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Resumen

A nivel mundial, el uso indiscriminado de productos metalicos vertidos en agua utilizada en la
agricultura ha generado una grave contaminacién, por lo tanto, es importante establecer una
metodologia para su descontaminacion a través de procesos bioldgicos, con hongos basidiomicetos
ya que se ha demostrado que pueden degradar una serie de contaminantes organicos persistentes
utilizando enzimas extracelulares, ademas de eliminar metales disueltos del agua mediante
biosorcién, actuando, como un intercambiador natural. Los objetivos de este trabajo fueron
determinar entre tres metales (Pb, Cr y Cd) cual fue removido mas eficientemente de la solucion
acuosa por el micelio del hongo Pleurotus ostreatus, asi como evaluar su tolerancia y describir los
efectos causados por cada uno sobre su estructura celular. La adsorcion de metales por el micelio
en medio liquido se evalud utilizando medio Kirk modificado, se cuantificaron las concentraciones
retenidas durante 8 dias en solucion de 20 mg L de cada elemento, los resultados indicaron que
la adsorcion de Pb (75%) fue la més eficiente, sequida de Cr (42%) y Cd (2.25%). En los resultados
en medio de cultivo sélido (PDA) ninguna concentracién de Pb y Cr inhibi6 el crecimiento del
micelio, sin embargo, con Cd se inhibié a partir de 60 mg L™; no obstante, los tres elementos
causaron en el micelio alteraciones a nivel estructural. En conclusion, la cepa de P. ostreatus
presento tolerancia y biosorcion significativa (p< 0.05) para Pb y Cr, por lo que podria ser un
biomaterial de biorremediacion especifica para Pb y Cr.
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Introduccion

El uso indiscriminado de productos quimicos y el incremento de actividades industriales han
generado contaminacion de las aguas residuales con elevadas concentraciones de metales pesados,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecid que la maxima concentracion de estos iones
en el agua debe estar en un rango de 0.01-1 ppm (Tejada, 2015). Los metales pesados son sustancias
persistentes con tendencia a la acumulacion y a la magnificacion en diferentes niveles troficos
(Deng, 2005; Singh et al., 2008), lo cual ocasiona severos dafos en la salud como debilitamiento
del sistema inmune, dafio al higado, rifiones y cancer porque dificultan diferentes procesos
celulares.

Por ello el aumento de alternativas para su remocion en aguas contaminadas (Morales et al., 2010).
En México, 85% de las aguas residuales son vertidas sin tratamiento previo a los rios y mares
(Sanchez, 2017). Segun la Environmental Protection Agency (EPA), varios metales pesados
figuran en lista de contaminantes por ser un riesgo para la salud pablica. EI plomo, cobre y cadmio
provienen de numerosas actividades, por encima de los limites permisibles, ocasionan efectos
adversos y desdrdenes en seres humanos al acumularse en tejidos vivos (Ramos, 2018).

El plomo se encuentra en las baterias, plomerias, pinturas, aceites (Pawar et al., 2016). El cromo
proviene de la fabricacién de productos quimicos, preservacion de madera, pesticidas entre otros
(Awual et al., 2013). El cadmio se encuentra en colorantes, plantas nucleares, galvanoplastia,
baterias de niquel-cadmio, pinturas etc. (Ismadji et al., 2015).

La biosorcién es un fendmeno fisico-quimico que se sustenta en la capacidad de los denominados
materiales bioldgicos (biomasa) vivos 0 muertos, para acumular metales pesados principalmente
de aguas residuales, involucrando al metabolismo microbiano, resaltando los procesos
fisicoquimicos de adsorcion, desorcion o absorcién de dichos elementos metalicos (Bou et al.,
2018). Factores ambientales como la temperatura, el pH y la presencia de nutrientes afectan el
proceso de biosorcion (Prakash, 2017).

