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Resumen

Los contaminantes organicos persistentes (COP) se caracterizan porque son
resistentes a la degradacion, tienen una alta movilidad en el ambiente, se
bioacumulan y biomagnifican; esto hace que causen dafos a la biota tanto cercana
como lejana a su origen de emision. Uno de los primeros contaminantes organicos
persistentes en ser reconocido como tal es el hexaclorobenceno, el cual se utilizé
como fungicida para semillas y presenta efectos nocivos para la salud humana,
razén por la que se suspendi6 su uso en diversos paises en la década de los afios
70. A pesar de sus efectos, aln se produce como compuesto secundario durante
la fabricacion de disolventes clorados, y dado su caracter persistente todavia se
encuentra en el ambiente, asi como en el tejido adiposo de humanos que no han
estado expuestos laboralmente a dicho compuesto. Como parte de la diversidad
de organismos que alberga el planeta, destacan microorganismos como los
hongos, capaces de desarrollarse en ambientes donde estan presentes este tipo
de compuestos. Ante tal situacidn es interesante y necesario conocer las
habilidades que poseen para afrontar tales circunstancias y asi poder sentar las
bases para el desarrollo de biotecnologias que permitan eliminar contaminantes

organicos persistentes del ambiente.

En el presente estudio se analizé la capacidad de crecimiento de Agrocybe
pediades, en presencia de HCB; este hongo es un basidiomiceto aislado de un
bosque perturbado por incendios frecuentes y pastoreo, en el estado de Tlaxcala,
en presencia de HCB. Para las pruebas de tolerancia se utilizaron concentraciones
de 0, 20, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 pg/l de HCB. El hongo mostré un crecimiento
similar en casi todas las concentraciones usadas con respecto al control, con
excepcion de la concentracion de 300 pg/l, donde el crecimiento fue mayor
(p<0.05). Los resultados muestran que al ser el HCB un factor de estrés para A.
pediades su presencia puede ocasionar que el hongo modifiqgue su metabolismo o
fisiologia de tal forma que aproveche los nutrientes residuales del cilindro de agar
gue se utilizé como inéculo, ya que después de 12 dias de crecimiento la biomasa
generada fue de 3.14 + 0.28 g/l en el tratamiento que fue adicionado con 300 pg/I
HCB; mientras que en el tratamiento control, la biomasa generada fue de
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2.87 £ 0.06 g/l, es decir se obtuvo aproximadamente un 9.44 % mas de biomasa,
ademas de que el consumo de glucosa en estos dos tratamientos fue similar, sin
descartar la posibilidad de que una parte del crecimiento se deba a que el hongo

es capaz de utilizar el HCB como fuente de carbono

Con los resultados obtenidos se puede concluir que Agrocybe pediades
implementa algin mecanismo que le permite tolerar y crecer en presencia de HCB
en concentraciones de hasta 500 ug/l, tanto en medio soélido como en medio

liquido, sin descartar la posibilidad que también lo haga con otros COP.

A partir de estos resultados se podran realizar diversas investigaciones que
permitan conocer el mecanismo que despliega este hongo para tolerar compuestos
toxicos, asi como en el desarrollo de tecnologias enfocadas en la recuperacion de

ambientes contaminados con diversos COP.

Abstract
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1. Introduccién

El ambiente esta expuesto a deterioro y contaminacion natural por la accién de
eventos como incendios, o fendmenos naturales como erupciones volcanicas o
huracanes; sin embargo, la interminable busqueda del hombre por satisfacer sus
necesidades y tener una vida mas confortable ha acelerado el deterioro del
ambiente al producirse de manera continua, acelerada y extensiva diversos bienes

y servicios que contribuyen al deterioro ambiental.

La manufactura de diversos productos industriales y su uso final lleva consigo la
generacion de diferentes residuos, entre los que se encuentran los contaminantes
organicos persistentes (COP) que poseen propiedades toxicas y causan impactos
negativos en los ecosistemas (Albert, 1997), lo que ha generado la preocupacion
de diferentes organizaciones a nivel internacional. Como respuesta, los paises
interesados en mitigar el problema, en el afio 2001 firmaron el Convenio de
Estocolmo, que busca proteger el ambiente y la vida humana de los efectos que
causan los COP. El hexaclorobenceno (HCB) es uno de los compuestos incluidos
en el Convenio, el cual fue utilizado como fungicida en semillas de trigo, cebada,
avena y centeno; pero por los efectos que causa, como carcinogenicidad,
alteraciones hepaticas, dérmicas, renales, pulmonares y gastrointestinales
(Gavilan y Castro, 2007) se suspendid su uso en varios paises en la década de los
afos 70 (ATSDR, 2019).

Desafortunadamente, el HCB se sigue produciendo de forma secundaria durante
la fabricacion de solventes clorados; y por sus propiedades y alta resistencia a la
degradacion aun se encuentra en el ambiente, ademas, al ser lipofilico es capaz
de moverse a través de la cadena tréfica llegando incluso a humanos que no han
estado directamente expuestos a él. Debido a esto, constantemente se buscan
alternativas para eliminarlo de ambientes contaminados (Estévez y Kopytko, 2015;
Ceci et al.,, 2018; Ibafiez-Moreno et al., 2020). Los microorganismos son de
especial interés para estos fines, ya que pueden ser resistentes o tolerantes a este
tipo de toxicos, gracias a que poseen mecanismos que les permiten sobrevivir en

ambientes contaminados con COP. Entre los microorganismos que se han usado
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en pruebas de tolerancia o biodegradacion de HCB se encuentran algunas
especies de hongos saprotrofos (Matheus et al., 2000) y los mecanismos de
tolerancia que se han descrito son la biosorcién, la bioacumulacion, la

biotransformacion y la biodegradacion (Vullo, 2003).

Algunas especies de la familia Strophariaceae como Psilocybe castanella han
mostrado capacidad para tolerar y disminuir la concentracion de HCB en muestras
de suelo mediante el mecanismo de biodegradacion (Matheus et al., 2000), en el
cual se han tratado de relacionar las actividades enzimaticas del complejo propio
de hongos con héabitos saprétrofos (Kab-Yeul et al., 2009). Debido a que la
produccion de enzimas es una de las caracteristicas bioquimicas que pueden ser
utilizadas para establecer relaciones filogenéticas (Cepero de Garcia et al., 2012),
en este caso, los hongos pertenecientes a esta misma familia podrian mostrar

mayor probabilidad de tolerar y/o degradar HCB.

Agrocybe pediades, un hongo saprétrofo aislado de un bosque de Juniperus
deppeana que ha sufrido de actividad antrépica como incendios recurrentes
(Ortega, 2018), y a que en la regién se han descrito zonas cercanas con presencia
de este compuesto, que al ser volatil podria encontrarse en el bosque de donde
fue aislado (Juarez-Santacruz et al., 2013), podria presentar la capacidad de
tolerar al HCB; sumado a esto, pertenece a la familia Strophariaceae, de la cual
algunas especies han mostrado la capacidad de tolerar estos COP. Por estas
razones, el presente estudio pretende generar informacion respecto al potencial de

A. pediades para tolerar la presencia de HCB.

El contexto en el que se enmarca el presente estudio implica profundizar un poco
mas en diversos temas referentes a la dindmica ambiental en la que se conjugan
interacciones entre los hongos y los téxicos, lo que nos brinda la oportunidad, a
través de su estudio, de visualizar los beneficios que sus mecanismos intrinsecos
representan para el campo de la bioprospeccion sobre todo con miras a la

aplicacion en la recuperacion de ambientes alterados por contaminantes quimicos.



1.1 Contaminantes quimicos

Un contaminante se puede definir como aquella sustancia que se encuentra en el
ambiente cuya presencia deteriora la calidad de éste al producir efectos no
deseados o afectar negativamente la utilidad de algun recurso (Colina, 2000). Los
contaminantes se clasifican en tres tipos: fisicos, que involucran a la energia en
sus diversas formas como la energia mecéanica (ruido y vibraciones), la energia
electromagnética (luz visible, ultravioleta, infrarroja, etc.) y la energia calorifica
(calor o su ausencia, frio); biolégicos, que incluyen tanto a los microorganismos
como a sus productos bioldgicos; y contaminantes quimicos, que comprenden
compuestos organicos, inorganicos, naturales o sintéticos que pueden producir a
corto, mediano o largo plazo efectos dafinos a los organismos, dependiendo de la
cantidad absorbida (de Navarra, 2000).

Dentro de los contaminantes quimicos existe una gran variedad de compuestos,
por lo tanto, este tipo de contaminantes representa un riesgo importante para el
ambiente. Gran parte de estos compuestos son residuos que provienen de los jales
mineros abandonados con poco o ningln proceso de remediacion, lo que ocasiona
la migracion de metales pesados a los ambientes cercanos contribuyendo con la
contaminacion del suelo, ademas de que son téxicos para las plantas y ejercen
efectos negativos sobre la calidad de los recursos naturales y el ambiente
(Martinez et al., 2017). También, pueden provenir de desechos de la industria, por
ejemplo, las dioxinas y los retardantes de flama se vinculan con procesos de
produccion y reciclaje de productos electronicos, y los colorantes mutagénicos con
la industria textil. Ademas, de la disposicion inadecuada de residuos, cuyos
lixiviados contaminan suelos y acuiferos (Mendoza-Cantu e Ize-Lema, 2017). La
industria textil impacta al ambiente debido a las aguas residuales con alta carga de
contaminantes que se generan en los procesos, sobre todo por la presencia de
colorantes con toxicidad sobre la biota acuatica (Sanchez et al., 2018). Aunado a
esto, diversos residuos provienen de desechos de la agricultura ya sea por el uso
de fertilizantes o plaguicidas que al ser aplicados en campos de cultivo alteran los

ciclos biogeoquimicos, ademas de que pueden producir efectos tdxicos agudos y



cronicos sobre algunos organismos (Andrade, 2016). Algunos son vertidos
directamente, otros se forman por la reaccion entre diferentes compuestos al estar
en contacto en el ambiente (SEPA, 2007).

Muchos de los contaminantes quimicos son compuestos organicos xenobioticos,
es decir, que no se producen de forma natural en la Tierra, por lo tanto, son
extrafios al metabolismo natural de los organismos vivos (Tejedor, 2008) y al estar
presentes causan efectos adversos a los seres que la habitan, como la
modificacion de la estructura y funcién de las capacidades funcionales de los
tejidos o las células (Sanz, 2013). Su riesgo reside en su persistencia en el
ambiente, es decir la capacidad para retener sus caracteristicas fisicas, quimicas
y funcionales durante un periodo prolongado (ATSDR, 2002) debido a su alta
estabilidad termodinamica, a su resistencia a la biodegradacion y consecuente
acumulacion, por lo que este tipo de compuestos pueden producir diversos efectos
toxicos en la salud humana, como los carcinogénicos, los mutagénicos y los

teratogénicos (Pefia-Garcia, 2016).

Por la forma en que inciden en las matrices y componentes ambientales, se pueden
clasificar como: contaminantes organicos volatiles (COV) (Arroyo et al., 2018) y

contaminantes organicos persistentes (COP) (Bartolomé, 2015).
1.1.1 Contaminantes organicos persistentes

Los COP son compuestos resistentes a la degradacion fotoquimica, quimica o
bioquimica, esta caracteristica permite que aumente su vida media en el ambiente.
Este tipo de compuestos pueden ser de origen natural, como las dioxinas, que
pueden producirse en procesos como las erupciones que liberan la presion que se
genera dentro o por debajo de la corteza terrestre (OMS, 2016), algunos otros
productos son generados por reacciones que ocurren espontaneamente como el
benzo(a)pireno (Reategui, 2017). Sin embargo, la mayoria son compuestos
generados por el hombre mediante reacciones quimicas formadas en diversos

procesos industriales (Ritter et al. 1995; Wang et al. 2010).



