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Resumen

El crecimiento de la actividad industrial genera contaminacion por metales pesados como plomo (Pb), cadmio (Cd), arsénico
(As) y cobre (Cu). La acumulacién de estos es una problematica ambiental actual en México, ya que generan efectos
adversos en la salud humana y en los ecosistemas, debido a que no se degradan con facilidad y se acumulan en diversas
matrices. En este contexto, los hongos endoéfitos (hongos microscopicos que habitan tejidos internos de las plantas de manera
asintomatica) han demostrado ser una herramienta efectiva en fitorremediacion, gracias a su capacidad de tolerar y
transformar metales pesados. En este estudio se selecciond Vachellia farnesiana (Huizache) por cumplir con los criterios
establecidos en la literatura para la busqueda de hongos endofitos. Se aislaron § cepas endofitas a partir de hojas de Huizache
en Potrero Chico (Hidalgo, Nuevo Ledn). Se realizaron ensayos de tolerancia (capacidad de crecer en medio sélido) a Pb,
Cd, As y Cu en agar papa dextrosa a diferentes concentraciones. Dos cepas (VfHH2 y VfHH6) toleraron Pb, Cd y As a las
concentraciones mas altas empleadas en el presente trabajo, demostrando su potencial uso en estrategias de fitorremediacion
de ambientes contaminados por metales pesados.
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Abstract

The growth of industrial activity leads to pollution by heavy metals such as lead (Pb), cadmium (Cd), arsenic (As), and
copper (Cu). The accumulation of these metals is a current environmental issue in Mexico, as they cause adverse effects on
human health and ecosystems due to their poor degradability and tendency to bioaccumulate. In this context, endophytic
fungi (microscopic fungi that colonize inside plant tissues asymptomatically) have proven to be an effective tool for
phytoremediation, thanks to their ability to tolerate and transform heavy metals. In this study, Vachellia
farnesiana (Huizache) was selected as a host plant because it meets the established criteria in the literature for finding
endophytic fungi. Eight endophytic strains were isolated from Huizache leaves collected in the Potrero Chico area (Hidalgo,
Nuevo Leon). Tolerance assays (assessing the ability to grow on solid medium) to Pb, Cd, As, and Cu were performed on
potato dextrose agar at different concentrations. Two strains (VfHH2 and VfHHG6) tolerated Pb, Cd, and As at the highest
concentrations tested in this work, demonstrating their potential use in phytoremediation strategies for environments
contaminated by heavy metals.
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hospedera. Ademas, a través de la produccion de
compuestos bioactivos, permiten la interaccion con otras
especies, lo que podria ser fundamental para la
supervivencia y adaptacion del hospedero en distintos
ambientes (1,2).

Si bien los hongos endofitos se emplean en diversas areas
de investigacion (3), recientemente han aumentado los
reportes de su uso para fitorremediacion (4,5). Se ha
demostrado que la fitorremediacion es una técnica
efectiva para eliminar o reducir contaminantes como los
metales pesados (6). Estos contaminantes se presentan en
ciudades afectadas por la actividad industrial, como
Monterrey, donde se ha reportado la presencia de metales
como Pb (plomo), Cd (cadmio), As (arsénico) y Cu
(cobre) en aire, agua y en seres vivos (7-9). La
contaminacién por metales pesados es de interés para la
sociedad, ya que afecta el bienestar de los ecosistemas y
la calidad de vida de las comunidades. La exposicion
constante a metales pesados esta asociada con problemas
respiratorios y cardiovasculares, asi como un mayor
riesgo de desarrollar diversos tipos de céancer (10).
Debido a esto, es necesario considerar estrategias para
reducir la presencia de estos contaminantes en el medio
ambiente.

Los hongos endofitos son una herramienta para
fitorremediacion de estos contaminantes, ya que pueden
bioacumular (11) o transformar los metales pesados a
formas insolubles (12), reduciendo asi la contaminacion.

Para el aislamiento de hongos enddfitos se han propuesto
los siguientes cinco criterios, con el propodsito de
seleccionar plantas con alta probabilidad de albergar
estos microorganismos (13,14):

1. Plantas que presenten estrategias interesantes
de supervivencia

2. Especies que posean historia etnobotanica;

Especies endémicas

w

4. Plantas que crezcan en areas con alta
biodiversidad

5. Plantas asintomaticas que se desarrollen cerca
de plantas infectadas.

En este trabajo se seleccion6d Vachellia farnesiana
(Huizache) como potencial hospedera de hongos
endofitos por cumplir con los criterios establecidos
(12,15-17).