El potencial de la biomasa fungica como biosorbente ha sido aceptado para la eliminacion de
metales pesados de las aguas contaminadas debido a sus excelentes propiedades de union y
tolerancia a metales y ambientes adversos, como diversas condiciones de pH y temperatura
(Qazilbash, 2004; Anand et al., 2006; Yazdani et al., 2010; Abbas et al., 2014). Se ha estudiado
que los hongos tienen la capacidad de modificar o afectar la biodisponibilidad de los metales
(Prakash, 2017), por lo tanto, la biorremediacién es una opcién ya que utiliza biomasa a través de
procesos de biodegradacién, bioacumulacién y bioconversion que operan de diferentes maneras
(Kulhreshtha et al., 2014; Mosa et al., 2016).

Estudios realizados por Vaseem et al. (2017) sugieren que Pleurotus ostreatus se puede utilizar
como una alternativa prometedora para la eliminacion de metales pesados de efluentes, dado
que se ha observado la eficiencia para su remediacion y ha sido la mas alta hasta de 50% de
efluentes diluidos. Se ha revelado que esta especie de hongo tiene una variedad de mecanismos
de respuesta a la presencia de metales pesados en solucion, puede tolerar y eliminarlos del agua
(Yang et al., 2017).
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En consecuencia, lograr valorar el potencial de adsorcion especifica para Pb, Cry Cd por su micelio
en medio liquido, determinar las concentraciones metalicas inhibitorias de su crecimiento en medio
solido y conocer el efecto causado en su morfologia celular puede permitir disefiar la metodologia
adecuada para la propuesta de un modelo de biorremeciacion de aguas residuales contaminadas
con metales pesados especificos.

Materiales y métodos

Material bioldgico

Cepa de Pleurotus ostreatus (Jacqg. Ex Fr.) P. Kumm (Fungi: Agaricomycetes: Pleurotaceae)
obtenida del cepario del laboratorio de micologia del Departamento de Investigacion en Ciencias
Agricolas (DICA).

Reactivos

Micelio vegetativo, micelio activado y biomasa de P. ostreatus, medio de cultivo agar papa-
dextrosa (PDA) BD Bioxon®, soluciones estandar de nitrato de plomo [Pb (NOs);] CAT. 7731
Accustandard Inc lote: A8035019, estandar de nitrato de cromo [Cr (NOs3)3*9H.0O] CAT. 7731
Hycel de México, SA de CV lote: 298404 y estandar de nitrato de cadmio [Cd (NOz)2+4H.0)]
CAT. 7801 Hycel de México SA de CV lote: 298399. Las metodologias utilizadas se enmarcan en
los procesos de biorremediacion propuestos por Beyer (2005); Noble (2005); Stamets (2005).

Obtencion del micelio vegetativo

Se utilizaron las metodologias propuestas por Flegg et al. (1985); Smith et al. (1994); Chang et al.
(2013), modificadas de acuerdo con las condiciones de equipo y presupuesto de la institucion. En
placas de Petri con medio de cultivo agar papa-dextrosa, se inoculé tejido vegetativo de
basidiocarpos frescos de P. ostreatus, se incubaron a 25 °C durante 7 dias (Staments, 1983;
Mumpuni et al., 2017).

Preparacion del micelio activado

Con base en la metodologia propuesta por Chalmers (1993); Stamets et al. (1983). Se colocé en un
biorreactor con capacidad de 1 L, 1 kg de semilla de sorgo (Sorghum sp.), previamente hidratada
al 40% (p/v) se esterilizd a 121 °C y 15 psi por 1 h (Sanchez y Roice 2004), posteriormente la
semilla se inocul6 con 3 circulos de 1 cm de diametro de agar con micelio vegetativo de P. ostreatus
(0.01 mg en peso seco) y se incubd a una temperatura de 25 °C +2 por 5 dias (Staments, 1983).