Dependiendo de su composicion quimica se han clasificado en dos subgrupos:
hidrocarburos aromaticos policiclicos, que son compuestos organicos formados
por dos 0 més anillos aromaticos condensados, los cuales pueden estar en forma
recta, angulados o racimados (Mastandrea et al., 2005). Hidrocarburos
halogenados, que son compuestos que contienen uno o mas atomos de un
halégeno unido a uno o mas atomos de carbono (Garcia, 2018), y predomina como
componente halégeno el cloro. Debido a la estabilidad del enlace carbono-
halégeno este tipo de compuestos son poco reactivos y conforme aumenta el
namero de sustituyentes del halégeno disminuye su reactividad e incrementa su
persistencia; los compuestos aromaticos clorados son mas estables y resistentes
a la degradacion que los alifaticos clorados, ademas la mayoria de los COP

clorados son aromaticos (Albert, 1997).

La persistencia y volatilidad parcial que tienen los COP son las propiedades que
caracterizan su movilidad ambiental. Es decir, pueden volatilizarse y ser
trasportados a otro lugar sin sufrir cambios en su estructura quimica. La volatilidad
depende de la temperatura, por lo que estos compuestos pueden participar en
ciclos consecutivos de volatilizacion y deposicion, lo que les permite transportarse
con los vientos y pasar de un ecosistema a otro ubicado a grandes distancias
(Gouin et al., 2004). Los COP, son mas solubles en solventes organicos que en
soluciones acuosas, lo que les confiere la propiedad de pasar facilmente a través
de la estructura fosfolipidica de las membranas biolégicas, aumentando su
biodisponibilidad. El conjunto de sus caracteristicas provoca que los COP entren a
las cadenas alimenticias y se bioacumulen en cada nivel tréfico en los tejidos
grasos de los organismos y, ademas, se bio-magnifiquen, este proceso sucede
cuando un contaminante que es incorporado y almacenado por un organismo que
se encuentra en la base de la cadena alimenticia pasa en grandes cantidades al
organismo del siguiente nivel de la cadena, asi la sustancia contaminante se
magnifica de un nivel a otro hasta alcanzar concentraciones letales para algin
organismo de la cadena o hasta que llegan a los niveles superiores de ésta
(Miren, 2006). La velocidad de bioacumulacion depende de diversos factores,
como la naturaleza quimica de cada compuesto que involucra la solubilidad en
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agua, la presiéon de vapor, la constante de la ley de Henry (H), el coeficiente de

particion octanol/agua (K,,) y el coeficiente de particion carbon/agua (K,,),

propiedades que estan dadas por la estructura de la molécula y por la naturaleza
de los atomos que la forman; también depende de la cantidad del contaminante
gue entra al organismo, la velocidad de absorcion y la velocidad de excrecién
(Albert, 1997; Herrero, 2012).

Cuando los contaminantes organicos persistentes se incorporan al ambiente, se
distribuyen con facilidad y pueden encontrarse como gases, adsorberse a las
particulas de polvos, sedimentos o suelos y a la superficie de las plantas, asi como
en aguas de todo tipo, aunque en concentraciones menores (SEPA, 2007), por lo
gue pueden afectar a diversos organismos. Algunas de las alteraciones mas
severas en los humanos son el bajo desempefio neuronal, afectaciones en el
sistema inmunoldgico e incluso puede provocar cancer, ya que ocasionan efectos
disruptores sobre el sistema endocrino (Andrade-Ribeiro et al., 2006); mientras que
en el ambiente contribuyen a la disminucion de la diversidad biolégica
(Bartolome, 2015).

Debido a las caracteristicas de los COP y al peligro que representan, en mayo de
2001 se celebré una conferencia en Estocolmo, Suecia donde se adoptd el
Convenio de Estocolmo, el cual tiene como objetivo proteger la salud humanay el
medio ambiente frente a estos contaminantes. En el documento se establecen las
medidas que deben adoptarse para disminuir o eliminar las liberaciones derivadas
del uso, de la produccion intencionada o no de estas sustancias, asi como la
eliminacién de desechos y los planes de aplicacibn que debe elaborar e
implementar cada parte, entre otros aspectos, para cumplir el objetivo del convenio

(Stockholm Convention Secretariat, 2019).

Este Convenio entré en vigor con un grupo de 12 sustancias (figura 1), con las
cuales se trabajo hasta el afio 2008, cuando fueron incluidas nuevas sustancias a

los anexos.
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Figura 1. Estructura quimica de los primeros compuestos incluidos en el Convenio de Estocolmo
(Modificado de Ashraf, 2017)

Actualmente, en el Convenio se enlistan 29 COP (Tabla 1), agrupados ya sea para
su eliminacion, restriccion o produccion no intencional. Para las sustancias
incluidas en el anexo A, las partes deben tomar las medidas necesarias para
eliminar la produccion y el uso; para las sustancias del anexo B, las partes deben
restringir su uso y produccién; por ultimo, para las sustancias del anexo C, las
partes tomaradn medidas para reducir su liberacion no intencional con la meta de
reducirla al es posible eliminarlas (Stockholm Convention

Secretariat, 2019).

minimo y si



Tabla 1. Contaminantes organicos persistentes incluidos en los anexos A, B y C del Convenio de

Estocolmo (Stockholm Convention Secretariat, 2019)

Anexo

Producto quimico

Fuentes de COP

A. Eliminar la

produccion

Acido perfluorooctanoico
(PFOA), sus sales y

compuestos relacionados

Productos quimicos
industriales

Produccién no intencional

Aldrin Pesticida
Alfa hexaclorociclohexano Pesticida
Beta hexaclorociclohexano Pesticida

Bifenilos policlorados

Productos quimicos
industriales

Produccién no intencional

Clordano

Pesticida

Clordecona

Pesticida

Decabromodifenil éter

Productos quimicos

(mezcla comercial, c- industriales
DecaBDE)

Dicofol Pesticida
Dieldrin Pesticida
Endosulfan técnico y sus Pesticida
isdmeros relacionados

Endrin Pesticida
Heptacloro Pesticida

Hexabromobifenilo

Productos quimicos

industriales

Hexabromociclodecano

Productos quimicos

industriales

Hexabromodifenil éter y

heptabromodifenil éter

Productos quimicos

industriales




Tabla 1. Contaminantes orgénicos persistentes incluidos en los anexos A, B y C del Convenio de
Estocolmo (Stockholm Convention Secretariat, 2019) (continuacion)

Anexo

Producto quimico

Fuentes de COP

A. Eliminar la

produccion

Hexaclorobenceno

Pesticida
Productos quimicos
industriales

Produccién no intencional

Hexaclorobutadieno

Productos quimicos
industriales

Produccién no intencional

Lindano

Pesticida

Mirex

Pesticida

Naftalenos policlorados

Productos quimicos
industriales

Produccién no intencional

Parafinas cloradas de cadena
corta (SCCPc¢)

Productos quimicos

industriales

Pentaclorobenceno

Pesticida
Productos quimicos
industriales

Produccién no intencional

Pentaclorofenol y sus sales y

ésteres

Pesticida

Tetrabromodifenil éter y
pentabromodifenil éter

Productos quimicos

industriales

Toxafeno

Pesticida




Tabla 1. Contaminantes orgénicos persistentes incluidos en los anexos A, B y C del Convenio de
Estocolmo (Stockholm Convention Secretariat, 2019) (continuacion)

(4-clorodifenil) etano)

Anexo Producto quimico Fuentes de COP
B. Restringir | Acido perfluorooctano Productos quimicos
la sulfénico (PFOS) sus salesy | industriales
produccion | fluoruro de perfluorooctano
sulfonilo (PFOSF)
DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis Pesticida

C. Produccioén
no

intencional

Bifenilos policlorados

Productos quimicos

industriales

Dibenzo-p-dioxinas

Productos quimicos

policloradas y dibenzofuranos | industriales
policlorados
Hexaclorobenceno Pesticida

Productos quimicos
industriales

Produccién no intencional

Naftalenos policlorados

Productos quimicos
industriales

Produccién no intencional

Pentaclorobenceno

Pesticida
Productos quimicos
industriales

Produccién no intencional

Dos de los compuestos que se encuentran en los anexos del Convenio,
pentaclorobenceno y hexaclorobenceno, tienen como fuente de emision a los
pesticidas, al formar parte de su composicion, productos quimicos industriales y
procesos en los que se producen de manera no intencional. Por esta razén, aunque
el hexaclorobenceno es uno de los doce primeros compuestos incluidos en el

convenio alin se encuentra en el ambiente.
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1.1.2 Hexaclorobenceno (HCB)

Es un compuesto organico clorado con férmula quimica C.Clg, su nimero de

registro en el servicio de resimenes quimicos (CAS por sus siglas en inglés) de la
Sociedad Americana de la Quimica es 118-74-1. También suele ser nombrado
como perclorobenceno, cloruro de pentaclorofenilo o percloro de fenilo. A
temperatura ambiente es un sélido blanco cristalino practicamente insoluble en

agua, pero soluble en disolventes organicos como éter, benceno y cloroformo.

El valor del log del coeficiente de particién octanol/agua del hexaclorobenceno es
de 5.73, que indica una muy alta afinidad por el material lipidico de la biota, lo cual
aumenta la probabilidad de bioacumularse y por lo tanto de favorecer su toxicidad.
Otra de sus propiedades es que debido a su baja presiéon de vapor de 1.09x10°
mmHg a 20 °C se adsorbe a las particulas de aire facilitando su transporte en la
atmoésfera; su constante de la Ley de Henry es de 5.8 x 10 atmsm3/mol lo que le
confiere una moderada volatilidad (Garcia, 2016; ATSDR, 2019).

El HCB se ha utilizado en la industria en la fabricacion de productos pirotécnicos,
balas trazadoras y como fundente en la fabricacion de aluminio, asi como
conservador de la madera, controlador de porosidad en la fabricacion de anodos
de grafito y como agente peptizante en la produccion de caucho nitroso y estireno
para neumaticos (Wang et al. 2010).

El principal uso del HCB fue en la agricultura en el tratamiento de semillas de trigo,
cebada, avena y centeno para evitar el crecimiento de hongos parasitos. Uno de
los incidentes mas graves ocasionados por el HCB ocurrié en Turquia entre los
afios 1955 y 1959, donde los granos de trigo que fueron tratados con este
compuesto fueron utilizados para elaborar pan, el cual fue consumido por la
poblacién, lo cual gener6 mas de 600 casos de porfiria cutanea tardia, una
enfermedad hepatica que presenta como efecto principal la reduccion o la
inhibicion de la formacién del grupo hemo. Esta enfermedad puede producir orina
de color rojo, llagas en la piel, cambio de color de la piel, artritis y problemas del
higado, del sistema nervioso y del estbmago, entre otras afectaciones. Se estimé

gue hasta 5000 personas se vieron afectadas, de las cuales aproximadamente el
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80 % fueron nifios de 4 a 14 afios. Durante varios meses la dosis estimada fue de
50-200 mg/dia. La concentracion promedio en la leche de 56 madres con porfiria
cutanea, 20-30 afios después del incidente, fue de 510 ng/g en base a grasa, lo
gue caus6 que al menos el 95 % de nifios, hijos de madres que tenian porfiria
cutdnea tardia, murieron dentro del primer afio de nacimiento, y muchos no
sobrevivieron entre las edades de 2-5 afios (Seku, 2015; ATSDR, 2019).

Aunque su produccion se ha suspendido en la mayoria de los paises, todavia se
esta produciendo inadvertidamente como un subproducto y/o impureza en varios
procesos quimicos, sobre todo en la fabricacion de solventes como el tetracloruro
de carbono, tricloroetileno y tetracloroetileno. Ademas, algunos pesticidas como
clorotalonil, pentacloronitrobenceno, picloram, simazina, atrazina y lindano tienen
HCB como contaminante. También se produce a partir de la descomposicion
térmica incompleta de desechos donde el cloro esta presente. Estos procesos de
combustién incluyen todo tipo de incineracion de residuos (residuos peligrosos,
residuos municipales, residuos médicos y lodos de depuradora), produccién de
cemento, sinterizacion de mineral de hierro, combustion de carbon y quema de
biomasa. Aunque algunos desechos que contienen HCB se eliminan en
vertederos, una fraccion de él que se encuentra en los lixiviados es emitida a la
atmaosfera por su lenta volatilizacién y por el desplazamiento del suelo contaminado
(Lu et al., 2010; Liu et al., 2018).

