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RESUMEN

La biorremediacion, un proceso mediante el cual los microorganismos vivos —a
través su actividad metabdlica- logran una descontaminacion efectiva en un
sistema. Hay algunos metales pesados, como el plomo, que son téxicos aun en
bajas concentraciones, pero que por medio de técnicas biorremediadoras es
posible su reduccion o eliminacion. El presente Trabajo de titulo fue desarrollado
en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica Federico Santa Maria,
Sede José Miguel Carrera. El objetivo fue ensayar mediante técnicas in vitro la
tolerancia de la cepa fungica Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones de
plomo, de modo de dar base para que se pueda utilizar para biorremediar un
ambiente contaminado con dicho metal pesado. Para esto, el hongo fue inoculado
en condiciones Optimas para su desarrollo en placas Petri utilizando agar PDA
como sustrato y contaminado con diferentes concentraciones de plomo en
triplicado y se evalu6 su tolerancia a éste de manera cualitativa. Las
concentraciones a las que fue sometido el hongo fueron: 50 ppm, 150 ppm, 250
ppm, 350 ppm y 400 ppm, ademas de un respectivo blanco. El grado de tolerancia
fue medido por el crecimiento radial en la presencia del metal y en comparacion a
la placa Control.

De los resultados obtenidos se observa que Pleurotus ostreatus puede crecer y
desarrollarse a partir de los 50 ppm de plomo, pero no tolera concentraciones
sobre los 450 ppm, la concentracion maxima tolerable por éste se da en el rango
de los 400 ppm.

PALABRAS CLAVES: Micorremediacion, in vitro, Pleurotus ostreatus, tolerancia
al plomo.
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SIMBOLOGIA Y SIGLA

°C - Grados Celsius

Al = Aluminio

As > Arsénico

Ca - Calcio

Cd - Cadmio

cm - centimetro

Cr - Cromo

Cu > Cobre

CO2 - Didxido de carbono

Fe - Hierro

Hg - Mercurio

H20 - Agua

HPB - Hongo de la pudricién blanca
HPC - Hongo de la pudricion café
IUPAC - Union internacional de Quimica Puray Aplicada
MP - Metal pesado

MO -> Materia organica

ml = mililitro

N - Nitrégeno

Ni = Niquel

02 - Oxigeno

OSM - Organizacion mundial de la salud
P - Fosforo

Pb - Plomo

PB - Podredumbre blanca

PDA - Papadextrosa

Ppm - Partes por millén

Redox - Reaccion de 6xido reduccion
Se - Selenio

T° > Temperatura

USEPA - Agencia de Proteccién Ambiental de EE.UU
Zn = Zinc



| INTRODUCCION

Los metales pesados presentes en los productos y subproductos de actividades
industriales o agricolas, se han convertido en un problema gravisimo para los
ecosistemas y en la salud de los organismos vivos en general, que a diferencia de
otro tipo de contaminantes, la dificultad para removerlos de un medio radica en la
imposibilidad udltima de destruirlos o biodegradarlos debido a su naturaleza
guimica.

El impacto ambiental de los contaminantes metalicos en suelos y sedimentos es
estrictamente dependiente de la capacidad de complejamiento de éstos con
componentes del medio ambiente y su respuesta a las condiciones fisicoquimicas
y biolégicas de su entorno. Los metales pesados son especies quimicas no
biodegradables. Por tal motivo, una vez liberados al medio ambiente, solo pueden
distribuirse entre los medio aire- agua- suelo, a veces cambiando su estado de
oxidacion o incorporarse a los seres vivos. A raiz de esto, se busca el desarrollo
de tecnologias de detoxificacion para dichos efluentes, y mejor ain, que sean
amigables con el medio ambiente.

La biorremediacion, mediante el uso de hongos aporta posibilidades para
inmovilizar los metales en formas no biodisponibles, para convertir los iones de
metales toxicos en formas quimicas mas inocuas, 0 para reubicar de forma
extensiva los metales. Por esta razon, el uso de los hongos de la podredumbre
blanca, ofrece una herramienta multifuncional en los procesos de detoxificacion,
debido a caracteristicas como hipertolerancia y acumulacién de metales pesados
en su pared, la presencia de diferentes sistemas enzimaticos para el tratamiento
de compuestos xenobioticos y su vigoroso crecimiento les permite, a través del
desarrollo de su micelio, colonizar diferentes areas y asi acceder a los compuestos
gue constituyen las contaminaciones mas frecuentes de aguas y suelos.

El presente estudio experimental, evalué la capacidad del hongo de la
podredumbre blanca, Pleurotus ostreatus de tolerar determinadas concentraciones
de plomo, un metal pesado altamente toxico y recalcitrante. Chile no tiene
definidos los limites maximos permisibles de metales pesados en el suelo, aun asi,
se rige bajo las normas internacionales de paises como Alemania, Canada y
Holanda y el Estado de Sao Paulo, Brasil, bajo los cuales se ha desarrollado este
experimento. El fin del presente trabajo experimental es dar base, mediante el
analisis cualitativo, de que el Pleurotus ostreatus crece y tolera altas
concentraciones de dicho metal, y asi demostrar que esta especie es una gran
alternativa para tratar ambientes contaminados con este metal pesado.



OBJETIVOS

» General: Determinar si Pleurotus ostreatus es capaz de tolerar diferentes
concentraciones de plomo, mediante el crecimiento y desarrollo de su
micelio sobre un sustrato contaminado con dicho metal pesado.

» Especificos: Comprender el correcto cultivo de Pleurotus ostreatus.
Aislar, reproducir Pleurotus ostreatus in vitro, a partir de una
bandeja comercial.
Observar el crecimiento micelial sobre el sustrato contaminado

con diferentes concentraciones de plomo para comprobar su
tolerancia a este elemento.



Il REVISION DE LITERATURA

1. METALES PESADOS

La contaminacién ya sea atmosférica, del agua o del suelo, constituye un grave
problema de salud medioambiental que afecta a los paises desarrollados y en vias
de desarrollo por igual [OMS, 2008]. Los MP se encuentran en forma natural en la
corteza terrestre, sin embargo, cuando son liberados al ambiente pueden llegar a
convertirse en graves contaminantes ambientales.

Es de mencionar, que el término “metal pesado” no se encuentra bien definido, no
se dispone de una definicion oficialmente aceptada que provenga de alguna
sociedad cientifica u organismo referente de alto nivel, como la IUPAC o la
USEPA [Hawkes, 1997; Sengupta, 2002]. No obstante, la Asociacion
Latinoamericana de Microbiologia, en su Revista Latinoamericana de
Microbiologia [2002], sefiala que los MP constituyen un grupo cercano a los 40
elementos de la Tabla periddica (Figura 1) que tienen una densidad mayor o igual
a 5 g/lcm® en su forma elemental, tienen propiedades metdlicas, se incluyen
metales de transicion, algunos semimetales, lantanidos y actinidos. Estos
presentan diferentes caracteristicas fisicoquimicas, se encuentran formando
complejos como iones libres o participando en reacciones redox que resultan
potencialmente toxicas para los organismos [Marrero et al., 2010].
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Figura 1. Tabla periddica

Los MP son notables por su amplia gama de usos, su dispersion, su tendencia a
acumularse en algunos tejidos del cuerpo y su potencial de ser toxicos aun a



niveles de exposicion relativamente bajos [Howard Hu, 2002]. El rasgo distintivo
de la fisiologia de los metales pesados, es que aun cuando muchos de ellos son
esenciales para la fisiologia animal (como el Cu y Fe) se ha reportado que también
tienen efectos téxicos sobre las células, principalmente como resultado de su
capacidad para alterar o desnaturalizar las proteinas [Revista Ambiental, 2004] si
se es expuesto a altos niveles de concentracion [Sherameti . & Varma A., 2010].
Otros metales al ser xenobidticos, no tienen ninguna relevancia en los procesos
fisiologicos, como el caso del Pb y Hg.

La accion toxica de los MP sobre los seres vivos ocurre a través del bloqueo de
las actividades biolégicas, es decir, la inactivaciéon enzimatica producto de la
formacion de enlaces entre el metal y los grupos sulfhidrilos (-SH) y otros grupo
funcionales de las proteinas y enzimas, causando dafios irreversibles en los
diferentes organismos, desplazando otros iones metélicos o modificando la
conformacion activa de moléculas biolégicas [Garbisu y Alkorta, 2003; Rajendran
et al., 2003]. Para que los MP puedan ejercer su toxicidad sobre un ser vivo, éstos
deben encontrarse biodisponibles para ser captados por este. El concepto de
biodisponibilidad se encuentra intimamente relacionado con las condiciones
fisicoquimicas del ambiente y la afinidad de los iones metalicos con la superficie
de la adsorcion de los componentes del recurso, que determinan la especificacion
y por lo tanto, la concentracién del metal libre y labil. Por ello es fundamental
determinar el grado de contaminacion por MP de un ambiente, conocer su
biodisponibilidad, es decir, la concentracion del metal presente en la muestra
[Gonzalez Rojas, et al. Edwin, 2010].

1.1 Contaminacion por metales pesados

Segun el Instituto de salud publica de Chile (ISPCH), se denomina contaminacion
a la presencia en el ambiente de cualquier agente (fisico, quimico o bioldgico), o
una combinacion de varios agentes en lugares, formas y concentraciones tales
gue sean o0 puedan ser nocivos para la salud, seguridad o bienestar de la
poblacién, ser perjudiciales para la vida vegetal o animal, o impida el uso normal
de las propiedades y lugares de recreacion y goce de los mismos [ISPCH.cl].

La contaminacién es un concepto de connotacion negativa, se produce por la
introduccién de una sustancia nociva o contaminante o alguna forma energética,
gue altera el medio al que se introduce, desequilibrandolo. Estos contaminantes
tienden a dispersarse, incluso transfiriéndose fuera de un medio invadiendo otros,
y elevar su grado de contaminacion al mezclarse con otros contaminantes.

El riesgo ambiental de los MP esta relacionado con una exposicion (contenido)
adicional, generalmente elevada y de origen antropogénico. A nivel mundial existe
una gran preocupaciéon por la contaminacién de suelos con metales pesados, ya
gue ésta es considerada irreversible, irrecuperable y con elevado riesgo de fito y
zootoxicidad. Cada metal posee ciertas caracteristicas como: toxicidad del metal
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(especie quimica), nula degradacion ambiental, alta resilencia y bioacumulacion
[Marban, 2008].

Los metales son especies quimicas no biodegradables. Es por esto que, una vez
emitidos al medio ambiente, solo pueden distribuirse entre el medio ya sea, agua,
aire, suelo, a veces cambiando su estado de oxidacién o incorporarse a los seres
vivos. Los procesos de adsorcion y la formacion de complejos en medios naturales
son responsables de que la mayor parte de los vestigios de MP se acumulen a los
sélidos en suspension, incorporandose rapidamente a los sedimentos. Por su
parte, las aguas, en contacto directo con los sedimentos, actian como fuente de
estos contaminantes y en ellas se observan concentraciones intermedias entre las
aguas superficiales y los sedimentos [Buffle, J., Scott Altmann, R., 1987;
Hurtsthouse, A.S, 2001; Kalbitz, K. and Wennrich,R., 1998; Kretzschmar, H.
and Sticher, H., 1997]. Por lo que deben tratarse de manera tal para disminuir su
toxicidad y/o disponibilidad.

La toxicidad estd causada frecuentemente por la imposibilidad del organismo
afectado para mantener los niveles necesarios de excrecion. El proceso se agrava
durante el paso por las distintas cadenas tréficas, debido a que los niveles de
incorporacion sufren un fuerte incremento a lo largo de sus sucesivos eslabones,
este proceso se conoce como biomagnificacion [Navarro Avifio, J.P., Aguilar
Alonso, I., Lopez- Moya, 2007].