Obtencidn de biomasa (adsorbente) en medio liquido

La metodologia empleada fue la propuesta por Chalmers (1993). Se esterilizaron en autoclave a
121 °C y 15 psi por 15 min, 12 matraces Erlenmeyer de 500 ml con 250 ml de medio Kirk
modificado a pH 5.5 con 1 g de fibra natural de salvado de trigo y 0.01 g de CuSOQa, se inocularon
3 discos de micelio de 1 cm de diametro de agar con micelio de P. ostreatus (0.01 mg en peso
seco), se incubaron durante 10 dias a 25 °C +2 (Diaz et al., 2013).
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Soluciones para evaluar la adsorcion de metales en medio liquido (adsorbato)

Los metales pesados se determinaron en un EAA (espectrofotometro de absorcion atémica,
Varian 55B), utilizando las metodologias propuestas por la EPA (2002), la APHA (2018), asi
como las recomendaciones de la CONAGUA (2018) en sus estadisticas y el Atlas del agua en
México, utilizando la NOM-003- SEMARNAT-1997. A partir de soluciones patron
AccuStandard Inc. de 1 000 mg L, se prepararon 4 repeticiones de soluciones metalicas a
concentraciones de 20 mg L™ de Pb (NOs),, Cr (NOs)3*9H,0, y Cd (NO3)2+4H20, que se
colocaron en biorreactores de 500 ml, se les agreg6 1 g de glucosa, se ajusté el pH a 5.5y se
esterilizaron a 121°C por 15 minutos 15 psi.

Posteriormente se deposito la biomasa adsorbente generada en el medio liquido y se incubaron por
10 dias a 25 °C. Se extrajeron alicuotas de 2 ml cada 24 h durante 10 dias para analizar la
concentracion metalica de cada solucion en un espectrofotometro de adsorcién atdmica modelo
VARIAN 55B, longitud de onda para Pb 217.0 nm, Cr 425.4 nm y Cd 228.8 nm (Kumar et al.,
2011; Fleites, 2015).

Medio de cultivo para evaluar la tolerancia e inhibicion del crecimiento miceliar

A partir de soluciones estandares de 1000 mg L™ de Pb(NOs)2, Cr(NO3)3+9H20, y Cd(NO3)2+4H20
se prepararon diferentes concentraciones (20, 40, 60, 80, y 100 mg L) de soluciones para usarlas
en la preparacion de PDA (agar papa dextrosa), se ajusté el pH a 5.5, se esterilizo 121°C por 15
min, 15 psi, se vertio en cajas Petri (Fleites, 2015) en cada una se inoculd el micelio activado, se
incubd a 25 °C +2 y se cuantificd diariamente el crecimiento radial en milimetros durante 8 dias
(Morales et al., 2010).

Descripcion del efecto de las concentraciones metélicas sobre el micelio de P. ostreatus por
microscopia electrénica de barrido (SEM)

El analisis por microscopia electronica de barrido se realiz6 en un microscopio JECL modelo JSM-
6610LV, complementado con un equipo de microanalisis EDX Inca Energy-350, Oxford
Instruments, con detector de rayos X modelo X-Max 50, de 50 mm?, con resolucion teorica de 127
eV a la energia del pico K del Mn. Cada muestra se deshidratd y se cubrid con polvo de oro en un
equipo de recubrimiento marca Balzers modelo SCD 004 (Lozano et al., 2014). Conjuntamente se
realizd el andlisis de espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDX) al micelio de P.
ostreatus, para describir la presencia de metales en su interior celular.

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con tres repeticiones para evaluar el efecto
de las variables independientes: concentracién de los metales Pb, Cr y Cd, y los dias de
crecimiento del micelio sobre las variables de respuesta: porcentaje de retencidn o adsorcion.
El conjunto de datos experimentales se analiz6 a través de una prueba de varianza (Anova) de
dos vias (los factores fueron los metales experimentales y los dias de contacto con el micelio
para evaluar su retencion o adsorcion) y una prueba de medias Tukey (p<0.05) con el software
R-commander (Fox, 2005).
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Resultados y discusién
Evaluacion de la adsorcion de metales en medio liquido

En la Figura 1 se describe el comportamiento de los metales Pb, Cr y Cd en solucion a una
concentracion de 20 mg Lt en funcidn del tiempo de contacto con la biomasa de P. ostreatus.
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Figura 1. Cuantificacion de las concentraciones retenidas por la biomasa de P. ostreatus en contacto
con soluciones de: a) plomo; b) cromo; y c) cadmio en funcién del tiempo a una
concentracién de 20 mg L.