Debido a sus caracteristicas estructurales, es decir al anillo aromatico y a los
enlaces C-Cl presentes, el HCB tiene una alta estabilidad lo que le confiere una
gran resistencia a la degradacion que, en conjunto con la moderada volatilidad que
posee favorece su transporte a largas distancias, incluso a regiones alejadas de
su fuente de liberacion. El transporte se presenta mediante la destilacién global,
también conocida como efecto saltamontes (Gouin et al., 2004), en la cual ciertas
sustancias liberadas a la atmdsfera en zonas célidas viajan a zonas mas frias
depositandose alli y causando afectaciones a los organismos que habitan esos

ambientes. Por todo ello, es importante considerar la reduccion de este compuesto
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en el ambiente como un intento para la preservacion de las especies, asi como del

ambiente (Newhook y Dormer, 1997).

Existen procesos de oxidacion avanzada que han sido estudiados con el fin de
degradar COP, las técnicas que se utilizan en estos procesos son electrdlisis,
ozonizacién, reacciones fenton, oxidacion humeda, oxidacibn con agua
supercritica, ionizacioén, radiacién, microondas, pulsos de plasma y fotocatalisis

homogénea y heterogénea.

Una de las principales técnicas estudiadas para la mineralizacion de
contaminantes organicos y la reduccion de metales pesados es la fotocatalisis
heterogénea que combina simultdneamente reacciones de oxidacion y reduccion.
Esta técnica involucra el uso de luz y de un catalizador para que las reacciones
guimicas se produzcan o se aceleren. Uno de los catalizadores mas estudiados es

el TiO, en forma de nanocintas, mostrando cierta efectividad en la mineralizacion

de algunos contaminantes organicos, sin embargo, estos resultados se restringen
Unicamente a COP presentes en matrices acuosas. La efectividad de estos
procedimientos se ve afectada por diversos factores como las caracteristicas de
las aguas a tratar, sistema seleccionado, condiciones de operacion, pH, la
presencia de aniones inorganicos que pueden consumir los agentes oxidantes
implicados en la degradacion de contaminantes organicos, y la unién de
nanoparticulas mediante fuerzas electrostaticas generando particulas de mayor
tamafio, disminuyendo asi la eficiencia (Vargas-Hernandez et al., 2016; Ibanez-
Moreno et al  2020).

Debido a que existen diversos factores que pueden afectar la eficiencia de técnicas
de tratamiento quimicas, se han buscado otras alternativas que puedan contribuir
con esta labor. Si bien se ha descrito que la presencia de compuestos
organoclorados causa varios problemas a la salud de una diversidad de
organismos, incluyendo al humano (Howsan et al., 2004), es innegable la
existencia de microorganismos que resisten o toleran sus efectos nocivos e incluso
poseen la capacidad de transformarlos en compuestos aprovechables como

sustratos para su supervivencia. De modo recurrente se ha descrito que bacterias
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pertenecientes al género Dehalococcoides son capaces de degradar HCB debido
a que este tipo de bacterias obtienen energia a través de la oxidacion de hidrogeno
y la posterior deshalogenacion reductora de compuestos organicos halogenados
en un modo de respiracion anaerébica obligatoria (Adrian et al., 2003). Por otro
lado, se ha precisado que algunas especies de hongos son capaces de degradar
hidrocarburos aromaticos policiclicos (Kab-Yeul et al., 2009). Esta capacidad es
por la accién de los complejos enzimaticos que poseen, como las enzimas poli y
fenoloxidasas, ademas de algunas peroxidasas (Pozdnyakova et al., 2018).
Existen especies fungicas capaces de crecer en ambientes que han sido
depositarios de compuestos toxicos residuales provenientes de diferentes
actividades antrépicas o como resultado de fendmenos naturales (Manzano et al.,
2014), lo que sugiere que cuentan con los mecanismos para hacer frente a estas
condiciones, debido a esto el recurso fungico puede ser una alternativa en el
campo de la recuperacion de ambientes mediante el estudio de proteinas y sus

funciones.
1.2 Hongos

Son organismos eucarioticos, es decir, que tienen su material genético delimitado
por una membrana,; el nucleo, contiene varios cromosomas y poseen una gama de
organulos citoplasmaticos contenidos por la membrana celular. Las formas de
crecimiento mas comun son levaduras unicelulares y hongos filamentosos. Estos
tltimos tienen como estructura somatica béasica, a la hifa, una estructura tubular
gue se ramifica conforme el hongo crece. Las hifas pueden estar divididas en
compartimentos por septos, que son paredes transversales formadas por el
crecimiento centripeto de la pared celular, los septos no son rigidos y poseen
aberturas o poros que permiten el flujo de citoplasma entre células adyacentes
(Bourett, James y Howard, 2007). Las repetidas ramificaciones de las hifas dan
lugar al micelio, el cual crece dentro del sustrato como una red y podria extenderse
infinitamente a través del crecimiento apical siempre que se encuentren los
suficientes nutrientes apropiados, asi como las condiciones ambientales

necesarias para favorecer el desarrollo. Las diferentes regiones interconectadas
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del micelio fungico pueden crecer, ramificarse, anastomosarse (fusionarse),
envejecer, morir, esporular y mostrar diferentes actividades fisiologicas y
bioquimicas en distintos momentos o incluso simultdneamente, dependiendo de
las condiciones microambientales locales. Los hongos filamentosos y las levaduras
son diferentes formas de crecimiento que se adecuan para ocupar diferentes
habitats. Muchas especies denominadas hongos dimoérficos pueden adoptar
formas micelial o levaduriforme de acuerdo con las circunstancias ambientales
(Walker y White, 2011; Cepero de Garcia et al. 2012).

Los hongos al igual que las plantas y las bacterias poseen pared celular, la cual es
responsable de la forma del hongo y constituye la interfase entre el hongo y su
medio, es una estructura permeable que realiza diversas funciones de vital
importancia. Su principal funcion es la de proteger contra factores ambientales
como el estrés, los dafios por accion de la luz ultravioleta y de productos quimicos,
también ayuda a mantener condiciones osméticas estables dentro de la célula. En
la pared también se almacenan algunas enzimas liticas que participan en el
rompimiento de moléculas para proporcionar nutrientes al hongo. La pared celular
esta compuesta por polisacaridos como la quitina y el glucano, que otorgan rigidez
a la estructura del hongo; asi como proteinas y otros compuestos en distintas
proporciones. Generalmente se relaciona la presencia de dos polisacaridos
principales en la pared celular, con el grupo taxonomico al cual pertenece el
organismo (Tabla 2) (Deacon, 2006; Dhavale y Jedd, 2007; Godoy, 2019).

Tabla 2. Polisacaridos presentes en la pared celular segin el grupo taxonémico en hongos.
Modificado de Walker y White (2011).

Grupo taxonémico Polimeros presentes en la pared
Oomycetes B (1,3)-, B (1,6)-Glucano celulosa
Chytridiomycetes Quitina; glucano

Glomeromycetes Quitina; quitosano

Zygomycetes Quitina; quitosano
Basidiomycetes Quitina; B (1,3)-, B (1,6)-glucanos
Ascomycetes/Deuteromycetes Quitina; B (1,3)-, B (1,6)-glucanos
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En los hongos se presentan dos tipos de reproduccion: asexual y sexual, en esta
tltima generalmente producen esporas. El tipo de esporas se relaciona con el filo
al que pertenece un hongo. Las esporas de los hongos del filo Ascomycota son las
ascosporas; para los hongos del filo Basidiomycota son las basidiosporas
(Figura 2); para los hongos del filo Zygomycota son las zigosporas; en
Glomeromycota son las glomerosporas -producidas exclusivamente de manera
asexual- y para los hongos del filo Oomycota son las oosporas; las esporas varian
en forma, tamafo y otras propiedades relacionadas con su papel en la dispersién

o supervivencia (Deacon, 2006; Cepero de Garcia et al., 2012).

Figura 2. A) Esporas (== 15 um), y B) basidios (flecha roja) caracteristicos de un basidiomiceto
(Ortega, 2018).

1.2.1 Requerimientos fisicos y quimicos para el crecimiento de los hongos

La mayoria de los hongos crecen en condiciones calidas, &cidas y aerobicas. El
intervalo de temperatura para su crecimiento es bastante amplio, pero la mayoria
de las especies crecen muy bien alrededor de los 25 °C. Sin embargo, en la
naturaleza existen hongos psicréfilos, que crecen en intervalos de 5 hasta 20 °C,
y hongos termdfilos, que crecen a temperaturas mayores a 45 °C. Se requiere de
una alta cantidad de agua disponible para el crecimiento de la mayoria de los
hongos, ya que es esencial para el metabolismo fangico; cualquier condicion
externa que reduzca la disponibilidad de agua afectara negativamente la fisiologia
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celular. En cuanto al pH, la mayoria de los hongos son acidofilicos, crecen bien
entre pH 4 y 6 pero muchas especies pueden crecer, aunque en menor medida,
en condiciones mas &cidas o alcalinas (alrededor de pH 3 o pH 8,
respectivamente). Otros parametros fisicos que influyen en la fisiologia fungica
incluyen radiacion, aireacion, presion, fuerza centrifuga y tension mecanica de
corte (Alvarez, 2011; Walker y White, 2011).

Las necesidades nutricionales de los hongos son relativamente simples y la
mayoria de las especies podrian sobrevivir bastante bien en condiciones aerdbicas
si se le suministra glucosa, sales de amonio, iones inorganicos y algunos factores
de crecimiento. Los macronutrientes comprenden fuentes de carbono, nitrégeno,
oxigeno, azufre, fésforo, potasio y magnesio; y los micronutrientes que
comprenden oligoelementos como calcio, cobre, hierro, manganeso y zinc, serian
necesarios para el crecimiento de las células fungicas. Al ser quimioorganotroficos,
los hongos necesitan formas fijas de compuestos organicos para su suministro de
carbono y energia. Los azlcares se utilizan ampliamente para el crecimiento de
los hongos y pueden variar desde hexosas simples, como glucosa, hasta
polisacaridos, como almiddn y celulosa. Algunos hongos pueden utilizar polimeros
como la lignina (Deacon, 2006; Walker y White, 2011; Cepero de Garcia et
al., 2012).

La adquisicion de nutrientes en hongos es un proceso regulado que involucra la
digestidn extracelular, el transporte de los nutrientes absorbidos y su metabolismo.
La particular forma de nutricion de los hongos consiste en absorber los nutrientes
organicos solubles que requieren como fuente de energia a través de la pared y la
membrana. Son organismos heterétrofos que se alimentan por absorcion después
de digerir extracelularmente los nutrientes por accion de enzimas secretadas al
medio que los rodea. Sin embargo, se puede hacer una distincién de acuerdo con
la forma en que obtienen estos nutrientes; puede ser creciendo como un agente
patdégeno de otro organismo vivo, creciendo como un simbionte en asociacion con
otro organismo, o como saprotrofo, creciendo en materiales no vivos 0 en materia
organica muerta (Fricker et al., 2007; Walker y White, 2011).
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Los hongos juegan un papel ecoldgico fundamental al participar en el reciclaje del
carbono y para el humano representan ademas una fuente de metabolitos de
interés biotecnologico, metabolitos secundarios y enzimas que degradan
polimeros complejos como almidén, celulosa, quitina, entre otras, incluso
materiales lignificados como la madera. Los hongos producen muchas enzimas
intra y extracelulares, ademas de contar con vias enzimaticas que pueden
aprovecharse para la bioconversidbn de compuestos toxicos con estructuras
similares a las de sus sustratos naturales. La gama de enzimas que pueden
producir depende del grupo o filo al cual pertenezcan, puede ser, Chytridiomycota,
Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota. Este Gltimo filo es el
segundo con mas especies, muchas de éstas se caracterizan por la produccién de
basidiocarpos (Deacon, 2006).

1.2.2 Filo Basidiomycota

El filo basidiomycota representa aproximadamente el 35 % de las especies de
hongos conocidas. Aunque los ejemplos méas familiares de este grupo son los
hongos y las setas, como los que se muestran en la figura 3, hay una gran
diversidad de especies incluidas algunas levaduras, como Rhodototrula glutinis,
patégenos vegetales importantes, como Ustilago maydis, y algunos patdgenos
humanos como Cryptococcus neoformans (Deacon, 2006; Fitzpatrick y Medina,

2011; Pimentel-Gonzélez et al., 2011; Mukaremera y Nielsen, 2017).

