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RESUMEN

Algunos microorganismos tienen la capacidad de descomponer, degradar, remover y
acumular sustancias peligrosas y transformarlas en compuestos menos toxicos, entre
ellos se encuentra la remocion de metales pesados en sistemas acuaticos. Existen
mecanismos diferentes de resistencia a metales pesados, tales como la sintesis de
polifosfato, el aumento en el contenido de moléculas con grupos tiol (Cys y GSH) y la
sintesis de fitoquelatinas (PC) en arqueas, microalgas, protistas y levaduras asi como la
formacion de biopelicula en bacterias y arqueas. El presente trabajo buscé contribuir con
una alternativa mas en la biorremediacion de sistemas acuaticos contaminados por
metales pesados. Se utiliz6 a Euglena gracilis fotoheterotréfica como modelo de estudio
debido a su gran plasticidad metabdlica (consumo de varias fuentes de carbono externas
en condiciones aerobias y anaerobias), a su capacidad de sobrevivir y duplicarse en
ambientes con condiciones extremas, tales como distintos valores de pH y en presencia
de metales pesados. E. gracilis se cultivd en presencia de Cd?**+Cu®" en condiciones
aerobias y anaerobias, se determind el efecto de la exposicion a estos metales pesados
sobre la generacién de biomasa, su capacidad de remocion, asi como los mecanismos de
resistencia involucrados. Los resultados mostraron que en condiciones aerobias no
sobrevivieron a concentraciones mayores de 40 uM Cd** + 50 pM Cu?*, mientras que en
condiciones anaerobias fue capaz de crecer y sobrevivir tanto, lo que sugirié la presencia
de mecanismos de resistencia a estos metales. La principal fuente de carbono que se
consumio fue el malato, seguido por el glutamato y el EtOH, siendo este Gltimo consumido
en las células cultivadas en condiciones aerobias. La acumulacion del metal fue el
mecanismo principal de remocién en ambas condiciones de cultivo, debido a un
incremento en el contenido de polyP, esto sugiri6 que éste es un mecanismo muy
importante en la inactivacion del metal en células anaerobias expuestas a la combinacion
de metales asi como un aumento en la formacion de biopelicula. Esta capacidad de
resistir concentraciones mayores de los metales pesados significd una ventaja al exponer
a estos cultivos en una muestra real de aguas de rio contaminadas por metales pesados,

donde lograron sobrevivir y crecer, mientras que los cultivos control no sobrevivieron.
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1. INTRODUCCION

1.1. Contaminacion del agua a nivel mundial

El agua es un recurso esencial para que todas las formas de vida conocidas en el planeta
puedan sobrevivir [Comision Nacional de Agua (CONAGUA, 2014)]. En la Tierra el 97%
del agua disponible es salada, el 2.5% del agua dulce se encuentra congelada en los
glaciares de la Antartida y el Artico, y solo el 0.5% que esta disponible para los humanos,
se encuentra en la lluvia, acuiferos, lagos naturales, embalses y rios (UN-Water, 2005).
Por lo tanto, es importante mantener la calidad del agua y aumentar su disponibilidad
para el uso racional domeéstico e industrial (CONAGUA, 2014).

El Programa Mundial de Evaluacion de los Recursos Hidricos menciona que los
principales contaminantes del agua en el mundo son “practicamente todas las actividades
productoras de bienes”, y que en los paises que se encuentran en vias de desarrollo mas
del 80% de las aguas residuales no reciben un tratamiento adecuado, provocando la
contaminacion de rios, lagos y zonas costeras, mediante la acumulacion de materia
organica, pesticidas y metales pesados [United Nations Educational, Scientific and
Cultural Organization (UNESCO, 2015)].

La escasez y la contaminacion del agua utilizada en la agricultura son problemas
urgentes que necesitan una solucion rapida para evitar problemas mayores al medio
ambiente y no frenar el desarrollo econémico. Ademas, se pronostica que para el afo
2050 la disponibilidad de agua dulce sera aun mas restringida y que la demanda mundial
de este recurso aumentara un 55%, debido al incremento de actividades industriales, la
generacion de energia termoeléctrica y el uso doméstico [Organizacion para el

Cooperacion Econémica y Desarrollo (OECD, 2012)].

1.1.1. Contaminacién de sistemas acuaticos en México

En México aproximadamente el 70 % de los cuerpos de agua estan contaminados. La
contaminacién de los cuerpos de agua marinos y dulceacuicolas (léticos, lénticos,
superficiales y subterrdneos) se ha incrementado por el uso de plaguicidas en las
actividades agricolas y/o por la extraccion de petroleo, limitando su potencial de uso
domeéstico (Cervantes, 2007). Ademas, las aguas residuales industriales no reciben un

tratamiento adecuado y completo; por ejemplo, solo el 3% de las plantas en la Ciudad de
-1-



México tienen un tratamiento terciario adicional a las aguas contaminadas con la finalidad

de que pueda ser utilizada para riego agricola o de areas verdes. (Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de tratamientos de aguas residuales industriales en México.

Tipo de

tratamiento

Propdsito

NUmero de

plantas

Primario

Secundario

Terciario

No especificado

Total

Ajustar el pH, remover materia organica
ylo  compuestos inorganicos  en
suspension con tamafo igual o menor a
0.1 mm

Remover materiales organicos coloides y

disueltos.

Remover materiales disueltos, que
incluyen gases, sustancias organicas
naturales y sintéticas, iones, bacterias y

virus.

796

1518

74

142

2530

31

60

100

Fuente: CONAGUA. Subdireccion General Técnica, 2013.

La Comision Nacional del Agua (CONAGUA, 2011), menciona a los tres

indicadores que permiten evaluar la calidad del agua: Demanda Bioquimica de Oxigeno a

cinco dias (DBO5), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Sdélidos Suspendidos Totales

(SST) y su efecto sobre el medio ambiente, donde el aumento en los valores de la DBOs y

la DQO indican que hay una disminucién del contenido de oxigeno disuelto en el agua y

por consecuencia, esto afectara a los organismos que habitan ahi. Por otro lado, el

aumento en el valor de los SST indica que el agua pierde la capacidad de soportar la

diversidad de la vida acuatica, ademas la aparicién de floraciones, la presencia de materia

organica, un déficit en la concentracion de oxigeno disuelto en el agua, (Sanchez et al.,
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2007) y la presencia de metales pesados en altas concentraciones (Cervantes & Moreno-

Sanchez, 1999) sirven como un indicador de agua contaminada.

1.1.2. Impacto de los metales pesados en el medio ambiente

Los metales pesados como definicion se refieren a todos los elementos quimicos con una
densidad superior a 5 g/mL y son clasificados con base en su reactividad con grupos
funcionales de biomoléculas como son el Ca®* y AI** o con el oxigeno como el Cu'*, Hg*,
Ag'’, y con el azufre como el Cd**, Cu®*, Fe*", Ni**, Zn®** (Nieboer & Richardson, 1980;
Mendoza-Cozatl et al., 2005 a, b). Los metales estan presentes de manera natural en el
ambiente, ya que forman parte de la corteza terrestre y ademas tienen un papel
fundamental en las funciones bioguimicas y fisioldgicas de los organismos (Méndez et al.,
2008). El mayor aporte de metales pesados como Ni?*, Hg**, Pb%**, Cr**, Cd*'y Cu®, es
de origen antropogénico, por algunos procesos industriales como la mineria, residuos
domésticos, los cuales son una fuente importante de contaminacion y aportan grandes
cantidades de metales al aire, suelo y agua (Rosas-Rodriguez, 2005).

La industria minera en México es una actividad que tiene un gran impacto en el
ambiente ya que afecta al suelo y sistemas acuaticos (Figura 1). Algunos de los metales
que son extraidos como el Au®**, Hg®*, Fe*, Co®", Cd*, Cu®, entre otros, llegan a
acumularse en la superficie del suelo y se van reduciendo lentamente a través de la
lixiviacion y la erosion (Volke et al., 2005). En los sedimentos del Rio Xochula, cercano a
una zona de extraccion de plata y otros metales en Taxco, México se encontraron metales
pesados como Fe?*, Pb?* y Zn*" (Espinosa & Armienta, 2007). En un analisis sobre la
emision de contaminantes provenientes del sector de fabricacién de celulosa, papel y
cartdn, se menciona que en México del afio 2005 al 2015 los metales mas descargados al
agua fueron el Mn%*, zn*" y Cu?*. [Comisién de Cooperacién Ambiental de América del
Norte (CCA)]. Por otra parte, en un estudio realizado en el Lago de Chapala en Jalisco,
México, se encontré6 que la principal fuente de agua para la zona metropolitana de
Guadalajara, tenfa la presencia de metales pesados como Cd**, Cr**, Pb**, Cu®*", zn*" y
Ni**, pero también en sedimentos, plantas y tejidos musculares de peces, donde se
encontré principalmente Cu®* y Zn®* (Ford & Ryan, 1995). Similar a lo investigado en tres
zonas costeras de Yucatan, México, donde se encontraban pepinos de mar, se detectd

Cd** y Cu® (Gonzélez-Medina et al., 2004). En el agua del Rio Sonora y del Rio
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Bacanuchi se determin6 una concentracion de metales pesados alta, la cual rebasaba los
limites permisibles establecidos por la NOM -127-OM-127-SSA1-1994 (Tabla 2), donde la
concentraciéon de Fe®, Mn*, Cd*' y As?** estaba 31857, 5000, 1500 y 800 veces
incrementada que los valores del limite permisible, respectivamente [Proyecto sobre

Organizacion, Desarrollo, Educacion e Investigacion (PODER® www.projectpoder.org)],

afectando la salud de la poblacion que utiliza esta agua (SEMARNAT, 2015).