El impacto ambiental de los contaminantes metalicos en suelos y sedimentos es
estrictamente dependiente de la capacidad de complejamiento de éstos con
componentes del medio ambiente y su respuesta a las condiciones fisicoquimicas
y biolégicas de su entorno.

1.2 Efectos de los metales pesados

Los efectos bioldgicos de los metales pesados se pueden clasificar en fisicos,
guimicos Yy fisiologicos. Estos efectos varian, dependiendo de la naturaleza fisica o
guimica del compuesto, la cantidad o concentracibn que entra o se pone en
contacto con el organismo, la forma en que entra en éste y la presencia o
ausencia de otras sustancias que pueden incrementar o disminuir los efectos
[Agency for Toxic Substance and Disease Registry. Toxicological Profile for Lead,
U.S. Department of Health and Humans Services, Public Health Service, Centers
for Diseases Control, Atlanta, GA. 2005].

Debido a la movilidad de estos elementos en los ecosistemas naturales y a su
toxicidad para el sistema bidtico, los iones metalicos en general son considerados
a nivel mundial como los contaminantes inorganicos mas importante en el



ambiente, por su caracter recalcitrante y poder de biomagnificacion, sus
concentraciones pueden llegar a ser toxicas, planteando graves problemas para la
perdurabilidad de los ecosistemas y a la salud [Mejia Sandoval, Gregory, 2006]. La
solubilidad y movilidad de los metales, dependen de su estado de oxidacién y de
su forma ionica.

La concentracion de metales que se pueden acumular en el cuerpo humano, varia
segun el ambiente donde se viva y la exposicién que se tenga a éstos (alimentos,
agua, trabajo, etc.). La dindmica de los efectos es directamente proporcional a las
concentraciones acumuladas a través del tiempo en los organismos vivos, debido
a la continda exposicion a los metales pesados [Environmental research, 1977].
Desde el punto de vista toxicoldgico, son importantes por ser responsables de un
gran numero de intoxicaciones agudas y cronicas, pudiendo causar la muerte. Por
esta razon se consideran importantes dentro de las enfermedades ocupacionales
[Cortuelo Minguez, Luis M.; Marqués Gutiérrez, Maria Dolores, 1999; et al Julio
Gutiérrez Lopez].

También se han comprobado efectos genotoxicos en diferentes células de tejidos
animales y vegetales expuestas a metales pesados en el tiempo. En células
vegetales, la exposicion reiterada a diferentes concentraciones de iones metalicos
conlleva a una drastica reduccién en el crecimiento de las raices, tallo y hojas,
ademas de un grave efecto en la division celular en los diferentes tejidos vegetales
[Harper J. F., 2000; Knasm©éuller S., 1998].

1.3 Plomo

El Plomo es uno de los metales méas usados, ubicuos conocidos por los humanos,
es detectable en practicamente todas las fases del medio ambiente y los sistemas
biolégicos (su porcentaje en la corteza terrestre es alrededor de 0,00002%)
[INHEM, 1992]. Los niveles medio ambientales de Pb han sido incrementados al
menos méas de mil veces en los Ultimos tres siglos, el gran aumento se dio entre
los afios 1950 y 2000. El Pb es un elemento quimico de nimero atbmico 82, que
se encuentra en el grupo 14 (IV A) de la tabla periddica, con un peso atomico de
207,2 (Figura 2), con valencias quimicas de +2 y +4; es de color gris azulado,
flexible, inelastico, se funde con facilidad y es relativamente resistente al acido
sulfarico y clorhidrico, pero se disuelve con lentitud en &cido nitrico, usualmente
combinado con dos 0 méas elementos para formar componentes de Pb [Agency for
Toxic Substance and Disease Registry, 2005]. Tiene una densidad relativa o
gravedad especifica 11.4 g/cm?® a 16° C, resistente a la corrosion, su punto de
fusion es 327.4° C y el de ebullicién es 1725° C.
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Figura 2, Pb como elemento quimico

El Pb es anfétero ya que forma sales de Pb de los acidos (sales metalicas del
acido plumbico), ademéas de formar oOxidos y compuestos organometalicos
[Maqueda, 2003]. Es 11,4 veces mas denso que el agua y se obtiene
principalmente de la galena (Sulfuro de Pb) (Figura 3), la anglesita (sulfato), la
cerusita (carbonato), la corcoita (cromato), la wulfenita (molibdato), piromorfita
(fosfato), la mutlockita (cloruro) y la venadinita (vanadato), y generalmente esta
asociado a diversos minerales de zinc y en pequefias cantidades con el cobre,
cadmio y hierro [Volke- Sepulveda et al., 2005]. En muchos casos, los minerales
de plomo pueden contener otros metales toxicos [Enciclopedia de Salud y
Seguridad en el Trabajo] como As, Hg y Zn.

Figura 3, Mineral de Pb (Galena).

El Pb es un metal blando y pesado, carente de valor bioldgico, es decir, no es
requerido para el funcionamiento normal de los seres vivos.

Aproximadamente un 40% se usa en forma metalica, 25% en aleaciones y un 35%
en compuestos quimicos [Organizacion Internacional del Trabajo, 1998]. El Pb es
utilizado en forma de planchas o tubos cuando se requiere una gran maleabilidad
y resistencia a la corrosion, como en la industria quimica o en la de construccion.
También se usa para el revestimiento de cables, como componente de soldadura



y como empaste en la industria automovilistica. Es un material excelente como
protector de radiaciones ionizantes. Se utiliza en diversidad de productos como
compuestos antidetonantes para gasolinas, baterias, pinturas y ceramicas. Es un
metal que se puede reutilizar [Lunas & Barajas, 2009]. Constituye un peligro
ambiental cuando se lo utiliza con compuestos quimicos [Dickson, 1999].

La concentracion méaxima de compuestos de Pb organico (alquilos) en las
gasolinas esta sujeta a restricciones legales en muchos paises y a limitaciones de
los fabricantes con apoyo gubernamental en otros. En muchos lugares se ha
prohibido su uso por completo.

La principal via de exposicién para la poblacion general es por la ingesta de
comida y aire, mientras que la exposicion ocupacional a este metal ocurre en los
trabajadores de plantas de esmaltado e industria de refineria, manufactura de
baterias, plasticos y pinturas. Los nifios son los méas sensibles a los efectos de
este metal [Biology online. org, 2007].

El plomo entra al cuerpo a través de la absorcion intestinal por medio de la
ingestion; a los pulmones ingresa a través de la inhalacion y en la piel por
adsorcion; el Pb que ha ingresado al organismo es transportado por medio del
torrente sanguineo a todos los 6rganos y tejidos. Una vez que el Pb ha sido
abosrbido puede acumularse en huesos, dientes, higado, pulmaon, riiion, cerebro y
bazo; asimismo, es capaz de atravesar la barrera hematoencéfalica y placenta
[Goyer RA, Clarsksom WT, 2001]. La vida media de Pb puede ser considerada
mas larga en nifios que en adultos, tiene en la sangre una vida estimada de 35
afos, mientras que en tejidos blandos es de 40 dias y en huesos de 20 a 30 afios
[Papanikolaou CN, Hatzidaki GE, Belivanis S, Tzanakakis GN, Tsatsakis MA.,
2005], siendo la principal ruta de excrecion para el Pb absorbido el tracto urinario,
usualmente con un filtrado glomerular en el riion [Goyer RA, Clarsksom WT,
2001]. Los 6rganos mas sensibles al dafio por la toxicidad en exposiciones agudas
del plomo son el sistema nervioso central en desarrollo y maduro, sistema
hematoldgico y cardiovascular, mientras que en las exposiciones cronicas el Pb
afecta los sistemas gastrointestinal, renal, neuromuscular y hematopoyético [Flora
SJS, Mittal M, Mehta A., 2008]. Los niveles de Pb en sangre debajo de los 10
ug/dLson los considerado aceptables [CDC, 1991].

Clinicamente los sintomas mas importantes que se observan en la intoxicacion por
Pb son: dolor de cabeza, irritabilidad, dolor abdominal y otros relacionado con el
sistema nervioso central en intoxicaciones agudas. Mientras que en la intoxicacion
crénica en humanos, con frecuencia desarrolla torpeza, irritabilidad, falta de
atencion, vomito y convulsiones y en ocasiones hasta la muerte.

Cuando el Pb entra en las células de la planta, produce varios efectos adversos en
los procesos fisioldgicos, entre los que se encuentra la inhibicion de la actividad



enzimatica, alteracion de la nutricion mineral, desequilibrio hidrico, cambios en el
estado hormonal y alteracion en la permeabilidad de la membrana celular. Estos
trastornos fisiologicos por las altas concentraciones de Pb pueden llevar a la
planta a la muerte [Ernst 1998, Seregin e lvanov 2001].

Al no ser un elemento biodegradable, el Pb se convierte en una amenaza para el
ambiente. Las técnicas de remediacion convencionales se basan principalmente
en la excavacion del suelo contaminado y posterior procesamiento fisicoquimico
del mismo. Sin embargo, estos procesos son costos0s, poco practicos y causan
dafios secundarios al ambiente. A raiz de esto, existen estudios que mencionan
gue los hongos poseen habilidades de captacién de metales pesados, gracias a
gue en su pared celular contienen diversos componentes quelantes tales como
grupos carboxilo, fosfatos, amidas, tioles, hidroxilos, quitina, gluco- proteinas, las
cuales jugarian un rol importante en la bioadsorcion de MP [Enamorado et. al.,
2011].

2. BIORREMEDIACION

El rol de los microorganismos es fundamental en los ciclos biogeoquimicos de los
elementos y su utilizacién en los procesos de biorremediacién de desechos solidos
y liquidos es esencial para el cuidado del medio ambiente. Dentro de la amplia
diversidad microbiana, existen microorganismos resistentes y/o tolerantes que son
de particular interés como captores de metales en sitios contaminados, debido que
ambos pueden extraer los contaminantes y participar en el proceso de
biorremediacion [Lovley, 2000].

La creciente demanda por buscar maneras de conservar areas naturales y/o
restablecer a su estado original aquellas que han sido contaminadas por el
progreso del hombre [Castillo R. F.,2005]; en la busqueda de soluciones, nos
hemos encontrado con la biorremediacion, que se conoce como una técnica que
utiliza el potencial metabdlico de los microorganismos vivos (bacterias, hongos,
levaduras, algas, enzimas) para catalizar la degradacién o transformacion de
xenobidticos, con el fin de remediar, restaurar, restablecer o devolver un suelo,
agua o aire a un estado limpio, libre de contaminantes o al menos disminuir su
concentracién a niveles que sean menos toxicos para integrarlos en los ciclos
biogeoquimicos naturales o de acumularlos en su biomasa, reduciendo asi, la
concentracion del contaminante en el medio [Rivera et. al., 2003].

Este bioproceso esta surgiendo como una prometedora tecnologia, se basa en
gue muchos de los compuestos xenobiéticos son semejantes a los naturales y, por
tanto, factibles de degradarlos o inertizarlos. No obstante, hay algunos
compuestos mas complejos, dificiles de biodegradar. La biorremediacién puede



emplear organismos propios del sitio contaminado (autoctonos) o de otros sitios
(exdgenos), en condiciones aerobias (en presencia de oxigeno) o anaerobias (sin
oxigeno) [Volke, T. & Velasco, J.A., 2002].

El campo de aplicacién de la biorremediaciéon es amplio, pudiendo considerarse
como objeto cada uno de los estados de la materia [Gonzalez- Rojas, 2004]:

e Sdlido: con aplicaciones sobre medios contaminados como suelos o
sedimentos, o bien directamente en lodos, residuos, etc.

e Liquido: aguas superficiales y subterraneas, aguas residuales.

e Gases: emisiones de industrias, asi como productos derivados del
tratamiento de aguas o de suelos.

Se debe realizar un amplio estudio sobre el area a descontaminar antes de
escoger el método para la remocién del contaminante. Es necesario tomar en
cuenta los contaminantes presentes en el lugar y su concentracion, el medio
ambiente en el que existen (suelo o0 agua, accesibilidad) y la extension del area
contaminada.