Figura 3. Fotografia de basidiomicetos A) Agrocybe
pediades, B) Gymnopus sp. (Ortega, 2018)
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Este filo tiene como principal caracteristica la presencia de los basidios, estructuras
especializadas que producen las esporas sexuales o basidiosporas, las cuales
generalmente son monocariodticas y haploides. La cariogamia y la meiosis son
procesos que se llevan a cabo en el basidio, por lo tanto, en cada basidio se
produce tipicamente un namero definido de basidiosporas, que es cuatro. Debido
a esto y a su complejidad morfolégica lo hongos basidiomicetos son consideradas

especies avanzadas (Cepero de Garcia et al., 2012; Rojas, 2013).

El ciclo de vida general de un hongo tipico se muestra en la Figura 4. Cada
basidiospora contiene un solo ndcleo haploide, germina y crece formando colonias
hifales de micelio primario ya que tienen un ndcleo simple en cada compartimiento
de las hifas, esta fase en la que se encuentra el hongo es llamada monocaridtica.
El monocarién produce pequefias oidias que pueden actuar como elementos
fertilizantes o pueden germinar para producir futuras colonias monocariéticas
(Alexopoulos y Mims, 1985; Deacon, 2006).

En la siguiente etapa del desarrollo se forma el micelio secundario, el cual ocurre
cuando las hifas de dos monocaridontes o de diferentes grupos compatibles se
fusionan entre si, o cuando una oidia de un grupo compatible atrae a una hifa de
un grupo compatible diferente para formar un micelio secundario y dicariético cuyas
células poseen nucleos haploides que se complementan genéticamente. Una vez
gue los dos grupos compatibles son fusionados por el proceso denominado
plasmogamia, todo el crecimiento subsecuente ocurre por hifas dicaridticas en

cada compartimiento hifal. (Deacon, 2006; Cepero de Garcia et al., 2012).
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Figura 4. Ciclo de vida general de un basidiomiceto. (Modificado de Deacon, 2006)

El hongo puede crecer durante semanas, meses 0 incluso afios en esta forma,
produciendo una amplia red de hifas dicario6ticas, pero en respuesta a las sefiales
ambientales producira un cuerpo fructifero, que es llamado micelio terciario ya que
esta representado por agregaciones hifales complejas, organizadas vy
especializadas que componen los cuerpos fructiferos, también llamados
basidiocarpos (Alexopoulos y Mims, 1985; Deacon, 2006; Cepero de
Garcia et al., 2012).

Aunque el micelio puede persistir bastante tiempo en estado vegetativo, la
longevidad de los cuerpos fructiferos es variable, ya que depende de la

depredacion, de los paréasitos y de las condiciones ambientales (Weber, 2009).

El habitat de la mayoria de los Basidiomycota es terrestre y sus esporas son
dispersadas por el viento principalmente, pero también existen hongos
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basidiomicetos que crecen en agua dulce o en habitats marinos en todas las

latitudes (Cepero de Garcia et al., 2012).

Respecto a su forma de vida, algunos pueden realizar asociaciones simbiéticas de
varios tipos con otros organismos; y pueden ser mutualistas cuando el resultado
de la asociacién es benéfico para los organismos que intervienen en ella; cuando
se establece un tipo de relacion en la cual el Unico beneficiado es el hongo y no su
hospedero, se denominan parasitos, pero también hay hongos que no realizan

asociaciones con otros organismos, son saproétrofos.
1.2.3 Hongos saprotrofos basidiomicetos

Asi como otros organismos, los hongos contribuyen a la dinamica de los
ecosistemas debido a que desempefian un papel esencial en su desarrollo,

estabilidad y funcion.

Los hongos saprétrofos se encuentran en todos los entornos terrestres, ya que
pueden utilizar restos de organismos muertos como sustrato para adquirir los
nutrientes necesarios para vivir y excretar al suelo nutrientes inorganicos que
puedan ser tomados por las plantas. De esta forma, los hongos, al igual que otros
microorganismos, son responsables del reciclaje de los componentes de las
plantas muertas y de la descomposicion de los restos de animales y de otros
microorganismos. Ademas, son considerados como organismos recicladores por
excelencia debido a que intervienen en los ciclos del carbono, del nitrégeno, del

fosforo y del potasio (Cepero de Garcia et al., 2012; Crowther et al. 2012)

La alimentacion de estos hongos se lleva a cabo mediante la disolucion del material
gue colonizan, como la madera; si degradan lignina o celulosa, provocan diferentes
tipos de pudricion: pudricion blanca cuando degradan celulosa, hemicelulosa y
lignina; pudricion marrén cuando degradan celulosa, hemicelulosa y poca o nada
de lignina; y pudricion blanda, cuando afectan la superficie de la madera que se
encuentra en ambientes muy humedos o en agua y degradando la celulosa y la
hemicelulosa (Cuesta, 2003; Webster y Weber, 2007).
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Para poder alimentarse de dichos materiales se requiere de la liberacion de
enzimas y la posterior absorcion de la materia organica resultante. Debido a esta
forma de alimentarse es que estos organismos producen una amplia cantidad de
enzimas  extracelulares como a-amilasa, amiloglucosidasa, glucosa
aerohidrogenasa, proteasas, hemicelulasas, entre otras, con importantes
caracteristicas comerciales para la conversion de almidon, en la elaboracion de
jarabes de almidon, alimentos con dextrosa, produccion de &cido glucénico y
procesamiento de alimentos, por mencionar algunos (Cuesta, 2003; Bills y Gloer,
2018)

Existen algunos grupos de hongos saprotrofos clasificados por su comportamiento:
Hongos pioneros saprétrofos, los cuales se caracterizan por que generalmente
utilizan sustratos solubles simples, como azlcares y compuestos de carbono de
tejidos vegetales mas simples que la celulosa. Hongos degradadores de polimeros
complejos, los cuales degradan polimeros como la celulosa. Y hongos
degradadores de materiales recalcitrantes, los cuales se especializan en degradar
materiales organicos muy complejos para tener acceso a ciertos polimeros
(Deacon, 2006), incluyendo aquellos materiales que suelen ser clasificados como
toxicos, como los hidrocarburos de petréleo (Cardenas, 2017). Esto es posible
debido a que existen diversos mecanismos que permiten a los hongos tolerar los

compuestos mencionados.

1.2.4 Mecanismos de tolerancia a compuestos toxicos por los hongos
Los seres vivos, incluyendo a los hongos, tienen un alto grado de organizacion, lo
gue involucra la presencia de diversos mecanismos que se manifiestan debido a
la diversidad de relaciones que tienen con el ambiente. El nivel en que influyen los
factores medioambientales sobre los organismos esta dado por la intensidad y la
duracion de un factor de estrés en interaccion con las caracteristicas y los
mecanismos de los organismos. De acuerdo con Zlatev et al. (2003) para cada uno
de los procesos fisioldgicos que conforman un sistema vivo existe un limite de
estabilidad a partir del cual algun factor ambiental, ya sea biético o abibtico genera

estrés en un organismo. Si las condiciones ambientales fueran totalmente
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constantes, cuando se presente alguna variacion, por mindscula que sea, afectaria
en gran medida a los organismos que incluso no sobrevivirian (Strasburguer et al.
2002). Por lo tanto, el estrés es el conjunto de respuestas ya sea fisiologicas o
bioguimicas que definen a un estado particular del organismo diferente al estado
observado bajo una serie de condiciones que se encuentran dentro del limite de
estabilidad (Kolowski y Pallardy, 1997).

En general los factores de estrés pueden ser clasificados en fisicos, bibticos y
quimicos, siendo estos ultimos unos de los que han recibido mayor atencion por
los dafios que pueden causar a la biota. Dependiendo de las caracteristicas que
posea cada factor, éstos pueden determinar y/o limitar los mecanismos de

respuesta de una determinada especie u organismo (Varela, 2010).

La particularidad que tiene un organismo caracterizado por una refractariedad al
efecto de algun factor de estrés es conocida como resistencia
(Sussmann et al. 2001), que consiste en los mecanismos permanentes
determinados genéticamente, los cuales no estan relacionados con el incremento
del factor de estrés, ya sea en intensidad o duracion. Por otro lado, cuando los
organismos cuentan con una habilidad que los capacita fisiologica vy
etolégicamente, para bloquear la acciéon de un factor de estrés por medio de
mecanismos para sobrevivir a la exposicidn de tales factores estresantes que para
otros organismos seria letal se trata de tolerancia (Vullo, 2003). Algunos de los
mecanismos que se han descrito como parte de la tolerancia hacia algunos
compuestos quimicos, sobre todo por parte de microorganismos, son la biosorcion,
gue consiste en la retencion del toxico mediante una interaccion fisicoquimica de
éste con ligandos de la superficie celular; la bioacumulacién, la cual involucra un
sistema de transporte de membrana que internaliza al toxico presente en el entorno
celular con gasto energético y una vez incorporado al citoplasma se puede unir a
algunas proteinas o acumular en vacuolas en el caso de los hongos; la
biotransformacion, que involucra un cambio quimico sobre el téxico mediado por
enzimas microbianas, sin embargo, el compuesto resultante puede ser poco

soluble en agua o bien compuestos volatiles; la biodegradacién, donde los
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microorganismos utilizan contaminantes téxicos y recalcitrantes como sustratos y

los emplean principalmente para producir energia.

Se han estudiado algunas especies de hongos que pueden degradar compuestos
organicos, ya sean polimeros naturales o algunos xenobioticos como los pesticidas
a través de los productos de diversas rutas metabolicas (Henn et al., 2020).

La degradacion de este tipo de moléculas puede ocurrir mediante enzimas no
especificas (cometabolismo) o mediante enzimas altamente especificas que tienen
como fin aprovechar tales moléculas como fuente de nutrientes y/o energia que

aportan al crecimiento de dichos organismos.

En el cometabolismo el papel natural de la enzima de degradacion es el de
metabolizar otra molécula (normalmente no contaminante), pero, dada la baja
especificidad de esta enzima, puede degradar contaminantes con estructuras
semejantes a su sustrato natural. Este proceso suele ser lento y la degradacion es
parcial. Al tratarse de una enzima no especifica, este proceso puede ser inhibitorio,
es decir que en el medio se encuentre otro compuesto con estructura similar y la
accion de la enzima suceda sobre ese compuesto en lugar del contaminante, en
otras palabras, la enzima podria estar utilizando el sustrato equivocado, ademas,
es posible que el producto de la reaccion sea toxico para otros organismos e
incluso para ese mismo organismo, que secreta las enzimas que acttan sobre el
compuesto. Para estimular el cometabolismo, la fuente de carbono, ademas de no
ser una fuente toxica, debe inducir la expresiéon de los genes de degradacion, es

decir aquellos que codifican proteinas responsables de la degradacion.

En otros casos el contaminante puede servir a los organismos como una fuente de
uno o0 mas elementos esenciales para su crecimiento. En estos casos la
degradacion esté relacionada con el crecimiento de los organismos y las enzimas
gue participan son especificas, por lo que la tasa de degradacion es mas rapida
(Arbelli, 2009).

Existe una variedad de hongos capaces de transformar compuestos toxicos como
algunos pesticidas; Pleurotus ostreatus y Ganoderma lucidum, presentan
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capacidad para degradar toxafeno en muestras de suelo con sustratos como
aserrin y cascarilla de arroz (Luna-Fontalvo et al.,, 2017). Pleurotus ostreatus,
contribuy6 con la disminucién de lindano y de algunos contaminantes recalcitrantes
de muestras de suelo (EarthFax, 2013), mientras que Psilocybe cf. castanella, fue

capaz de disminuir la concentracion de HCB en suelo (Matheus et al., 2000).

A pesar de que se han encontrado diversas especies de hongos con capacidad de
degradar compuestos toxicos, aun existen otras que no han sido del todo
estudiadas, dentro de las cuales pudieran encontrarse algunas prometedoras en
el &mbito de la biodegradacién debido a su capacidad de colonizar ambientes en

donde los toxicos pueden estar eventualmente presentes.
1.2.5 Agrocybe pediades

Agrocybe pediades, es una especie de hongo que pertenece a la familia
Strophariaceae del orden Agaricales, division o filo Basidiomycota.