Tabla 2. Limites permisibles de metales en agua potable para uso y consumo humano,
establecidos por la NOM-127 SSA1-1994.

Limite permisible

(ppm 0 mg/L)

Cadmio 0.005
Cobre 2.0
Hierro 0.30

Manganeso 0.15
Arsénico* 0.05

Fuente: http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/127ssal4.html Datos tomados de la NOM-127 SSA1-
1994. *metaloide

1.2. El cadmio y su toxicidad

El cadmio (Cd) es un elemento natural presente en la Tierra, que se encuentra como
mineral combinado con otros elementos como el oxigeno formando CdO, también con el
cloro formado CdCl,y con azufre en forma de CdSO,40 CdS. Gran parte del Cd se adhiere
a particulas del suelo y agua debido a sus propiedades quimicas (Figura 1), a través de
actividades humanas como la mineria, industria, desechos domésticos, vertederos,
derrames y sitios de desechos (Barcel6 et al., 2008; Agencia para Sustancias Toéxicas y el
Registro de Enfermedades (ATSDR, 2015b). Este se utiliza en multiples procesos
industriales, tales como la galvanizacién, aleaciones y en la elaboracion de baterias
recargables de Ni/Cd, fertilizantes, pinturas y plastico (SEMARNAT, 2009), otra fuente
adicional es el tabaquismo (ASTDR, 2015b; OMS, 2006). Cuando el Cd se acumula en el
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cuerpo humano causa inflamacion y dafo en los rifiones, ocasionando la excrecion de
proteinas y carbohidratos (Lenntech, 2015a; Martinez-Flores et al., 2013). La exposicion
cronica a este metal pesado provoca diferentes patologias éseas como la osteomalacia o
sindrome de ltai-Itai, llamado asi debido a los intensos dolores que presentaban los

pobladores de una zona de Toyama en Japon (Ramirez, 2002).

Solucion
CIN N N NN NN N Y

lones
rmetalicos
lilbres

Compuestos | >
solubles

e
"EEREER

Resuspension

sedimentacion

coloides

Sedimento
Figura 1. Sedimentacion y resuspensién de metales en un medio acuatico.

1.3. El cobre y su toxicidad

El cobre (Cu) se encuentra de manera natural en el suelo, agua y aire, este metal puede
estar suspendido en el agua y/o acomplejado con materia organica y minerales del suelo y
sedimentos. En el agua es depositado en grandes cantidades debido a industrias como la
mineria, galvanizacion y la produccion de fertilizantes fosfatados (Lenntech, 2015b),
ademas es utilizado ampliamente para la fabricacion de multiples productos como son
agroquimicos, esmaltes, protesis medico-quirdrgica, debido a su durabilidad, propiedades
antimicrobianas, conductividad térmica y eléctrica, y es por eso que este metal es un
material clave para la innovacién en distintos sectores, como la eficiencia energética,
sistemas de transporte y cuidado de la salud (European Copper Institute, 2016).
En el humano es un nutriente esencial y un cofactor de enzimas importantes tales como la

Cu/Zn-SOD y Cyt-c oxidasa, en el espacio extracelular y en la cadena de transporte de
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electrones de las mitocondrias respectivamente (Arnal et al., 2011). La exposicién y la
ingesta a este metal es mediante alimentos como las ostras, higado, legumbres (Arnal et
al., 2011) y por beber agua contaminada, provocando signos y sintomas como irritacion
en 0jos, nariz y boca, nauseas, vomito, diarrea, calambres estomacales, dafio a higado y
rinones (Lenntech, 2015b; ASTDR, 2015a). Ademas existen diversas patologias
influenciadas por la acumulacion de este metal, llegando a originar un desorden
autosomico recesivo del metabolismo del Cu, es decir, una enfermedad que se transmite
de padres a hijos y es debido a la mutacion en los dos alelos del gen que debe sintetizar
correctamente el transportador ATP7B y la alteracion de la interaccion entre la proteina
HAHL1 y el transportador ATPB7, que es necesario para el correcto transporte del Cu,
ocasionando cirrosis hepética, anemia hemolitica (en las primeras fases), y neuroldgicos o
neuro-psiquiatricos en estadios mas avanzados de la enfermedad de Wilson (Jiménez-
Millan & Ruiz-Moreno, 2010; Gonzéalez-Alvarez et al., 2014).

1.4. Importancia econdmica de cadmio y cobre

La importancia principal radica en la industria minera y en el aporte econdmico por los
metales destinados a la produccién, fundicién y afinacion de minerales metélicos y no
metélicos (produccion minero metallrgica), que son extraidos de minas y procesados en
plantas metallrgicas del pais [Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI,
2010)].

El Cd es considerado un metal industrial no ferroso, porque es una sustancia con
ciertas caracteristicas, como es el que no tengan brillo propio ni conduzcan electricidad,
ademas se pueden acomplejar con el hidrégeno para formar acidos y con elementos
alcalinos para formar sales (INEGI, 2010), mientras que el Cu es considerado un metal
mineral siderdrgico y uno de los metales que se extraen en grandes cantidades, para la
exportacion y su utilizacion en diferentes productos, de acuerdo con datos del INEGI
(2010) el valor de produccion minero metallrgica fue de 15,328 millones de pesos (54.4%)
siendo el porcentaje mas alto en comparacion con el zinc (26.0%) y plomo (7.5%), y con
base en datos de la Union Europea, es uno de los metales que mas se reciclan en el

mundo a partir de productos al final de su vida util, (European Copper Institute, 2016).



1.5. La biorremediacion como una alternativa para eliminar metales pesados del

agua

Actualmente existen diferentes tipos de remediacion para remover contaminantes del
agua que incluyen tratamientos fisico-quimicos como filtros, barreras, quelantes
(tratamiento primario, Tabla 1), transformacion de contaminantes (solidos suspendidos)
mediante reacciones biologicas in situ (tratamiento secundario, Tabla 1), intercambio
i6nico, desinfeccion (tratamiento terciario, Tabla 1). Sin embargo, una alternativa para
eliminar éstos contaminantes del agua consiste en el uso de microorganismos existentes
en el medio para descomponer, degradar o0 remover sustancias peligrosas y
transformarlas en sustancias menos téxicas para el medio ambiente y por ende en la
salud humana (Hashim et al., 2011; Garcia-Garcia et al., 2016). Se ha propuesto el uso de
levaduras y otros hongos, bacterias (Maroto-Arroyo & Rogel-Quesada, 2004), arqueas
(Lira-Silva et al., 2013), microalgas (Ferrera-Cerrato, et al., 2006; Herndndez-Zamora et
al., 2014; 2015) y protistas (Cervantes-Garcia, et al., 2014).

Por consiguiente, algunas ventajas de la biorremediacién son bajo costo operativo,
amigables con el ambiente y periodos de tiempo reducidos (dependiendo del organismo),
aunque las desventajas son verificar la toxicidad de los intermediarios y productos, las
condiciones del medio que deben favorecer el crecimiento del organismo y los residuos

generados requieren periodos de tratamiento posteriores (Volke et al., 2005).

Los microorganismos que tienen en sus sistemas genéticos la informacion
codificante para sintetizar proteinas que contrarresten los efectos toxicos de los metales
pesados, tienen la capacidad de sobrevivir en ambientes con elevadas concentraciones
de estos elementos (Coto-Pérez et al.,, 2010) y llegar a vivir en condiciones de

microaerofilia como Euglena gracilis (Santiago-Martinez et al., 2015).



1.6. Euglena gracilis fotoheterotroéfica

Euglena gracilis es un protista de vida libre (Figura 2 A y B) que se adapta a las
condiciones de ambientes diferentes debido a su plasticidad metabolica (Buetow, 1989) y
puede vivir en ambientes andxicos o microaerofilicos, debido a que son anaerobios

facultativos (Santiago-Martinez et al., 2015).

cAU?

