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RESUMEN

Los metales pesados se encuentran en bajas concentraciones, pero debido al aumento de las
actividades antropogeénicas esta siendo una gran problemética en la actualidad. El objetivo de
esta investigacion fue identificar y evaluar la capacidad micorremediadora de una cepa de
microhongo filamentoso enfocdndonos en la dinamica de crecimiento e interaccion fngica con
los metales pesados de plomo, cromo y cadmio bajo condiciones controladas de laboratorio. En
primer lugar, se llevd a cabo la preparacion del medio sélido y liquido para la inoculacion del
hongo, posteriormente, se realizd un control de crecimiento en el medio sélido a través de
mediciones, mientras que en el medio liquido se realizo la recoleccion del micelio de los viales
para el procesamiento de muestras. A continuacion, mediante una ecuacion de porcentaje de
inhibicion e indice de tolerancia, se registrd la actividad flngica en respuesta a los metales
pesados, también, se ejecutd la extraccion de ADN, amplificacién por PCR convencional,
purificacion y secuenciacion Sanger para la caracterizacion del microhongo filamentoso
efectuando asi el arbol filogenético. El rendimiento de este estudio defiende que el microhongo
filamentoso es potencial biorremediador para suelos contaminados con cromo, ya que indica
un alto indice de tolerancia y una inhibicion del 0% para medios sélidos contaminados con
dicho metal, exponiendo una dinamica de crecimiento inusual en comparacion al control y
demas tratamientos, asimismo, presenta una ligera tolerancia a medios contaminados con plomo
con un porcentaje de inhibicién entre 21% a 38% y finalmente por la presencia de cadmio el

crecimiento se inhibio al 100%.

Palabras clave: Fusarium, micorremediacion, indice de tolerancia, metales pesados,

crecimiento, porcentaje de inhibicién



ABSTRACT

Heavy metals are found in low concentrations, but due to the increase in anthropogenic
activities, this is becoming a major problem today. The objective of this research was to identify
and evaluate the mycoremediation capacity of a strain of filamentous microfungus, focusing on
the dynamics of fungal growth and interaction with the heavy metals lead, chromium and
cadmium under controlled laboratory conditions. First, the preparation of the solid and liquid
medium for the inoculation of the fungus was carried out. Subsequently, growth control was
carried out in the solid medium through measurements, while in the liquid medium the
mycelium was collected from the vials for sample processing. Next, through an equation of
percentage inhibition and tolerance index, the fungal activity in response to heavy metals was
recorded. Also, DNA extraction, conventional PCR amplification, purification and sequencing
were carried out for the characterization of the filamentous microfungus by making the
phylogenetic tree. The performance of this study supports that the filamentous microfungus is
a potential bioremediator for soils contaminated with chromium, since it indicates a high
tolerance index and a 0% inhibition for solid media contaminated with this metal, exhibiting an
unusual growth dynamic compared to the control and other treatments. It also shows a slight
tolerance to media contaminated with lead with an inhibition percentage between 21% and 38%

and finally, due to the presence of cadmium, growth was inhibited by 100%.

Keywords: Fusarium, mycoremediation, tolerance index, heavy metals, growth,

inhibition percentage.
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Capitulo 1

Antecedentes

1.1. Introduccion

Los metales pesados son elementos quimicos letales y toxicos de alta densidad, que
presentan la caracteristica de acumularse en los tejidos de los organismos vivos. En la tierra se
encuentran en concentraciones minimas por su origen geogénico como las erupciones
volcénicas o proveniente de las rocas madres, pero debido al aumento de las actividades
antropogénicas estas concentraciones en la actualidad son alarmantes, ya que se encuentran en

el agua, aire y suelos (Maftouh et al., 2024).

Desde los afios noventa se han utilizados métodos convencionales para la eliminacién
de contaminantes del medio ambiente como la coagulacion quimica, adsorcién, precipitacion,
filtracion de membrana, actividad de oxido-reduccion, pero en la actualidad debido a los costos,
depdsitos secundarios, baja eficiencia en la remediacion de estos contaminantes se ha visto la

necesidad de encontrar alternativas mas sostenibles (Zare et al., 2024).

Enfoques biotecnol6gicos innovadores como la biorremediacion esté siendo una de las
alternativas mas sostenibles a las técnicas convenciones, es un proceso por el cual se usan
organismos vivos para que a través de los mecanismos de defensa o supervivencia estos
eliminen los contaminantes y los transformen en formas menos toxicas (Zare et al., 2024).
Actualmente, los hongos se han visto como una propuesta prometedora a la biorremediacion
debido a que poseen la capacidad de bioacumulacion, biomineralizacion, biosorcion y

biotransformacion (Singh et al., 2021).

De acuerdo con (Yusuf et al., 2024) sugiere que los hongos son un potencial prometedor
para la biorremediacion de metales pesados por lo que el objetivo de esta investigacion fue

identificar y evaluar una cepa de microhongo filamentoso enfocandonos en la dinamica de



crecimiento e interaccion fangica con los metales pesados de plomo, cromo y cadmio bajo

condiciones controladas de laboratorio.

1.2. Planteamiento del problema

Algunos metales pesados se encuentran de forma natural en bajas concentraciones en el
agua, aire, suelo y rocas, pero debido al aumento de las actividades antropogénicas como la
mineria, el uso de pesticidas, el desecho de residuos industriales, los niveles de metales pesados
han ido aumentando exponencialmente poniendo en riesgo la salud de los humanos y el
medioambiente, también tienden a infiltrarse de las fuentes naturales pudiendo acumularse en

la cadena alimentaria de los seres vivos (Singh et al., 2024).

El cadmio, mercurio, cobre, arsénico, plomo, zinc, uranio y el cromo son los metales
gue mas presentes estan, clasificados como potenciales riesgos debido a su alta toxicidad,
aunque estén presentes en trazas (Muzammal, 2023). Segun Jabeen et al., 2009, el plomo puede
acumularse en los suelo de 150 a 5000 afios, el cadmio puede estar presente al menos entre unos
10 a 30 afios, y la principal exposicion de estos metales pesados para los humanos es
proveniente de la vegetacion causando efectos irreversibles como afectaciones del cerebro,
alteraciones teratogénicas, generacion de cancer, entre otros, y los suelos en la actualidad
presentan niveles altos de contaminacion por metales pesados, no solo presentes en los suelos

sino aguas, y aire (Muzammal, 2023).

Si bien es cierto los hongos son una solucién prometedora para la remediacion de los
metales pesados, pero la falta de identificacion de nuevas especies de hongos resalta la
necesidad de investigaciones mas exhaustivas sobre los mecanismos de accién y la integracion

de nuevas especies en este campo de la biorremediacion (Majumdar, 2024).



1.2.2. Pregunta de investigacion

¢El microhongo filamentoso aislado de suelos del huerto de la Universidad Politécnica
Salesiana, sede Guayaquil, via a la costa cuando es cultivado en medios contaminados con
metales pesados de plomo, cromo y cadmio muestra la capacidad de crecimiento y tolerancia

de los metales pesados?

1.3. Delimitaciones

El microhongo filamentoso aislado fue de suelos pertenecientes al huerto de la
Universidad Politécnica Salesiana, sede Guayaquil, en ensayos de identificacion de
microorganismos capaces de biorremediar metales pesados. Se evidencio la presencia de un
microhongo filamentoso en suelos contaminados con concentraciones de plomo a 100 ppm por
lo que se tom6 muestra del suelo y parte del microhongo filamentoso en una funda estéril con
zip para posteriormente comenzar los ensayos de la investigacion en el Centro de

Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE).