Los basidiomas de Agrocybe pediades se componen de un pileo de 1 a 3 cm de
diametro en su fase adulta, con coloracion café oscuro, ldminas adheridas, anchas,
color crema. El estipite es de 3.5 - 5.5 de largo x 0.2 -0.3 cm de diametro, cilindrico,
color blanco cremoso y de consistencia fibrosa. Esporas de 9-13 x 6.6-7.5 ym,
lisas, elipticas, truncadas, de color café obscuro, con poro germinativo apical. Esta
especie contribuye a la desintegracion de la materia organica, es decir, es un

hongo saprétrofo (Herrera et al., 2006).

Agrocybe pediades se ha aislado de un bosque de Juniperus deppeana en el
estado de Tlaxcala (figura 5). La diferencia mas importante se encuentra en que
las esporas miden 8.2-10.2 um X 14.3-16.8 um, siendo de mayor tamafio del que

se han reportado (Ortega, 2018).
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Figura 5. Imagen del cuerpo fructifero de
Agrocybe pediades (Ortega, 2018).

Esta especie ha sido aislada de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel,
zona donde se han identificado hidrocarburos aromaticos policiclicos que estan
relacionados con las emisiones vehiculares y con la quema de basura al aire libre
(Amador-Mufioz, et al, 2001); también se ha aislado de un bosque que ha sufrido
diversas afectaciones como incendios, en donde si la combustién no fue completa
es posible que se formen algunos COP, debido a esto es importante estudiar a

este organismos como una posible especie tolerante a estos compuestos.
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2. Antecedentes

2.1 Hexaclorobenceno en el estado de Tlaxcala

Desafortunadamente diversos contaminantes organicos persistentes se pueden
encontrar en casi cualquier ambiente, incluso donde éstos no fueron utilizados,
esto se ve reflejado en el estudio realizado en el afio 2013 por Juarez-Santacruz
et al. en el estado de Tlaxcala, donde a partir del andlisis de muestras de
sedimentos superficiales de los rios Zahuapan y Atoyac lograron identificar la
presencia de diversos COP, como algunos isomeros de hexaclorociclohexano
(HCH), DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorodifenil) etano) y DDE (1,1ldicloro-2,2-
bis(p-clorofenil) etileno), mirex, aldrin, 41 congéneres de bifenilos policlorados
(PCB, por sus siglas en inglés), asi como de HCB. Las concentraciones de este
ultimo oscilaron entre 45 y 450 pg/kg de sedimento en peso seco, relacionando
estas concentraciones con fuentes puntuales de contaminacioén antrépica, asi
como con el transporte atmosférico que pueden tener estos compuestos a gran
escala, lo que constituye un riesgo potencial para la salud humana y al ambiente

(Juarez-Santacruz et al., 2013).

2.2 Degradacion de HCB

Debido al interés en diseflar estrategias bioldgicas para la disminucion, la
degradacion o la eliminacion del contaminantes organicos persistentes en
diferentes matrices ambientales, existen varios estudios respecto a la capacidad
de algunos basidiomicetos para estos fines. En una investigacion realizada por
Matheus et al. en el afio 2000, determinaron la tolerancia de 36 cepas a diferentes
concentraciones de compuestos organoclorados, en donde inocularon muestras
de suelo contaminado con 25y 50 g de HCB kg de suelo, teniendo como testigo
suelo inoculado no contaminado. Las cepas que fueron consideradas tolerantes a
estos compuestos colonizaron mas del 25 % del suelo. Bajo condiciones de
asepsia, 2.5 g de in6culo de cada hongo seleccionado fue inoculado en 25 g de
una mezcla de suelo contaminado. Después de 65 dias determinaron la
concentraciéon de cloruros (CI") en extractos, mediante cromatografia de gases de

alta resolucion. Dos de las cepas seleccionadas Trametes villosa, una especie
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lignicola que fue aislada de un bosque lejano de las areas contaminadas y
Psilocybe cf. castanella, aislado de suelo arenoso contaminado cercano a un
vertedero industrial, fueron capaces de tolerar concentraciones mayores a 25 g
HCB kg™ en suelo. Se mostré la capacidad de degradacion de dos especies de
hongo saprétrofas, aunque sin profundizar en las particularidades de los

mecanismos que intervienen.

2.3 Hongos con potencialidad para degradar compuestos toxicos

Debido a la alta toxicidad y persistencia de los COP se han buscado alternativas
para reducir su presencia en el ambiente. Existen organismos como algunos
hongos que son capaces de crecer en presencia de compuestos xenobiéticos,
como los COP. Un ejemplo de estos organismos es el basidiomiceto Stropharia
rugosannulata, el cual en un estudio realizado por Pozdnyakova et al. en el afio
2018 mostré capacidad para degradar una amplia gama de contaminantes
ambientales como hidrocarburos aromaticos policiclicos y colorantes sintéticos de
atraquinona que contienen anillos aroméaticos condensados. Dicho fenbmeno es
acompafado de la produccién de polisacaridos extracelulares y de un compuesto
emulsionante. También se demostré la produccion de enzimas ligninoliticas como
lacasa y Mn peroxidasa, de las que, aunque ésta Ultima es la primera en
producirse, la enzima lacasa tiene una mayor actividad enzimética, por lo que se
considera ampliamente la participacion de éstas en la degradaciéon de los
contaminantes. De acuerdo con la produccion de polisacéaridos extracelulares, la
oxidacion de compuestos aromaticos naturales y contaminantes ambientales

catalizada por lacasas mejora en presencia de éstos.

También, se ha trabajado en la blusqueda y seleccion de funciones biodegradantes
de materiales lignocelulésicos en hongos de podredumbre blanca, en el intento de
determinar aquellos elementos que realizan dichas funciones. En un trabajo
realizado por Kab-Yeul et al. en el afio 2009 analizaron 83 cepas de hongos en las
cuales se comprobo la produccion de enzimas ligninoliticas agregando indicadores
al medio de cultivo en so6lido como goma de la planta de guayaco en etanol y

solucion acuosa de siringaldazina al 0.1 %. Ademas, determinaron la capacidad de
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degradacion del colorante poly R-478 por las cepas en medio liquido. Evaluaron la
decoloracion mediante los cambios de la absorbancia del fluido extracelular y
determinaron las actividades lacasa, Mn peroxidasa y lignina peroxidasa.
Clasificaron las cepas de acuerdo con su habilidad para decolorar, y la cepa de
Agrocybe pediades generé6 buenos resultados en la decoloracién y en el
crecimiento micelial en cultivos con agitacion, sin embargo, no relacionan a
ninguna de las enzimas evaluadas como elemento causante de la degradacion. La
importancia de utilizar poly R-478 radica en que los colorantes de antraquinona
son considerados compuestos muy estables, por lo que son considerados como
contaminantes altamente persistentes que son dificiles de degradar, debido a esto,

son modelos ampliamente utilizados en estudios de biodegradacion.

Ante este panorama, es posible visualizar las caracteristicas que en principio
podrian poseer algunas especies de hongos con potencial para tolerar la presencia

de COP, de interés para estudios in vitro, enfocados hacia la degradacion.

2.4 Agrocybe pediades

Agrocybe pediades es un hongo que fue aislado de un
bosque de Juniperus del estado de Tlaxcala (Figura 6),
Ortega (2018) evalud las condiciones que favorecen su
cultivo in vitro. Las condiciones adecuadas para preservar la
cepa son a 4 °C y en una solucion de glicerol al 15 %. Dado

gue es un hongo con habitos sapréfitos y a que fue aislado

de un sitio perturbado existe la posibilidad de que tenga la

capacidad de crecer o incluso transformar compuestos S T
Figura 6 Cuerpo

toxicos. fructifero de A.

pediades

identifica L Ortega, 2018
Por otro lado, Torres (2017) identific de forma cualitativa la (Ortega )

presencia de enzimas con actividad lacasa, manganeso peroxidasa y celulasa en
medio sdlido producidas por A. pediades y Gymnopus sp. mediante la adicién de
sustratos afines a estas enzimas. Ademas, utilizo la cepa PoB de Pleurotus
ostreatus, productor conocido de dichas enzimas, como referente. En dichos

experimentos A. pediades mostro el mayor indice de potencia. En una segunda
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etapa realiz6 un analisis cuantitativo de las actividades enzimaticas en medio de
cultivo liquido, en el caso de A. pediades la mayor actividad lacasa fue de 6.25
Ul/mL y de manganeso peroxidasa de 67.95 Ul/mL, mientras que en Gymnopus
sp., la mayor actividad lacasa fue de 3.06 Ul/mL y no se observé actividad
manganeso peroxidasa. En el caso de P. ostreatus, mostré actividad lacasa de
21.20 Ul/mL y de manganeso peroxidasa de 147.23 Ul/mL. Se observo una
diferencia significativa de las actividades con respecto a A. pedides y Gymnopus
sp., ademas A. pediades expresé dos isoenzimas de lacasa de mayor tamafio,
aproximadamente de 72 y 95 kDa, a las expresadas por P. ostreatus,
aproximadamente de 36 y 55 kDa, esta diferencia podria ser una forma de brindar
proteccion a la enzima de las condiciones de perturbacion del ambiente del que

fue aislado el hongo para que ésta realice su funcion.
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3. Justificacion

En el ambiente se puede encontrar una gran variedad de compuestos xenobiéticos,
muchos de ellos de alta toxicidad, tal como el HCB, que, al ser un contaminante
organico persistente, subproducto de algunos procesos industriales y formarse
mediante la combustion incompleta de residuos organoclorados, esté presente de

manera constante y tiene el potencial de causar dafio a la salud humana.

A pesar de la perturbacién que sufre el ambiente, la existencia de organismos,
como los hongos, capaces de crecer en presencia de diversos contaminantes,
incluyendo al HCB y que han mostrado la capacidad de eliminarlos, representa una
oportunidad para atender a esta problematica. Sin embargo, alun hace falta
estudios enfocados en especies capaces de recuperar ambientes mediante la
biorremediacion. Dada la diversidad de ecosistemas que hay en el pais y el
constante deterioro que sufren algunas regiones, es posible encontrar una amplia
variedad de recursos vivos adaptados a tolerar la presencia de COP. Este es el
caso de Agrocybe pediades, que habita un bosque de Juniperus perturbado
ubicado en el estado de Tlaxcala y con evidencia de que produce el complejo
enzimatico que se ha sugerido como participante del proceso de la degradacion de
HCB. La presente investigacion permitira aportar conocimiento respecto a la
capacidad del hongo para tolerar HCB y conocer de manera parcial cual es el
mecanismo que le brinda esta capacidad, lo que nos permitira proporcionar un
valor agregado a este recurso fungico, asi como acercarnos a encontrar una
posible propuesta para la generacion de tecnologias enfocadas en la recuperacion

de ambientes alterados con COP.
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4. Objetivos
4.1 General

Evaluar la tolerancia de Agrocybe pediades para crecer en presencia de
hexaclorobenceno (HCB), cuando se usa como Unica fuente de carbono o en
conjunto con glucosa, para dilucidar el mecanismo presente, ya sea

cometabolismo o indicios que permitan sugerir su degradacion
4.2 Especificos

Determinar el sistema de cultivo (s6lido o liquido) y las concentraciones de HCB a
las que puede crecer A. pediades a una temperatura constante de 27 °C y un pH
inicial de 6.5 en medio sélido y en medio liquido para establecer las condiciones

del experimento de tolerancia.