La biorremediacion llega a ocurrir naturalmente, se sabe que los microorganismos
autoctonos tienen la capacidad de adaptarse y eventualmente degradar
compuestos potencialmente toxicos sin asistencia del hombre, sin embargo, esta
adaptacion requiere condiciones ambientales apropiadas tales como el pH,
temperatura, un aceptor final de electrones (que en procesos aerdbicos es el
oxigeno), nutrientes y adecuadas condiciones de humedad y conductividad del
medio, entre las mas importantes. La ausencia de alguna o varias de estas
condiciones, puede limitar parcial o totalmente la actividad bioldgica y es cuando la
mano del ser humano juega un papel fundamental en la optimizacién del proceso
ya sea mejorando estas condiciones para aumentar la poblacién de
microorganismos  (bioaumentacion) y/o manipulando genéticamente los
microorganismos para la degradacién, eliminacion especifica del algunos
compuestos quimicos [Katherine Torres, Tatiana Zuluaga, 2009].

2.1 Fundamento bioquimico de la biorremediacion

Su fundamento se basa principalmente en la serie de reacciones redox (cuyo fin
es la obtencion de energia) que se producen en la cadena respiratoria o
transportadora de electrones de las células. La cadena la inicia un sustrato
organico que es externo a la célula y que actia como dador de electrones, de
modo que la actividad metabdlica de la célula acaba degradando, eliminando y
consumiendo dicha sustancia [Arroyo y Alvarez & llliman, 2006].
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Los aceptores mas comunmente utilizados por los microorganismos son el
oxigeno, los nitratos, el hierro (lll), los sulfatos y el dioxido de carbono. Cuando el
oxigeno es utilizado como aceptor de electrones la respiracion microbiana se
produce en condiciones aerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo
aerobio; de lo contrario, si utiliza los sulfatos o el diéxido de carbono, se produce
en condiciones reductoras o anaerobias, y los procesos de biodegradacién seran
de tipo anaerobio [Maroto Arroyo, M° Esther & Rogel Quesada] (Figura 4).

Degradacion aerobia
Sustrato + Oz 5> Biomasa + CO2+ H20

Degradacion anaerobia

Sustrato + (No3, SO42, Fe*3, Mn*4, CO2) = Biomasa + CO2+ (N2, MN*?, S*2 Fe*?

Figura 4. Esquema de las reacciones

2.2 Mecanismo que se lleva a cabo durante la biorremediacion de metales
pesados

En los procesos de biorremediacion, los organismos vivos usan su potencial
metabdlico (catabolismo) para transformar contaminantes en compuestos mas
simples como fuente de carbono y energia [Watanabe, 2001; Alvarez & llliman,
2006; Castillo et. al., 2005; Mulas, 2008].

Cuando se lleva a cabo este proceso, generalmente se presentan tres tipos de
mecanismos: la mineralizacion, la biotransformacién y la bioacumulacion. Estos
procesos, incluyen reacciones redox, procesos de sorcion, intercambio idnico e
incluso reacciones de quelacién que provocan la inmovilizacion de metales [Mulas,
2008]. Sin embargo, la biorremediacién de metales pesados solo se puede llevar a
cabo mediante la Biotransformacion, ya que como se ha mencionado, no son
compuestos biodegradables.

Algunas veces, los compuestos en la naturaleza no se mineralizan, sino que se
transforman en otros diferentes (cambio quimico) que pueden ser incorporados
por el propio organismo que los transforma o secreta al medio ambiente [Casal &
Rojo, 2004], a este mecanismo se le conoce como biotransformacion [Castillo et.
al., 2005].

El objetivo de la biotransformacion, es modificar los compuestos xenobioticos o
toxicos a través de procesos bioguimicos que los transformen en sustancias mas
ionizadas, hidrosolubles y facilmente eliminables, a través de una serie de
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enzimas no integradas en las vias del metabolismo energético o intermediario del
organismo [Camargo, 2015]. En términos generales, las reacciones de
biotransformacion generan metabolitos inactivos, mas polares e hidrosolubles para
su eliminacion.

Existen tres categorias basicas de este proceso que pueden afectar a la movilidad
y a la toxicidad de los metales pesados [McCullough et. al, 1999]:

2.1.1 Bioacumulacién y biosorcién

La bioacumulacién consiste en la retencion de metales en el citoplasma de los
microorganismos, mediante su transporte a través de la membrana celular (con
gastos de energia), gracias a la accion de proteinas especificas de transporte.
Este consumo energético se genera a travées del sistema H+ ATPasa. Una vez
incorporado el MP al citoplasma, éste es secuestrado por las proteinas ricas en
grupos sulfhidrilos llamadas metalotioneinas o0 también puede ser
compartimentalizados dentro de una vacuola, como es en el caso de los hongos.

Aqui se aprovecha la habilidad que tienen algunos organismos (como los hongos)
de inmovilizar compuestos altamente toxicos mediante la precipitacion o formacion
de complejos insolubles [Casa & Rojo, 2011].

La biosorcion por su parte, es el segundo proceso importante eliminacion de
metales/contaminantes del medio ambiente por los hongos, y consiste en la
inmovilizacién de los iones metdlicos, con carga positiva, mediante la adsorcion a
los grupos i6nicos negativos existentes en la superficie celular, y a los
polisacéaridos de la cubierta exterior de la mayoria de los microorganismos. Es un
mecanismo de cinética rapida que no presenta una alta dependencia con la
temperatura.

2.1.2 Reacciones redox catalizadas biolégicamente que producen
inmovilizacion de metales

Los microorganismos reductores de metales producen una reduccion enzimatica
directa de las formas oxidadas del metal, utilizandolos como aceptores alternativos
de electrones.

Ademas de la reduccion enzimatica directa de MP, algunos microorganismos,
pueden llevar a cabo la reduccion indirecta de especies oxidadas solubles. Esto se
produce acoplando la oxidacion de compuestos organicos a la reduccion del Fe*3,
Mn** y SO0s42 Las especies reducidas Fe*?, Mn*? y H2S, interaccionan
guimicamente con los metales contaminantes solubles produciendo especies
multicomponentes insolubles que precipitan.
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2.1.3  Solubilizacion catalizada biolégicamente

La solubilizaciéon de metales biosorbidos y coprecipitados puede producirse por
procesos microbianos tanto de forma directa como indirecta, aunque la
solubilizaciébn de MP a partir de coprecipitados con las fases minerales, requiere
una solubilizacién parcial de dichas fases minerales, 6xidos principalmente.

Asimismo, la creacién de acidos organicos durante el metabolismo de los
microorganismos, es capaz de bajar el pH del sistema, hasta valores que permitan
interferir con las cargas electrostaticas que mantienen unidos los MP a la
superficie de los 6xidos e hidroxidos de hierro y ser desplazados por los iones de
hidrogeno liberados al sistema.

Otro mecanismo de movilizacién de MP es mediante la accion de metabolitos que
actuan como quelatos creandose complejos solubles quelatos-metal.

2.3.Tecnologias de biorremediacion in situ.

Se trata de las acciones que se llevan a cabo en el lugar de interés. Hace
referencia al uso de tecnologias de remediacion en el sitio especifico donde se
ubica la contaminacion; es decir que la aplicabilidad de técnicas se le realiza a los
sitios que se desean recuperar en forma directa sin necesidad de excavaciones
para “trasladar el sitio” [AMBIENTUM, 2014].

Las técnicas in situ buscan estimular y crear un ambiente favorable para el
crecimiento microbiano a partir de los contaminantes. Este objetivo puede lograrse
con el suministro de aire u oxigeno, nutrientes, microorganismos y /o humedad,
ademas del control de temperatura y pH [EPA, 2001].

Es la técnica mas aplicada y utiliza microorganismos autéctonos del lugar que
pueden degradar, eliminar un gran niamero de contaminantes, pero su eficiencia y
su poblacién son afectadas en funcion de la concentracion de los contaminantes
[Benavidez Loper De Mesa, J., 2006].

La reintroduccion de los microorganismos aislados de un sitio contaminado ayuda

a resolver este problema ya que los microorganismos pueden degradar, eliminar
sustancias y tienen una gran tolerancia a la toxicidad.

2.4 Tecnologias de biorremediacion ex situ.
Son los tratamientos donde se realiza extraccion del area contaminada para ser

ubicada en un sitio diferente, son fundamentales dos tratamientos que se llevan a
cabo: via suspension y via sélida. La biorrecuperacién via sélida se puede realizar
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por dos meétodos: tratamiento en lechos y por compostaje. La diferencia mas
relevante entre estos dos tipos de tratamiento se basa en el modo de aireacion, en
el primero solo se pueden tratar las capas de suelo mas profundas, mientras que
en el compostaje se requiere la formacion de grandes apilamientos de materia
degradable.

En el tratamiento via suspension, se excava el material contaminado y se traslada
a un reactor. La caracteristica de este método es la suspension en un medio
acuoso del suelo contaminado, es decir, el tratamiento se lleva a cabo bajo
condiciones de saturacion de agua. La ventaja de estos procedimientos frente a
los primeros, radica en la posibilidad de optimizar mejor los parametros
microbioldgicos asi como el control del proceso, a cambio de un mayor costo.

2.5. Estrategias de biorremediacion

Aunque los procesos que tienen lugar durante la biorremediacion ocurren, por lo
general, de manera natural cuando se desarrolla un tratamiento que implica el uso
de este tipo de técnica, el interés es alcanzar los objetivos en intervalos de tiempo
mas cortos y que su aplicacion sea viable y efectiva. Para suplir estas
necesidades es conveniente la intervencion del medio contaminado, a través de
estrategias como la bioestimulacion o bioaumentacion [USEPA, 2001; Swannell,
et. Al., 1996].

2.5.1 Atenuacion natural

La atenuacion natural o también conocida como biorremediacién intrinseca, se
lleva a cabo gracias a la accién de los microorganismos autéctonos del medio
afectado [Rosenberg & Ron, 1996; Spain, 1997; Watanabe, 2001]. Estos utilizan
su potencial enzimatico para mineralizar (biodegradar completamente hasta CO2)
los compuestos organicos o bien, simplemente degradarlos hasta productos
intermedios, ya sea en presencia 0 ausencia de oxigeno. En otras ocasiones las
transformaciones co-metabdlicas (llevadas a cabo por enzimas que metabolizan
simultaneamente otros compuestos como fuente de carbono) [Sanchez & Gallego,
2005] son las responsables de la biodegradacion. De cualquier manera, se realiza
mediante procesos fisicos, quimicos y biol6gicos que espontaneamente se da
entre los componentes del suelo, el agua, los microorganismos del lugar afectado,
con posterior aparicion de la contaminacion en el sitio. Esta estrategia no requiere
intervencion tecnolégica y se distinguen dos modelos: uno que ocurre en
presencia de oxigeno o de un medio oxidante como los nitratos y el hierro (lll) y
otros en ausencia de éste o de un medio reductor como sulfatos o dioxido de
carbono [Camargo, 20015], pudiendo ser utilizados como sustratos, compuestos
organicos como azucares, proteinas lipidos e inclusive petrdleo.

14



2.5.2 Bioestimulacion

La bioestimulacion consiste en la modificacion de las condiciones ambientales del
medio contaminado para favorecer o potenciar la atenuacion natural. Se lleva a
cabo mediante el aporte de nutrientes (como nitrogeno y fosforo), aireacion (O2),
dadores de electrones (como compuestos de hierro o nitratos para los procesos
anaerobios y etanol o acido lactico para procesos aerobios), aceptores de
electrones (como oxigeno Yy nitratos para procesos aerobios) o por ajustes de pH
[Gallego et. al., 2001; Gallego et. al., 2005]. Esta técnica se basa en que los
microorganismos autéctonos son capaces de degradar, eliminar el contaminante
tras un proceso mas o menos largo de aclimatacion.