Los resultados en la Figura 1, indicaron que la adsorcién de Pb (75%) fue la mas eficiente, seguida
de Cr (42%) y Cd (2.25%). Con ello se demuestra que el micelio de P. ostreatus tiene la capacidad
de retencion de Pb y Cr, de acuerdo a las evaluaciones desde el primer dia (Figura 1a) el Pb registro
disminucion drastica de la concentracion inicial de 20 mg L™ a 5.065 mg L, siendo el dia 5 la de
mayor adsorcion de dicho metal (75%), los demas dias se observaron procesos de desorcién y
adsorcion con diferencia significativa respecto al tiempo cero (Cuadro 1), algo semejante ocurre
en los trabajos de Marin et al. (2015), quienes describen un proceso de adsorcion de 57.9% en las
primeras 48 h, con una concentracion inicial de 100 mg L.
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Cuadro 1. Efecto del tiempo sobre la absorcion de metales pesados en un medio liquido.

Dia  Testigo (mg L ™) Pb (mg L™?) Cr(mgL™) Cd (mg LY
0 0.02 £0.027 a 200 a 200 a 200 a
1 0.017 £0.009 a 5.065 £0.84 ¢ 13.15+1.643 ¢ 19.545 +0.247 abc
2 0.02 £0.016 a 4,987 £0.798 ¢ 11.565 +0.867 ¢ 19.717 £0.12 ab
3 0.017 £0.017 a 5.592 £0.519 bc 13.265 +1.173 ¢ 19.365 +0.365 bcd
4 0.022 £0.018 a 7.197 £1.271 Db 11.632 £0.938 ¢ 19.4 +0.249 bcd
5 0.015 £0.012 a 2.897 £0.589 d 17.267 £1.751 ab 19.202 +0.077 cd
6 0.04 £0.008 a 3.9 +£0.787 cd 16.562 £1.778 b 19.025 +0.17 d
7 0.02 £0.008 a 4.68 +1.213 cd 17.167 £0.805 ab 19.1 £0.081 cd
8 0.057 £0.026 a 5.047 £0.903 ¢ 17.945 £1.925 ab 18.925 £0.095 d
9 0.037 £0.026 a 4.297 +0.878 cd 17.292 +1.104 ab 18.975 +0.25d
10 0.027 £0.009 a 4 +0.081 cd 17 £1.061 ab 18.972 £0.251 d
DMS 0.0614 1.9841 3.178 0.492

+= desviacion estandar. La diferencia estadistica significativa segln la prueba de Tukey es (p> 0.05).

De igual modo, Yang et al. (2017) observaron la eliminacion de Pb de 99.9 -100% y que se
transportaba a la pared celular flngica en relacion de 68.2 al 91.2%. Esto indica que el metal
ademas de ser adsorbido en la superficie de la biomasa miceliar, ingresé al interior de las células
interfiriendo con el metabolismo causando alteraciones en la estructura y morfologia, este proceso
fue favorecido por la variacién del pH inicial de 5.5 a pH de 3.5, ya que de acuerdo a Javaid et al.
(2011); Eliescu et al. (2020); Huang et al. (2009), este cambio propicio la disociacion quimica
tanto de grupos funcionales carboxilicos, amino, metilo, fosfato e hidroxidos constituyentes de la
pared celular y de los metales en solucién, aumentando su solubilidad y favoreciendo la
disponibilidad de biosorcion en la biomasa y la bioacumulacién intracelular.