Describir si A. pediades tiene la capacidad para crecer en medio liquido con HCB
para reconocer el mecanismo de cometabolismo o el uso como Unica fuente de

carbono.
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5. Hipotesis

Agrocybe pediades es un hongo saprétrofo con un complejo enzimatico
extracelular caracteristico de la familia Strophariacea, a la pertenece Psilocybe
castanella, quien es capaz de degradar HCB. Por esta razén, es posible que A.
pediades tenga también la capacidad de tolerar y crecer en presencia de

hexaclorobenceno, preferentemente por cometabolismo.
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6. Metodologia
6.1 Organismo

Agrocybe pediades es un hongo saprotrofo aislado de un bosque de Juniperus
deppeana, ubicado en el municipio de Ixtacuixtla de Mariano Matamoros en el
estado de Tlaxcala, el cual esta sujeto a una constante actividad de perturbacion
antropica por pastoreo, cultivo e incendios. La cepa CIGYA 002 que corresponde
a este hongo, forma parte de la coleccién de cepas fungicas del laboratorio de
Biologia Molecular del Centro de Investigacion en Genética y Ambiente de la
Universidad Autdbnoma de Tlaxcala y cuenta con un duplicado con numero de
registro CM-CNRG 700 de la Coleccion de Microorganismos del Centro Nacional
de Recursos Genéticos del INIFAP.

6.2 Propagacion

Se realizo en cultivos solidos empleando medio extracto de malta agar (EMA). Se
utilizaron cilindros de agar de 11 mm de diametro, colonizados con micelio, de los
cuales se colocé uno en cada caja de Petri con medio de cultivo EMA. Las cajas
fueron incubadas a 27 °C durante 16 dias en total oscuridad. Una vez que el micelio
invadio la superficie total de las cajas, se consideré que estaba en crecimiento
activo y se seleccion6 aquella caja que presentaba un crecimiento uniforme. Se
obtuvieron cilindros de agar en las mismas condiciones a partir de los cuales se
propagaron cinco cajas mas con el fin de obtener suficiente biomasa, de la misma
etapa de desarrollo, lo cual sirvi6 como inéculo para los experimentos planteados
en este estudio. El resto de los cilindros de agar obtenidos fueron almacenados en
una solucién de glicerol al 15 % y a 4 °C para asegurar su conservacion
(Ortega, 2018).

6.3 Determinacién de la tolerancia de A. pediades a HCB

Los criterios utilizados para evaluar la tolerancia fueron dos parametros de
crecimiento del hongo; la velocidad de crecimiento radial y la generacion de
biomasa, para lo cual se realizaron cultivos en medio sélido y en medio liquido. En
todos los tratamientos se utilizé el medio mineral compuesto (MM) propuesto por
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Téllez-Téllez et al. (2008) que tiene como fuente de carbono glucosa y como fuente
de nitrogeno extracto de levadura, cuya composicion se muestra en la tabla 3.
Después de preparar el medio de cultivo se esterilizé a 121 °C y 15 psi durante 15

minutos.

Tabla 3. Composiciéon del medio mineral utilizado (Téllez-Téllez et al., 2008)

Compuesto Cantidad (g/l)

Glucosa | 10
Extracto de levadura | 0.6
KH,PO, | 0.6
MgSO, * 7H,0 | 0.5
K,HPO, | 0.4

FeSO,+ 7H,0 | 0.05

MnSO, * H,O | 0.05

ZnSO, « 7H,0 | 0.001

Se trabaj6 con ocho concentraciones de HCB: 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400 y 500
Mg/l que representan el intervalo de concentraciones probables descritas para

regiones de Tlaxcala. Para preparar cada tratamiento se utilizé cloroformo (CHCI,)

como disolvente, por lo que un tratamiento fue adicionado con cloroformo para
verificar si el disolvente residual, después del proceso de esterilizacion, tenia algun
efecto sobre el hongo, ademas del tratamiento control sin HCB. En total se trabajé
con diez tratamientos, cada uno con cinco réplicas para los cultivos en medio sélido
y con tres réplicas para los cultivos en medio liquido. Los tratamientos del disefio

experimental se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Tratamientos experimentales.

Tratamiento Condiciones Medio / Replicas

Solido Liquido
T1 MM + in6culo 5 réplicas | 3 réplicas
T2 MM + indculo + CHCI, 5 réplicas | 3 réplicas
T3 MM+ in6culo + CHCI,+ 10 pug/l de HCB | 5 réplicas | 3 réplicas
T4 MM+ in6culo + CHCI,+ 20 pug/l de HCB | 5 réplicas | 3 réplicas
T5 MM+ indculo + CHCI,+ 50 pg/l de HCB | 5 réplicas | 3 réplicas
T6 MM+ indculo + CHCI,+ 100 pg/l de HCB | 5 réplicas | 3 réplicas
T7 MM+ indculo + CHCI,+ 200 pg/l de HCB | 5 réplicas | 3 réplicas
T8 MM+ indculo + CHCI,+ 300 pg/l de HCB | 5 réplicas | 3 réplicas
T9 MM+ indculo + CHCI,+ 400 pg/l de HCB | 5 réplicas | 3 réplicas
T10 MM+ in6culo + CHCI,+ 500 pg/l de HCB | 5 réplicas | 3 réplicas

Unidades experimentales totales 50 30

*MM: Medio mineral.

Para los cultivos en medio solido, se inocularon placas de 80 mm de didmetro con
un cilindro de agar de 6 mm de diametro colonizados con micelio, se incubaron a
27 °C y en oscuridad. Con el uso de un vernier digital marca Surtek se midi6 el
diametro micelial en periodos de 24 horas hasta que el micelio cubrio la superficie
total de cada caja de Petri. Los cultivos en medio liquido se inocularon con tres
cilindros de agar de 6 mm de didmetro colonizados con micelio, se incubaron en
las mismas condiciones que los cultivos en medio sdlido y con agitacion orbital a
120 rpm. De los tratamientos en medio liquido se recuperd el micelio producido
durante los dias 3, 5, 7, 9, 11 y 13 mediante filtracion al vacio para separarlo del
medio de cultivo. El papel filtro se llevo a peso constante antes de ser utilizado. El
micelio filtrado se llevéd a peso constante en un horno de secado marca Luzeren a
45 °C durante 48 h, posteriormente se calcul6 el contenido de biomasa mediante

la siguiente formula:

36



Biomasa = (Peso del filtro con la muestra — Peso inicial del filtro) x 20

Debido a que cada matraz contenia 50 ml de medio de cultivo, se multiplico por 20

para obtener el valor de la biomasa en gramos por litro.

6.4 Descripcion de la capacidad de A. pediades para crecer en presencia de

HCB mediante cometabolismo

En esta etapa del proyecto se trabajoé con cinco tratamientos cultivados en medio
liguido. Para conocer la cinética de crecimiento de A. pediades se tomaron en
cuenta las unidades experimentales en los dias 0, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16 de
crecimiento, cada muestreo con tres réplicas, es decir 24 unidades experimentales

por tratamiento. El disefio experimental de esta etapa se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Disefio experimental segunda etapa.

Tratamiento |Condiciones Muestreos |Réplicas
por
muestreo

T1 MM + in6culo 8 3
T2 MM + indculo + CHCI, 8 3
T3 MM + inéculo + CHCI, + 300 pg/l HCB 8 3
T4 (MM - sin glucosa) + indculo + CHCI, + 8 3
300 ug/l HCB
T5 MM + CHCI, + 300 ug/l HCB 8 3
Unidades experimentales totales 120

En esta etapa el tratamiento 1 correspondio al control del experimento; el T2 fue

adicionado unicamente con CHCI, para evaluar el efecto del disolvente residual
sobre el crecimiento del hongo; el tratamiento 3, adicionado con CHCI, y 300 ug/l

de HCB permitio conocer si hay cometabolismo, a través de las diferencias de
biomasa con respecto al control (T1); mientras que, con el tratamiento 4 se evalud
si A. pediades utilizé al HCB como fuente de carbono ya que en ese tratamiento el
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medio de cultivo fue preparado sin glucosa. El tratamiento 5 que no fue inoculado
fue un control abidtico que permite saber si disminuye la concentracion de HCB

por otros factores distintos a la presencia del hongo.

Los cultivos de esta etapa fueron preparados con el medio mineral que se presenta
en la tabla 6. Se cambi6 el medio de cultivo debido a que el utilizado en la primera
etapa cambia de color con el tiempo, lo cual afectaba en gran parte las mediciones
del consumo de glucosa con el método del DNS, sin embargo, los dos medios de
cultivo utilizados fueron probados (Torres, 2017) sin cambios en la tasa de
crecimiento, el pH inicial del medio de cultivo fue de 5.5

Tabla 6. Medio mineral utilizado en la segunda etapa (Rojas, 2010)

Compuesto Cantidad (g/l)
Glucosa | 10
Extracto de levadura | 1
KH,PO, | 2
MgSO, * 7H,0 | 0.5
KCI | 0.5

A partir del extracto de los cultivos se midié la concentracion de glucosa residual
mediante el método de DNS. El reactivo se preparo en frio; se pesaron 5 g de acido
3,5-dinitrosalicilico, 150 g de tartrato de Na-K y 8 g de NaOH. Se disolvié el NaOH
en 200 ml de agua destilada y en agitacion se agrego lentamente el tartrato de Na-
K. Se afor6 con agua destilada hasta 400 ml y posteriormente se agreg6
lentamente el acido 3,5-dinitrosalicilico. Se dejo en agitacion toda la noche, se
afor6 a 500 ml y se filtr6. El desarrollo de la reaccion se realiz6 en tubos eppendorf
de 2 ml, para realizar las mediciones se diluy6 la muestra con medio mineral sin
glucosa 1:5 v/v, posteriormente se agregaron 100 ul del reactivo de DNS. Los tubos
se colocaron en un termoblogue marca Labnet International, Inc. a 100 °C durante
cinco minutos. Se enfriaron a temperatura ambiente durante 15 minutos y
posteriormente se agreg6é 1 ml de agua destilada, se agit6 y se realizo la lectura

en un espectrofotometro marca JENWAY a 540 nm (Bello et al. 2006).
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La curva patron de glucosa se realizé a partir de siete puntos con las siguientes
concentraciones: 0, 0.5, 0.8, 1.1, 1.4, 1.7 y 2 g/l. La solucion stock y las diluciones

necesarias se realizaron con medio de cultivo sin glucosa.

Ademas del consumo de glucosa, también se midié el pH de los extractos de los
cultivos, con la finalidad de conocer como el hongo podia cambiar el pH del medio
de cultivo cuando se encontraba en diferentes condiciones, como la ausencia de

glucosa en el tratamiento 4 y la presencia de HCB en el tratamiento 3.

6.5 Analisis estadisticos
Se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para comprobar que los datos

pertenecen una distribucion normal.

En la primera etapa, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de un factor para
evaluar las diferencias significativas (p<0.05) en la velocidad media de crecimiento
en los cultivos en medio sélido, y en la generacion de biomasa en los cultivos en
medio liquido de los tratamientos con diferentes concentraciones de HCB. Para
identificar entre que valores habia diferencias se realiz6 una prueba post hoc de

Tukey.

En la segunda etapa también se realizo un andlisis de varianza (ANOVA) de un
factor con la velocidad especifica de crecimiento de los diferentes tratamientos, y
mediante una prueba post hoc de Tukey se identificaron los valores entre los que

habia diferencia significativa (p<0.05).

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics

version 25. La metodologia descrita se resume en la Figura 7.
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7. Resultados

7.1 Evaluacién de tolerancia de A. pediades a HCB

7.1.1 En cultivos en medio solido
En la figura 8 se muestra el desarrollo radial de una de las réplicas de cada
tratamiento del hongo cultivado en placas con medio mineral compuesto de una de
las réplicas de cada tratamiento después de 14 dias de crecimiento, donde se
aprecia cualitativamente que el micelio es ligeramente mas denso en los
tratamientos con concentraciones de 200, 300, 400 y 500 pg/l de HCB con respecto
al micelio del tratamiento control. Cuantitativamente, se registraron los valores de

la velocidad de crecimiento radial para el andlisis estadistico.

5 3 &

Control 10 pg HCB/L 20 g HCB/L 50 pg HCB/L

100 pg HCB/L 200 pg HCB/L 300 pg HCB/L 400 pg HCB/L 500 pg HCB/L

Figura 8. Morfologia del crecimiento de A. pediades en diferentes tratamientos al dia 14.

En la cinética de crecimiento (figura 9) de A. pediades en cultivos en medio solido
se observa que la fase de latencia termina alrededor del tercer dia, posterior a esto
comienza la fase del crecimiento exponencial y termina en el dia 20, que es cuando

el micelio en el tratamiento control cubrié la superficie de la caja de Petri.
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Figura 9. Cinética de crecimiento de A. pediades en cada tratamiento en medio de cultivo mineral
compuesto (Téllez-Téllez et al., 2008). Cada punto representa la media de cinco réplicas +

desviacion estandar (DE).