El propdsito de este trabajo es aislar y realizar una
identificacion preliminar de hongos endoéfitos aislados de

V. farnesiana con potencial para fitorremediacion de
metales pesados.

Gustavo Saucedo-Martinez, Gael Eduardo Martinez-Sanchez,
Ivana Mabel Morales-Gonzalez, Julio Silva-Mendoza

2. Metodologia

2.1. Aislamiento e identificacion preliminar de hongos
endoéfitos

Se tomaron hojas sanas de 4 ejemplares Vachellia
farnesiana distanciados entre si separados por menos de
20 m?. La recoleccion se realizo en Potrero Chico
(Hidalgo, Nuevo Ledn 25.943102, -100.4477148) el dia
3 de Marzo de 2025. Las muestras fueron transportadas
al laboratorio en bolsas Ziploc®. Para realizar la
desinfeccion superficial de las hojas, primero se lavaron
con agua destilada y posteriormente, en condiciones de
esterilidad, se sumergieron en etanol 70% v/v por 40
segundos. Después se sumergieron en una solucion de
hipoclorito de sodio 4% m/v por 20 segundos. Se
realizaron lavados con agua destilada estéril entre cada
solucion. Posteriormente, se obtuvieron muestras de 5x5
mm de cada hoja, para ser inoculados en agar papa
dextrosa (PDA) y agar-agua (AA), ambos suplementados
con cloranfenicol a 50 mg/L. Se empleo un control para
asegurar la eficacia del proceso de desinfeccion.

Los hongos enddfitos recuperados fueron identificados
de forma preliminar. Cada hongo fue sembrado en PDA
para observar sus caracteristicas macroscopicas después
de 7 dias. Sus caracteristicas microscopicas fueron
observadas mediante tincion con azul de lactofenol (18).

2.2. Prueba de tolerancia a metales pesados

Previo al ensayo, los hongos se incubaron en PDA por 7
dias. Se inoculdo cada hongo por triplicado con un
sacabocados de 5mm en cajas de agar papa dextrosa
(PDA) suplementadas con: Pb (acetato de plomo) a 300,
500 y 1000 ppm; Cd (sulfato de cadmio) a 3, 5 y 8 ppm;
As (arsenato de sodio) a 3, 5 y 10 ppm; y Cu (sulfato de
cobre pentahidratado) a 100, 300 y 500 ppm. Las
soluciones se afiadieron y esterilizaron por filtraciéon con
filtro de 0.22 pm. Los limites maximos reportados en la
literatura fueron empleados para establecer las
concentraciones utilizadas en este trabajo (5,12,19).

El crecimiento de los hongos enddfitos se identifico
como: (-) inhibicidn, (+) tolerancia leve, (++) tolerancia
moderada, (+++) tolerancia alta.

3. Resultados y discusion

3.1 Aislamiento e identificacion preliminar de hongos
endofitos

De las hojas de V. farnesiana se recuperaron 18 cepas, las
cuales fueron agrupadas en 8 morfotipos diferentes
(Figuras 1-8).

Los géneros preliminares de los morfotipos aislados son
Alternaria (n=3), Hypoxylon (n=2), Diaporthe (n=1) y
Aspergillus  (n=1). Estos géneros son reportados
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frecuentemente como endoéfitos de diversas plantas (20).
También se aislo un morfotipo que no fue posible
identificar por caracteristicas morfoldgicas, debido a que
no produce estructuras reproductivas para ser
identificado. Esta situacion se presenta en mas del 50%
de los hongos endoéfitos (21). La identificacion exacta del
género y la especie de todos los aislados se va a
determinar mediante la homologaciéon de las
caracteristicas morfoldgicas y la secuenciacion del ITS
5.8 s ribosomal (18). Figura 5. VIHHS. Alternaria sp.

Figura 7. VfHH7. Diaporthe sp.

Figura 8. VIHHS. Aspergillus niger.
3.2. Prueba de tolerancia a metales pesados

Los resultados de la tolerancia a metales pesados se
presentan en las tablas 1 a 4.

La mayoria de los hongos presenta tolerancia de
moderada a alta al plomo, cadmio y arsénico. Las cepas
VfHH2 (posible Alternaria sp.) y VIHH6 (posible
Hypoxylon sp.) destacan por presentar una alta tolerancia
a estos 3 metales en las concentraciones empleadas en
este trabajo. Por lo cual, estos hongos se destacan como
una posible herramienta para fitorremediar la
contaminacion con estos metales.