El comportamiento del Cr en solucién se aprecia en la Figura 1b, la concentracion inicial (20 mg
L) disminuy6é a 13.15 mg L? (34.2%) a pH de 5.5, la bioadsorcién no mostré diferencia
significativa hasta el dia 4 registrando 11.6 mg L (41.9%) lo que correspondié al maximo de
retencion, los siguientes dias se observaron desorciones del metal sin registrar mayor bioadsorcion
a pH final de 6.6. Al respecto, Marin et al. (2015) observaron que el Cr en una concentracién de
100 mg L"* tuvo una adsorcion ascendente a partir del cuarto dia de muestreo de 33.9 mg L%, hasta
59.8 mg L a los 10 dias a pH 5.2, ademas en los trabajos de Da Rocha et al. (2019) al utilizar
solucion de Cr (VI) 25 mg L la adsorcion en 15 dias alcanzé 100%.

Esto permite considerar que la retencién de Cr ocurrié en los primeros dias de contacto y
posteriormente el pH influyo6 en la desorcion del metal haciéndolo insoluble para la retencién por
el micelio. En contraste, Prasenjit et al. (2005) indican que trabajando con Aspergillus foetidus con
concentracion inicial de 5 mg L™ de cromo, a pH 7.0 en 92 h de contacto registraron retenciones
metalicas de 97%. Nasseri et al. (2002) reportan que experimentando con Aspergillus oryzae, en
concentracion inicial de 240 mg L™, a pH de 5 en 36 h de contacto, registraron 97% de retencion
de cromo y Bai y Abraham (2005) indican que trabajando con Rhizopus nigricans, en
concentraciones iniciales de 100 mg L™ de cromo, a pH de 2, en 4 h de contacto, evaluaron 80%
de retencion del metal.
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Esto indica que el pH del medio y el tiempo de contacto son factores importantes para la retencion
del metal y también indica que la naturaleza de la cepa puede ser determinante en los resultados
obtenidos. La adsorcion de Cd (Figura 1c) fue de 0.46 mg L™ (2.25%) del primer dia de contacto
a pH de 5.5, hasta el dia 7 de incubacion.

En el Cuadro 1 se presenta el analisis estadistico del efecto del tiempo sobre la absorcion de
metales pesados en el medio liquido experimental, en el caso de cadmio en los dias 9y 10 la
retencion del metal alcanzé 1.08 mg L (5.5%), a pH 2.8, conjuntamente con inhibicion del
crecimiento miceliar, posiblemente debido a las caracteristicas toxicas propias del metal y el
cambio drastico del pH inicial de 5.5 a 2.8, esta tendencia de retencion coincide con la descrita
en los trabajos de Yang et al. (2017) quienes observaron disminucion del 45.9-61.1% de una
concentracion inicial de 40 mg L™ a pH de 4.5.

De acuerdo con Frutos et al. (2016); Deng et al. (2009), los valores de pH de una solucién deben
considerarse como un factor importante que influye en el proceso de biosorcion, también influye
en la toxicidad y la quimica de la solucidn de los metales, asi como en las propiedades de hidrdlisis
y complejacion al provocar cambios en la forma idnica.

Por lo tanto, la carga ionica de los grupos funcionales y la especiacion del metal a diferentes valores
de pH pueden afectar la biosorcion. Otro aspecto importante es la especie del hongo utilizada
debido a que de acuerdo con Javaid et al. (2011); Ogbo y Okhuoya (2011) en cada especie la
biosorcidn puede variar con el tipo de metal, su concentracion y composicion del medio de cultivo
o sustrato, y el comportamiento de un elemento depende de las especies particulares en la que esta
presente debido a que la mayor reactividad de una especie no siempre coincidira con la mayor
concentracion inicial del metal en esa forma quimica. Por lo tanto, el comportamiento de un
elemento en el ambiente (biodisponibilidad, toxicidad, distribucion, etc.) no puede predecirse
basandose en su concentracion.

En este andlisis se puede apreciar en la columna de cada metal las diferencias significativas entre
el tiempo cero y el tiempo de mayor retencion metélica por parte de la biomasa de P. ostreatus, en
caso de plomo es el dia 5, con cromo es el dia 4 y con cadmio es el dia 7. También es importante
observar que existe diferencia significativa entre la retencién de los metales por la biomasa,
independientemente de los dias sefialados anteriormente, la diferencia se manifiesta entre el Pb y
Cryentreel Pby Cd.