Figura 2. A) Euglena gracilis vista a 40X a través de un microscopio 6ptico. Foto tomada en: Departamento
de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. B) Euglena gracilis, foto obtenida de:

http://botany.natur.cuni.cz/algo/database/node/86

Ademas, es un microorganismo fotosintético que mediante reacciones
dependientes de luz llevadas a cabo en el cloroplasto, convierten la energia luminosa en
guimica para la formacién de ATP, donde a partir de diéxido de carbono, agua, y luz se
obtiene como productos glucosa y oxigeno, este ultimo se libera a la atmdsfera:

luz

v

6 H,O + 6 CO, ————» (CH,0),+ O,
clorofila
Mientras que en las reacciones no dependientes de luz continda con la sintesis de
carbohidratos, en este caso, glucélisis en el citosol, y posteriormente las siguientes
reacciones ocurrirdn en la mitocondria, donde el diéxido de carbono, agua, la degradacion

de paramilo (carbohidrato de reserva) y la fosforilacion oxidativa en la cadena
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transportadora de electrones en presencia de oxigeno formaran ATP, como se muestra a

continuacion:

(CH,0), + 60, — 6CO,+ 6H,0 + ATP

Carbohidrato Oxigeno Didxido de Agua
carbono

Por otro lado, este protista es también heterotréfico debido a que puede consumir
diferentes sustratos (Figura 3) como glucosa, glutamato, malato, acetato, DL-lactato y
etanol a valores diversos de pH (Jasso-Chéavez et al., 2010; Lira-Silva et al., 2011). El
etanol se ha considerado como un buen sustrato externo oxidable, ya que se ha reportado
la presencia de aldehidos y alcohol deshidrogenasas citosdlicas y mitocondriales en E.
gracilis (Rodriguez-Zavala et al., 2006, Yoval-Sanchez et al., 2011). Ademas, la
degradacion de paramilo, el cual es un polisacarido de reserva (Buetow, 1989) a través de
la glucolisis, produce D- y L-lactato, los cuales son oxidados por enzimas de la cadena

respiratoria para la sintesis de ATP (Jasso-Chavez et al., 2001).

PARAMILO
Degradacion
de paramilo

GLUCOSA.,

GLUCOSA-6P
ETANOL

NAD*
W

NAD MALATO...
¥
CITOSOL ADH, I/ /
7/ ‘ NADP*
NADH // NADH
J 1/ ”Aw EM
¥
NADH N/ eato l o

ACETALDEHIDO —

oot 7

NAD® —~

PIRUVATO
\\ ACETALDEHIDO
PNO

PIRUVATO + CO;

LACTATOm o | acTATO

NAD".

PYRUVATO mixALDH
'

i NADH

NO: PDHC v

v ___ ACETATO
__—Acetil CoA < g7y

iLDH GLUTAMATO,,;

MNADP*

MADPH* + H,0

ESTERES

2-0G +NH?,

MITOCONDRIA

CITOSOL

Figura 3. Esquema del metabolismo energético en la mitocondria de Euglena gracilis.

ADHc, alcohol deshidrogenasa citosolica; ALDHc, aldehido deshidrogenasa citosolica; ATK, acetato
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tiocinasa; GABA, &cido y-aminobutirico; GAD, glutamato descarboxilasa; iLDH, lactato deshidrogenasa
independiente de NAD+; mmADH, alcohol deshidrogenasa de la membrana mitocondrial; mmALDH,
aldehido deshidrogenasa de la membrana mitocondrial; mtxADH, alcohol deshidrogenasa de la matriz
mitocondrial; mtxALDH, aldehido deshidrogenasa de la matriz mitocondrial; nLDH, lactato deshidrogenasa
dependiente de NAD+; PDC, piruvato descarboxilasa; PDHC, complejo piruvato deshidrogenasa; PNO,
piruvato NADP oxidoreductasa. La cruz roja significa que no existe evidencia de que en E. gracilis la
enzima PDHC esté involucrada en la reaccion de piruvato para formar Acetil CoA. A: Reportada por Hurlbert
& Rittenberg (1962). B: Descrita por Jasso-Chavez & Moreno-Sanchez (2003). C: Caracterizada por
Rodriguez-Zavala et al., (2006). Modificado de Yoval-Sanchez et al., (2011).

El metabolismo de E. gracilis es muy complejo debido a que puede cambiar
dependiendo de la concentracion de O,, uno de los componentes alternos reportados en
la cadena de transporte de electrones, es la presencia de rodoquinona (RQ), que sirve
como donador de electrones para la reduccion anaerdbica de fumarato a succinato, en

una reaccion opuesta a la catalizada por la SDH (Castro-Guerrero et al., 2005).

1.7. Mecanismos descritos de resistenciay tolerancia a metales pesados

E. gracilis posee mecanismos similares a los de otros organismos, para resistir y tolerar
metales pesados en condiciones aerobias, como la capacidad de acumular Cd** en
presencia de luz en el interior del cloroplasto (Mendoza-Cdézatl et al., 2005 a, b), mientras
gue en células heterotréficas se acumula en mitocondrias (Avilés et al., 2003). Entre los
mecanismos que utilizan organismos para contrarrestar los efectos téxicos que ocasionan
los metales pesados (Figura 4), se encuentra la quelacién (interna o externa), a través de
la utilizacién de grupos funcionales como acidos organicos, fosfato, grupos SH como Cys,
S?% GSHy PC (Lira-Silva et al., 2011; Lira-Silva et al., 2013; Mendoza-Cézatl et al., 2006;
Garcia-Garcia et al., 2016), la biotransformacion (Avilés et al., 2003), la induccion de
proteinas de metalotioneinas (MTP’s) y su acumulacion en la vacuola, debido a complejos
estables de un metal con una metalotioneina de clase Ill (MTIII) en algas, aunque también
no se descarta la presencia de MTIII con cadmio en cloroplasto y mitocondria (Mendoza-
Cobzatl et al., 2005a; Perales-Vela et al., 2006) o de un metal unido a sulfuro (Kumar-
Suresh et al.,, 2015), por otra parte también pueden enlazarse externamente en la
membrana (adsorcién) debido a la presencia de grupos amino, sulfhidrilo y carboxilo
(Mejia-Sandoval, 2006). Sin embargo, no se descartan otros mecanismos de resistencia

como la formacion de biopelicula, realizada por algunos microorganismos como bacterias
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expuestas ante un estrés por metales pesados como el Cu?* (Chih-Ching et al., 2013), y la
sintesis de polifosfato (polyP) en arqueas (Lira-Silva et al., 2013) y protistas (Santiago-
Martinez et al., 2015).

Acumulacién oz o
Euglena-Cd ‘ Expulsion activa
Bacterias

Enlazamiento
externo
¢ Euglena-Cd,
) Levaduras,

Adsorcién

2 | Jo P ciow

M condnq ‘ Quelacién polyP | Bacterias
Difusién ‘ ‘ Euglena-Cd 0
pasiva | ” <> O .‘
Biolransformacién .
Algas, Euglena-Hg
L ’ Membrana
- " ‘ . plasmdatica
’ Vacuola

Quelcmon interna ‘
Euglena-Cd, Cr, Hg

Pared celular

® Me?
O Me?
2
v PC, Cys' 5%, GSH Quelacién externa
B polyP @ Plantas-Al

Figura 4. Mecanismos descritos de resistencia y tolerancia a metales pesados en diferentes organismos. A
la izquierda se muestra una célula no viable, la adsorcién y la difusién pasiva de un metal pesado. A la
derecha una célula viable, la acumulacion en diferentes organelos (cloroplasto, mitocondria y vacuola), la
expulsion activa, la biotransformacion y la quelacion externa e interna por fitoquelatinas y polifosfato (PC y

polyP) Modificado de Kumar-Suresh et al., 2015 y Rodriguez-Zavala et al., 2007.

2. ANTECEDENTES

Avilés et al., (2003) reportaron que en cultivos heterotréficos de Euglena gracilis la pre-
exposicion a 1.5 uM HgCl, durante varias generaciones (<60) en condiciones de
obscuridad aumenta la resistencia a Cd** comparado con las células que no fueron pre-
tratadas con Hg?*y la acumulacién de Cd** ocurrié principalmente en mitocondrias y que

ademas, el mercurio fue biotransformado de Hg?* a Hg’.

Por otra parte, Santiago-Martinez et al., (2015) determinaron la remocién de Cd?*
por Euglena gracilis fotoheterotrofica cultivada en condiciones anaerobias a pH de 3.5,
con glutamato, malato y glucosa como fuentes de carbono y se identifico que la adsorcion
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es el mecanismo principal de remocién del Cd** a concentraciones altas (90%, con 300
MM), mientras que en condiciones aerobias se removio el 25% a esa misma
concentracion, no obstante, la acumulacion fue el principal mecanismo de remocion en
condiciones aerobias al ser expuesta a 300 pM Cd** (aproximadamente 50%) mientras
gue en condiciones anaerobias la acumulaciéon fue aproximadamente del 1%, otro de los
mecanismos evaluados en ese trabajo fue la determinacion del contenido de polyP en
células aerobias cultivadas con 25 pM CdCl, y resulté que el Cd** intracelular es quelado,
debido a una posible sintesis de polyP, adicionalmente se realizé un microanalisis
elemental espectral por HAADF-STEM en cloroplasto y citosol, donde se detectd la
presencia de P, S y Cd en zonas electrodensas, lo que sugirid que el polyP y los grupos
tiol, medidos como GSH, Cys y PC quelaron el Cd* y que estos se incrementaron

conforme aumentaba la concentracion de Cd?".