De acuerdo con la cinética de crecimiento el tratamiento control se desarroll6 sobre

toda la superficie de la caja Petri durante 20 dias de incubacion. Los resultados

obtenidos del ANOVA vy de la prueba post hoc de Tukeyque se realizaron con los

datos de crecimiento del dia 20, indican que los tratamientos con concentraciones
de 20, 50, 100, 200 y 400 pg/l de HCB son diferentes con respecto al control,

mientras que los tratamientos con 10, 300 y 500 pg/ de HCB vy el tratamiento con

CHCI, son similares con respecto al control (Figura 10).
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Figura 10. Gréfica del crecimiento micelial de A.pediades en el dia 20 en medio de cultivo mineral
compuesto (Téllez-Téllez et al., 2008). Cada barra representa la media de cinco réplicas + DE.
Letras iguales indican que no hay diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey

(p<0.05).

Los datos de la velocidad media de crecimiento (VMC) se muestran en la Tabla 7,
los valores van de 2.83 mm/dia que se obtuvo en el tratamiento con cloroformo
hasta 3.58 mm/dia en el tratamiento control; el ANOVA sefiala que no hay
diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos. Estos resultados
indican que la presencia de HCB o de cloroformo no afecta la velocidad con la que

crece el hongo en medio solido.
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Tratamiento

de Tukey.

VMC (mm/dia)

Tabla 7. Velocidad media de crecimiento de A. pediades en diferentes tratamientos + DE. Letras
iguales indican que no existe diferencia significativa (p<0.05) de acuerdo con la prueba post hoc

Control 3.69+0.33a
Cloroformo 2.83+0.88a
10 pg/l HCB 3.58+0.13a
20 ug/l HCB 3.25+0.33 a
50 ug/l HCB 297 +0.54 a
100 pg/l HCB 3.19+0.62 a
200 pg/l HCB 3.42 +0.67 a
300 pg/l HCB 3.58+0.53 a
400 pg/l HCB 3.34+0.61a
500 pg/l HCB 3.33+0.42a

7.1.2 En cultivos en medio liquido
La evaluacion de tolerancia de A. pediades en cultivos en medio liquido se realizo
mediante la generacion de biomasa por peso seco, representada en g/l. Los
resultados obtenidos en este experimento se muestran en la Figura 11. Se observo
que la cantidad de biomasa producida en el tratamiento control fue de
1.69 + 0.06 g/l, de acuerdo con los andlisis, la biomasa generada en los
tratamientos con 10, 20, 50, 100, 200, 400 y 500 pg/l de HCB y con cloroformo, es
similar con respecto al tratamiento control; en el caso del tratamiento con 300 ug/l
se obtuvo 2.21 + 0.19 g/l de biomasa, que representa una diferencia significativa
con respecto al tratamiento control. A partir de los valores de biomasa de este
tratamiento y del tratamiento control se calculd el indice de tolerancia (IT) con la

metodologia descrita por Ceci et al. (2015b), obteniendo un valor de 130.38 %.
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Figura 11. Generacion de biomasa de A. pediades en medio liquido al dia 13 de crecimiento en
cada tratamiento. Cada barra representa la media de tres réplicas + DE. Letras iguales indican
gue no existe diferencia significativa de acuerdo con la prueba post hoc de Tukey (p<0.05)

Cuando el indice de tolerancia es mayor a 100 %, refleja un mayor crecimiento del
hongo en el tratamiento con 300 pg/l de HCB comparado con el tratamiento control.
Esto puede sugerir que el HCB estimula la generacion de biomasa posiblemente
utilizandolo como fuente de carbono, de tal forma que con una concentracion de
300 ug/l de HCB exista una diferencia significativa, pero tal vez a concentraciones

mayores tenga un efecto negativo sobre el hongo que no le permita tener un mayor
crecimiento.
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7.2 Capacidad de A. pediades para crecer en presencia de HCB mediante
cometabolismo
7.2.1 Perfil de pH
El perfil de valores de pH de los medios de cultivo se muestra en la figura 12, el
valor del pH inicial fue de 5.5 en todos los tratamientos. En los resultados obtenidos
se observa que el valor de pH en el tratamiento control, el tratamiento con
cloroformo, y el que tiene HCB con glucosa disminuye aproximadamente 0.7
unidades, manteniéndose el pH en un caracter ligeramente 4cido. En el tratamiento
gue no tiene inéculo el pH se mantiene en 5.5, sin embargo, en el tratamiento que
no contiene glucosa, pero si HCB su tendencia fue diferente ya que el pH aumenté
aproximadamente 0.6 unidades al final del cultivo, disminuyendo la acidez del

medio de cultivo.

Tratamientos

|

Cantral
Clorofarmo

HCB con glucosa
HCEB sin glucosa
HCB sin indculo

e —
6 % 1 — —4

~ %

1 H+0

pH

0 4 4] 3] 10 12 14 18
Tiempo (dias)

Figura 12. Perfil de pH de los cultivos de A. pediades. cada punto representa la media de tres
réplicas = DE.
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7.2.2 Generacion de biomasa
La cinética de crecimiento de A. pediades se muestra en la figura 13, donde se
observa que en el tratamiento control la fase se crecimiento exponencial termina
aproximadamente al dia 10, al igual que en el tratamiento que contiene cloroformo;
en el tratamiento que contiene HCB la fase se crecimiento exponencial termina al
dia 12 y en el caso del tratamiento que no contiene glucosa, pero si HCB el
crecimiento exponencial termina en el dia 8.

Tratamiento

4 * Contral

* Cloroforma

® HCB con glucosa
4 HCEB sin glucosa

Biomasa (g/l)

3 10 12 14 16
Tiempo (dias)

Figura 13.Cinética de crecimiento de A. pediades en medio liquido. Cada punto representa la
media de tres réplicas + DE.

En la tabla 8 se muestran los valores de la velocidad especifica de crecimiento (l),

en donde se observa que en el tratamiento control en valor de pu es de

0.0093 + 0.0015 dia'l, en el tratamiento adicionado con cloroformo y el tratamiento
con HCB con glucosa el valor de p es de 0.0089 + 0.00067 vy

0.0081 + 0.00095 dl’a'l, respectivamente, estos dos tratamientos no tienen
diferencia significativa con el tratamiento control. En el caso del tratamiento con

HCB sin glucosa, el valor de la velocidad especifica de crecimiento es de
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0.0051 + 0.00145 dia'l, este es el Unico tratamiento en el que la velocidad
especifica de crecimiento es diferente con respecto al control, de acuerdo con los

valores, A. pediades duplica su biomasa en menor tiempo.

Tabla 8. Velocidad especifica de crecimiento de A. pediades. Letras iguales indican que no hay
diferencia significativa de acuetrdo con la preuba post hoc de Tukey (p<0.05).

Tratamiento W (dia™)
Control 0.0093 + 0.0015 a
CHCI, 0.0089 + 0.00067 a

HCB con glucosa 0.0081 £ 0.00095 ab
HCB sin glucosa 0.0051 + 0.00145 b

7.2.3 Glucosa residual
La glucosa residual se muestra en la figura 14, donde se observa que durante el
tiempo de incubacién no se consume completamente la glucosa, obteniendo como
valores finales de aproximadamente 6 g/l en el medio de cultivo de los tres

tratamientos, el control, el adicionado con cloroformo y el que tiene HCB.
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Figura 14. Glucosa residual en el medio de cultivo del tratamiento control, del tratamiento con
cloroformo y del tratamiento que contiene HCB con glucosa. Cada punto representa la media de
tres réplicas + DE.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la biomasa y la glucosa residual del
tratamiento con 300 ug/l de HCB (Figura 15) se observa que la biomasa generada
al dia 12 de crecimiento, esto podria ser debido a un mayor consumo de glucosa,
sin embargo, el consumo es similar con respecto al tratamiento control, ademas la
cantidad de carbono que podria obtener del HCB es insuficiente para generar
0.27 g/l de biomasa.
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Figura 15. Generacion de biomasa (#) y glucosa residual (O) en el tratamiento con 300 pg/l de

HCB. Cada punto representa la media de tres réplicas + DE.

De acuerdo con los resultados obtenidos, existe evidencia de que A. pediades tiene
la capacidad de tolerar la presencia de HCB al mostrar crecimiento en cultivos

adicionados con este compuesto toxico.
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8. Discusion

8.1 Evaluacion de tolerancia de A. pediades a HCB

En las curvas de crecimiento de A pediades en medio sdlido se logro observar el
crecimiento caracteristico microbiano, de acuerdo con Martinez et al. (2015), la
fase de latencia esté relacionada con la sintesis de enzimas que permiten al hongo
utilizar los nutrientes que se encuentran en el medio de cultivo. Posteriormente el
hongo entra en la fase de crecimiento exponencial en la que se obtiene la velocidad
media de crecimiento y finalmente entra a la fase estacionaria, donde la velocidad
de crecimiento disminuye, posiblemente asociada a la acumulacién de desechos o
a la secrecion de algunos compuestos que no permitan el consumo de sustrato

para generar mayor cantidad de biomasa.

El hecho de que no existan diferencias significativas en el diametro final del micelio
entre algunos tratamientos con respecto al control puede deberse a que
A. pediades podria apoyarse de un mecanismo como el cometabolismo para hacer
frente a la presencia de un compuestos téxico como el HCB, mostrando un primer
indicio de su capacidad para tolerar y por consiguiente desarrollarse en presencia
de HCB, en concentraciones que van de 10 a 500 ug/l. Ademas, de acuerdo con
Coello-Loor et al. (2017) los hongos pueden modificar de su metabolismo para
poder desarrollarse en determinadas condiciones. Como lo que reporta Matheus
et al. (2000), donde Psilocybe cf. castanella es capaz de colonizar suelo
contaminado con altas concentraciones de HCB, por otro lado, Camacho-Morales
et al. (2017), reportan especies de hongos de pudricion blanca como Polyporus
tricholoma, Cilindrobasidium laeve y Deconica citrispora que fueron tolerantes al
herbicida Paraquat. Ademas, se han reportado hongos filamentosos del género
Aspergillus sp con capacidad de tolerar y crecer en medio de cultivo con bifenilos

policlorados (Garcia-Cuan et al., 2017).

De acuerdo con los valores de la velocidad media de crecimiento no hay diferencias
significativas entre ninguno de los tratamientos, esto puede indicar que A. pediades
tiene la capacidad para desplegar un mecanismo que le permita crecer a la misma

velocidad cuando se encuentra el HCB en el medio de cultivo y cuando esta
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ausente, sin embargo, también puede deberse a la concentracién utilizada,
posiblemente a mayor concentracion se podria presentar algun efecto en el
crecimiento. En un estudio realizado por Ceci et al. (2015a), reportaron el potencial
de Penicillium griseofulvum, un hongo saprotrofo del suelo, para tolerar vy
biotransformar sustancias toxicas como el B-hexaclorociclohexano, en donde
encontraron que la adicion de 1 ml/l de B-HCH no afecto negativamente el
crecimiento de este hongo con respecto al control, de tal forma que P. griseofulvum
es descrito como un hongo tolerante. Posteriormente Ceci et al. (2018) realizaron
otro estudio con P. griseofulvum para examinar el potencial ecolégico y
biorremedial de este hongo verificando la presencia de mecanismos que le
permitan transformar metales e isémeros de HCH bajo condiciones extremas,
donde utilizaron una concentracion de 4 ml/l de isémeros de HCH, los cuales
tampoco causaron efectos adversos obvios en el crecimiento del hongo, sin
embargo la adicion de 50 mg/l de la mezcla de isémeros de HCH al medio de
cultivo, tuvo un efecto toxico sobre el crecimiento de P. griseofulvum ya que el

rendimiento de la biomasa fue menor al 25 % con respecto al control.