Debido al tiempo estimado de la investigacion, nos delimitamos a evaluar la capacidad
biorremediadora de plomo, cromo y cadmio debido a la alta toxicidad y persistencia que tienen
estos metales pesados en el medioambiente (Bouida et al., 2022), ajustando concentraciones

mas altas de los ensayos previos.

La metodologia de la investigacion se basé en métodos experimentales en condiciones
controladas de laboratorio, usando medios liquidos y medios sélidos para el analisis de la
dindmica de crecimiento radial y de la capacidad de tolerancia, limitdndonos a ensayos in vitro

Yy no en campos con suelos contaminados.



1.4. Justificacién

El presente proyecto se justifica por el campo poco explorado de los hongos y su
eficiente capacidad de biorremediacion de contaminantes como los metales pesados, el objetivo
de este proyecto se enfoca en la identificacion y evaluacion de crecimiento de un microhongo
filamentoso con potencial biorremediador de metales pesados, expuesto en medios liquidos y
solidos bajo condiciones controladas contribuyendo a presentar bases sélidas para futuras
aplicaciones biotecnoldgicas fomentando el desarrollo de tecnologias méas sostenibles en

relacion a la descontaminacion de aire, aguas y suelos de estos metales pesados.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad biorremediadora de metales pesados de plomo, cadmio y cromo

de un microhongo filamentoso bajo condiciones controladas de laboratorio.

1.5.2. Objetivos Especificos

Caracterizar molecularmente al microhongo filamentoso aislado de suelos

contaminados con metales pesados.

Analizar el crecimiento radial del microhongo filamentoso en medios de cultivos sélidos

a diferentes concentraciones de metales pesados de plomo, cromo y cadmio.

Determinar la dinamica de crecimiento del microhongo filamentoso en medios de

cultivos liquidos a diferentes concentraciones de metales pesados de plomo, cromo y cadmio.

1.6. Hipdtesis

El microhongo filamentoso aislado del suelo del huerto de la Universidad Politécnica

Salesiana, sede guayaquil, via a la costa con metales pesados, cuando es cultivado bajo



condiciones controladas de laboratorio, exhibe una alta capacidad de biorremediacion y una
dinamica de crecimiento diferenciada en medios de cultivo solidos y liquidos, incluso en
presencia de concentraciones variables de plomo, cadmio y cromo, lo que sugiere un potencial

significativo en la remediacion de ambientes contaminados.

Capitulo 2

Marco Tedrico

2.1. Hongos filamentosos

Los microhongos filamentosos crecen en forma de hifas continuas o discontinuas
formando estructuras alargadas, el conjunto de las hifas forman el micelio del hongo, se
reproducen de forma sexual o asexual. Su metabolismo puede heterétrofo, saprofito,
alimentandose de materia organica, el habitat de los microhongos filamentosos puede ser agua,
suelos, materia organica llegando a soportar condiciones de salinidad, bajas temperaturas, y

ambientes con poco oxigeno Ruiz et al., 2014.

Los hongos compuestos por especies multicelulares y unicelulares se clasifican como
segundos mas grandes después de los insectos. La variedad macroflingica tiene una funcién
reguladora en el ecosistema como en el ciclo de algunos nutrientes, ya sea como patdgenos,
descomponedores o mutualistas, y algunos de estos hongos son usados de forma medicinal,

como alimento y otros pueden llegar a ser toxicos segun Zeb et al., (2023).

Grace et al.,, (2022) argumentan que los hongos filamentosos remedian los
contaminantes a través de redes miceliales que facilitan la absorcidn y el transporte de nutrientes,

asi como la liberacion de enzimas extracelulares y otros componentes organicos.



2.2. Metales pesados

Existen dos actividades naturales por las cuales se puede dar la acumulacién de metales
pesados en el medio ambiente como la erosion de las rocas y las erupciones volcanicas, pero
las actividades antropogeénicas es una de las principales causas por las cuales existe una alta
concentracion de metales pesados en el medio ambiente, tales como la mineria, la agricultura,

el desecho de aguas residuales entre otros de acuerdo con Abo-Alkasem et al., (2023)

Hossain et al., 2021 argumenta a través de su estudio como afecta el lixiviado industrial
por la contaminacién metalica que se ve aumentada por las actividades manufactureras, como
los efluentes procedentes de fabricas de baterias, ropa, curtidurias entre otras. También, las
aguas residuales de industrias textiles se vierten de forma indiscriminada en enormes cantidades
derramando con frecuencia desechos comerciales. Los metales pesados presentes en el agua, a
un ph elevado se precipitan formando particulas sélidas que se adhieren a la superficie de los
sedimentos y una vez absorbidos se despiden al agua superpuesta siempre y cuando la
concentracion de oxigeno sea menor a 7mg/L, esto se vera influenciado por los mismos
contaminantes presentes en los desechos industriales que aumentan la demanda de oxigeno, lo

que afecta al habitat de ciertos organismos bentonicos.

Asimismo, segin Hossain et al., 2021, indican que muchos metales pesados son toxicos
para los seres vivos a causa de su alta duracion y bioacumulacién en el agua o el suelo, puesto
que estos pueden modificar la cadena alimentaria mediante los peces, que acumulan dichos
contaminantes en sus 6rganos y espinas. También, Jiang et al., 2023 argumentan que utilizar el
agua contaminada para riego agricola representa una amenaza que puede causar riesgos
significativos para la salud humana, como dafios irreversibles en los pulmones, el corazén, los

vasos sanguineos del cerebro, el sistema inmunoldgico y otros.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669024022726#bib15

2.3. Micorremediacion y mecanismos de accién

En la micorremediacion se incluyen técnicas como la bioestimulacion en donde se
afiaden nutrientes para mejorar la actividad microbiana, bioaumentacion que implica la adicion
de microorganismos que puedan modificar la concentracién de metales pesados en el medio, la
bioacumulacion utiliza células vivas para retener los contaminantes dentro de ellas y biosorcién
fuera de ellas, permitiendo adherirse a la membrana externa de los microorganismos. Estas
técnicas se caracterizan por ser tecnologias de remediacion promisorias desde el punto de vista

economico y de efectividad (Valdez et al., 2023).

Tamim (2023) discute que, en la biotransformacion los hongos cuentan con la
produccion de enzimas que provocan transformaciones quimicas en los metales pesados, asi,
mediante procesos metabdlicos pueden modificar su estado de oxidacion, esto implica la
transferencia de electrones convirtiendo los metales en compuestos mas sencillos afectando a
su solubilidad y biodisponibilidad. Los mecanismos de tolerancia a metales pesados tienen una
funcion importante en la micorremediacion, porque en el secuestro extracelular, los hongos
liberan moléculas quelantes como proteinas o glucanos que se unen a los metales pesados,
quedando asi, los metales inmovilizandolos en la matriz, teniendo la capacidad de capturar
metales pesados fuera de la célula evitando su interaccién con estructuras celulares internas

minimizando su toxicidad por biosorcion.

2.4. Extraccion de ADN

En la actualidad, la mayor parte de los kits comerciales de extraccion de ADN se
desarrollan a partir de la extraccion en fase solida, dado que se posee ventajas intrinsecas,
incluido el uso limitado de reactivos organicos nocivos, la simplicidad de operacion manual y
alto rendimiento. La extracciébn de ADN generalmente conlleva la rotura de la membrana

celular, la integracion de los acidos nucleicos a los adsorbentes, el lavado de las sustancias no



adheridas a los adsorbentes y, para concluir, la elucion del ADN de los adsorbentes (Zhang et

al., 2024)

2.5. Arbol filogenético

El arbol filogenético recopila informacion de caracteres morfologicos y moleculares
representando relaciones evolutivas entres organismos u otras especies entre si, derivando de
un ancestro en comun. Se representan a través de diagramas bifurcados que para la construccion
de este se usan distintos métodos que usan la distancia para estimar los parentescos con otros
organismos o secuencias como lo son la maxima parsimonia y verosimilitud. Las cladogramas
es la representacion del patron de ramificacion sin las ramas que relacionan la divergencia entre
organismos o secuencias, los filogramas es la representacion de las longitudes relacionadas a la
divergencia entre organismos 0 secuencias y los cronogramas son las longitudes que
representan el tiempo de divergencia entre los organismos que se estan analizando. La
clasificacion de los arboles filogenéticos esta dado por ser arboles enraizados que son los que
tienen en su estructura nodos que llega hasta el ancestro mas reciente, y estan los arboles no

enraizados que solo representan el parentesco (Moreira, 2023).