Evaluacién de concentraciones metdalicas inhibitorias del crecimiento miceliar

El crecimiento radial del micelio de P. ostreatus se presenta en la Figura 2, en mm por dia a
diferentes concentraciones metalicas (20, 40, 60, 80 y 100 mg L) de Pb, Cry Cd. En la Figura 2,
se describe como el micelio de P. ostreatus, con ninguna concentracion de plomo y cromo presento
inhibicidn de su crecimiento, sin embargo, cadmio si logro inhibirlo a partir de la concentracion de
60 mg L. Los resultados indican que el micelio de P. ostreatus presenta tolerancia a ciertas
soluciones metalicas, lo que se sustenta mediante el analisis de la Figura 2a, donde se observa el
desarrollo continuo del micelio en las 5 concentraciones sin presentar inhibicion, ni diferencia
significativa (p<0.05) en los dias 1 y 2, en cambio, muestra diferencia a partir del dia 3.
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Figura 2. Crecimiento radial del micelio del hongo P. ostreatus en mm por dia en cinco
concentraciones (20, 40, 60, 80 y 100 mg L) de: a) plomo; b) cromo; y ¢) cadmio.

Asimismo, se puede observar que el dia 8 alcanza el més alto crecimiento a la concentracion de
100 mg L%, resultado que coincide con el trabajo de Yang et al. (2017) quienes observaron el
mismo fenémeno de resistencia. De igual modo Morales-Fonseca et al. (2010). Cuantificaron el
crecimiento radial, a concentraciones bajas entre 0.02-1.5 mg L y altas entre 15-11 000 mg L,
de acetato de Pb y observaron un crecimiento de micelio de P. ostreatus de 50 mm a los 10 dias de
incubacion sin alteracion en la morfologia macroscépica y microscopica, con las concentraciones
altas las alteraciones se presentaron, pero la tolerancia hacia el pomo se registré entre 200 y 500
mg L, se debe mencionar ademas que Marin et al. (2015).

Al examinar el crecimiento miceliar de P. ostreatus en concentracion de 50 mg L™ de solucién de
Pb observaron que no fue inhibido, permaneciendo viable después de 20 dias de exposicion en
medio solido. Se puede suponer que P. ostreatus tiene una gran capacidad para tolerar y eliminar
Pb; a través, de procesos consecutivos de adsorcion y bioacumulacion debido a que este metal
puede fijarse en los grupos funcionales aminas (NH,) e hidroxilos (OH) de la estructura quimica
de la pared celular, logrando penetrar hasta la célula depositandose en el citosol de la estructura
celular del micelio (Huang et al., 2009; Wang et al., 2019; Eliescu et al., 2020).
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El crecimiento radial del micelio del hongo P. ostreatus en mm por dia a diferentes concentraciones
de soluciones de Cr (20, 40, 60, 80, y 100 mg L), se representa en la Figura 2b, su desarrollo fue
continuo, sin presentar inhibicién en las cinco concentraciones de Cr, sin diferencia significativa.
Asimismo, en los dias 7 y 8 se observo 86.03% de desarrollo a una concentracion de 100 mg L,
este resultado es semejante al obtenido por Yang et al. (2017) quienes trabajaron con soluciones
de Cr en concentraciones de 50-300 mg L y observaron que el micelio crecia bien hasta 150 mg
L, pero a partir de 200 mg L* presentaba una inhibicion parcial y una total en 300 mg L.

El mismo comportamiento lo registraron da Rocha Ferreira et al. (2019) quienes midieron el
incremento radial del micelio de P. ostreatus en el rango de (10-150 mg L) de Cr (V1) durante 10
dias de incubacidn, sin inhibicién de crecimiento, lo que implica que altas concentraciones de
soluciones metalicas de Cr inhiben el crecimiento del hongo por el posible dafio a la membrana
celular, la induccion de la peroxidacion lipidica, la formacion de especies reactivas de oxigeno, asi
como dafio a las estructuras de ADN y proteinas (Huang et al., 2009: Sazanova et al., 2015; Eliescu
et al., 2020).

