mejorando asi la accesibilidad y biodisponibilidad de los contaminantes

e incluso asegurando una relacion sinérgica entre especies.

Por altimo, en cuanto a la bacteria evaluada en este estudio, se ha visto su asociacion en
consorcios con hongos, es asi en el estudio de Jayanthi & Sivagnanam (2014) destacan el
uso de consorcios formados por Enterobacter asburiae, Entrobacter cloacae y especies
fangicas como Aspergillus tamarii y Botryosphaeria laricina, en los que se realizaron
ensayos con concentraciones significativas de contaminante (1000 mg/L) en un medio
acuoso bajo condiciones aerdbicas, donde después de un periodo de incubacion de 4 dias,

se observo una eficiente remocion del 50% del contaminante.
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Conclusiones

Se detectaron 2 hongos filamentoso (H3 y H6) con capacidad de tolerar el
contaminante emergente carbamazepina, utilizdndolo como su fuente de carbono
y crecimiento.

Se determiné que la concentracion a la cual el hongo H3 presenta el mayor indice
de tolerancia (0,99) es a 15 ppm, mientras que el hongo H6 tiene un indice de
tolerancia de 1,19, a 40 ppm.

El mejor consorcio evaluado a 10, 25 y 40 ppm fue el que se encontraba
conformado por el hongo H6 y Enterobacter quasihormaechei, con un sinergismo
del 100 %.

La mejor concentracion de carbamazepina para la formacion de un consorcio entre
los hongos H3, H6 y Enterobacter quasihormaechei fue a los 40 ppm.

El hongo H6 es el que presentd mejor adaptacion bajo las condiciones evaluadas

presentando mayor crecimiento en los ensayos y en los controles.



6 Recomendaciones
- Realizar andlisis moleculares para identificar los microorganismos aislados en
este estudio, para poder indagar su metabolismo y mecanismo de sinergismo que
se puede producir con otros microorganismos.
- Evaluar méas bacterias y hongos para la evaluacion de la formulacion de
consorcios de utilidad en ensayos de degradacion de contaminantes.
- Realizar ensayos de degradacion, para evaluar si el mejor crecimiento reportado

del hongo H6, también se relaciona con una mayor degradacion del contaminante.
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8 Anexos

Anexo 1. Hongos aislados a partir de muestras ambientales.

Sitio de Cadigo de la Origen Imagen macroscopica del hongo
muestreo muestra de la
muestra
H24 Suelo

Salasaca

H26 Suelo
H25 Suelo
H16 Suelo
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H8 Suelo
H2 Suelo
H20 Suelo
H21 Suelo

Barfios
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H23 Suelo
H14 Suelo
H28 Suelo
H30 Suelo
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H17 Suelo

H22 Suelo
Puyo

H9 Suelo
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H7 Suelo
H27 Suelo
H29 Suelo
H13 Suelo
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H1 Arbol
Mindo

H3 Arbol

H19 Arbol

H6 Suelo
Sucumbios

H15 Arbol
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H11 Arbol
H18 Arbol
H4 Arbol
H5 Arbol
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H12
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