Capitulo 3

Materiales y Métodos

3.1. Materiales

Dentro del desarrollo experimental del proyecto se usaron varios materiales, reactivos

y equipos que se detallan en la tablal.

Tabla 1. Contenido de materiales, reactivos y equipos usados.

Materiales Reactivos Equipos




uL, 1000 pL)

Cajas Petri Medio de cultivo PDA Balanza analitica
Viales de 25 ml Cadmiumchlorid-1-hydrat Autoclave
Puntas (100 pL, 200 Potassium dichromate Incubadora

pipetas (500 pL, 1000

1)

Plomo (Il) Acetato 3-Hidrato

Cabina de bioseguridad

Matraz Erlenmeyer

(100 ml)

Medio de cultivo PDB

Espectrofotometro

Agua destilada

Termociclador

Aislamiento fangico

Nanodrop

Sacabocado de 5mm

Sondas de ADN

Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)

3.2. Disefio experimental

Los ensayos realizados en la investigacion siguieron un disefio completamente al azar

ya que al encontrarse bajo condiciones controladas del laboratorio no existian factores externos

que influyeran directamente sobre los tratamientos llegando a afectar las variables dependientes.
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El disefio experimental consistio que por cada metal pesados (Pb, Cr y Cd) obteniamos

5 tratamientos TO, T1, T2, T3, T4 y T5 correspondientes a las diferentes concentraciones que

se expuso al microhongo filamentoso siendo un control Oppm, 100 ppm, 250 ppm, 500 ppm,

750 ppm y 1000 ppm. Se realizaron cuatro replicas por cada tratamiento para distribuir

proporcionalmente las variables externas que pudieron haber inferido sore los tratamientos,

reduciendo la variabilidad y teniendo un bajo margen de error a la hora de toma de resultados

en los diferentes medios que se estaba trabajando.

Tabla 2. Modelo de Disefio experimental.

Metal pesado

Concentraciones

Replica 1

Replica 2

Replica 3

Replica 4

Concentraciones

Pb (ppm)

0

100

250

500

750

1000

Cd (ppm)

0

100

250

500

750

1000

Cr (ppm)

0

100

250

500

750

1000

Elaborado por: Gusqui, Martinez, (2024)
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3.2. Metodologia de investigacion

El desarrollo de esta investigacion tuvo un enfoque experimental, analitico y
cuantitativo, estructurandose en tres fases, la primera fase fue la exposicion del microhongo
filamentoso a los medios solidos contaminados donde se analiz6 su crecimiento radial en la
cajas de Petri, la segunda fase fue la exposicién del microhongo filamentoso a los medios
liquidos contaminados obtenido resultados cuantitativos a través de la capacidad de absorcion
de metales pesados y, por ultimo, se tuvo la identificacion molecular del microhongo
filamentoso para la creacion del arbol filogenético, con procesos de analisis en software
estadisticos. Las dos primeras fases corresponden a un enfoque experimental seguido que la

fase tercera que tiene un enfoque netamente analitico.

3.3. Ubicaciéon de muestreo

El microhongo filamentoso se aislé de suelos contaminados del huerto de la
Universidad Politécnica Salesiana, sede Guayaquil en el Campus Maria Auxiliadora que
por estudios previos por parte de la docencia de la universidad se pudo obtener recolectar
las muestras. Las investigaciones posteriores sobre el microhongo filamentoso y su
capacidad de biorremediacion se llevaron a cabo en el Centro de Investigaciones

Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) bajo condiciones controladas de laboratorio.
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Figura 1. Ubicacion geogréfica de la recoleccion de muestra de suelos contaminados del
huerto de la Universidad Politécnica Salesiana, ubicado en las coordenadas 2°11'43.5"S

80°02'37.5"W.

2°11'43.5"S 80°02'37.5"W

Elaborado por: Gusqui & Martinez (2024)

3.4. Variables de investigacion

3.4.1 Variables independientes

Concentracién de metales pesados

Las concentraciones de plomo, cromo y cadmio fueron cruciales para la investigacion
debido a que dentro de esta se expuso a altas concentraciones tomando como referencia las
concentraciones que tenian los suelos de donde se tomaron las muestras, ajustandolas

concentraciones mayores de los ensayos previo que ya se tenian, con rangos de 100 ppm a 1000

ppm.

Medio de cultivo
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Dentro del proceso experimental se decidié usar un medio liquido (PBD) y medio sélido
(PDA) para el analisis de la dinamica de crecimiento que tenia el microhongo filamentoso en
condiciones simuladas a la de suelos contaminados y para la determinacion de la biomasa en

los medios liquidos obteniendo la eficiencia de la remocion de los metales pesados.

3.4. Variables dependientes

Crecimiento radial

El crecimiento radial del microhongo filamentos se obtuvo del crecimiento observado

en los medios sélidos.

Biomasa

De los medios liquidos se obtuvo la cantidad de biomasa que fue capaz de crecer y

tolerar los medios contaminados con estos metales pesados.

Capacidad biorremediadora

El andlisis de la capacidad biorremediadora fue registrada de los anélisis de las

concentraciones iniciales y finales de los metales pesados en el medio.

3.4.3 Variables controladas

Temperatura de 28 grados centigrados

El periodo de incubacién

El periodo de exposicion del microhongo filamentoso a los medios contaminados fue
de 20 dias donde se tomd de referencia la dindmica de crecimientos en los controles registrando

el tiempo en el cual el microhongo filamentoso crecia lo suficiente.
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Volumen de medio de cultivo

El volumen tanto para los medios de cultivo liquido como para los medios sélidos se

tomaba la precaucion que fueron los mismo para todos los tratamientos y replicadas.

3.5. Procedimiento

3.5.1. Fase 1: Recoleccidn de muestra

Se recolectaron muestras de los suelos de los ensayos previos, tomando parte del
microhongo filamentoso que se visualizo, se recolectaron aproximadamente 20 gramos de
muestra en fundas estériles que posterior a ello se transportaron al Centro de Investigaciones

Biotecnoldgicas del Ecuador.

3.5.2. Fase 1: Aislamiento de microhongo filamentoso

En esta parte de la primera fase del proyecto se esterilizaron previamente los materiales
necesarios como bisturi, pinzas, placas de Petri con el medio de cultivo solido PDA, se procedi6
a trabajar en la cdmara de flujo laminar para estar en las condiciones estériles necesarias para
evitar contaminaciones. Se procedi6 a abrir la funda con la muestra de suelo y parte del
microhongo filamentoso con ayuda del bisturi se extrajo tejido del hongo pasando la muestra
por una solucién de hipoclorito al 1% durante 1 minuto haciendo tres lavados seguidos en agua
destilada para eliminar totalmente la solucion de hipoclorito, después con la ayuda del bisturi
se inoculo la muestra del hongo en la caja Petri, y para finalizar y evitar contaminaciones se

sell6 la caja con Parafilm e incubando la placa a una temperatura de 28 grados centigrados.