Se ha determinado que E. gracilis puede sobrevivir en concentraciones bajas de O,
o microaerofilia (similar a los sistemas acuaticos contaminados), sin embargo, en las
células eucariontes, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), pueden estar
presentes en la célula principalmente al transporte de electrones en las mitocondrias y los
cloroplastos. En condiciones aerobias las ERO pueden causar dafos graves a proteinas,
DNA y membranas celulares, cuando el sistema antioxidante no es suficiente para
contrarrestar su efecto, si adicionalmente las células son expuestas a metales pesados
como el Cd** y Cu?*, la maquinaria antioxidante no sera suficiente para contender contra
las ERO producidas en la célula y el dafio celular podria ser mayor (Torres, 2002). Sin
embargo, Santiago-Martinez et al.,, (2015) midieron el contenido intracelular de
malondialdehido (MDA) que es uno de los productos que se forma por la peroxidacion de
acidos grasos insaturados (funciona como marcador de la degradacién oxidativa de
membranas, ocasionada por estrés oxidante) cuantificado mediante el método de TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances), las células fotoheterotréficas indicaron que en

las células anaerobias hubo menor dafio por estrés oxidante que en células aerobias.

3. JUSTIFICACION

Lo mencionado anteriormente hace referencia a que cultivar a E. gracilis en condiciones

anaerobias, con la finalidad de disminuir el estrés oxidante generado en el metabolismo
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mitocondrial, ya que actualmente existen pocas investigaciones acerca del efecto sobre el
crecimiento celular y el dafio provocado por la combinacion de metales pesados en
condiciones anaerobias, ademas tiene la capacidad de sobrevivir en ambientes
estresantes, debido a que presenta diferentes mecanismos de resistencia, para remover
metales del ambiente. El presente trabajo busco proponer a Euglena gracilis como un
organismo para biorremediar cuerpos de agua contaminados por metales pesados, y a

largo plazo se evitarian problemas de salud y/o quiz4 obtener una ganancia econémica.

4. HIPOTESIS

Si se cultiva a Euglena gracilis en condiciones anaerobias, entonces resistira los efectos
toxicos de los metales pesados, debido a que se generaran menos especies reactivas de

oxigeno.

5. OBJETIVOS
5.1. General

Evaluar el efecto y los mecanismos implicados en la remocién de metales pesados (Cd?*

+ Cu®) en Euglena gracilis cultivada en condiciones anaerobias.

5.2. Particulares
a) Determinar el efecto de Cd** + Cu®" en E. gracilis cultivada en condiciones
aerobias y anaerobias sobre:
e La biomasay viabilidad celular.

e El consumo de las fuentes de carbono.

La fotosintesis y la respiracion.
El contenido de TBARS.

b) Identificar los mecanismos de resistencia como:

e Acumulacion y adsorcion de metales pesados.
e Sintesis de polifosfato (polyP).
e Formacion de biopelicula.

e Exposicion de células a agua residual.
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6. MATERIALES Y METODOS

Medio
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Determinacion

Densidad celular Camarade Neubauery
~ yviabilidad colorante azultripano
Consumodelas Enzimaticamentey por
_ fuentesdecarbono __cromatografiade gases
Remocionde Cd2+ y Cu 2+ EAA
Mecarlismo_s + polyP
_deresistencia _* Formacion de biopelicula
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Figura 5. Disefio experimental.
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6.1. Elaboracion de soluciones calibradas de cadmio y cobre

Se prepar6 una solucién 40 mM CdCl,e2.5H,0 y 50 mM CuSO,e5H,0 con agua ultrapura
(Milli Q). El exceso de oxigeno disuelto en el agua se elimind a través del intercambio de
gases dentro de una camara de anaerobiosis (COY laboratory products inc., Michigan,
USA), la cual contenia 80% nitrogeno, 15% diéxido de carbono y 5% hidrogeno (v/v).
Después de 2 horas de agitacion, la solucion se envaso en frascos de vidrio tipo ampolleta
de 100mL de capacidad y fueron sellados herméticamente utilizando un tapon de goma y
un arillo de metal. Las soluciones fueron esterilizadas en la autoclave a 1.5 Lb/pulg? de
presion durante 45 min (Lira-Silva et al., 2011; Santiago-Martinez et al., 2015).

Las soluciones fueron calibradas por Espectrofotometria de Absorcion Atdmica
(EAA) para conocer la concentracion real. Para esto, se depositaron alicuotas de 1mL de
cada solucion y se colocaron en un tubo de ensayo. A cada tubo se le adicionaron 3 mL
de una mezcla (1:5) de H,SO,4 + HNOj3 y fueron calentados durante 2 horas a 100° C. Al

enfriarse, las muestras fueron aforadas a 5 mL con agua ultrapura Milli Q.

El contenido de cadmio se determiné utilizando un equipo Varian Spectra AA 640 a
una longitud de onda de 357.9 nm y usando una mezcla de aire/acetileno con un flujo de
13.5/4.5 L/min. Para las mediciones, se utilizé una ldmpara de catodo hueco que permite
cuantificar plata, cadmio, plomo y zinc a longitudes de onda diferentes. La concentracién
de las muestras se obtuvo por interpolacion en una curva estandar elaborada con 0.5, 1.0,
1.5y 2.0 ppm de una solucion estandar comercial de cadmio (Sigma, México) (Lira-Silva
et al., 2011; Santiago-Martinez et al., 2015).

El cobre se midié a una longitud de onda de 300 nm y usando una mezcla de
aire/acetileno con un flujo de 13.5/2.0 L/min. Para las mediciones, se utilizé una lampara
de céatodo hueco que permite cuantificar cobalto, cromo, cobre, hierro, manganeso, niquel
y cobre a longitudes de onda diferentes. La concentracién de las muestras se obtuvo por
interpolacién en una curva estandar elaborada con 1.0, 2.0 y 4.0 ppm de una solucién

estandar comercial de cobre para EAA (Sigma, México) (Lira-Silva et al., 2011).
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6.2. Medio de cultivo Greenblatt & Schiff modificado

La concentracion de algunos minerales traza del medio de cultivo reportado por
Greenblatt & Schiff (1959) para el crecimiento 6ptimo de E. gracilis fue modificada por
Jasso-Chavez et al.,, (2010) para disminuir la fuerza i6nica del medio de cultivo. La
composicion quimica del medio de cultivo, tanto aerobio como anaerobio, fue igual a la
reportada por Castafieda-Tamez (2014). Los componentes fueron disueltos en agua
ultrapura (Milli Q) y el pH final 7.0 fue ajustado utilizando una solucion saturada de NaOH
(Tabla 3).

Tabla 3. Composicion quimica del medio de cultivo Greenblatt & Schiff modificado (2010).

Componentes Concentracién

Fuentes de carbono

Acido glutamico (CsHgNO,) 34 mM
Acido maélico (C4H¢Os) 15 mM
Etanol (C,Hg0) 177 mM

Metales y minerales traza

esenciales
Fosfato de amonio (NH,;)PO, 0.75 mM
Sulfato de magnesio
1mM
(MgSO,7H,0) m
Fosfato de potasio (KH,PO,) 2.92 mM
Soluciéon mineral A
Sulfato de zinc
0.24 mM
(ZnS0, 7H,0) m
Sulfato de manganeso
0.23 mM
(MnSO, H,0) m
0.041 mM

Molibdato de sodio
(Na,MoO, 2H,0)
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Continuacion Tabla 3.

Solucién mineral B

Cloruro de cobalto
(COC|2 6H20)

Sulfato de cobre
(CUSO4 5H20)

Otros componentes
Cloruro de calcio (CaCl,)
Cloruro férrico (FeCly)
Tiamina (Vitamina B1)
Cianocobalamina (Vitamina B12)
Borohidruro de sodio (NaBH,)
Cisteina (C3H;NO,S)
Sulfuro de sodio (Na,S 9H,0)

Resazurina (C1,HgNNaO,)

0.0033 mM

0.0016 mM

0.2mM

3mM

0.3 mM

0.015 mM

1.6 mM

0.2mM

1%

La resazurina se adicioné como un indicador de estado de 6xido-reduccién (Lira-

Silva et al., 2011) por lo tanto, el medio de cultivo es color rosa en presencia de oxigeno y

el medio es incoloro en ausencia de oxigeno (Figura 6).