En este sistema, el agua subterranea es conducida a la superficie por medio de un
sistema de pozos de extraccion, se acondiciona en un reactor para volverla a
inyectar y estimular la degradacion bacteriana de los contaminantes del subsuelo y
del acuifero. En el reactor en superficie se agregan al agua: nutrientes, oxigeno,
microorganismos previamente seleccionados adaptados, y el efluente se retorna al
subsuelo por medio de pozos de inyeccidn, aspersores superficiales o galerias.
Algunas veces esta técnicas utiliza biosurfactantes para ayudar al lavado de
contaminantes del suelo. Los suelos deben ser lo mas homogéneo posible, con un
valor de porosidad y permeabilidad al aire adecuado, ademas de tener las
condiciones optimas.

25.3 Bioaumentacion

La bioaumentacion es la adicion de microorganismos especializados vy
exdégenados al medio con el fin de potenciar la remediacion [Walter, 1997; Atlas &
Unterman, 1999] y de esta manera destruir, inmovilizar o minimizar la
concentracion de los contaminantes de interés [Sanchez & Rodriguez, 2010]. El
objetivo es optimizar la biodegradacion de microorganismos autoctonos
especializados para aumentar la eficiencia. ComuUnmente, se utiliza la
bioaumentacién para modificar el tiempo de aclimataciéon o adaptaciéon al sitio
contaminado y al contaminante, haciendo que la biodegradacion comience antes y
se evite el riesgo toxicologico hacia plantas, animales y humanos [Mulas, 2008].

Tanto la bioestimulacion como la bioaumentacion, son estrategias que implican la
circulacion de oxigeno a través de un suelo contaminado para mejorar la
biodegradacion de contaminantes organicos o la inmovilizacion de contaminantes
inorganicos [Van Leeuwen, et. al., 1997].
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2.6 Factores que limitan la biorremediacion

La estructura de la matriz contaminante puede ser uno de los factores mas
importantes y por eso debe estar muy bien caracterizada. Por otro lado, factores
fisicos como la temperatura, el pH y la humedad siempre deben estar tomados en
cuenta, ya que afectan directamente a las caracteristicas quimicas de los
compuestos contaminantes, como su solubilidad en agua, asi como a la fisiologia
y diversidad de la microbiota autoctona del suelo [Das & Chandran, 2011].
Ademas, la presencia de tanto nutriente inorganico (nitrogeno, fésforo, potasio,
etc) como aceptores de electrones es basica para que las tecnologias
implementadas tengan resultados aceptables.

2.7 Ventajas y Desventajas de la Biorremediacion

2.7.1 Ventajas

e Mientras que los tratamientos fisicos y buena parte de los quimicos estan
basados en transferir la contaminacién entre medios gaseosos, liquidos y
sélidos, en la biorremediacion se transfiere poca contaminacion entre un
medio a otro.

e Los microorganismos son adaptables y pueden degradar una inmensa
diversidad de moléculas bajo condiciones muy diferentes de humedad,
temperatura, pH, fuentes de alimento, etc.

e Ayuda en la destruccion completa de contaminantes, muchos de los
compuestos peligrosos pueden transformarse en productos inocuos, esta
caracteristica también elimina la posibilidad de responsabilidad futura
asociada con el tratamiento y la eliminacién de material contaminado.

e No utiliza productos quimicos peligrosos. Es una tecnologia poco invasiva y
generalmente no requiere componentes estructurales o mecanicos que
signifiguen una amenaza para el medio.

e Comparativamente, es econdmica, viable y al tratarse de un proceso
natural, suele tener aceptacién por parte de la opinion publica.

e Ecoldgica y sostenible.

¢ Nointrusivo, permitiendo potencialmente el uso continuo del sitio.
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2.7.2 Desventajas

La biodegradacion incompleta puede generar intermediarios metabdlicos
inaceptables, con un poder contaminante similar o incluso superior al
producto original y algunos compuestos contaminantes son tan resistentes
gue pueden incluso inhibir la biorremediacion.

Es dificil predecir el tiempo requerido para un proceso adecuado y el
seguimiento y control de la velocidad y /o extensién del proceso es
dispendioso [King, 1997].

Los procesos bioldgicos son a menudo altamente especificos. Los factores
importantes del sitio requeridos para el éxito incluyen la presencia de
poblaciones microbianas metabdlicamente capaces, condiciones de
crecimiento ambiental adecuadas y niveles apropiados de nutrientes y
contaminantes.

Se necesita investigacion para desarrollar tecnologias de biorremediacion
gue sean apropiadas para sitios con mezclas complejas de contaminantes
gue no estén dispersas de manera uniforme en el medio ambiente. Los
contaminantes pueden estar presentes como solidos, liquidos y gases.
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3. MICORREMEDIACION

Término acufiado por Paul Stamets [1998], definido como una forma de
biorremediacion utilizando hongos, basandose en su propio funcionamiento en la
naturaleza para degradar, bioacumular o retener los contaminantes en el
ambiente. Lograndolo con la estimulacion de la actividad enzimatica y microbiana
del micelio.

Los hongos poseen la capacidad bioquimica y ecolGgica para degradar los
guimicos organicos ambientales y disminuir el riesgo asociado con los metales,
metaloides y radionuclidos, ya sea por modificacion quimica o al influir en la
biodisponibilidad. Ademas, la capacidad que tienen los hongos de formar redes
miceliales extendidas, la baja especificidad de sus enzimas catabdlicas y el uso de
contaminantes como sustratos de crecimiento hacen que los hongos sean
adecuados para los procesos de biorremediacion. Poseen la habilidad de
modificar la permeabilidad del suelo, su capacidad de intercambio iénico y
desintoxicar suelos contaminados [Singh, 2006]. Asi mismo, pueden absorber y en
algunos casos acumular las sustancias presentes en el sustrato. Es por ello, que a
través del andlisis del contenido de MP y radionuclidos en los esporomas, se
puede conocer si un area esta contaminada y en qué grado [Garcia et. Al., 1998].

Las enzimas fungicas que degradan los contaminantes incluyen varias oxido-
reductasas extracelulares que principalmente descomponen la lignina y celulosa-
compuestos organicos formados por largas cadenas de carbono e hidrogeno,
estructuralmente similar a muchos contaminantes organicos-, los dos
componentes principales de la fibra vegetal, asi como las enzimas unidas a las
células, esto permite que los hongos actien sobre una amplia gama de
contaminantes.

Algunos tienen la capacidad no solo de absorber sino también de acumular
grandes cantidades de sustancias contaminantes, con preferencia por una
sustancia sobre otra, en ocasiones superando en miles de veces lo que se
encuentra en el lugar donde crecen, por lo que se pueden aprovechar en
biorremediacion al catalizar la destruccién o transformacion de compuestos
peligrosos [Stamets 2005; Kornillowicz- Kowalska et. Al., 2006; Quintero Diaz,
2011]. Una caracteristica distintiva de este grupo de microorganismos son los
constituyentes de su pared celular (quitina, quitosano, polifosfatos, lipidos y
proteinas), que les proporcionan excelentes propiedades para unir metales a
través de grupos funcionales cargados negativamente como aminos, hidroxilos,
carboxilos, sulfhidrilos y fosfatos, que permiten la captura o inmovilizacién de estos
compuestos [Aydin et. Al., 2016].
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3.1 Mecanismos implicados en el proceso de remocion de metales por
tratamiento biol6gico

3.1.1 Mecanismos fisicoquimicos

La pared celular realiza la retencién del metal mediante una interaccién
fisicoquimica de ésta con grupos amino e hidroxilo propios de la quitina presentes
en la pared, al igual que grupos fosfatos, sulfhidrilo y carboxilo. Esta interaccién se
traduce en la formacion de un enlace covalente coordinado, pues el ion metalico
actua como un atomo central que dispone de orbitales vacios capaces de aceptar
pares de electrones. Estos pares de electrones son precisamente donados por los
grupos funcionales anteriormente mencionados [Navarro et al., 2016].

La formacién de este enlace, puede estar acompafiado por la dislocacién de
protones y dependiente en parte del grado de protonacion de la pared que es
determinado por el pH [Gupta et al., 2000].

e |Intercambio idnico

El intercambio iénico se expresa como una reaccion en equilibrio en
donde los reactivos que actdan estan en cantidades quimicamente
equivalentes y se desarrolla hasta que se ha agotado la capacidad
estequeométrica [Castro, 1998]. En otras palabras, implica que al captar
iones metalicos por parte de la pared va acompafiado de la liberacién al
medio de cationes como Ca*?, Mg*?, K*, Na? y H* hasta alcanzar el
equilibrio de la reaccién [Igbal et al., 2007].

e Quelacién

La quelacion implica inmovilizar un ion metalico con ligandos de bajo
peso molecular para crear un complejo o una molécula quimicamente
estable. Algunos estudios revelan que la resistencia de los HPB y HPC
de la madera a sales de MP, se debe al desarrollo de siderdforos o
guelantes, entre los que se destacan el catecol y el acido oxalico. El
catecol moviliza el hierro hacia el interior de la célula fungica [Reyes,
2007]. El acido oxalico es capaz de inmovilizar iones metélicos para
formar sales de oxalato en forma de cristales disminuyendo la
solubilidad, por ende la disponibilidad de éstos en el medio.

e Adsorcion
La adsorcion de iones tiene lugar sobre materiales altamente porosos

(adsorbente), como carbon activo, 6xidos de hierro y aluminio, arcilla,
materiales sintéticos y otros substratos de origen biologico. En este
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proceso la sustancia absorbida se une a la superficie del adsorbente
mediante fuerzas fisicas (fuerzas de Van der Walls) que son enlaces
débiles lo que lo hace un proceso reversible por otro tipo de fuerzas
guimicas o enlaces covalentes [Patterson, 1992; Maldonado, 2007].

Este proceso de adsorcion depende fuertemente del pH y cada metal
tiene un pH 6ptimo para ser extraido. La temperatura, el tiempo de
equilibrio, la concentracion del metal y la presencia de otros iones en
disolucion son factores que influyen también en el proceso de adsorcion
[Patterson, 1991], pues en soluciones con mas de un metal, se pueden
generar tres tipos de comportamiento:

a) Sinergismo: el efecto (adsorcion) de la mezcla es mayor cuando
los componentes estéa por individual.

b) Antagonismo: el efecto de la mezcla es inferior al de cada uno de
los metales.

c) Sin interaccién: cuando el efecto de la mezcla no es diferente al
de los componentes por igual [Quingbiao et al., 2004].

Las interacciones permiten que los hongos sobrevivan a la toxicidad de los
metales; basandose en la capacidad de aquellos para crecer bajo ciertas
concentraciones de metales, se ha utilizado de manera arbitraria los términos
resistencia y tolerancia [GDA, 1992 b,c].

Es por esto, que se ha propuesto que el término resistencia deberia referirse a la
sobrevivencia del organismo a la toxicidad, en este caso, de los metales, con base
en mecanismos producidos como en respuesta directa segun los tipos de especie
del metal involucrado. Por otra parte se ha sugerido que el termino tolerancia se
apligue a la sobrevivencia del organismo a la toxicidad por metales, mediante las
propiedades intrinsecas de un organismo o por modificacion ambiental de la
toxicidad [GDA, 1992].

Los mecanismos bioldgicos implicados en la sobrevivencia de los hongos a la
toxicidad de los metales incluyen la precipitacion extracelular, formacion de
complejos y cristalizacion, transformacion de especies metélicas, biosorcion de
paredes celulares, pigmentos y polisacaridos extracelulares, transporte disminuido
o impermeabilidad, expulsion, compartamentalizacion intracelular y precipitacion
y/o atrapamiento por ciertas moléculas.
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3.2 Mecanismos de resistencia

La interaccion de los hongos con los metales pesados ha desencadenado
respuestas adaptativas, ya que presentan tolerancia a altas concentraciones a
éstos y una adaptacion fisiolégica muy rapida; como parte de sus mecanismos se
encuentran involucrados de tipo fisiolégicos, genéticos y enzimaticos
principalmente.