En el presente estudio, se observa que Agrocybe pediades, un hongo aislado de
un ambiente perturbado (Ortega, 2018), tiene la capacidad de crecer en presencia
de hexaclorobenceno en concentraciones de hasta 500 ug/l de HCB, tanto en
medio soélido como en medio liquido, se sabe que existen estudios que describen
la capacidad de algunos basidiomicetos para tolerar concentraciones de hasta 5y
25 g de HCB por kilogramo de suelo. Algunos de los hongos que se han descrito
con esta capacidad fueron aislados de zonas altamente contaminadas con este
compuesto (Matheus et al. 2000). En el presente estudio no se puede descartar
gue A. pediades sea tolerante a concentraciones mayores de HCB, puesto que en
500 pg/l crece de manera similar al control en sélido, sin embargo, en los estudios
in vitro el manejo de tan altas concentraciones puede implicar también una mayor
exposicién no solo por el hongo, sino por quienes realizan los experimentos y no
se justifica si se considera que en el ambiente en el que se podria disefiar un
proceso de eliminacion de HCB, la concentracion maxima descrita hasta este

momento en el estado de Tlaxcala es de 450 pg/l (Juarez-Santacruz, et al., 2013).
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Uno de los basidiomicetos que se ha reportado con la capacidad de tolerar altas
concentraciones de HCB pertenece a la misma familia de A. pediades. Si bien ain
existe informacién desconocida sobre este organismo y de algunos otros, se sabe
gue dentro de la filogenética en micologia algunas de las caracteristicas utilizadas
con el fin de dilucidar las relaciones entre los organismos son morfoldgicas,
anatomicas, ultraestructurales, secuencias de acidos nucleicos y bioquimicas, en
estas Ultimas se evallan principalmente asimilacion y fermentacion de
carbohidratos, produccion de metabolitos secundarios y enzimas (Cepero et al.
2012), por lo que es posible que A. pediades cuente con un mecanismo de defensa
gue involucre la asimilacion de HCB como el de otros hongos bajo estas
condiciones (Matheus et al., 2000), ademas de que no se descarta la presencia de

otros COP en la zona de donde fue aislado el organismo.

De acuerdo con la biomasa obtenida en cultivos realizados en medio liquido, el
tratamiento control tuvo una diferencia significativa Unicamente con el tratamiento
con la concentracién de 300 pg/l de HCB, en el cual la biomasa fue un 30 % mayor
respecto al control. Se han reportado indices de tolerancia para el hongo
P. griseofulvum de 74.01 % y 87.2 % en medios de cultivo con 1y 4 mg/l de HCH,
respectivamente, asi como indices de tolerancia de hasta 231.5 % en presencia
de metavandato de amonio (NH,VO,) (Ceci et al.,, 2015a; Ceci et al., 2018).

Cuando el valor del indice de tolerancia es mayor que en el control, el crecimiento
suele estar relacionado con los mecanismos de tolerancia, sean dependientes o
no del metabolismo, desplegados para hacer frente al estrés ocasionado por la

presencia de compuestos toxicos.
8.2 A. pediades y cometabolismo con HCB

El pH de tres de los tratamientos que contienen glucosa se acidificd, mientras que
en el tratamiento que no fue inoculado la variacion en el pH fue menor. En general,
los hongos pueden modificar el pH del medio de cultivo durante su crecimiento
mediante diferentes mecanismos como el intercambio de nutrientes catiénicos por

protones o por la produccion de acidos organicos, derivados del consumo de la
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glucosa como el &cido citrico, el acido glucénico y el acido itaconico (Vazquez-
Garcia et al., 2002; Deacon, 2006; Pereira et al., 2014).

Si bien no se han descrito los metabolitos que este hongo produce, no se descarta
la produccion de algunos &cidos ya que como en presencia de glucosa el pH del
medio de cultivo tiende a ser mas &cido, lo cual puede ser explicado por la
produccion de compuestos acidos, ademas de que se ha descrito que la secrecion
de este tipo de compuestos es una importante caracteristica de los hongos, ya que
las células fungicas deben de regular su pH interno (Deacon, 2006; Cepero de
Garcia et al. 2012)). Asimismo, muchos hongos filamentosos pueden alterar su pH
externo local mediante la absorcidén selectiva y el intercambio de iones (NO3™ 0
NHs* / H*), o mediante la excrecion de acidos organicos para tener un buen
funcionamiento celular, ya que la permeabilidad celular puede ser alterada por la

acidez o alcalinidad del medio de cultivo (Cepero de Garcia et al. 2012).

Por otro lado, cuando el medio de cultivo no contiene glucosa, pero si un
compuesto téxico, es posible que el hongo modifique su metabolismo para poder
crecer en esas condiciones como lo reportan Ceci et al. (2018), donde el hongo P.
griseofulvum aumento el valor del pH hasta 0.72 y 1.10 unidades cuando el medio

de cultivo era adicionado con metavandato de amonio (NH,VO,) y HCH,

respectivamente, disminuyendo la acidez del medio de cultivo, como sucede en el
tratamiento que no contiene glucosa pero si HCB en el que los valores de pH
cambiaron de 5.5 hasta 6.13. Este cambio de pH puede deberse a una estrategia
del hongo para evitar posibles efectos toxicos de este compuesto en un pH &cido
(Ceci et al., 2015a; Ceci et al., 2018). Por lo tanto, las modificaciones en el pH de
los diferentes tratamientos estan relacionadas con una estrategia que tiene el

hongo para poder regular el medio en el que desarrolla.

Los hongos pueden desarrollar diversas estrategias de vida para hacer frente al
entorno en el que habitan. En el comportamiento de los hongos existen dos
modelos, uno de estos involucra tres factores principales: la incidencia de
competidores (O, la perturbacion (R) y el estrés (S)
(Cepero de Garcia et al., 2012). La seleccion C se caracteriza por la habilidad de
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los hongos para competir dependiendo de su crecimiento en ambientes no
perturbados; la seleccion R esta relacionada con ciclos de vida cortos en
ambientes perturbados pero con propiedades suficientes para el desarrollo de los
hongos; la seleccion S, definida como una estrategia de tolerancia al estrés, se
caracteriza por la seleccibn de adaptaciones que permitan tolerar al hongo
condiciones ambientales de estrés asi como la falta de recursos, en ésta el
crecimiento de estos hongos no necesariamente es rapido (Cepero de Garcia et
al., 2012; Boddy e Hiscox, 2016). En el caso de A. pediades, se puede presentar
una relacion predominante entre las caracteristicas R y S, ya que cuando
incrementa la perturbacion también incrementa el estrés, ademas, de que fue
aislado de un bosque que ha sido afectado por perturbaciones lo cual hace que
sea un organismo tolerante al estrés. Esto también se evidencia cuando es
cultivado en presencia de HCB, compuesto que puede ser considerado como un

factor de estrés a diferencia del tratamiento control.

En la cinética en medio liquido, se observa que la biomasa generada en el
tratamiento que tiene glucosay HCB en el dia 12 y 16 es mayor que en el resto de
los tratamientos lo que puede indicar que el hongo posiblemente cuenta con
estrategias como la produccion, ya sea de enzimas especificas o de complejos
enzimaticos, con las cuales es posible reconocer al contaminante como sustrato
(Garcia-Rivero y Peralta-Pérez, 2008), algo similar es reportado por Sagar y Singh
(2011) quienes observaron que el crecimiento de Fusarium poae y F. solani
incrementd en presencia de 100 pg/mL de lindano, por lo que sugieren que al ser
especies aisladas de sitios contaminados tienen la potencial capacidad de
degradar el lindano para utilizarlo como fuente de carbono. A. pediades podria
presentar un comportamiento parecido, sin embargo, la cantidad maxima de
carbono del HCB que podria ser consumido por el hongo es de 0.0759 mg,
mientras que la cantidad necesaria para poder atribuir la diferencia del crecimiento
gue existe entre el tratamiento control y el tratamiento con HCB es de 271.4 mg
aproximadamente. La gran diferencia que existe en el crecimiento puede ser
debido a que el hongo utiliza los nutrientes residuales de los cilindros de agar con
los que fue inoculado cada matraz, sin embargo, también existe la posibilidad de
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gue pueda utilizar al HCB como fuente de carbono debido a que no se descarta la
presencia de HCB del sitio donde fue aislado. Ademas, de acuerdo con la
cuantificacion de glucosa consumié menos del 40 % de ésta, el método utilizado
se basa en la deteccion de azlcares reductores, considerando esto y que en un
estudio realizado por Ferrer-Romero etal. (2019) en el que analizaron el
crecimiento de P. ostreatus asi como el consumo de glucosa, éste hongo consumié
aproximadamente el 77 % de la glucosa disponible en 9 dias, sin embargo también
observaron que en la curva de glucosa hubo un aumento en la concentracion que
es asociado a la secreciéon de exopolisacaridos que pueden contener residuos de
monosacaridos. Algunos de estos residuos de monosacaridos presentes en el
medio de cultivo que contenia glucosa como fuente de carbono y extracto de
levadura como fuente de nitrogeno fueron glucosa, manosa, galactosa y
glucosamina. Si bien no se trata de la misma especie, no se descarta la posibilidad
de que A. pediades también secrete este tipo de compuestos que hayan afectado
la cuantificacion de glucosa y por lo tanto seria consistente con la diferencia que
se observa entre el consumo de glucosa y la generacién de biomasa en el

tratamiento que contiene HCB.

De acuerdo con los resultados de biomasa y del consumo de glucosa, se puede
observar que, aunque la biomasa lleg6 a la fase estacionaria, no se consumio la
totalidad de la glucosa, esto puede deberse a que cuando el sustrato se encuentra
en exceso puede afectar el crecimiento, ademas, conforme en el medio de cultivo
se acumulan desechos o algunos compuestos que secreta el hongo, la generacién
de biomasa se ve afectada, llegando a limitar el crecimiento.
Tomando en cuenta que A. pediades, tiene la capacidad para tolerar y crecer en
presencia de HCB, asi como lo descrito por Torres en el afio 2017, sobre la
capacidad de este hongo para producir enzimas con actividad lacasa y manganeso
peroxidasa (MnP) en medios de cultivo sin la presencia de algun contaminante
organico persistente, es posible que el cometabolismo sea el mecanismo mediante
el cual puede desarrollarse en presencia de HCB, ya que la produccion de estas
enzimas se ha relacionado con la sintesis de pigmentos, la oxidacion inicial de
lignina, entre otras funciones (Thurston 1994, Hofrichter 2002), ademas, en
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algunos estudios, como el realizado por Pozdnyakova et al. (2018) en el que se ha
relacionado su participacion en la degradacion de compuestos xenobioéticos, por lo
tanto, se podria decir que las enzimas con actividad lacasa y MnP que produce
A. pediades son enzimas no especificas y podrian ser parte del proceso de

cometabolismo mediante el cual se este transformando el HCB.
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9. Conclusién

De acuerdo con los resultados obtenidos, el hongo Agrocybe pediades tiene la
capacidad de tolerar y crecer en presencia de hexaclorobenceno con
concentraciones de 10 hasta 500 ug/l, en medio solido, mientras que, en cultivo
liquido present6 un mayor crecimiento cuando en el cultivo contenia HCB en una

concentracion de 300 pgl/l.

El mecanismo que podria estar utilizando es el cometabolismo, ya que produce
enzimas relacionadas con la degradacion de xenobidticos y de acuerdo con los
resultados obtenidos, la presencia de HCB no causo un efecto adverso en el

crecimiento de A. pediades.
10. Recomendaciones

Realizar un cultivo eliminando la mayor cantidad posible de agar para reducir el

margen de error en cuanto a la generacion de biomasa.

Realizar la cuantificacion por CG-MS de HCB en diferentes etapas del cultivo para
identificar si existe una disminucion en la concentracion de éste, y si lo estuviera

transformando reconocer los subproductos del HCB derivados de este proceso.

También seria conveniente realizar la determinacion de iones de cloruro (CI") para
determinar si se esta transformando o degradando el HCB, o el hongo lo esta
absorbiendo, lo que puede ser también un paso previo a la transformacion del

compuesto.

Determinar si secreta compuestos de caracter acido en presencia de glucosay que
tipos de compuestos secreta cuando no tiene una fuente de carbono mas que un

compuesto toxico.

Analizar la capacidad de crecimiento con otros COP.
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