Figura 6. Medio de cultivo aerobio (izquierda) y anaerobio (derecha).
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6.2.1. Medio de cultivo aerobio

Se colocaron 100 mL del medio de cultivo Greenblatt & Schiff (Tabla 3) en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL con tapa de rosca (Figura 6), después se esterilizd en autoclave a

1.5 Lb/pulg? de presion durante 45 min.
6.2.2. Medio de cultivo anaerobio

El medio de cultivo Greenblatt & Schiff (Tabla 3) se burbuje6 durante 2 horas dentro de la
camara de anaerobiosis (COY laboratory products Inc., Michigan, USA), (Figura 7 Ay B).
El exceso de oxigeno disuelto en el agua se elimind a través del intercambio de gases,
debido a la mezcla de gases utilizada dentro de la camara de anaerobiosis, (80% N, 15%
CO, y 5% H,), donde el nitrdgeno es la base para un ambiente anaerobio reducido, el
dioxido de carbono es un componente necesario para el desarrollo del microorganismo y
el hidrégeno en presencia de un catalizador de paladio, reacciona con el oxigeno que
pudiera haber, formando agua, la cual sera atrapada por la silica gel, (todos estos gases
son necesarios para obtener un cultivo anaerobio reducido), la cisteina (Cys) y el
borohidruro de sodio (NaBH,) se adicionaron en medio de cultivo para eliminar el oxigeno
restante y el sulfuro de sodio (Na,S) para generar un ambiente reductor. Posteriormente,
50 mL de medio de cultivo fueron vertidos en frascos tipo ampolleta sellados
herméticamente con un tapén de goma y un arillo de metal (Figura 6) y se esterilizaron en

la autoclave a 1.5 Lb/pulg?® de presién durante 45 min.

Figura 7. A) Camara anaerobia 'y B) Compuerta anaerobia, modelo COY laboratory products; Ml, USA.
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6.3. Crecimiento celular y exposicion a metales

Se utilizaron cultivos axénicos de E. gracilis Klebs fotoheterotréfica (Cepa Z-like),
previamente cultivadas (1 afio) en presencia de 1mM Fe** + 2 mM Cr®". Para evaluar el
efecto del metal sobre el crecimiento celular, en matraces con medio aerobio y anaerobio
se afiadieron concentraciones diferentes de Cd**, Cu®* y su combinacién a partir de
soluciones calibradas de CdCl, y CuSO, (anaerobias y estériles). Todos los cultivos se
iniciaron con un inéculo de 0.4 X10° cél/mL y fueron incubados durante 21 dias, con un
fotoperiodo de 12 horas (luz blanca de 60-70 pmol quanta m? s™) a 25 + 2 ° C. El metal o
la combinacién de metales se afiadié al inicio de la curva de crecimiento celular (Santiago-
Martinez et al., 2015).

El crecimiento celular se determiné tomando alicuotas del medio de cultivo cada 2
dias durante 21 dias, en condiciones de esterilidad y con una jeringa hipodérmica, se
tomdé 1 mL del cultivo celular y se colocé en un tubo de microcentrifuga. Después, en
condiciones de no esterilidad, se realiz6 una dilucion 1:10 6 1:50 (dependiendo del
aspecto de la muestra) en un tubo de ensayo de 10X100 mm que contenia agua
destilada, 0.1% de HCI (para evitar la motilidad de las células) y 0.05% de azul de tripano.
Las células fueron contadas con un hemocitometro (Camara de Neubauer) en un
microscopio Optico. El azul tripano es un indicador de viabilidad celular debido a que se
introduce a las células cuando estas estan muertas y las tifie de color azul. Si las células

estan vivas (viables) no se tifien (Santiago-Martinez et al., 2015).

6.4. Cosecha de células

Las células fueron cosechadas al tiempo final (21 dias) por centrifugacién a 3,800 x g
durante 10 min a 4°C. En el sobrenadante (medio de cultivo sin células) se midio el pH
final, la concentracion remanente de las fuentes de carbono (glutamato, malato y etanol) y
la cantidad de metal pesado no removido. El boton de células se resuspendio con 50 mL
de una solucion amortiguadora con 50 mM Tris + 1 mM EGTA pH7.5 (Buffer TE) y
centrifugado nuevamente a 3,800 x g durante 10 min. Se tomé 1mL del sobrenadante
para determinar la cantidad de metal pesado adsorbido (presente en el lavado). El botén

de células se resuspendi6 con la solucion TE y se llevé a un volumen final de 2 mL. La
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mitad (1 mL) fue utilizado para medir la cantidad de metal acumulado y la otra mitad fue

almacenada a -70°C hasta su uso, con 0.5 mM de DTT (Santiago-Martinez et al., 2015).

6.5. Cuantificacion de las fuentes de carbono

Se determiné la concentracion inicial y final de las fuentes de carbono (glutamato, malato
y etanol) por métodos enziméticos y por cromatografia de gases. Para esto, se tomaron
alicuotas de 1 mL del medio de cultivo con y sin metales de ambas condiciones
experimentales (aerobia y anaerobia), después fueron centrifugadas a 3,800 x g durante 5

min y el sobrenadante fue utilizado para la determinacion (Santiago-Martinez et al., 2015).

6.5.1. Glutamato

La concentracion de glutamato se cuantificd a través de un ensayo enzimatico, siguiendo
la produccion de NADPH a 340 nm en un espectrofotdmetro con arreglo de diodos
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) en celdas de cuarzo. La celda de reaccion incluy6: 1 mM
NADP®, 3 mM ADP-MgCl, para acelerar la reaccién, 7 uL de la muestra (sobrenadante) y
3 Unidades de glutamato deshidrogenasa comercial (SIGMA, St Louis, MO, USA). El
volumen final de reaccion fue de 2 mL y se utilizé una solucién amortiguadora con 150
mM-400 mM Tris- Hidracina a pH 9.0 y 37° C (Santiago-Martinez et al., 2015).

En este sistema, la glutamato deshidrogenasa cataliza la oxidacion del L- glutamato a 2-
oxoglutarato en presencia de NADP" generando NADPH, el cual absorbe a 340 nm, como

se muestra en la siguiente reaccion:

NADP+ NADPH + H*

\__/

Glutamato
deshidrogenasa

L-glutamato * 2-oxoglutarato+ NH,*
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6.5.2. Malato

La concentracion de malato se cuantificé a través de un ensayo enzimatico, siguiendo la
formacion del NADH a 340 nm en celdas de cuarzo. La mezcla de reaccién incluyo: 1mM
NAD", 7 uL de la muestra (sobrenadante) y 3 Unidades de malato deshidrogenasa
comercial (SIGMA, St Louis, MO, USA). El volumen final de reaccion fue de 2 mL y se
utilizé una solucion amortiguadora con Hidracina 500 mM y Glicina 400 mM a pH 9.0 y
37°C (Santiago-Martinez et al., 2015).

En este sistema, la malato deshidrogenasa cataliza la oxidacion del L-malato a
oxaloacetato en presencia de NAD+, generando NADH el cual también absorbe a 340 nm,

como se observa en la siguiente reaccion:

NAD* NADH + H*

\__/

Malato
deshidrogenasa

L-malato » Oxaloacetato

El equilibrio de esta reaccidén estad desplazado en gran medida hacia la izquierda
bajo condiciones termodinamicas estandar, pero mediante la remocion de los productos
de la reaccion (oxaloacetato que reacciona con la hidracina y produce una hidrazona)
puede favorecerse la formacion de NADH, ademas se utilizé un medio alcalino para

disminuir la concentracion de H™.

6.5.3. Etanol

La determinacion del consumo de etanol se realizO mediante cromatografia de gases
(Yoval-Sanchez et al., 2011) en un Cromatégrafo Shimadzu modelo GC-2010, el cual
cuenta con una columna capilar HP-Plot de 30 m de largo y 0.32 mm de didmetro interno
(Agilent Technologies, USA) y un detector de ionizacion de flama (FID). La muestra fue
tomada al inicio y al final del cultivo, después se centrifugé a 3,800 x g durante 5 min y fue
filtrada utilizando un filtro con una apertura de 0.45 pum Millex™ para eliminar las
impurezas. En el cromatografo se inyectaron 2 uL de la muestra utilizando una
microjeringa Hamilton® de 10 pL de capacidad. Las condiciones del equipo fueron:

temperatura de la columna 180°C, 75 kPa de presion, flujo de columna 1.03 mL/min, flujo
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de H; 40.0 mL/min, flujo de aire 400.0, mL/min y flujo total de 107.5 mL/min. La cantidad
de etanol fue determinada utilizando el valor del area bajo la curva del pico de etanol
mostrado en el cromatograma se realizdé una curva estandar y el valor final es el % de

consumo.