3.2.1 Mecanismos fisiolégicos y genéticos

La supervivencia de los hongos depende de sus adaptaciones intrinsecas y por
supuesto, de las propiedades fisicoquimicas del medio ambiente. Es posible que
esta adaptacion sea a través de mecanismos fisioldgicos y genéticos, activados o
inducidos por metales que controlan determinado eventos bioquimicos [Gutierrez
et al., 2008].

En diversos grupos taxonémicos de hongos, los metales pesados son quelados
por componentes extracelulares e intracelulares, de bajo peso molecular de
caracter peptidico [Baldrian, 2002].

Uno de los sistemas de quelacién o inmovilizacion de los metales, desarrollado por
los basidiomicetes es el oxalato. La produccién del acido oxdlico y otros agentes
guelantes como acidos organicos policarboxilicos y acido nitrico, se da durante la
degradacion de la lignina [Reyes, 2007]. El acido oxalico liga o inmoviliza iones
metélicos solubles a compuestos de oxalato insolubles, lo que hace disminuir la
biodisponibilidad de estos metales y aumentar la tolerancia.

3.2.2 Mecanismos enzimaticos

Algunos metales pesados son esenciales para el metabolismo fungico, mientras
gue otros no tienen ningun papel biolégico conocido. Los metales pesados
esenciales y no esenciales cuando se encuentran en concentraciones superiores a
las requeridas por la taza metabdlica se ocasiona toxicidad en estos mismos,
pueden afectar a casi todos los aspectos del metabolismo, crecimiento y desarrollo
de los hongos (por ejemplo la alteracién de la pared celular que esta compuesta
principalmente de polisacéridos, como quitina, glucanas y quitosana, y de otros
componentes como glicopreteinas y lipidos), dependiendo del grupo taxonémico,
de la especiacion y concentracion del metal y de los diferentes factores
fisicoquimicos del medio [GDA, 19897%. Los metales necesarios para el
crecimiento fungico incluyen el cobre, hierro, manganeso, molibdeno, zinc y
niquel. Los metales no esenciales encontrados comunmente incluyen Cr, Cd, Pb,
Hg y Ag [Baldrian, 2002].
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Metales como el Zn, Cu y Pb son conocidos como aceleradores en la produccion
de especies de oxigeno toxicas, como radicales superoxidos sintetizados en su
mayoria por las hidroperoxidasas. La GPx es un sistema antioxidante que cataliza
la reduccion de las hidroperoxidasas, protegiendo la célula del dafio oxidativo por
dichos radicales [Caregnato et al., 2008].

El interés cientifico por la interaccion de los hongos con los metales pesados
se derivo inicialmente de la toxicidad de dichos elementos en preparaciones
fungicidas utilizadas para el control de patdgenos de plantas y para preservar
productos naturales y sintéticos [Horsfall, 1956; Ross, 1975]. También ha sido de
importancia el estudio del efecto por metales toxicos, metaloides, radiondclidos y
compuestos organometdlicos, lo que ha motivado el interés hacia los hongos
debido a su ubicua y algunas veces dominante presencia en habitats
contaminados, la captacion y traslocacion de metales toxicos y radionuclidos hacia
los cuerpos fructiferos de los hongos, y la proteccién que los hongos micorrizicos
brindan a las plantas contra los metales toxicos [Brown y Hall, 1990].

Aunque se han encontrado hongos de diferentes grupos taxonomicos en
ambientes altamente contaminados con MP, la diversidad de especies ha
resultado disminuida [Babich y Stotzky, 1985; GDA, 1986%2]. El efecto toxico de los
metales sobre la poblacion microbiana en ambientes naturales varia con la
especiacion y la concentracion del metal, con los organismos presentes y con
diversos factores ambientales [GDA vy Griffiths, 1987]. Entre los factores del medio
gue pueden afectar la toxicidad de los metales hacia los microorganismos se
encuentran: el pH, el potencial redox y los aniones y cationes inorganicos.

El pH del medio puede influir en dos sentidos: modificando el estado fisiolégico, y
las actividades bioquimicas de los microorganismos y por tanto, sus reacciones
hacia sustancias toxicas y en la especiacion del metal, lo que afecta su capacidad
para unirse a la superficie celular. Cuando se incrementa el pH de una solucion,
dependiendo del tipo de metal, ésta puede formar diferentes especies
hidroxiladas, siendo diferente a su vez la toxicidad de estas especies. A pH bajo,
aumenta la concentracion de H*, el cual puede competir con los MP por los sitios
ionogénicos de los componentes celulares. La especiacion de los ligandos
organicos que pueden interactuar con los metales, y de este modo modificar su
toxicidad, depende asi mismo del pH del medio.

El potencial de oxido- reduccion del ambiente puede afectar la disponibilidad de
los metales de manera directa, y de este modo sus valores de toxicidad. En un
ambiente altamente reductor, los metales pueden combinarse con S y tomar
sales derivadas de sulfuros insolubles que los microorganismos captan. Este
potencial también afecta la valencia del metal, por ejemplo, es mas toxico el Cr
(VI) que el Cr (lll) para el crecimiento micelial y para la germinacion de las esporas
de diferentes hongos [Babich et. al 1982].
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Los iones y cationes inorganicos del ambiente también influyen en la especiacion
el metal y asi de su toxicidad. Los metales pesados forman complejos de
coordinacion con aniones inorganicos (OH", Cl). La diferente especiacion de los
metales pesados que ocurre en presencia de concentraciones variables de los
ligando anidnicos, puede ejercer diferentes efectos téxicos en los organismos. En
el caso de los cationes inorganicos, pueden afectar la toxicidad de los metales
como resultado de la competencia con las formas cationicas de los MP por los
sitios anidnicos de los componentes de la superficie celular.

4. REINO FUNGI

Muchas veces no le damos importancia al papel de los hongos en nuestra vida y
no damos cuenta de que pueden ser nuestros aliados o enemigos [Biologia de los
hongos].

Los hongos no son ni plantas ni animales, sino que son un grupo de
microorganismos pertenecientes al Dominio Eukaria, que pueden ser uni o
pluricelulares, segun Hawksworth [D.L. 2001] se estima que existen alrededor de
1.500.000 especies de hongos de las cuales solo se conoce aproximadamente el
5%, entre los que figuran levaduras, mohos y setas. Constituyen un amplio y
fascinante grupo destacado por carecer de clorofila y tejidos vasculares
especializados, y que a diferencia de las bacterias poseen nucleos celulares
eucarioticos, y pueden tener un comportamiento saprofito, parasitario o simbiético.

Por lo general, lo primero que se piensa al escuchar la palabra hongo es el tipico
champifién (Agaricus bispuris) que se obtiene en el mercado, pero este tipo es
solo una de las tantas especies que existen. La cantidad de formas, colores y
tamafos que tienen los hongos es inmensa (Figura 5, 6,7,8). En el pasado, fueron
considerados como parte del reino vegetal, posteriormente fueron clasificados por
Whittaker (1969) en un quinto reino, el Reino Fungi.
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Figura 7. Trametes versicolor. v Figu 8. Pcnoporus sanguine

Tipico hongo en forma de “estante”, su cuerpo Es de color intenso, facilmente reconocible
fructifero muerto puede persistir varios afos. Al igual que T. Versicolor produce PB en
Ataca la madera produciendo pudricién blanca. la madera.

Entre las especies fungicas conocidas podemos distinguir los hongos superiores y
los hongos inferiores. Para fines préacticos se acostumbra llamar hongos
superiores a aquellos que presentan fructificaciones macroscopicas vistosas y
bien desarrolladas, aunque esto no sea rigurosamente exacto ni vale para todas
las especies, como generalizacion es aceptable.

Figura 9. Cookeina colensoi. Figura 10. Geastrum sp.
Un Ascomycetes con apotecios estipitados Cuerpo fructifero tipo gastreroide, sus esporas son

Liberadas al viento a través de un pequefio orificio
en su parte superior.

Andlisis académicos permiten ubicar el origen de los hongos hace 1200 millones
de afios, adaptandose a todo tipo de eventos climaticos y condiciones adversas

gue les exigio gran capacidad de adaptacion, generando ademas gran diversidad
evolutiva [Stamets, 2002].
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Hoy se considera como el organismo vivo que puede poseer mayor masa bidtica
como un solo ser individual. Por su capacidad de establecer complejas redes de
micelio que se pueden extender por cientos de metros, se les ha denominado
como “El internet de la naturaleza” [Stamets, 2008].

4.1. Caracteristicas

Los organismos del reino fungi poseen ademas, caracteristicas tanto del reino
animal como del reino vegetal [Biology Online, 2007. Retrieved from
Characteristics of the Fungi]. A continuacion se hara mencién de sus
caracteristicas mas destacadas:

e Inmovilidad: Los hongos no poseen flagelos que les permitan el libre
movimiento.

e Poseen pared celular: Son organismos eucariontes tipicos, es decir, tienen
nacleo, células bien definido, la pared es rigida, semejante a la de las
células vegetales, pero en lugar de estar compuesta de celulosa, esta
compuesta de quitina, la misma sustancia que otorga a los insectos la
dureza de sus exoesqueletos. Ademas, son células alargadas y que pueden
contener varios nucleos, poseen vacuolas pero no cloroplastos, pues no
hacen fotosintesis.

e Crecen como hifas: El crecimiento de los hongos se produce en forma de
hifas, que son estructuras cilindricas y uniformes que pueden ir de los
pocos micrometros a los varios centimetros de longitud, pudiendo
superponerse en un proceso de ramificacion o bifurcacion.

e Son heter6trofos: Necesitan carbohidratos complejos como fuente de
energia al no realizar fotosintesis ni de fijar carbono. Son
quimiorganotrofos, ya que necesitan de compuestos organicos preformados
como fuente de energia. La mayoria de los hongos toman sus nutrientes
por absorcion obteniéndolos como resultado de la degradacion de
compuestos complejos por las exoenzimas que liberan al medio.

e No realizan fotosintesis: Como los hongos no poseen clorofila, no pueden
realizar fotosintesis ni elaborar su propio alimento a diferencia de las
plantas (organismos autoétrofos), que obtienen los nutrientes necesarios a
través de ésta.

25



4.2.

Son descomponedores: Estos organismos son recicladores por excelencia,
juegan un papel de vital importancia dentro del ecosistema, ya que al ser
organismos descomponedores pueden transformar materia muerta. De este
modo regresan al medio ambiente sustancias asimilables por otros seres
vivos ayudando al flujo de nutrientes y energia a través de los ecosistemas
naturales.

La gran mayoria son aerobios estrictos porque necesitan oxigeno libre
como aceptor de electrones para su crecimiento. Sin embargo, algunos
pueden ser anaerobios facultativos, por lo que pueden utilizar otras
moléculas como aceptores de electrones.

Durante su ciclo de vida, los hongos pueden presentar dos tipos de
reproduccién: sexual y asexual. Algunos tienen la capacidad de
reproducirse en estas dos formas, mientras que otros solo se limitan a una
de ellas. Adicionalmente, en algunos se ha observado la parasexualidad.

Clasificacion

La clasificacion de los hongos se ha reelaborado a lo largo de la historia de la
biologia a medida que se desarrollan mejores técnicas de identificacién, estos se
distinguen principalmente por sus aparatos reproductores. La clasificacién actual
del reino se detalla a continuacion [Fungi Austral, Guia de campo de los hongos
mas vistosos de Chile, 2017] (Figura 11):

Hongos Basidiomicetos (Basidiomycota): Constituyen la familia de hongos
mas comun. Se caracterizan por la presencia de 6rganos reproductores
denominados basidios, en los que se almacenan las esporas. Al igual que
los ascomicetos, pueden ser microscopicos, los macroscopicos forman
setas.