3.5.3. Fase 1: Preparacion de medio sélido

Se utilizaron 6 frascos Schott para la preparacion de los medios de cultivos con los
diferentes metales pesados, por cada metal pesados se preparé 6 frascos con los distintos

tratamientos que se tenian TO, T1 (100ppm), T2 (250 ppm), T3 (500 ppm), T4 (750 ppm) y T5
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(1000 ppm) donde se aforaron con 60 ml de agua destilada con 0,9 gramos de medio PDA por

cada frasco. Posterior a ello se procedio a calcular la cantidad de los reactivos necesario para

alcanzar la concentracion requerida detallado en la siguiente (ver tabla. 3). Cuando se pesaron

las cantidades necesaria de los reactivos, medio de cultivo y se mido el agua destilada se

procedid a autoclavar los frascos a 120 grados centigrados por una hora para esterilizarlos.

Tabla 3. Cantidades de reactivos para los tratamientos de plomo, cromo y cadmio en PDA.

Reactivos TO T1 T2 T3 T4 T5
(control) | (100ppm) | (250ppm) | (500ppm) | (750ppm) | (1000ppm)

Plomo O0g 0,019 0,02¢ 0,059 0,08 g 0,11¢

Plomo (I1)

Acetato 3-

Hidrato

Cromo O0g 0,03g 0,089 0,17 g 0,26 g 0,35¢g

Potassium

dichromate

Cadmio 0g 0,01g 0,02 g 0,059 0,08 g 0,11 ¢

Cadmiumchlor

id-1-hydrate

Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)
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Figura 2. Procedimiento de la preparacién del medio solido (PDA).
s
\

60 ml agua destilada (,) 0.9 g PDA

T1 T T3 T4 T5
100ppm 250ppm 500ppm  750ppm 1000ppm

4

120°C-1H

Elaborado por: Gusqui & Martinez (2024)

3.5.4. Fase 1: Inoculacién de hongo

Una vez que los frascos estén estéril se procedio a dispensar en la cdmara de flujo
laminar el contenido en cuatro caja de Petri por cada tratamiento, luego cuando los medios se
solidificaron se procedié dividir la cajas en la parte exterior en cuatro cuadrantes y también se
procedio a llevar la caja donde se aisl6 el microhongo filamentoso a la camara de flujo laminar
y con un sacabocado de 5mm se recolecto la muestra del microhongo filamentoso de cualquier
lugar de la caja donde se aislo previamente colocandolo en el centro de los cuadrantes sellando

cada una de las cajas con Parafilm.
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Figura 3. Procedimiento de la inoculacion del microhongo filamentoso en el medio sélido (PDA).

\ Dispension de medio de cultivo (PDA)
— '
S / ] N Inoculacién de microhongo
' ‘ filamentoso

Q
l
|

PO

T3 T4 T5
X4 100ppm 250ppm 500ppm 750ppm 1000ppm
X4 X4 X4 X4 X4

Elaborado por: (Gusqui & Martinez, 2024)

3.5.5. Fase 1: Condiciones de incubacién

Todas las cajas de Petri previamente inoculadas se llevaron a la incubadora a 28 grados

centigrados por 9 dias.

3.5.6. Fase 1: Registro de resultados

Por cada tratamiento se obtuvieron 4 réplicas, se identificaron previamente como R1,
R2, R3 'y R4. Un dia después de la inoculacion se revisé para registrar el crecimiento y a partir
de ahi se comenzé a medir el crecimiento diariamente por los 9 dias que se plantearon donde
con los registros diarios del crecimiento y con el procesamiento de esos datos se obtuvieron los
resultados del indice de tolerancia refiriéndose a la capacidad que presenta el microhongo
filamentoso de tolerar el estres, se determino para cada metal donde se hicieron los calculos en

funcién de la medicion del crecimiento de la colonia (mm) en cada tratamiento (HMFG)
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dividido para el crecimiento en (mm) de las colonias del hongo en el tratamiento de control

(CFG) (Calvillo, 2021).

= HMFG
"~ CFG

Con los datos también se obtuvo el porcentaje de inhibicion con relacion a la capacidad
de cada uno de los tratamientos para inhibir el crecimiento del microhongo filamentoso que se
obtuvo de la diferencia del diametro de la colonia (mm) de los diferentes tratamientos (C) entre
el diametro del control (mm) (T) dividiendo para el didmetro de la colonia del control (mm) (T)

multiplicado por 100 (Calvillo, 2021).

T
Pl * 100

3.5.7. Fase 2: Preparacion de medio liquido

Para cada tratamiento TO, T1 (100ppm), T2 (250 ppm), T3 (500 ppm), T4 (750 ppm) y
T5 (1000 ppm) se prepar0 viales de vidrio con 25 ml de agua de destilada, 0,6 gramos de medio
de cultivo PDB y el reactivo con los diferentes metales pesados. Para cada tratamiento TO, T1
(100ppm), T2 (250 ppm), T3 (500 ppm), T4 (750 ppm) y T5 (1000 ppm) se prepararon 4
réplicas. Posterior a ello se procedid a calcular la cantidad de los reactivos necesario para
alcanzar la concentracién requerida detallado en la siguiente (ver tabla. 4). Con ello, por cada
metal pesado se prepar6 un frasco de medio de cultivo de PDB sin contaminante. Cuando se
pesaron las cantidades necesaria de los reactivos, medio de cultivo y se mido el agua destilada

se procedio a autoclavar los frascos a 120 grados centigrados por una hora para esterilizarlos.
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Tabla 4. Cantidades de reactivos para los tratamientos de plomo, cromo y cadmio en medio

de cultivo liquido (PDB).

id-1-hydrate

Cadmiumchlor

Reactivos TO T1 T2 T3 T4 T5
(control) | (100ppm) | (250ppm) | (500ppm) | (750ppm) | (1000ppm)

Plomo Og 0,004 g 0,01g 0,02 g 0,03 g 0,049

Plomo (1)

Acetato 3-

Hidrato

Cromo O0g 0,01g 0,039 0,079 0,119 0,14 g

Potassium

dichromate

Cadmio 0g 0,004 g 0,01g 0,02 g 0,03 g 0,049
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Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)

Figura 4. Preparacion de medio liquido (PDB) en viales de 25 ml.

K = e

oo

¢

-
25 ml agua destilada \"H = 0.6 g PDB

f—r b — — —

T1 T2 T3 T4 T5
100ppm 250ppm 500ppm  750ppm 1000ppm

120°C - 1H
Elaborado por: Gusqui & Martinez (2024)

3.5.8. Fase 2: Inoculacién del microhongo filamentoso en el medio liquido

Para la inoculacion del microhongo filamentoso en el medio liquido se procedi6 a
extraer las muestras de la caja de Petri del aislamiento y con la ayuda del sacabocado de 5 mm
se inoculé directamente en los viales sellando el exterior con Parafilm para evitar la
contaminacion. Todo el procedimiento de la inoculacion del microhongo filamentoso en el

medio liquido se realiz6 dentro de la camara de flujo laminar.
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Figura 5. Procedimiento de inoculacion del microhongo filamentoso en el medio de cultivo

liquido (PDB).

W
‘ ‘ ‘ Medio de cultivo (PDB)

r
It Inoculacién de microhongo
. —= = filamentoso

o [ Tt [ it )

TO Tl T2 T3 T4 TS5

X4 100ppm 250ppm 500ppm 750ppm 1000ppm
X4 X4 X4 X4 X4

Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)

3.5.9. Fase 2: Condiciones de incubacion

Los viales se colocaron sobre el shaker a 120 rpm, a una temperatura de 28 grados

centigrados por los 9 dias.
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Figura 5. Condiciones de incubacidn de los viales con el medio liquido.