6.6 Fotosintesis y respiracion

Los parametros fueron medidos con un Oximetro, con un electrodo de oxigeno tipo Clark
(YSI, modelo 53). En la celda de reaccion se adicion6 1 mL de células en suspension y
700 pL de buffer KME pH 7.2 saturado con aire e incubado a 25° C. La medicion de la
fotosintesis (produccion de oxigeno) se realizé a partir de la aplicacion de un estimulo de
luz actinica (1,000 pmol quanta m? s™) que iluminé a la suspensién celular durante
aproximadamente 5-6 minutos. El estimulo de la luz fue detenido cuando la concentracion
del oxigeno disuelto lleg6 al 90-95% de la escala de medicion. La velocidad de respiracion
(consumo de oxigeno) fue medida durante 5-6 minutos. Posteriormente, se adicionaron
2.2 mM de TMPD como sustrato artificial oxidable para la reduccion de Cyt-c para
determinar la actividad de la Cyt-c oxidasa. Minutos después, se adicionaron 0.02 mM de
azida de sodio para inhibir la citocromo c oxidasa o complejo IV de la cadena respiratoria
mitocondrial (el consumo remanente se atribuye a la actividad de oxidasa alterna).
Asimismo, se adicionaron 5.8 mM de n-propilgalato para inhibir la actividad de la oxidasa
alterna (Santiago-Martinez et al., 2015). La concentracién de O, disuelto en el medio en la
celda es de 200 uM a 25°C (Jasso-Chavez et al., 2010).

6.7. Cuantificacion de metales por Espectrofotometria de Absorcién Atémica (EAA)

Para la determinacién del metal acumulado y adsorbido se utilizaron las células
cosechadas y los sobrenadantes obtenidos después de la centrifugacion (lavado). Las
muestras fueron colocadas en tubos de ensayo de vidrio de 15 X 150 mm a los que se les
agrego una mezcla de acidos en un volumen 3:1 (2.5 mL H,SO4 + 0.5 mL HNO3) y fueron
calentadas a 90°C durante 12-24 h (hasta eliminar la materia organica por completo) en
un digestor analdgico. Al enfriarse, las muestras fueron utilizadas para la medicién del
cadmio y cobre en el equipo de EAA Varian Spectra AA 640 como se describié en el
apartado 6.1 (Lira-Silva et al., 2011; Santiago-Martinez et al., 2015).
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6.8. Cuantificacion de TBARS

El contenido de TBARS se determind a través de la reaccion del malondialdehido (MDA)
con el &cido tiobarbittrico (TBA). En tubos de vidrio, a cada muestra se le agregaron 50
pL de butilhidroxitolueno (BHT) y se llevaron a un volumen final de 100 pL con agua Milli
Q. Después se agregd 1 mL de buffer de fosfatos a pH 7.0, previamente calentado a 37°C
y las muestras se mezclaron y se incubaron durante 15-20 minutos a 37°C.
Posteriormente, a las muestras se les agreg6 1.5 mL de TBA y 1 mL de &cido acético al
20 %, se mezclaron y calentaron en un bafio de agua en ebullicion durante 45 minutos.
Las muestras fueron enfriadas en hielo y se les agregé 1mL de KCI al 2% y 4 mL de
butanol, se mezclaron y se centrifugaron a 1000 x g durante 5 min. La fase orgénica
(sobrenadante) de cada muestra se extrajo y se midié a 532 nm en celdas de cuarzo, y se
realizO una curva estandar utilizando 50, 100, 250, 500 1000, 3000 pmol de
tetraetoxypropano (TEP) para determinar el contenido de TBARS por interpolacion.
(Ramos-Martinez et al., 2009)

6.9. Extraccion de clorofila

La extraccion de clorofila se realiz6 a partir de la técnica de Arnon (1948) utilizando 1 mL
de cada muestra de cultivos aerobios y anaerobios (previamente cosechados y guardados
a -70°C). Las muestras (500uL c/u) fueron colocadas en tubos para centrifuga con tapon
de rosca y centrifugadas a 15,000 x g durante 5 min en una microcentrifuga marca
Bekman Coulter® modelo 16. El sobrenadante se deseché inmediatamente y el boton
(células centrifugadas) se resuspendié en 1.5 mL de acetona al 80% y se centrifug6
nuevamente a 15,000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante que contenia la clorofila fue
desechado y el botén (células centrifugadas) fue utilizado para la cuantificacion de

polifosfato y fosfato libre.

6.10. Cuantificacion de polifosfato y fosfato libre

El botdn de las células a las cuales se realizd la extraccion de clorofilas se resuspendio

con 200 uL de agua Milli Q en tubos para centrifuga con tapon de rosca y se le adicioné
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acido perclorico frio (PCA) al 3% (v/V). La mezcla se homogeneizO en un vortex e
inmediatamente se puso a calentar en un bafio de agua en ebullicion durante 2 h.
Después los tubos fueron enfriados en hielo y centrifugados en una microcentrifuga a
15,000 x g durante 5 min. Se tomaron alicuotas del sobrenadante de las células aerobias
(25-50 pL) y de las células anaerobias (50-100 uL) y se colocaron en tubos de ensayo de
13 X 100 mm. Cada muestra fue aforada a 1mL (volumen final) con agua Milli Q y se
homogeneiz6 con agitacion fuerte en un vortex. Posteriormente, a cada tubo se le
adicion6 1 mL del reactivo A (Acetato de cobre pH 4: Sulfato cuprico (CuSO4 5H,0) al
0.25% y acetato de sodio (C,H3NaO, 3H,0) al 4.6%, en 2N de acido acético glacial
(CH3COOH)) y 2 mL de agua Milli Q. La mezcla se homogeneiz6 en vortex y después se
le adicion6 0.5mL de reactivo B (heptamolibdato de amonio (NH4)sM0;024 4H,0) al 5%).
La mezcla se homogeneizé en vortex y se le adicion6 0.5 mL de reactivo C (Metol
(C10H200) al 2% vy bisulfito de sodio (NaHSO3) al 5%), nuevamente se homogeneiz6 en
vortex y se incubo6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. Finalmente, las muestras
fueron medidas espectrofotométricamente a 870 nm en celdas de plastico. Debido a este
tratamiento, el polifosfato fue cuantificado con la formacion del azul de molibdeno (Lira-
Silva, 2013).

De igual manera se cuantificé el fosfato libre extracelular al inicio y al final de cada
cultivo en ambas condiciones. Para esto, se tomaron 100 puL de medio de cultivo aerobio y
100 puL de medio de cultivo anaerobio (sobrenadante), previamente centrifugados a
15,000 x g durante 5 min (para eliminar restos celulares) y se colocaron en tubos de
ensayo de 13 X 100 mm. Cada muestra se llevo a un volumen final de 1mL con agua Milli
Q, luego se le adicion61l mL del reactivo A 'y 2 mL de agua Milli Q. La mezcla se
homogeneiz6 mediante agitacion fuerte en vortex, se le adicioné 0.5 mL del reactivo B, se
homogeneiz6 y se adicion6 0.5 mL de reactivo C. La mezcla fue homogeneizada e
incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos. Finalmente, las muestras fueron
medidas espectrofotométricamente a 870 nm en celdas de plastico. Se elabord una curva
estandar utilizando 0, 25, 50, 100, 200, 400 y 800 nmol de KH,PO, (Sigma ACS Reagent)
para la determinacién del contenido de fosfato de las muestras por interpolacién de los
valores (Lira-Silva, 2013).
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6.11. Formacién de biopelicula

Se utilizaron 2 microplacas de 96 pozos con fondo redondo. La primera placa fue para las
células en condiciones aerobias y la segunda para las células en condiciones anaerobias,
esta Ultima se coloco dentro de una jarra anaerobia (modelo 1Q BBL, System GasPak®,
USA) herméticamente cerrada. Ambas placas fueron guardas en una camara de
fotosintesis para mantener constantes las condiciones de crecimiento (temperatura y
ciclos de luz-obscuridad). En cada pozo se coloco por triplicado las muestras control y las
células con la combinacion de metales a diferentes concentraciones (Figura 8). Al inicio
del experimento, en cada pozo se colocé 0.4X10° células y los pozos que no contenfan
células, se les adicion6 300 uL de medio de cultivo. La microplaca se dej6é en la camara
de fotosintesis durante una semana (Lira-Silva, 2013).

Medio de Medio de Medio de
cultivo cultivo cultivo
Cels sin cels Cels sin cels Cels sin cels

control | control 2 control 3
| 1 |
[ ) i ) [ )

| 2 3|4|5 6 7|89 10112
L~
A
Cels control + Cd 640 uM e W, N >'<
y Cu 800 uM — B
C i Cells + Cd 80 uM y
A Cu 100 uM
Medio de cultivo + u H
Cd 80 uMy Cu 100 uM Du)(
Cells + Cd 320 uM
E —
Medio de cultivo + >< S y Cu200 uM
cd320umycu400uM | | F
G ],__ Cells + Cd 640 um
Medio de cultivo + y Cu 800 uM
Cd 640 uM y Cu 800 uM —{ H 9

Figura 8. Contenido y posicion de células en la microplaca de 96 pozos.