Hongos Ascomicetos (Ascomycota): Los ascomicetos presentan una
estructura con forma de saco llamado asco o asca, los cuales contienen las
esporas, las que se producen durante la reproduccién asexual. Cabe
destacar que hay especies de ascomicetos que se reproducen
exclusivamente de manera asexual; esto se logra a través de conidios
(esporas que se forman en los extremos de las hifas). Se conocen
aproximadamente 30 mil especies.

Hongos Zigomicetos (Zygomycota): Producen esporas sexuales conocidas
como zigosporas, las cuales permanecen latente por un tiempo. Las células
de sus hifas no tienen septos, es decir, paredes que separan a células
individuales, por lo que pueden contener uno o mas nucleos.
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Quizas el zigomiceto mejor conocido sea el moho negro del pan. La
reproduccion asexual se da por medio de esporangiéforos que generan
esporas. Esta familia constituye la familia mas pequefia del reino fungi,
actualmente se reconocen poco mas de 1050 especies [Introduction to the
World of Fungi, 2017]

e Hongos Quitridiomicetos (Chytridiomycota): Aquellos hongos microscopicos
y primitivos, generalmente acudticos que se reproducen por esporas
flageladas (zoosporas).

TIPOS DE HONGOS

Chytridiomycota Zigomicetes Basidiomicetes Ascomicetes

Figura 11. Clasificacion de los hongos.

4.3. Morfologia

Todos los hongos estan constituidos por una unidad basica de crecimiento
llamada hifa. Cada hifa es una célula o conjunto de células que poseen un
crecimiento de elongacion apical, usualmente de forma cilindrica en hongos
filamentosos, pero esférica en levaduriformes. En algunos casos, dentro de las
hifas, se forman cavidades separadas por septos generados desde la membrana
plasmatica, los cuales en estado de crecimiento poseen poros que comunican
estas cavidades generando un flujo de protoplasma hacia el punto de crecimiento.
La hifa siempre estara delimitada o cubierta por una pared celular continua.
Cuando la hifa se ramifica, pasa a formar un sistema hifal, al cual se le denomina
micelio [Stamets, Paul, 1999]

El micelio es el cuerpo verdadero del hongo, que esta compuesto por un conjunto
de hifas (excepto las levaduras, puesto que son unicelulares) y delimitadas por
una membrana de quitina y hemicelulosa, compuestos responsables de su rigidez.
Por medio de las hifas, el hongo se alimenta, respira, crece y desarrolla las
fructificaciones. A su vez, las fructificaciones se forman para propagar las esporas
y crear nuevos micelios y asi, colonizar nuevos territorios.
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Si observamos al microscopio el sustrato en el que crecen (tierra, madera, etc.),
encontraremos que esta invadido por hifas (Figura 14 y 15). Lo que comunmente
se le llama “hongo”, son los cuerpos fructiferos de los mismos (como el arbol y la
fruta, como referencia).
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Figura 15. Micelio observado bajo
vista sobre un sustrato. microscopio.

Las estructuras encargadas de producir esporas no estan distribuidas por todo el
cuerpo fructifero, sino que se organizan en una superficie de éste (himenio) y la
zona donde se encuentra el himenio sumado a otros elementos se denomina
himeno6foro. La presencia de esta estructura es una de las principales
caracteristicas a tener en cuenta a la hora de identificar un hongo.

Las células de los hongos microscépicos pueden presentarse en dos tipos
morfoldgicos basicos, como levaduras (hongos levaduriformes; Figura 12 y 13)
gue son unicelulares, se unen entre si y forman cadenas; o como hifas (hongos
filamentosos) que son pluricelulares, las células de los hongos macroscopicos son
todas como hifa, las que pueden estar separadas entre si o conformadas en un
conjunto con un citoplasma comudn. Una caracteristica usada como un importante
escalén evolutivo, es la presencia o ausencia de paredes transversales en las
hifas llamadas septos.

Esta unidad estructural se presenta con un aspecto sifonado y con una pared de
quitina y celulosa, las que pueden ser de dos maneras (apuntes Microbiologia):

a) Aseptadas: es decir, sin septos o tabiques que separen el citoplasma, por lo
gue toda la estructura es una masa citoplasmatica con muchos nucleos
llamado cenocitico. Este tipo de hifas es caracteristico de hongos inferiores
como Mucor y Rhizopus.
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Figura 12. Levadura en placa Petri Figura 13. Levadura en microscopio

b) Septadas: es decir, presentan un tabique en forma regular, pero que no
separa completamente el citoplasma por poseer un poro central, a través
del cual fluye el citoplasma; por lo que siguen siendo cenociticos. Este tipo
de hifas es caracteristico de hongos superiores como Saccharomices Yy
Penicillium. El tabique puede terminar de forma recta o formar una
estructura como boton.

Los hongos filamentosos son aerobios, mientras que los levaduriformes son
anaerobios facultativos. Son poco exigentes en cuanto a sus necesidades de
temperatura y de pH, ya que la mayoria crece a un pH entre 2 y 9, y en un
intervalo de temperatura de 10 a 40°C.
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ESTRUCTURA DE UN HONGO

pileo o sombrero

cuerpo fructifero

contexto © carme

k himenio o superficie fértil

con las células que producen
las esporas (A-E)

-4—— estipite o pie

substrato

S
e D -— espora asexual
{conidiospora)

- germinacion de una espora
para producir un nuevo micelio

Gaston Guzmndn

Figura 15. Esquema descriptivo de la estructura y forma de un Basidiomycete.

4.4. Nutricion

Otra de las tantas diferencias con las plantas y animales es que, las primeras se
alimentan por medio de la fotosintesis y los segundos por ingestion, en cambio los
hongos se alimentan por absorcion [Fungi Austral, Guia de campo de los hongos
mas vistosos de Chile, 2007]. Los hongos son descomponedores primarios, no
pueden generar como las plantas su propio alimento, mas bien, obtienen sus
nutrientes por medio de un proceso conocido como digestion extracelular. Estos
organismos secretan enzimas digestivas y posteriormente absorben moléculas
organicas que dichas enzimas descompusieron proveniente de otras formas de
vida vegetal o animal. La versatilidad de las enzimas es lo que contribuye al éxito
ecoldgico que poseen [Revista La Lupa, Publicacion semestral Afio 4 Namero 6 -
Agosto 2014]. En relacion en como lo hagan, se pueden clasificar en ['Reino
Fungi", Maria Estela Raffino]:

e Hongos saprdfitos: Se encuentran en todos los entornos terrestres y
acuaticos, utilizando restos de organismos muertos (vegetales y animales)
como sustrato para adquirir los nutrientes necesarios para vivir y devolver al
suelo nutrientes inorganicos que pueden ser tomados por las plantas. Los
hongos son responsables del reciclaje de los componentes de las plantas

muertas y de la descomposicién de los restos de animales y
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microorganismos (incluyéndose ellos mismos); esto también lo pueden
realizar en conjunto con otros organismos, principalmente bacterias.
Ademas son importantes ya que intervienen en los ciclos del carbono,
nitrégeno, fosforo y potasio [Dix & Webster, 1995; Dighton, 2003; Morris &
Robertson, 2005; Magan, 2007].

Estos hongos son los mejores descomponedores del material insoluble de
las plantas, principalmente de la lignina. Como degradadores de la madera,
estos hongos producen 3 tipos de pudricién: pudricion blanca (la que se
detallara mas adelante), pudricion café y pudricién blanda.

Parésitos: Los hongos parasitos son los que crecen y viven sobre tejidos
vivos, sin importar su origen. Gracias a la relacion nutritiva con su
hospedante, los hongos parasitos pueden ser biotréficos, cuando necesitan
que las células que parasitan estén vivas, o necrotroficos, que matan las
células del hospedero y luego se alimentan de sus componentes. Este tipo
de hongos, con frecuencia causan dafio sobre el hospedante. Cuando esto
sucede reciben el nombre de patogenos.

Tanto los hongos parasitos como los saprofitos, obtienen su alimento a
travées de una digestion externa denominada lisotréfica. Es asi como las
sustancias hidrolizadas por las exoenzimas del hongo son absorbidas por
las delgadas paredes de la hifa, nutriendo y alimentando el micelio.

Micorricicos: Se nutren mediante una relacién simbidtica con un organismo
vegetal, colonizando sus raices e intercambiando con ellas diferentes
nutrientes minerales y agua generados por el hongo a cambio de
carbohidratos y vitaminas que el hongo es incapaz de sintetizar por su
cuenta. Se cree que mas del 95% de las plantas terrestres poseen alguna
asociacion micorricica.

Liquenizados: Se nutren a través de relaciones simbioticas producto de la
unién de un hongo y un alga o cianobacteria, estableciendo una relacién tan
estrecha que pueden considerarse un mismo individuo. Se conocen como
Liquenes.
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4.5. Habitat

Los hongos constituyen un grupo de organismos muy variados que se encuentran
en practicamente cualquier nicho ecologico, pero mas abundantemente en el
ecosistema terrestre que en el acuético, donde se disponga de carbono organico.
Por esta razén, los hongos tienen una distribucién mundial y practicamente no
existe lugar en donde no se hayan encontrado. Se pueden desarrollar en
ecosistemas oscuros porque no dependen de la luz para su metabolismo, aunque
esta comprobado que la luz funciona como un agente externo que ayuda a regular
su desarrollo y comportamiento.

El suelo, por la cantidad de microhabitats que posee es facilmente colonizado por
hongos que pueden estar activos metabolicamente o en forma de estructuras de
resistencia. Sin embargo, la principal caracteristica del suelo que lo hace tan
atractivo para los hongos y otros organismos, es la disponibilidad de MO. Ademas,
es en el suelo donde se completa el ciclo del carbono y los hongos intervienen en
éste por medio de la descomposicion de la MO acumulada.

Es de mencionar que, la capacidad de colonizar o degradar un sustrato depende
de la bateria enzimética que posea el hongo y de las condiciones ambientales
presentes en el ambiente.

En los ambientes acuaticos, los hongos pueden vivir tanto en cuerpos de agua
dulce como de agua salada pero en una menor biodiversidad que en el terrestre.
Las especies estrictamente acuaticas son parasitas de algas y de invertebrados;
aun asi, su presencia en aguas marinas y salobres es baja.

Figura 14. Zalerion maritimum.
Hongo capaz de degradar plastico acumulado en el mar.
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4.6. Reproduccion

Estos organismos se reproducen de modo asexual y sexual, siempre a través de
la produccion de esporas (formas resistentes al medio ambiente que cuando se
dan finalmente las condiciones optimas, germinan y crean un nuevo ejemplar del
hongo) [Katerine Torres Delgado, Tatiana Zuluaga Montoya, 2009].

La reproduccién asexual también llamada somética, consiste en la mera
multiplicacion del organismo, en el cual predomina un origen mitético. Ejemplo de
esta modalidad es la fisidn binaria y gemaciéon (en el caso de las levaduras),
fragmentacion. Estos tipos de hongos pueden acceder a ciertas vias genéticas
alternativas para la reproduccién, como son la heterocariosis y la parasexualidad;
lo que les permite cierta variacion a pesar de no tener un ciclo mitético.

Por otra parte, en la reproduccion sexual, las hifas de los hongos individuales se
encuentran y se unen a un proceso conocido como plasmogamia. El resultado de
esa union es una estructura llamada gametangia. Dentro de esa estructura, los
nacleos de las células de los individuos se fusionan. Luego, mediante un proceso
llamado cariogamia, se combina el ADN de los individuos, en este proceso se
produce una espora que tiene el doble de la cantidad normal de cromosomas.
Luego, esta espora se divide en mitades para crear dos esporas que finalmente se
transforman en nuevas hifas [Octavio, 2013]. En la figura 16 se muestra el ciclo de
reproduccion de un Basidiomycete.
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Figura 16. Esquema del ciclo de reproduccién de un basiodiomycete.
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Existen dos tipos de esporas, dependiendo del origen de su formacion: asexual y

sexual.

a) Esporas asexuales: Son el producto de una division mitética de una Unica

célula parental. Pueden ser:

@)

Esporangiésporas: Derivan del clivaje de una estructura llamada
esporangio, que nace de un esporangioforo. Estas esporas se
producen dentro del esporangio y se libera cuando éste se rompe en
la madurez; a este tipo de esporulacion se le llama Esporulacion
endbgena.