Condiciones de incubacioén
e T 28°C
e 120 rpm
e 20 dias

Elaborado por: (Gusqui & Martinez, 2024)

3.5.10. Fase 2: Control de crecimiento y procesamiento de muestras para obtencidon de

resultados

Periddicamente se visualizaban todos los viales para descartar contaminacion de alguno
de ellos. Pasado los 9 dias de incubacién se procedio a realizar la recoleccion del micelio de los
viales por tratamiento, se utiliz6 un embudo con papel filtro Whatman #44 por consiguiente se
procedié a realizar un lavado con agua desionizada y se coloco el micelio en papel aluminio
para secarlo a 105 grados centigrados por 2 horas. Se guardé el sobrenadante de los viales y se

peso el micelio previamente secado para después obtener el resultado de peso seco del hongo.
3.5.11. Fase 3: Identificacion del microhongo filamentoso
3.5.11.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN del microhongo filamentoso se sigui6 el protocolo de (Cenis,

1992) donde se preparé previamente el buffer de extraccion.
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Buffer de extraccion

100 ml TrisHCL 1M 1

Para la preparacion de Tris HCL 1M ! se disolvié 12,1 g de Tris agorando la probeta
con 80 ml de agua ultrapura ajustando el pH a 8.5 con la ayuda de HCL, posterior a ello se llegd
a un volumen de 100 ml con agua ultrapura, finalmente se filtro el Tris-HCL con la ayuda de

un filtro estéril de 0,22 um.

100 ml NaCL 5M 2

Para la preparacion de la solucion de cloruro de sodio se midié 80 ml de gua ultrapura
disolviendo el cloruro de sodio con la ayuda de un agitador magnético ajustando el volumen a
100 ml con agua ultrapura, finalmente se procedio a esterilizar en la autoclave a 15 psi con 20

minutos.

100 mI EDTA 200mM 3

Se disolvi6 1,7 gramos de EDTA con 80 ml de agua ultra destilada, finalmente se aforo

la probeta hasta alcanzar un volumen de 100 ml.

100 ml SDS 10% *

Se peso 10 gramos de SDS en 80 ml de agua desionizada, después se calento la solucion
a una temperatura de 40 -50°C para disolver el SDS, finalmente se alcanz6 un volumen de 100

ml asegurandonos de que se haya disuelto por completo, no se debe autoclavar.

100 ml Acetato de Sodio 3M °
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Se procedi6 a preparar la solucion a un pH de 5.2. Se agrego 24,61 g de acetato de sodio
en 80 ml de agua destilada, para ajustar la solucion a un pH de 5.2 se procedio a dejar la solucion
que se enfrie durante toda la noche, se ajusté el volumen a 100 ml con agua destilada, finalmente

se filtré y esterilizo la solucién.

Previamente se haya preparado el buffer de extraccion se continuo con el proceso
procurando preparar la produccion de micelio del hongo para la obtencion necesaria de biomasa,

sembrandola en un medio de cultivo durante una semana e incubada a 27°C.

Utilizando un bisturi se extrajo alrededor de 10mg del micelio, adicionando 350ul del
buffer de extraccion y por consiguiente se muele con la ayuda de un micro pistilo para
estandarizar. Luego, se afiadié 150 uL de acetato de sodio con una concentracion 3M y un pH
de 5.2, mezclando en su totalidad con el vortex para después colocar las muestras en -20°C por
15 minutos. Posteriormente, se centrifugan los tubos a 14000 rpm durante 10 minutos para
trasladar el sobrenadante a tubos nuevos. Enseguida, se adicionan 500 pL de isopropanol en
cada uno de los tubos, dejando reposar 5 minutos a temperatura ambiente y nuevamente se
centrifuga a 14000 rpm, pero esta vez durante 5 minutos. Finalmente se traslada el sobrenadante,
colocando 50ul de etanol al 70% para lavar el pellet y se centrifugd a la misma velocidad de

14000 rpm, pero por 2 minutos, se descarto el sobrenadante y se seco al vacio.

El precipitado resultante se reflota con 50 L de agua destilada estéril.

3.5.11.2 Amplificacion

Para identificar al microhongo filamentoso se procedié a realizar la amplificacion de
este mediante la PCR convencional, donde se usaron los cebadores ITS1 (5°TCC GTA GGT

GAA CCT GCG G 3°) e ITS4 (5’TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3°) (Vera et al., 2024)
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Para las reacciones de la PCR se utilizé 1 pL de los cebadores ITS1 e ITS4, 12, 5 pl de

Dream Taq, 10,5 pL de agua destilada, 1 pL de muestra de ADN (Ozdogan et al., 2022).

Se ajustaron los ciclos en el termociclador AirClean 600 PCR Workstation — AirClean
Systems a 1 ciclo a 94 °C por 7 min, 35 ciclos 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 min, 72 °C por 1

min, finalmente se dejé la muestra a 72 °C por 10 minutos (Vera et al., 2024).

3.5.11.3 Electroforesis en gel agarosa

Para la preparacion del gel de agarosa nos basamos en el protocolo segun (Yepez et al.,
2022) donde se prepard en 90 ml de buffer TAE 0,5X, 1,63 g de agarosa con 8 uL de SYBR
Safe, obteniendo el gel de agarosa al 1%, luego de la solidificacion se utilizd 5 pL de la muestra
de la PCR, aplicando el marcador molecular de 100 pb. La corrida se dio en a 150 voltios por
40 minutos, posterior a ello se observaron los resultados en el Invitrogen™ Transiluminador

de luz azul/blanca de LED doble.

5.5.11.4 Andlisis de calidad de ADN

El analisis de cantidad y la calidad obtenida del ADN se realizd mediante
espectrofotometria, a una longitud de onda de A 260/280 y A 260/230 mm colocando 1 pL de

muestra en el equipo NanoDrop 2000 Thermo Scientific (Sandoval et al., 2017).

3.5.11.5 Secuenciacion

Previamente analizada la calidad de la muestra obtenida de la PCR se procedi6 preparar
las mismas para ser enviadas a la empresa Psomagen Inc, Estados Unidos, donde se secuencio

la muestra utilizando el método de Sanger.
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3.5.11.6 Andlisis filogenético

Para el anélisis filogenético del hongo se procedi6 a realizar un proceso de comparativo
de los resultados de la secuenciacion con la base de datos NCBI, donde se pudo escogieron 10

secuencias con una similitud del 100% con la secuencia de interés.

El alineamiento de las secuencias que mostraron similitud y la secuencia de interés se
realizé en el programa MEGA 11, usando Clustal W Multiple Alignment se construyo el arbol
filogenético. Se utilizé el método Neighbor-joining tree dentro del programa MEGA 11 para el
calculo de las distancias evolutivas de las especies encontradas dentro de la base de datos NCBI

y la secuenciacion de interés (Tamura et al., 2021).

3.5.12 Analisis de datos estadisticos

Para el andlisis de las fluctuaciones significativas en el crecimiento en cada dia se
procedio a obtener el error estdndar de cada uno de los tratamientos en cada dia, obteniendo asi
la variabilidad que se presentaba. Por consiguiente, se aplicé la prueba de rangos multiples de
Duncan en el programa InfoStat para obtener asi los tratamientos que eran distintos entre si. El

analisis estadistico fue aplicado para los datos obtenidos del medio liquido y medio sélido.