Una vez pasado este periodo, se tomd una muestra para contar las células con
un hemocitometro. El contenido de los pozos se retird por completo agitando con fuerza 2-
3 veces e inmediatamente se agregd cristal violeta al 1% en cada uno de los pozos y se
dejo reposar durante 1lhora. El cristal violeta se retird agitando con fuerza y la microplaca
fue enjuagada con etanol al 70% 2 veces. Después, en cada pozo se afiadio 0.3 mL de
etanol al 70% y se dejo reposar 1.5 horas. Posteriormente, midi6o la formacion de

biopelicula utilizando un lector de absorbancia de microplacas (Bio-Rad modelo iMark) a
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595 nm. Finalmente la formacion de biopelicula de las diferentes condiciones, fueron
comparadas con la formacion de biopelicula de las células control de cada condicién

respectivamente (Lira-Silva, 2013).

6.12. Muestras de agua residual

Se tomaron muestras de agua residual del rio “Los Cuartos” cercano a una zona
conurbada, en Naucalpan, Estado de México, y se guardaron a -20°C hasta su uso.
Después se descongeld la muestra del rio y en matraces Erlenmeyer de 150 mL y frascos
tipo ampolleta sellados con tapon y arillo de metal, en condiciones aerobias se les
adicion6 30 mL de agua Milli Q y enseguida se esterilizaron. Una vez que estuviesen
estériles los frascos y matraces, se les afadieron 15 mL de la muestra de agua residual,
utilizando un filtro con una apertura de poro de 0.2 um, para evitar el paso de otros
microorganismos, y finalmente se afiadieron 5 mL de células, para evitar que el contenido
de las muestras de agua residual se diluyera, (se utilizd el mismo volumen en condiciones
aerobias y anaerobias), posteriormente se afiadieron células control anaerobias y células
anaerobias pre-adaptadas a metal (80 pM Cd** + 100 puM Cu®") por separado y
dependiendo del experimento se determiné el crecimiento celular y se cuantificé el Cd**

de cada muestra.

7. RESULTADOS

Con base en el diagrama de la figura 5, se realiz6 el andlisis estadistico t-Student para
muestras independientes o no pareadas, en todos los resultados de este trabajo pero
Unicamente se muestran aquellos donde hubo diferencias significativas. Los valores de t,
se muestran en el Anexol, asi como la tabla de t-Student utilizada (Anexo 2) al final de la

tesis.
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7.1. “Maximal Inhibitory Concentration” (ICq) de cadmio y cobre en condiciones

aerobias y anaerobias

A continuacion se muestran las ICqy de cadmio y cobre de manera individual, en ambas
condiciones con la finalidad de conocer a que concentracion de metal disminuye el 90%
de la poblacion de células, por medio de conteos en un hemocitometro al tiempo final (21
dias), todos los experimentos iniciaron con diferentes concentraciones de metal por
separado y enseguida se afiadieron 0.4X10° cél/mL de células control. Cabe mencionar
gue el calculo de la ICqy, a partir de la ecuacién de decaimiento exponencial, de primer

orden, no se realiz6 debido a que los experimentos no se ajustaron a la ecuacion.
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Figura 9 A. Efecto del cadmio sobre el crecimiento celular en condiciones aerobias (A) y anaerobias (B).
La densidad celular se determiné a los 21 dias de cultivo. El valor de los datos es la media + desviacion
estandar de 3 experimentos.

En la figura 9 A en condiciones aerobias tanto la densidad celular como la viabilidad
disminuyeron conforme se aumenté la concentracién de Cd®* se observé que a 160 puM
Cd?" fue la concentracién méas toxica debido a que no hubo crecimiento celular y la
viabilidad fue cero. Por su parte, en condiciones anaerobias el Cd** a la concentracién de
10 uM disminuyd la densidad celular con respecto al control, sin embargo la concentracion
mas toxica fue 80 pM, no obstante a concentraciones mayores (160 pM Cd?*) la densidad
celular aumentd y la viabilidad se mantuvo en un 90 %. Por lo tanto, la ICgo para Cd** fue

de 160 uM y 80 uM en condiciones aerobias y anaerobias respectivamente.
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Figura 9 B. Efecto del cobre sobre la duplicacion celular en condiciones aerobias (A) y anaerobias (B) La
densidad celular se determiné a los21 dias de cultivo. El valor de los datos es la media = desviacién

estandar de 3 experimentos.

En la figura 9 B el Cu®* en condiciones aerobias a concentraciones bajas (25 pM Cu®*) fue
toxico debido a que la densidad celular fue menor a las células control, pero a
concentraciones de (50 y 100 pM Cu®") la densidad celular aumenté ligeramente, sin
embargo a 200 uM Cu?* resulté toxico para las células y la densidad celular disminuyd, a
pesar de ello en todas las concentraciones de Cu?* la viabilidad se mantuvo en un 99 + 0.5
%. Por otra parte, en condiciones anaerobias el Cu?** a concentraciones menores a 50
MM, la densidad celular disminuyd con respecto al control, siendo la concentracion de 50
UM Cu?* la més toéxica, y a concentraciones mayores (100 y 200 pM Cu?*) la densidad
celular fue la mitad de la densidad celular de las células control, a pesar de ello en todas
las concentraciones de cobre la viabilidad se mantuvo en un 94 + 5 %. Por lo tanto, la ICg
para el Cu®* fue de 200 pM y 50 pM en condiciones aerobias y anaerobias

respectivamente.

El Cu® resulté ser mas téxico (Figura 9 B) que el Cd** (Figura 9 A) a
concentraciones bajas cuando son inoculados por separado en el medio de cultivo, no
obstante, cuando el Cd** y Cu?* estuvieron en combinacién, resulté ser menos téxico a

concentraciones altas y sin afectar la viabilidad en condiciones anaerobias.
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7.2. Efecto de Cd?* + Cu?" sobre el crecimiento celular en condiciones aerobias

y anaerobias

Euglena gracilis fue capaz de crecer y sobrevivir en el medio de cultivo aerobio en
presencia de glutamato, malato y etanol como fuentes de carbono (Medio GME) a pH de

7.0 en ambas condiciones de cultivo (Figura 10y 11).

—a— Control 99+1%

251 A —s—20Cd+25Cu 90 +2%

B —a—40Cd+50Cu 10+1%
C —%—80Cd+ 100 Cu 1+£2%

201 D ¢« 160Cd+200Cu | 0% 1
; E —» 320Cd+400Cu | o% TN
@

8
3
N4
Q
=
x

24

Tiempo (dias)

Figura 10. Curva de crecimiento de E. gracilis en condiciones aerobias, expuesta a concentraciones
micromolares (UM) de cadmio y cobre. El recuadro indica el porcentaje de viabilidad. Los puntos en el
gréfico son la media + desviacién estandar de 3-5 experimentos independientes. t-Student (realizada al dia
18) » <P E ys control, P<0.001y ® vs control P<0.0005.

Las células control (sin metales) alcanzaron una densidad celular de 20X10°cél/mL
después de 21 dias de cultivo, mientras que las células que se cultivaron en presencia de
la combinacién de metales (20 uM Cd** + 25 pM Cu?*) alcanzaron una densidad celular
de 5X10° cél/mL después de 18 dias de cultivo. En presencia de 40 pM Cd*" + 50 puM
Cu?*, las células se duplicaron al menos una vez (0.8 x10° cél/mL) y en células expuestas
a concentraciones mayores a 80 pM Cd**+ 100 pM Cu?*, no hubo crecimiento celular,

disminuyo el % de viabilidad (Figura 10) y el pH final aument6 a 7.9 + 0.2 (n=3).
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Figura 11. Curva de crecimiento de E. gracilis en condiciones anaerobias, expuesta a concentraciones
micromolares (UM) de cadmio y cobre. El recuadro indica el porcentaje de viabilidad. Los puntos en el
gréafico son la media + desviacién estandar de 3-5 experimentos independientes. t-Student (realizada al dia
18) *®Evs control, P<0.005 y ® vs control P>0.10, © vs control P<0.30.

En condiciones anaerobias E. gracilis fue capaz de duplicarse hasta 2X10° cél/mL
tanto en células control (sin metales) como en células expuestas a 20 uM Cd?* + 25 uM
Cu?* (Figura 11). No obstante, cuando las células fueron cultivadas en concentraciones
altas de metales la densidad celular incrementd, inclusive mas que las células control. Las
células cultivadas en 40 pM Cd?* + 50 pM Cu?* tuvieron una densidad celular final de
3.5X10° cél/mL y a 80 pM Cd** + 100 pM Cu?" una densidad celular de 3.7X10° cél/mL, el
pH final fue de 6.5 + 0.1 (n=3). Se uitiliz6 la condicién 80 uM Cd?* + 100 pM Cu®* como la

ideal para realizar los experimentos subsecuentes (Figura 11).