Conidios: Son propagulos de dispersion libre, inmdéviles, deciduos
generalmente, exdgenos y por lo tanto no encerrados en un saco. Se
desarrollan a partir de las células conidiégenas, las que a su vez
estan en el apice de una hifa aérea fértil llamada conidiéforo; o bien,
por segmentacion de una hifa vegetativa preexistente. Se conoce
como Esporulacién exdgena.

b) Esporas sexuales: La naturaleza de este proceso varia desde una simple
fusion de hifas fértiles compatibles de dos diferentes cepas, a complejas
uniones de estructuras diferenciadas en macho (-) o hembra (+), con la
intervencion de cuerpos fructiferos especiales que se llaman de acuerdo al
grupo taxonémico al que pertenecen. Las mas comunes son:

(@]

o

4.7.

Qdsporas: Derivan de un oogonio en hongos inferiores del grupo
Oomycota.

Zigosporas: Derivan de un cigoto de los hongos inferiores
Zigomycota.

Ascésporas: Derivan de un asca la que esta contenida en un tejido
llamado ascomata en hongos superiores del grupo Ascomycota.

Basidiosporas: Derivan de un basidio contenido en un tejido llamado
basidiocarpo, en hongos del grupo Basiodiomycetes.

Importancia del Reino Fungi

Debido a la abundancia y diversidad de los hongos, quienes desempefian un
papel ecolégico muy importante en los ecosistemas. Que utilizan practicamente
cualquier material como sustrato, participan en el reciclaje de nutrientes y
funcionan como recicladores y descomponedores de la MO. Es por esto, que se
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considera que deben ser incluidos en los programas de conservacion de
biodiversidad y en planes de uso y manejo del suelo, donde muchas veces han
sido ignorados [Hawksworth, 2001; Muller et al., 2004].

A raiz de lo anterior, en nuestro pais desde el afio 2013 entr6 en vigencia el
Decreto 40 que aprueba el Reglamento del Sistema de Evaluacion de Impacto
Ambiental (RSEIA), donde se establece la OBLIGACION de realizar Lineas de
Bases de Hongos para los Estudios de Impacto Ambiental (EIA) [Museo Nacional
de Historia Natural, Victor Ardiles, 2014].

Los hongos saprofitos tienen un gran impacto en los procesos geoldgicos
alterando rocas y minerales, interviniendo en la acumulacion de metales, en los
ciclos de nutrientes e influenciando la proliferacion de las comunidades de
microorganismos que se desarrollan en ellos [Buford et al. 2003; Gadd, 2007].

De hecho, el papel de los hongos en los procesos de reciclaje de nutrientes, es de
mayor importancia ecoldgica de lo que la mayoria de la gente piensa, ya que son
potenciales biodegradadores y biorremediadores de compuestos contaminantes
[Bial- Aristegui, 2002; Sinhg, 2006].

Sin embargo, pese a los enormes beneficios que han traido a la humanidad (la
Penicilina por ejemplo), los hongos producen naturalmente antibiéticos para matar
o inhibir el crecimiento de bacterias, también son responsables de grandes
pérdidas al dafiar productos alimenticios e industriales, manufacturados o en
procesos, y causar peérdidas en cultivos, cosechas y pos- cosechas. En los
humanos, los hongos causan varios tipos de enfermedades como las micosis, las
alergias, los micetismos (ingestion de hongos venenosos) y la micotoxicosis
(ingestion de un alimento que contenga micotoxinas) [Moore- Landecker, 1996].

Aun asi, hay muchas especies de hongos benéficas para el ser humano, en este
ambito se destacan los que son comestibles, ademas de las levaduras en los
procesos de fermentacién que juegan un rol vital en la transformacion bioquimica
de las sustancias.

4.8 Hongos de la podredumbre blanca

Entre los hongos pertenecientes a las divisiones basidiomicetos y ascomicetos, se
encuentran los HPB, los cuales son considerados como los descomponedores
mas poderosos de la naturaleza [Adenipekun & Lawal, 20012]. Poseen un sistema
enzimatico que les permite degradar eficientemente todos los componentes de las
paredes celulares de la madera, es decir, la hemicelulosa, celulosa y lignina
[Quintero, 2001; Saldarriaga & Pineda, 2001]. La capacidad degradadora de estos
hongos es posible por sus enzimas lignoliticas, principalmente lacasa, lignina
peroxidasa y manganeso peroxidasa, quienes los hace Utiles para la
transformacion de xenobidticos y su aprovechamiento en Micorremediacion

[Pointing 2001; Megan et al. 2010; Quintero Diaz 2011].
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Su sistema lignolitico es extracelular, y eso les permite degradar sustratos sin
tener que internalizarlos, permitiendo la oxidacion de compuestos poco solubles
en agua y aumentando su tolerancia a concentraciones de contaminantes
relativamente altas. Este sistema extracelular es inducido por la limitacion de
nutrientes [Reddy & Mathew, 2001].

Las enzimas lignoliticas, rompen los enlaces carbono- carbono y carbono- oxigeno
de la lignina o de los xenobidticos, dependiendo del caso, permitiendo la formacion
de estructuras méas sencillas y de alguna manera menos contaminantes,
modificando su solubilidad o estabilidad [Pointing, 2001].

La lignina se encuentra en la pared celular de la mayoria de los vegetales,
formando una matriz compleja sobre las fibras de celulosa y hemicelulosa,
confiriendo rigidez a la pared, protegiendo las células del ambiente externo y
aportando hidrofobicidad. Su polimerizacion es al azar y su estructura es
heterogénea e irregular, produciendo una macromolécula altamente compleja,
amorfa e insoluble en agua [Boominathan & Reddy, 1992].

La lacasa, a parte de la degradacién de la lignina, esta involucrada en mdltiples
procesos del ciclo vital del hongo como el desarrollo de los cuerpos fructifero,
pigmentacién, patogenecidad y diferencia sexual [Leonowicz et al., 2011] y puede
ser intracelular o extracelular.

Dentro de los requerimientos nutricionales de estos hongos, se encuentra el
nitrégeno que se puede encontrar en sales de amonio y en otros compuestos
como los aminoécidos; el carbono como la glucosa y celulosa; utilizan el azufre en
forma de sulfatos y el fosforo presente en fosfolipidos de membrana, siendo su
principal fuente el fosfato de potasio, igualmente otros elementos esenciales para
el desarrollo de estos hongos son el manganeso y el cobre implicados en la
actividad enzimética [Molinet & Gonzalez, 2003].

La biorremediacién usando hongos de la pudriciéon blanca es una técnica muy
prometedora que estéa siendo estudiada, ademas de ser aceptada por organismos
como la USEPA, por la Agencia Ambiental de Canada y otras entidades
reguladoras en todo el mundo [Ilwamoto & Nasy, 2001] como tecnologia de
remediacion viable.
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49. Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus también conocido como hongo ostra, es un hongo de la PB
perteneciente al grupo de los basidiomicetes, presenta un gran numero de
filamentos pluricelulares, los cuales forman su micelio. Su forma de reproduccion
puede darse de manera sexual y asexual. Una de sus principales caracteristicas,
€s su sistema enzimatico, ya que produce enzimas lignocelulésicas las cuales son
utilizadas para la micorremediacion. Estos hongos crecen sobre residuos agricolas
como la soya, bagazo de cafia de azlcar o paja, ademas poseen un potencial alto
para desarrollarse y mineralizar sobre restos industriales como té o sustratos no
convencionales que posean hemicelulosa, lignina y celulosa [Upadhyay et al.,
2006, pag. 3].

Pleurotus ostreatus se reconoce por la forma de su sombrero, aunque en realidad
es muy variable tanto en la forma como en el color; por su crecimiento en grandes
matas sobre madera y por las caracteristicas laminillas decurrentes, asi como
también por la situacion del pie, excéntrico o incluso lateral, comun a casi todas
las especies de Pleurotus.

4.9.1. Taxonomia [Sanchez y Royse, 2002]:

Reino: Fungi

Division: Basidiomycotina
Clase: Homobasidiomycete
Subclase: Hymenomycete
Orden: Agaricales

Familia: Tricholomataceae
Género: Pleurotus
Especie: ostreatus

4.9.2. Morfologia de Pleurotus ostreatus

Posee una superficie lisa que es convexa cuando la seta es joven, que luego se va
aplanando de a poco, con sombrerillo redondeado. El diametro puede variar de 5
a 15 cm, esto va en funcion de la edad del hongo. La coloracion es mudable
puede ir desde los tonos grises pardos o grises claros que a través del tiempo
logra una coloracién amarillenta, la cuticula es himeda y fina, contiene una
depresién en el lugar donde va el pie [Hermosilla y Sanchez, 2003, pag. 6].

Las laminas ubicadas en la zona inferior se extienden a lo largo del pie, pueden

ser bifurcadas hacia éste, cuantiosas y finas, curvadas y estrechas, ademas de
tener una coloracion blancuzca o grisacea, en dichas laminas se establecen las
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esporas, cuyo objetivo es la reproduccion de la especie. El pie reducido es corto,
apenas duro de color blanquecino, el crecimiento lo hace de manera aislada
horizontal o a su vez pueden llegar a crecer en conjunto estableciendo estanterias
laterales sobrepuestas en la parte lateral de los arboles [Hermosilla y Sanchez,

2003, pag. 6].
Sy\brero

Figura 17. Morfologia de Pleurotus ostreatus
Fuente: Jay, S.F (2010)

4.9.3. Mecanismo de biodegradacion

Estos hongos son efectivos porque producen lacasa, una enzima extracelular, la
gue cataliza una reaccion que degrada la lignina, para esto, la enzima requiere
peréxido de hidrogeno, la cual el hongo produce [Frazar, C. 2000].

Principalmente se conocen tres mecanismos enzimaticos que los HPB utilizan
para descomponer contaminantes ambientales, uno reductivo y dos de tipo
oxidativo:

1. Sistema de degradacion de la lignina: este sistema realiza ataques
oxidativos a moléculas orgénicas a través de radicales libres que son
formados por las enzimas lignoliticas peroxidasas.

2. Fase | del metabolismo: Es una unidad oxidativa donde entran en accion las
enzimas citocromo P- 450 monooxigenasas.

3. Fase Il del metabolismo: Es un conglomerado de enzimas que se encargan
de que las reacciones de conjugacion se apresuren provocando la
disminucién de contaminantes.
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[l PARTE EXPERIMENTAL

Este trabajo fue realizado en las dependencias el Laboratorio de Ecologia del area
de Microbiologia de la Universidad Técnico Federico Santa Maria, sede José
Miguel Carrera en Vifia del mar.

1. AISLAMIENTO PLEUROTUS OSTREATUS DESDE UNA
BANDEJA COMERCIAL

Los hongos necesitan nutrientes ricos en carbono, por esta razén se escogi6 el
agar PDA debido a su alto contenido de dextrosa (fuente de carbono).

1.1. Materialesy equipos

Bandeja comercial 250 gr de Champifidn ostra
Placas Petri

Bisturi

Mechero Bunster

Agar PDA

Agua destilada

Balanza analitica

Autoclave

Etanol

Guantes de latex

Papel absorbente
Incubadora Memmert (27°C)

1.2. Procedimiento

a) Se preparan 100 ml de agar PDA y esteriliza en autoclave a 121° C por
alrededor de 20 minutos.

b) Se distribuye el agar en las placas Petri (cuadriplicado) en condiciones
asépticas.

c) Se deja enfriar a temperatura ambiente.

d) Con ayuda del bisturi, se realiza un corte en el champifion ostra en su parte
interior de aproximadamente 1x1 cm colocandolo lo mas central posible en
la placa Petri.

e) Sesellayseincubaa27°C.
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‘ 4
Figura 19. Aislamiento desde bandeja comercial a agar PDA en placa Petri.