Capitulo 4

Resultados y Discusiones
4.1 Analisis estadistico

4.1.1 Evaluacion de crecimiento radial en medio sélido de microhongo filamentoso bajo

condiciones in vitro

Plomo

Se analiz6 el crecimiento radial del microhongo filamentoso durante 9 dias en los

diferentes tratamientos (TO, T1, T2, T3, T4, T5) con las respectivas réplicas, realizando la
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medicion en milimetros, del centro hacia el crecimiento del hongo tomando de referencia 4
lados de la caja de Petri. Se procedio a realizar una tabla en Excel para posterior realizar un

andlisis estadistico de los datos en InfoStat (ver figura 6).

Figura 6. Crecimiento radial del microhongo filamentoso en medio sélido (PDA).

Tratamientos Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9
TO (¢) 2.0610,1c 60 d 9t0 e 12+£0 d 1437£0.6d 17,5£0.7d 21.25+07d 24.18+1d 31+09d
T1 (b, c) 1,56+0.4 b 40 ¢ 70 d 9540 ¢ 11.8740.4 ¢ 1393404 ¢ 17£0,5 ¢ 19.12+0.9 ¢ 23,06+l ¢
T2 (a. b. ¢) 10 a 440 ¢ 740 d 940 ¢ 10540 b, ¢ 1225+06b, ¢ 14,75405b,c 17541 b, ¢  21.4340.7b. ¢
T3 (a, b) 1+0 a 40 ¢ 6+0 ¢ 8+0b.c 9.33+0.3b 10.91+0.6 b 12.33:0,7 b 13,5£0,7b  15.16£0.7a.b
T4 (a, b) 1£0 a 2.68+0.1b 540 b 7.12£0.5b  9.75+0.8b 11,1240.8 b 12.87+1 b 14,62+1 b, ¢ 17582 b, ¢
T5 (a) 1=0a 2+0 a 2+0a 3.68+0.1a 5,93+0.6 a 6.62+0.7 a 7.81£0.8 a 8.81+05a 9.56x1 a

Nota. La figura 6 muestra el crecimiento diario por 9 dias del microhongo filamentoso en
concentraciones de 100 ppm (T1), 250 ppm (T2), 500 ppm (T3), 750 ppm (T4), 1000 ppm (T5)
y el control (TO) de plomo. Los valores representan la media + de la desviacion estandar, las

letras (a, b, ¢, d) representan las diferencias significativas segun la prueba de Duncan (p<0.05).

Al cabo de los 9 dias T5 y TO no presentan relacion con los demas tratamientos,
perteneciendo a los grupos (2) y (c) respectivamente, los tratamientos T3y T4 pertenecen a los
grupos (a, b) refiriéndose a que no son significativamente diferentes del T5 (a) y T2 (a, b, c).
El tratamiento 1 (b, c) no es significativamente diferente de T2 (a, b, ¢) y TO (c), el tratamiento
T2 pertenece a los grupos (a, b, ¢) haciendo referencia a que no es significativamente diferente

de T3 (a, b) y T4 (a, b) nide T1 (b, c).
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Figura 7. Resistencia del microhongo filamentoso en 5 concentraciones diferentes de plomo

y el control después de 9 dias de incubacion en PDA.

Nota. La figura 7 muestra el crecimiento del microhongo filamentoso sin concentraciones
del metal pesado plomo (A), y en presencia de plomo a 100 ppm (B), 250 ppm (C), 500 ppm

(D), 750 ppm (E) y 100 ppm (F).

Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)

En base a la dinamica de crecimiento vemos que el TO tiene un crecimiento de forma
constante y rapida, a diferencia del crecimiento de los demas tratamientos, y al octavo dia
comienza a tener una dindmica exponencial. Los T1y T2 llevan una dindmica de crecimiento
similar, el T3 presenta un crecimiento contante a lo largo del tiempo, pero un poco mas lento a
diferencia de TO, T1y T2. La dindmica de crecimiento que lleva T4, aunque su crecimiento es
constante indicando un rendimiento intermedio, y finalmente el tratamiento 5 es mas lento a
diferencia de todos los demas tratamientos, para la curva del tratamiento T5 muestra una forma

mas aplana a diferencia de los demés tratamientos (ver figura 8).
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Figura 8. Curva de crecimiento de los tratamientos TO, T1, T2, T3, T4 y T5 en los 9 dias de

exposicion a plomo pesado en PDA.
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Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)

Los resultados obtenidos del indice de tolerancia muestran que el tratamiento T1
presenta valores altos en casi todos los dias, tratamiento 2 y el tratamiento 3 muestra una
tolerancia significativa, manteniendo cierta estabilidad. Los tratamientos 4 y 5 presentan niveles

bajos de tolerancia (ver figura 9).
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Figura 9. indice de tolerancia del microhongo filamentoso en concentraciones de plomo.

Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)
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Se analizé el crecimiento radial del microhongo filamentoso durante 9 dias en los

diferentes tratamientos (TO, T1, T2, T3, T4, T5) con las respectivas replicas, realizando la

medicién en milimetros, del centro hacia el crecimiento del hongo tomando de referencia 4

lados de la caj de Petri. Se procedio6 a realizar una tabla en Excel para posterior realizar un

analisis estadistico de los datos en InfoStat (ver figura 10).

Figura 10. Crecimiento radial de macrohongo en medio sélido (PDA) con cromo.

Tratamientos Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9
TO (a) 20 60 a 10£0 a 1320 a 15.44+0 a 18.25£1.05a 2294+1,18a 2725+091a 3294+133a
T1 (a) 310 8+0 ¢ 13,06+0,13 ¢ 18,750 ¢ 22.06£0.85b, ¢ 26.63+1 ¢ 3225+090c 3731x1.68b 45£0 b
T2 (a) 310 8+0 ¢ 12.88+025¢ 1681£038b  1994+138b 23.50£1,66b  2825£229b 36,50+£1,65b 4281+1,57b
T3 (a) 3+0 8.13+0,14 ¢ 13.88+1.14d 19,750 ¢ 23,19+0.63 ¢ 28,00+0.83 ¢ 34,38+1,04 ¢ 40,25%1,53 ¢ 45+0 b
T4 (a) 3+0 70 b 12+0 b 1740 b 21,3840,61 b, ¢ 26.19+0,62b,c  32,38+0.58 ¢ 38,13+2,17b. ¢ 45+0 b
T5 (a) 3+0 8+0 ¢ 13+0 ¢ 18,25+0b, ¢ 22.31+0.75¢ 26,88+0.70 ¢ 33,38+1.28 ¢ 38,31+0,81 b, ¢ 45+0 b

Nota. La figura muestra el crecimiento diario por 9 dias, de microhongo filamentoso en

concentraciones de 100 ppm (T1), 250 ppm (T2), 500 ppm (T3), 750 ppm (T4), 1000 ppm (T5)
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y el control (T0) de cromo. Los valores representan la media + de la desviacion estandar, las

letras representan las diferencias significativas segun la prueba de Duncan (p<0.05).

Al cabo de los dias, todos los tratamientos (TO, T1, T2, T3, T4, y T5) no demostraron

diferencias significativas en relacion con la media del crecimiento diario.

Figura 12. Resistencia del microhongo filamentoso en 5 concentraciones diferentes de

cromo después de 9 dias de incubacién en PDA.

Nota. La figura 12 muestra el crecimiento del microhongo filamentoso sin concentraciones
del metal pesado cromo (A), y en presencia de plomo a 100 ppm (B), 250 ppm (C), 500 ppm

(D), 750 ppm (E) y 1000 ppm (F).

Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)
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En base a la dinamica de crecimiento del microhongo filamentoso muestra un
crecimiento que va aumentando a lo largo del tiempo. El tratamiento de control muestra un
crecimiento lento a diferencia de los demés tratamientos demostrando que el tratamiento 1,
tratamiento 2 y el tratamiento 4 muestran una dindmica de crecimiento similar, a diferencia del
tratamiento 3 y tratamiento 5 que muestran una curva que alcanza valores mas altos (ver figura

11).