En la Figura 2c se observa el crecimiento radial del micelio de P. ostreatus en mm por dia a
diferentes concentraciones de soluciones de Cd, se presenta inhibicion a partir de la concentracion
de 60 mg/L, pero se aprecia crecimiento hasta el dia 8 en una concentracion de 100 mg L*
alcanzando el mayor crecimiento y no se registré avance miceliar posterior.

Este comportamiento coincide con lo reportado por Yang et al. (2017) quienes trabajaron con
concentraciones de Cd de 10-50 mg L™ y reportaron inhibicion del crecimiento miceliar en P.
ostreatus a partir de la concentracion de 40 mg L?, paralelamente, Miaomiao et al. (2018)
descubrieron dos cepas de P. ostreatus JINONG21 y SUYING tolerantes al Cd, observando una
inhibicion de crecimiento a partir del dia 7 de inoculacién a 40 mg L de concentracion, en este
caso se puede considerar como en los metales anteriores que el comportamiento y el efecto de Cd
sobre el crecimiento y la viabilidad del micelio de P. ostreatus, varian de acuerdo a las
concentraciones y el tipo de elemento de acuerdo con Yang et al. ( 2017); Baldrian (2003).

Descripcion del efecto de la concentracion metalica en la morfologia de estructuras miceliales
por microscopia electrénica de barrido (SEM).

En la Figura 3 se muestra la morfologia microscépica estructural interna del micelio de P. ostreatus
antes y después de hacer contacto con las diferentes concentraciones metalicas experimentales de
Pb, Cr, y Cd, las estructuras fueron analizadas por microscopia electronica de barrido y
espectrometria de rayos X.

En esta figura se observa el dafio sobre la estructura miceliar debido a la accién de los metales
experimentales indicando estas imagenes que el metal ademas de ser adsorbido en la superficie del
micelio, logré ingresar al interior de las células interfiriendo con su metabolismo causando
alteraciones en la estructura y morfologia celular.

En la Figura 3a se aprecian las estructuras de reproduccion del micelio de P. ostreatus, las cuales
se presentan desarrolladas en el medio solido libre de metales (control) y se aprecian hifas
alargadas, hialinas, hidratadas, cilindricas, septadas, y las estructuras esféricas o blastoconidios
turgentes igual como lo indican Bowman et al. (2006).
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Figura 3. Estructuras microscépicas del micelio de P. ostreatus del control (a) y del micelio con
soluciones metdlicas de plomo (b), cromo (c) y cadmio (d) respectivamente.

En la Figura 3b se presentan los cambios ocurridos en la morfologia del micelio por el efecto de la
solucion metélica de Pb, se observan las hifas deformadas, deshidratadas, aplanadas y rotas, no se
advierten estructuras de reproduccién, esto indica que el metal ademas de ser adsorbido en la
superficie de la biomasa miceliar ingreso al interior de las células interfiriendo con el metabolismo
causando alteraciones en la estructura y morfologia celular.

La Figura 3c presenta al micelio que estuvo en contacto con solucion metalica de Cr, se observan
las estructuras sin turgencia, con ruptura de hifas y ausencia de los blastoconidios, esto es indicativo
de la interaccion del Cr con grupos funcionales OH-, -NH, pertenecientes a hidratos de carbono y
proteinas de la pared celular, pero los dafios celulares estructurales pueden estar relacionados con
la interaccion del cromo con grupos -CHz y =CH> de &cidos grasos asociados a fosfolipidos
constituyentes de la membrana celular, esto implica la interaccién del metal con el metabolismo
celular y su bioacumulacion en el interior del micelio como lo mencionan Corona et al. ( 2010);
Cervantes et al. ( 2006).