2.  AISLAMIENTO MICELIO PLEUROTUS OSTREATUS

Luego de realizar en aislamiento desde la bandeja comercial del champifion ostra,
se continda con el aislamiento de su micelio, con los mismos materiales y
procedimiento que para la obtencion del inoculo primario.

3. PRUEBA PRELIMINAR

Se realiza una prueba preliminar para observar el comportamiento del micelio en
el agar contaminado. Se trabajé con las siguientes concentraciones de Pb: 50,
150, 250, 350, 450 y 550 ppm, mas el respectivo blanco o control. En
quintuplicado.
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3.1.

Materiales y equipos

1000 ppm de Pb a partir de PbNOs
Agua destilada

Etanol

Papel absorbente

Placas Petri (35)

Mechero Bunster
Autoclave

Incubadora Memmert
Agar PDA

Bisturi

Parafilm

Micelio P. ostreatus

Regla 30 cm

Shots de vidrio de 400 mL

3.2 Procedimiento

a)
b)
c)

d)
e)
f)
9)

Luego de observar los resultados de la Prueba Preliminar, se decide modificar la
concentraciones de Pb, siendo estas: 50, 150, 250, 350 y 400 ppm, mas el
respectivo blanco o control y se decide incubar por 8 dias. Para la Prueba Final, se
utilizan los mismos materiales y se sigue el mismo procedimiento que en la Prueba

Preparar 700 mL de agar PDA en shots y se autoclava a 121° C por 20

minutos.

Antes de que se solidifique el agar, afiadir a cada shot 5,15, 25, 35, 45 y 55
mL de plomo a partir de PbNOs, exceptuando el shot del blanco.
Distribuir el agar contaminado con plomo en placas Petri (triplicado), todo

en condiciones asépticas.

Dejar enfriar a temperatura ambiente.

Inocular las cajas Petri con micelio de Pleurotus ostreatus.

Incubar a 27° C y en ausencia de luz.

Observar y medir el crecimiento del micelio.

4.  PRUEBA FINAL

Preliminar.
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Figura 20. Preparacion del medio agar PDA contaminado con diferentes
concentraciones de plomo
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar la tolerancia del Pleurotus
ostreatus in vitro en un medio agar PDA contaminado con diferentes
concentraciones de plomo para probar su potencial biorremediador.

De acuerdo al articulo 7 del Reglamento del Sistema de Evaluacion de Impacto
Ambiental (RSEIA), Chile actualmente no posee una norma de calidad de suelos
gue haga posible establecer los valores de concentracion para cualquier
compuesto detectado en el suelo, que permitan catalogarlos como potencialmente
contaminados o de calidad no aceptable. Pero si nos guiamos por normas de
paises como los que se muestran en las Tablas 1, 2, 3 y 4 donde se detallan los
valores de las normas medio ambientales de suelos de los paises y Estados que
se utilizaron para este estudio.

Uso Agricola \ Uso Residencial

Pais (mg Pb/kg suelo seco)

Canada 70 | 140

Tabla 1. La normativa canadiense proporciona valores de concentraciones para parametros segun
los distintos escenarios de uso del suelo (Canadian Soil Quality Guidelines for the Protection of
Environmental and Human Health (CCME, 1999)).

Valor objetivo | Valor de Intervencién

Pais (mg Pb/kg suelo seco)

Holanda 85 | 530

Tabla 2. Esta norma considera dos criterios, el primero (valores Objetivos), considera los niveles
en los cuales existe una calidad de suelo sostenibles (propiedades funcionales del suelo para
humanos, plantas y animales). El segundo criterio (Valor de Intervencién), es indicativo del nivel
sobre el cual las propiedades funcionales del suelo se encuentran seriamente contaminadas
(Dutch Target and Intervention Values for Soil Remediation (VROM, 2000)).

Tipo de suelo
Arcilloso | Limoso | Arenoso
Pais (mg Pb/kg suelo seco)
Alemania 100 \ 70 \ 40

Tabla 3. Una particularidad de esta normativa es que considera valores diferentes segun la textura
predominante del suelo en cuestion. La finalidad de esta legislacion es la de proteger o restaurar
las funciones del suelo con una base sustentable permanente (Bundes-Bodenschutzgesetz
(BBoSchG), 1998).
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VP | VI Uso Agricola | VI Uso Residencial
Pais mg Pb/kg suelo seco
Estado de Sao 72 180 300
Paulo, Brasil

Tabla 4. El primer parametro (Valor de Prevencién), se considera como la concentracion de una
sustancia (Pb en este caso) por encima de la cual pueden ocurrir alteraciones perjudiciales a la
calidad del suelo. El segundo parametro (Valor de Intervencion), se considera como la
concentracion de una sustancia en el suelo por encima de la cual existe un escenario de
exposicidn genérico Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB).

La liberacion de metales pesados al medio ambiente ha ido incrementando
continuamente como resultado de las actividades industriales y desarrollo
tecnolégico, siendo una amenaza significativa para el ecosistema y la salud
publica debido a su toxicidad, acumulacion en la cadena alimenticia y su presencia
en la naturaleza. Por esto mismo, es importante desarrollar nuevos métodos para
la remocion de estos contaminantes xenobidticos. Siendo la micorremediacion una
excelente alternativa descontaminante de ambientes afectados por plomo.

Por lo anterior, se decide realizar un analisis experimental donde se compruebe
gue un hongo es capaz de tolerar y sobrevivir a un contaminante tan recalcitrante
en el ambiente como lo es el plomo. El término tolerante se emplea para referirse
a aguellos microorganismos que poseen propiedades estructurales y bioquimicas
intrinsecas que les permite sobrevivir en presencia de metales, por poseer
paredes celulares impermeables, capacidad de excretarlo, o capacidad de
producir modificaciones ambientales con efecto sobre la toxicidad del metal.

Este trabajo experimental con Pleurotus ostreatus mostré resultado efectivos, el
hongo tiene la capacidad de adaptarse y tolerar in vitro un medio contaminado con
diferentes concentraciones de plomo debido a las estructuras presentes en el
mismo.

1. Resultados Prueba Preliminar

Al momento de realizar la Prueba Preliminar, y en relacion a las concentraciones
sefaladas en las tablas 1, 2, 3, y 4 se seleccionaron las siguientes para hacer uso
en el trabajo experimental:

Concentraciones de Pb en ppm

0 50 150 250 350 450 550
(control)

Tabla 5. Concentraciones seleccionadas para la Prueba preliminar para el presente estudio.

Debido a temas de movilizacion interna en la universidad, no se pudo realizar un
seguimiento diario del crecimiento del micelio, pero se observa que a los nueve
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dias ya se puede hacer un analisis y sacar conclusiones rapidas de éste, las
necesarias para realizar modificaciones en cuanto a concentraciones tolerables
del Pleurotus ostreatus al plomo y el tiempo estimado en desarrollarse el micelio.
Modificaciones que seran aplicadas en la Prueba final.

2. Resultados Prueba Final

En la Tabla 6 se muestran las concentraciones finales para realizar esta prueba
experimental:

Concentraciones de Pb en ppm

0 50 150 250 350 400
(control)

Tabla 6. Concentraciones Prueba Final

Figura 24. Micelio desarrollado luego de 3 dias a 50 pm.
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Figura 29. Micelio desarrollado luego de 3 dias a 250 ppm
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Figur‘aﬂ33. Micelio desarrollado luego de 4 dias a 350 ppm.
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Figura 35. Desarrollo de micelio Figura 36. Desarrollo del micelio luego de 3
diasa luego de 3 dias a 450 ppm. 550 ppm.

e |

Figura 39. Desarrollo del micelio luego de 4 dias a 550 ppm.
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En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos luego de los primeros
cuatro dias en incubacion a 27°C a las concentraciones determinadas.

Dia Concentracion [ppm] | Crecimiento|cmy|
Control 0,3
50 0,1
1 150 0
250 0,1
50 0
400 0
Control 0,7
50 0,5
7 150 0.3
250 0,6
50 0,2
400 0
Control 1,7
50 1,2
3 150 1.3
250 1.6
50 0.8
400 0.3
Control 2,7
50 1,7
150 1.8
4 250 2,3
50 1.4
400 0,9

Tabla 7. Resultados obtenidos luego de 4 dias de
inoculacién en diferentes concentraciones a 27° C
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V CONCLUSION

Se realizaron dos pruebas, la Preliminar, para observar el comportamiento del
micelio a las determinadas concentraciones y al tiempo de desarrollo, y la Final,
donde se aplicaron modificaciones de acuerdo a lo observado en la Preliminar.

Se logr6 producir inoculo del hongo Pleurotus ostreatus en agar PDA
suplementado con diferentes concentraciones de plomo, alcanzando una
colonizacion total sobre algunas concentraciones al cabo de 9 dias (segun Prueba
Preliminar).

El nivel de tolerancia al plomo de Pleurotus ostreatus se determind por su
capacidad de crecer y desarrollarse en medio agar PDA suplementado con
diferentes concentraciones de este metal luego de 9 dias de incubacién.

Como lo arrojan los resultados de la Prueba Preliminar, Pleurotus ostreatus
muestra inhibicion a concentraciones sobre 450 ppm, por esta razén se decide
para la Prueba Final, tomar como concentracibn maxima 400 ppm para comprobar
hasta que concentracion aproximada crece el micelio de P.O.

Ningun crecimiento presenta diferencia significativa con respecto al crecimiento
Control. EI efecto de la relacibn tiempo-concentracion es directamente
proporcional a la concentracién de los metales.

La investigacion arroja que, la descontaminacién mediante hongos puede ser una
solucion para algunos de los problemas ambientales generados por los residuos
toxicos por causa de la actividad humana, pero estd claro que para evitar un
escenario aun peor que el actual, debe ocurrir un cambio profundo en la forma en
gue las industrias y la poblacion gestionan y realizan sus actividades, y este
cambio debe cumplir con los criterios de sostenibilidad emergente.

A través de este analisis experimental se demuestra la tolerancia del Pleurotus
ostreatus a diferentes concentraciones de plomo.
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VI RECOMENDACIONES

Antes de llevar a cabo una micorremediacion, es necesario conocer las
caracteristicas fisicas y quimicas del medio, asi como el origen del contaminante
para poder seleccionar especies que se adapten a las condiciones ambientales del
medio.

Los hongos requieren de un medio optimo para poder desarrollarse por lo que se
debe definir el mas apropiado, que cumpla con las caracteristicas necesarias para
los hongos de la podredumbre blanca. Es necesario contar con un micelio joven
del hongo para la realizacion de las pruebas.

El lugar donde se desarrolla la inoculacion del Pleurotus ostreatus tiene que
proveer de condiciones estériles adecuadas, el cual impida la contaminacion de la
cepa del hongo por agentes adversos.

Se debe mantener condiciones controladas durante todo el proceso, para obtener
los resultados mas eficaces posible.

Es importante comentar que el Pleurotus ostreatus demostré ser capaz de
desarrollarse sobre las concentraciones propuestas, pero si éstas se ven
incrementadas, posiblemente sea una causa para el fallo de un tratamiento de
micorremediacion.

Probar diferentes niveles de contaminaciéon de plomo desde los 400 hasta los 450
ppm, para observar crecimiento del hongo y asi determinar realmente su maximo
tolerable.

Se recomienda seguir investigando al hongo Pleurotus ostreatus, ya que es una

tecnologia alternativa, y de facil puesta en practica para procesos de
biorremediacion.
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