Figura 11. Curva de crecimiento de los tratamientos TO, T1, T2, T3, T4y T5 en los 9 dias de

exposicion a cromo pesado en PDA.
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Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)

De acuerdo con los resultados del indice de tolerancia todos los tratamientos de cromo
alo largo de los 9 dias mostraron un indice de tolerancia mayor a 1 indicando que el microhongo
filamentoso muestra una alta adaptacién o mecanismos de biorremediacion contra el cromo (ver

figura 12).
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Figura 12. indice de tolerancia del microhongo filamentoso en concentraciones de cromo.
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Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)
Cadmio

Se analizé el crecimiento radial del microhongo filamentoso durante 9 dias en los
diferentes tratamientos (TO, T1, T2, T3, T4, T5) con las respectivas replicas, realizando la
medicién en milimetros, del centro hacia el crecimiento del hongo tomando de referencia 4
lados de la caj de Petri. Se procedi6 a realizar una tabla en Excel para posterior realizar un

analisis estadistico de los datos en InfoStat (ver figura 13).

Figura 13. Crecimiento radial de macrohongo en medio sélido (PDA) con cadmio.

Tratamientos Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia § Dia 9
TO (b) 240 60 9+0 12,7540 b 14,63£0,75 b 1756068 b 21,06+0,83b 2488+t195b  2969+1.80 b
T1 (a) 0 0 0 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T2 (a) 0 0 0 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T3 (a) 0 0 0 0a Oa Oa 0a 0a Oa
T4 (a) 0 0 0 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T5 (a) 0 0 0 Oa Oa Oa Oa Oa Oa

Nota. La figura muestra el crecimiento diario por 9 dias, de microhongo filamentoso en

concentraciones de 100 ppm (T1), 250 ppm (T2), 500 ppm (T3), 750 ppm (T4), 1000 ppm (T5)
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y el control (TO) de cadmio. Los valores representan la media + de la desviacion estandar, las

letras representan las diferencias significativas segun la prueba de Duncan (p<0.05).

Al cabo de los 9 dias el tratamiento TO pertenece al grupo (b), y los demas tratamientos
T1, T2, T3, T4, y T5 pertenecen al grupo (a) demostrando que existe diferencia significativa

con relacion a la media de crecimiento.

Figura 16. Resistencia del microhongo filamentoso en 5 concentraciones diferentes de

cadmio después de 9 dias de incubacién en PDA.

Nota. La figura 16 muestra el crecimiento del microhongo filamentoso sin concentraciones
del metal pesado cadmio (A), y en presencia de plomo a 100 ppm (B), 250 ppm (C), 500 ppm

(D), 750 ppm (E) y 1000 ppm (F).
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De acuerdo con la dindmica de crecimiento del microhongo filamentoso para los
tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5 no mostraron crecimiento en comparacion con el grupo de

control que si existio crecimiento a lo largo de los 9 dias (ver figura 14).

Figura 14. Curva de crecimiento de los tratamientos TO, T1, T2, T3, T4y T5 en los 9 dias de

exposicion a cadmio pesado en PDA.
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Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)

Los datos obtenidos del indice de tolerancia del microhongo filamentoso para las
concentraciones de cadmio fue nulo lo que demuestra una ausencia total de tolerancia (ver

figura 15).
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Figura 15. indice de tolerancia del microhongo filamentoso en concentraciones de cadmio.
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Porcentaje de inhibicion

El andlisis de los datos del porcentaje de inhibicion de los diferentes tratamientos de los
3 metales pesados de plomo, cromo y cadmio, para los tratamientos de cadmio se mostrd un
inhibicién del 100%, para los tratamientos de plomo los porcentajes de inhibicion se encuentran
en un 21% a 64% de inhibicion dependiendo de la concentracion de los tratamientos, los
porcentajes de inhibicion para los diferentes tratamientos de cromo indican que el cromo no
tuvo influencia sobre el crecimiento del microhongo filamentoso en los 5 tratamientos con las
concentraciones de (100 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm y 1000 ppm) respectivamente con

un porcentaje de inhibicion del 0% (ver tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion del microhongo filamentoso en plomo, cromo y cadmio.

Tratamiento Porcentaje de inhibicion
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Pb Cr Cd
T1 21,91% 0% 100%
T2 29,07% 0% 100%
T3 41,24% 0% 100%
T4 38,55% 0% 100%
TS5 64,34% 0% 100%

Elaborado por: (Gusqui, Martinez, 2024)

4.1.2 Evaluacion de crecimiento de microhongo filamentoso en medio liquido bajo

condiciones in vitro
Se recolecto el micelio de los viales de las diferentes concentraciones de metales
pesados para posterior analisis de los pesos, se mantuvo los viales durante 9 dias.

Plomo

Al finalizar los 9 dias de exposicion del microhongo filamentoso a el medio liquido y
las réplicas por cada tratamiento se procedi6 a realizar un filtrado de los medios para la

obtencion de la biomasa de cada una (ver tabla 6).



38

Figura 19. Resistencia del microhongo filamentoso en 5 concentraciones diferentes de

plomo después de 9 dias de incubacion en PDB.

Nota. La figura 19 muestra el crecimiento del microhongo filamentoso sin concentraciones
del metal pesado plomo (A), y en presencia de plomo a 100 ppm (B), 250 ppm (C), 500 ppm

(D), 750 ppm (E) y 1000 ppm (F).

Tabla 6. Peso de micelio seco del microhongo filamentoso de medio liquido en plomo.

Plomo Peso (9)
TO (a) 0,0032+0
T1 (a) 0,0111+0,01
T2 (a) 0,0050+0
T3 (a) 0,0138+0,01
T4 (a) 0,0058+0
T5 (a) 0,0072+0

Nota. El peso de la biomasa en gramos del medio cultivo de los tratamientos TO, T1, T2, T3,

T4y T5 con plomo esta representada en gramos (Peso). Los valores representan la media + del
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error estandar, las letras representan las diferencias significativas segun la prueba de Duncan

(p<0.05).

Los tratamientos se presentan como grupos homogéneos, sin diferencias significativas

entre sf.

Cromo
Al finalizar los 9 dias de exposicion del microhongo filamentoso a el medio liquido y
las réplicas por cada tratamiento se procedié a realizar un filtrado de los medios para la

obtencion de la biomasa de cada una (ver tabla 7).

Figura 20. Resistencia del microhongo filamentoso en 5 concentraciones diferentes de

cromo después de 9 dias de incubacion en PDB.

Nota. La figura 20 muestra el crecimiento del microhongo filamentoso sin concentraciones
del metal pesado cromo (A), y en presencia de plomo a 100 ppm (B), 250 ppm (C), 500 ppm

(D), 750 ppm (E) y 1000 ppm (F).
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Tabla 7. Peso de micelio seco del microhongo filamentoso de medio liquido en cromo.

Cromo Peso (g)

TO (a) 0,0423+0,03
T1 () 0,0399+0,01
T2 (a) 0,0455+0,04
T3 (a) 0,0359+0,03
T4 (a) 0,0298+0

T5 (a) 0,0187+0,02

Nota. El peso de la biomasa en gramos del medio cultivo de los tratamientos TO, T1, T2, T3,
T4y T5 con cromo esta representada en gramos (Peso). Los valores representan la media + del
error estandar, las letras representan las diferencias significativas segun la prueba de Duncan

(p<0.05).
Los tratamientos se presentan como grupos homogéneos, sin diferencias significativas
entre si.

Cadmio

Al finalizar los 9 dias de exposicion del microhongo filamentoso a el medio liquido y
las réplicas por cada tratamiento se procedio a realizar un filtrado de los medios para la

obtencion de la biomasa de cada una (ver tabla 8).