Figura 4. VfHH4. Especie no identificada
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El cobre inhibid el crecimiento de 6 cepas a partir de 300

ppm. Solo la cepa VHHS (4. niger) tolerd de forma Tabla 1. Tolerancia de hongos endoéfitos a plomo
moderada este metal en las concentraciones empleadas Concentracion (ppm)
en este trabajo. Morfotipo | 300 500 1000
V{HH1 ()| ()| (D)
Como se observa, los hongos endéfitos presentan mayor V{HH2 (++) () | ()
tolerancia a plomo, cadmio y arsénico, pero no al cobre. VIHH3 () | (D) (&)
Esto se puede deber, en parte a una adaptacion de los ViHH4 ) ) *)
endofitos a estos metales pesados. Ya que se ha reportado VIHH> G | O | )
la presencia de plomo, cadmio y arsénico en el area VIHHO G| D) )
) ’ i ) VfHH7 +HH) | (+D) (+1)
metropolitana de Monter.rey, ter.nendo como posibles VHHS ) ) )
fuentes a empresas siderurgicas, la quema de
combustibles y el alto trafico vehicular, por mencionar Tabla 2. Tolerancia de hongos endéfitos a cadmio
algunas (7,10). Contrario al caso del Cu, que estd Concentracion (ppm)
relacionado a la mineria (10), la cual no es una actividad Bacteria 3 5 8
comin en el estado de Nuevo Ledn. Probablemente esta ViHH1 () () (G
situacién estimulé la tolerancia de las cepas a estos VIHH2 (G B N G B B G
metales (9). V{HH3 (+++) (++) (++)
VfHH4 / / /
Ademds, es importante remarcar que los mecanismos de V{HHS | ) | ()
tolerancia de hongos endofitos a metales pesados como VfHH6 (G B O G B O G
Pb, Cd y As, son inespecificos: la adsorcion en la pared VIHH7 / / /
V{HHS8 (++) (++) (++)

celular, secrecion de agentes quelantes o la produccion

L L. e e e . /: No realizado
de acido orgénicos (malico, oxalico, citrico, glucdnico o

acético por mencionar algunos), los cuales precipitan los

metales, formando sales insolubles e inocuas para los Tabla 3. Tolerancia de hongos endéfitos a arsénico
hongos (12). E1 Cu es un micronutriente esencial para los
hongos y tiene que ser regulado por mecanismos Concentracion (ppm)
especificos, como transportadores de membrana Bacteria 3 5 10
(proteinas de la familia Ctr) o amortiguacion intracelular VfHH1 () | @G | ()
(mediante proteinas quelantes de metales, denominadas VIHH2 ) | G| ()
metalotioneinas) que no estdn presenten en todos los VEHH3 (| ¢ | )
. V{HH4 / / /
hongos. Por lo tanto, no se regula la alta concentracion
.. V{HHS () | (D) | ()
de este metal y se presentan efectos toxicos (22). ViHH6 G0 | () | ()
. . VfHH7 (++) (++) (++)
L fHHS (4. 1
a cepa de V 8 (A. niger) fue la unica que pudo VIS ) ) )

tolerar de forma moderada las concentraciones mas altas -
. /: No realizado

de Cu. Este hongo es conocido por ser un productor de

melanina (23). Se ha reportado que las enzimas fungicas Tabla 4. Tolerancia de hongos endofitos a cobre

productoras de melanina son lacasas dependientes de

cobre. Las concentraciones altas de este metal estimulan

la actividad de estas enzimas (22). Por lo tanto, puede ser Bacteria logoncent;?)((z)lon (ps%r(r)l)
un mecanismo especifico por el cual la cepa VIHHS (4. VTHHI (+1) &) &)
niger) pudo haber tolerado las altas concentraciones de VIHH2 (+++) ) )
Cu. VfHH3 (++) (=) ()
) . V{HH4 / / /

Se propone realizar un ensayo de remocién de estos VHH5 =) &) 8
metales a través de las metodologias establecidas en la VIHH6 (+++) () )
literatura (5,12). VIHH7 (++) (+) )

VIHHS (++) (++) (++)

/: No realizado

4. Conclusion
Los hongos endoéfitos de las hojas de V. farnesiana son
herramientas prometedoras para la fitorremediacion de la
contaminacion por metales pesados. Especificamente las
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cepas VIHH2 (Alternaria sp.) y VIHHO6 (Hypoxylon sp.)
toleraron plomo, cadmio y arsénico a las concentraciones
mas altas empleadas en este trabajo. Estos contaminantes
son considerables en el area metropolitana de Monterrey.
Solo la cepa VIHHS (4. niger) toler6 de forma moderada
el cobre en las concentraciones empleadas en este
trabajo.

Estos microorganismos seran identificados por
secuenciacion y se realizaran estudios para medir su
capacidad para reducir estos contaminantes.
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