La Figura 3d muestra el micelio desarrollado en medio sélido con Cd, el cual muestra mayor
deshidrataciéon y deformacion de las hifas, mayor ruptura y minima presencia de estructuras
conidiales. En las secciones b, ¢, y d de la Figura 3 también se aprecia el aumento del tamafio o
engrosamiento de las estructuras dafiadas, lo cual puede ser debido a la elevada tolerancia del
micelio a ciertos metales, por lo que se inicia la activacion de mecanismos de defensa como el
engrosamiento de la pared, la sintesis de melaninas y la produccién de acidos organicos (Arango
et al., 2009), ya que de acuerdo con Banerjee y Nayak (2007); Javaid et al. (2011) estos hongos de
podredumbre blanca y en particular P. ostreatus tienen una pared celular compuesta por  1-3 y
1-6 glucanos de grupos carboxilicos, amino, tiol, fosfato e hidroxido en la pared celular que ayudan
en la biosorcién de iones metalicos y ofrecen una barrera primaria contra el metal.

La Figura 4 muestra el analisis de espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDX) al

micelio de P. ostreatus, donde el Pb alcanzo mayor retencion en el interior del micelio. En la figura
4a se presenta el analisis EDX a la muestra testigo del micelio de P. ostreatus, en la Figura 4b se
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puede apreciar la presencia de Pb en el micelio, esto corrobora que hubo bioacumulacion en el
interior de las células y la pared celular igual como lo refieren Morales-Fonseca et al. (2010) y en
las Figuras 4c y 4d se puede observar la presencia de Cr y Cd respectivamente en la prueba de
microanalisis de energia de rayos X de las muestras de micelio de P. ostreatus.
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Figura 4. Microanalisis de energia de rayos X de las muestras de micelio de P. ostreatus, muestra
control (a) donde se observa el contenido cuantitativo del micelio presencia de Pb (b) en el
tejido fungico Cr (c) y Cd (d).
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En la Figura 5, se presentan las alteraciones causadas por plomo y cadmio en la biomasa miceliar
de otras especies de hongos.

Figura 5. Microscopia electrénica de barrido en biomasa miceliar de Phanerochaete chysosporium, a)
micelio sin contacto con los metales; b) efecto de solucién de Pb a 300 mg L?; c) efecto de la
solucion de Cadmio; y d) micelio de P. chysosporium en contacto con Pb y Cd (Morales et
al., 2008).

285



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.12 num. 2 15 de febrero - 31 de marzo, 2021

Comparando las imagenes de las Figuras 3 y 5 se puede observar que las alteraciones a la
morfologia celular del micelio son diferentes esto seguramente esta relacionado con las
concentraciones metélicas y los tiempos de contacto que en este caso fueron de 72 h de acuerdo
con Morales et al. (2008).

Conclusiones

De acuerdo con el andlisis de resultados se concluye que P. ostreatus tiene una gran capacidad para
tolerar y eliminar los (metales experimentales Pb, Cr y Cd). En relacién con los efectos causados
por cada metal en la estructura del micelio de P. ostreatus se puede concluir que mediante el
analisis por microscopia electrénica que Pb y Cr causaron dafios estructurales a las células del
micelio.

En general, el hongo tuvo una capacidad sobresaliente de biosorcion de Pb y Cr. Por lo tanto, se
puede proponer la utilizacion del micelio de esta cepa de P. ostreatus para generar un modelo de
biorremediacion especifico para aguas residuales contaminadas con Pb. Teniendo en cuenta los
aspectos econdmicos, es necesario producir adsorbentes de bajo costo, efectivos y reciclables para
su uso generalizado.

El potencial de biosorcion de diferentes especies debe evaluarse de forma comparativa.
Observando los resultados obtenidos por la cepa de P. ostreatus, puede considerarse que la especie
tiene potencial para ser utilizada como biosorbente de metales pesados sin perder de vista que el
grado de tolerancia es diferente para cada especie y para diferentes metales pesados.
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