41

Figura 21. Resistencia del microhongo filamentoso en 5 concentraciones diferentes de

cadmio después de 9 dias de incubacién en PDB.

Nota. La figura 21. muestra el crecimiento del microhongo filamentoso sin concentraciones
del metal pesado cadmio (A), y en presencia de cadmio a 100 ppm (B), 250 ppm (C), 500

ppm (D), 750 ppm (E) y 1000 ppm (F).

Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)

Tabla 8. Peso de micelio seco del microhongo filamentoso de medio liquido en cadmio.

Cadmio Peso ()
TO(b)  0,017540,01
T1 (b) 0,0120+0

T2 (a) 020
T3 (a) 020
T4 (a) 00
T5 (a) 020

Nota. El peso de la biomasa en gramos del medio cultivo de los tratamientos TO, T1, T2, T3,

T4 y T5 con cadmio esta representada en gramos (Peso). Los valores representan la media +
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del error estandar, las letras representan las diferencias significativas segun la prueba de Duncan

(p<0.05).

Los tratamientos T2, T3, T4y T5 se presentan como grupos homogéneos, sin diferencias

entre si, pero con diferencias significativas con relacion al tratamiento TOy T1.
4.2 ldentificacion de microhongo filamentoso
4.2.1 Electroforesis

Posterior a la amplificacion del ADN del microhongo filamentoso se realizé el corrido
en el gel de electroforesis donde se pudo evidenciar que se amplifico al gen correctamente, en

la figura 16, se observo que efectivamente el proceso se realizo de forma correcta.

Figura 16. Corrida del ADN en gel de agarosa.

Nota. Se muestra una correcta amplificacion del microhongo filamentoso.

4.2.2 Limpieza y alineamiento de secuenciacion

La secuencia que se recibidé fue bastante buena, solo se eliminaron ruidos iniciales y
finales con el programa genius1023812093821. Por consiguiente, se procedio a usar la base de
datos del NCIBI para identificar las especies similares a nuestra muestra y poder realizar la
construccion del &rbol filogenético, se identificaron 10 especies todas pertenecientes al género

Fusarium con un porcentaje de similitud del 100 %, el 70% represento al microhongo
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filamentoso Fusarium verticillioides, y el 30% estaba comprendido de las especies Fusarium

oxysporum f. sp. Ciceris, Fusarium subglutinans y de forma general a Fusarium sp (ver tabla

9).

Tabla 9. Resultados del BLASTn de la secuenciacion del ADN.

Méaxima Puntuacidon Query % de

Nombre cientifico puntuacién total Cover E value identidad  Acc. Len Cadigo
[Gibberella] fujikuroi var.

moniliformis 990 990 100% 0.0 100.00% 545 KC709665.1
Fusarium verticillioides 990 990 100% 0.0 100.00% 550 MN335234.1
Fusarium sp. 990 990 100% 0.0 100.00% 538 MN598928.1
Fusarium verticillioides 990 990 100% 0.0 100.00% 548 MW928602.1
Fusarium verticillioides 990 990 100% 0.0 100.00% 548 MN335231.1
Fusarium subglutinans 990 990 100% 0.0 100.00% 553 OM955953.1
Fusarium verticillioides 990 990 100% 0.0 100.00% 553 OM955995.1
Fusarium verticillioides 990 990 100% 0.0 100.00% 546 OM250109.1
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris 990 990 100% 0.0 100.00% 550 PV035188.1
Fusarium verticillioides 990 990 100% 0.0 100.00% 547 0Q732729.1

Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)

4.2.3 Construccion del arbol filogenético

En base a la gréfica obtenida del arbol filogenético, muestra que el microhongo

filamentoso pertenece al género Fusarium, pero se presenta como la especie mas divergente al

resto sin lograr identificar su especie con exactitud, las demds secuencia se presentan una

estrecha relacion entre si (ver figura 17).
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Figura 17. Arbol filogenético.

12 MN335234.1 Fusarium verticillioides

1 L PV035188.1 Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

MW928602.1 Fusarium verticillioides

1) —————0Q732729.1 Fusarium verticillioides

OM955953.1 Fusarium subglutinans

13 Y———0M250109.1 Fusarium verticillioides

MN335231.1 Fusarium verticillioides

KC709665.1 Fusarium verticillioides

12 =—————0M955995.1 Fusarium verticillioides

MN598928.1 Fusarium sp.

7 —————1EsI5

Elaborado por: Gusqui & Martinez, (2024)
Capitulo 5

Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos de la evaluacion del crecimiento en medio
solido el microhongo filamentoso presento un alto indice de tolerancia para cromo con una
dinamica de crecimiento inusual entre los tratamientos y el control, donde se evidenci6 que en
el control el microhongo filamentoso crecié menos que en los tratamientos, concluyendo que
utilizé al cromo como estimulante para su crecimiento. La dindmica de crecimiento en los
medios sélidos contaminados con plomo demostraron que presentan una ligera tolerancia, los
mejores tratamientos fueron los que tenian concentraciones de 100 ppm, 250 ppm y 750 ppm
con un porcentaje de inhibicion de un 21% - 38% considerandolo como tolerante al plomo, y
por ultimo, en los tratamientos de cadmio no se visualizé crecimiento, el indice de tolerancia
fue de 0, presento una alta sensibilidad a medios contaminados con cadmio inhibiendo

completamente su crecimiento.
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En base a los resultados que se obtuvieron del crecimiento del microhongo filamentoso
en los medios liquidos contaminados podemos concluir que efectivamente el microhongo
filamentoso presenta una alta sensibilidad para cadmio, pero se produjo el crecimiento de
biomasa en el tratamiento 1 (100 ppm) pudiendo ser por el contacto méas uniforme con el medio
demostrando una capacidad de tolerancia para concentraciones de 100 ppm. Para los demas
tratamientos de plomo y cromo durante el desarrollo se presentaron dificultades en cuanto a la
metodologia de obtencién de biomasa, quedandose adherida la mayor parte de la biomasa en el

aluminio donde fue secada, por esta razon los datos obtenidos no presentan precision.

De acuerdo con los resultados de la secuenciacion y la construccion del arbol
filogenético se logré identificar el género del microhongo filamentoso como Fusarium, se
utilizaron los primers ITS1 e ITS 4, a consecuencia de que era primers muy generales no se

logro identificar a la especie.

5.2. Recomendaciones

Debido a que el microhongo filamentoso en ensayos in vitro present6 una alta tolerancia
a medios contaminados con cromo, se recomienda realizar ensayos de adaptacion a gran a
escala que simulen las condiciones ambientales contaminadas para futuras aplicaciones de
micorremediacion incluyendo la aplicacion de biomarcadores para el seguimiento de la

actividad metabdlica.

Se recomienda mejorar la metodologia de secado y filtrado a causa de la falta de
precision de resultados en medio liquido, también, el analisis ICP-OES para la identificacion y
cuantificacion de concentracién de metales pesados bioacumulados en la biomasa para

determinar su capacidad micorremediadora.
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Como resultado de la falta de precision en la identificacion especifica de la especie del
microhongo, se recomienda que en la PCR ya no se use primers ITS 1 e ITS 4 debido su alta
variabilidad, sino que se apliquen los primers para el gen TEF-11a o para la region LSU 28S

rRNA.
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Anexos
Anexo 1. Preparacion de medio sélido y medio liquido.

Anexo 2. Preparacion de medio de cultivo con las concentraciones de los metales pesados.

1. Concentraciones de plomo.

2. Concentraciones de cromo.
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Anexo 3. PCR convencional para microhongo filamentoso.
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Anexo 5. Electroforesis.
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