Aun cuando las células fueron cultivadas a concentraciones mayores (160 pM Cd**
+ 200 pM Cu?*y 320 uM Cd** + 400 pM Cu?") la densidad celular se mantuvo similar a la
inicial (0.4X10° cél/mL), es decir, no hubo crecimiento celular aunque el 50% de las
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células se mantuvieron viables. Los resultados mostraron claramente que la condicion de

anaerobiosis redujo la toxicidad de la combinacién de Cd** y Cu®** (Figura 11y 12 C).
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Figura 12. A) E. gracilis vista a 40X en Microscopio 6ptico en condiciones aerobias. B)Cultivos de E. gracilis
en condiciones aerobias (Izquierda) y anaerobias (Derecha). C) E. gracilis vista a 40X en Microscopio 6ptico

en condiciones anaerobias.

En la figura 12 seccion A se observaron células con un dafio provocado por la
exposicion a la combinacion de metales (principalmente clorosis) en condiciones aerobias
a los 16 dias de cultivo, en la seccién C, se muestran células expuestas a las mismas
concentraciones de metales pero en condiciones de anaerobiosis, donde se determiné
gue las células no presentaron un dafio, ya que no estaban tefiidas con el colorante vital
azul tripano (Figura 12 y 14) y su morfologia fue similar a las células control. Este efecto
también se observé en los cultivos mostrados en la seccion B (Figura 12), donde las
células aerobias (izquierda) mostraron menor coloracion que las células anaerobias
(Derecha).
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Figura 13. Densidad celular y viabilidad por cultivo, de células aerobias y anaerobias a los 16 dias de
exposicién a metales, el tiempo inicial de todos los cultivos fue de 0.4 X10° cél/mL. Los datos en el gréfico
son la media * desviacion estandar de 3-5 experimentos independientes. Los himeros sobre las barras son
la media de la viabilidad + desviacién estandar de 3-5 experimentos independientes. La linea horizontal

representa el total de células al inicio del cultivo.

En la figura 13 se muestra que la combinacién de metales (Cd?* + Cu®*) aumento la
toxicidad en células aerobias que en células anaerobias a los 16 dias de cultivo, porque
coincide que tanto en condiciones aerobias como anaerobias estuvieron en fase
exponencial (Figura 10 y 11). La densidad y la viabilidad de células aerobias disminuyeron
cuando la concentracion de metales aumentdé. En condiciones de anaerobiosis, la
combinaciéon de metales fue menos toxica, ya que se alcanzé un densidad celular menor
gue en condiciones aerobias, la viabilidad se mantuvo mayor al 90%, con excepcion a la
concentracién mas alta (640 pM Cd?* + 800 pM Cu?™).

7.3. Consumo de glutamato, malato y etanol como fuente de carbono

En cuanto a las fuentes de carbono, el malato fue el sustrato que mas se consumio
(>80%) en todas las condiciones experimentales, seguido por el glutamato, que se

consumio en todas las condiciones entre el 25 y 50 %, mientras que en condiciones
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aerobias el etanol se consumié casi en su totalidad (>90%), caso contrario en

anaerobiosis donde no se consumio (Figura 15).

I Inicia

[ Control aerobio

B8N 80uMCd+100pM Cu aerobio
[_IControl anaerobio

B G0uMCd+100pM Cu anaerobio
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Figura 15. Glutamato, malato y etanol remanente en el medio de cultivo aerobio y anaerobio. Los datos
mostrados estan normalizados respecto al tiempo inicial (100%= 38 + 2 mM de glutamato, 16.8 £ 2.2 mM de
malato, 170 mM de etanol) y representan la media * desviacion estandar de tres experimentos

independientes.

2+

7.4. Efecto de la combinaciéon de metales Cd** + Cu®" sobre la fotosintesis y la

respiracion

En condiciones aerobias la respiracion celular, fotosintesis, la actividad del complejo IV
Cyt-c oxidasa (TMPD oxidasa) y la actividad de la oxidasa alterna (AOX) aumentaron en
presencia de la combinacibn de metales con respecto al control. En condiciones
anaerobias se determinéG que la respiracion de células en presencia de metales se
mantuvo similar a las células control y la actividad fotosintética disminuy6 con respecto a
la condicion control (sin metal), mientras que la actividad del complejo Cyt-c y de la

oxidasa alterna se mantuvo muy similar al control (Tabla 4).
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Tabla 4. Fotosintesis y respiracion de E. gracilis fotosintética cultivada en ausencia y

presencia de 20 pM Cd?* + 25 pM Cu®*. Media + desviacién estandar (n=3).

Aerobio Anaerobio

nat g O/min X 107 células

Control + Cd-Cu Control + Cd-Cu
Respiracion 135 + 25 142 + 41 120 £ 22 113 46
Fotosintesis 120 £ | 305 +74 160 + 54 31213
TMPD ox 180£21 454160 16048 15835
14 +2 62 + 28 188 16 £6
AKX (10%) (43%) (15%) (14%)

7.5. Remocién de Cd?'y Cu?*en condiciones aerobias y anaerobias

Para la determinacion de la remocion total de cada metal se midié una fraccion del
remanente del medio de cultivo (sobrenadante), el metal adsorbido (lavado con buffer TE)

y el metal acumulado en el botén de células. A continuacion se muestran los resultados
obtenidos (Figura 16):

6000 - [ ]Aerobia

74%
I Anaerobia
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108%

4000 4
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1
cd20 Cd 40 Cd 80 Cd 160

nmol Cd removido

Figura 16. Remocién de cadmio a diferentes concentraciones en el medio de cultivo, en condiciones
aerobias y anaerobias. Las barras representan la media + desviacién estandar de 3-5 experimentos

independientes. Los porcentajes indican la remocion por cultivo. Unidades: uM.

En condiciones anaerobias hubo mayor remocién de Cd?*. En la condicién aerobia con
160 pM Cd** no se determiné la remocién debido a la baja viabilidad celular. La
acumulacion intracelular de Cd** fue el principal mecanismo de remocién, tanto en
condiciones aerobias como anaerobias, seguido por la adsorcién (metal pegado a la
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membrana celular); sin embargo, en las células anaerobias expuestas a 20 uM Cd?*, la

adsorcion es el principal mecanismo de remocion (Figura 17).
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Figura 17. Acumulacion y adsorcién de cadmio por E. gracilis, en condiciones aerobias y anaerobias. Las

barras representan la media + desviacion estandar de 3-5 experimentos independientes. Unidades: pM.

En células expuestas a 25 pM, el Cu®* fue mayormente removido en condiciones
aerobias, mientras que a 50 UM y 100 uM el Cu®* fue removido en mayor proporcién en la

condicién anaerobia y finalmente a 200 uM Cu?* fue mas tdxico para las células aerobias

(Figura 18). 107%
[ Aerobio
5000 - | Anaerobio 48%
4000
2
= 31%
E 3000 +
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B 2000+
£
c
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20%
1 18%
0 r T T
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Figura 18. Remocién de Cobre en el medio de cultivo por E. gracilis, en condiciones aerobias y anaerobias.
Las barras representan la media + desviacion estandar de 3-5 experimentos independientes. Unidades: pM.

Los porcentajes indican la remocién por cultivo.

En la figura 19 se muestra que la acumulacion fue el principal mecanismo de remocion,

tanto en condiciones aerobias y anaerobias. En la concentracién de 25 uM Cu?* hay una
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acumulacion mayor en condiciones aerobias, pero sucediendo lo contrario en células

anaerobias, donde la adsorcion es el principal mecanismo de remocion.

[ TAcumulado aerobio
[ ] Adsorbido aerohio
Il Acumulado anaerobio
Il Adsorbido anaerobio
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Figura 19. Acumulacion y adsorcién de cobre por E. gracilis, en condiciones aerobias y anaerobias. Las
barras representan la media * desviacién estandar de 3-5 experimentos independientes. Unidades:
micromolar (uM).

Estos resultados indicaron que la remocion en condiciones aerobias es principalmente por
acumulacion a diferentes concentraciones, mientras que en condiciones anaerobias la
remocién por adsorcién es mayor a concentraciones de <20 pM Cd** y <25 pM Cu?', y
por acumulacién en concentraciones >40 uM Cd** y >50 pM Cu?*, ademas fue claro que
en altas concentraciones de metales tuvieron un efecto téxico solo en condiciones

aerobias, pero no en las anaerobias.

7.6. Cuantificacion de TBARS en condiciones aerobias y anaerobias

Por lo anterior, se determind si el estrés oxidante ocasionado por la presencia de metales
pesados estaba causando dafio en las células de ambas condiciones de cultivo, asi que
se cuantifico el contenido intracelular de MDA, como marcador de la degradacion
oxidativa de membranas, ocasionada por estrés oxidante y cuantificado mediante el
método de TBARS. Los resultados mostraron que el contenido de TBARS en cultivos de
21 dias fue muy similar en todas las condiciones experimentales, control aerobio, control
anaerobio y anaerobio con 80 pM Cd** + 100 pM Cu?®* siendo 0.15 + 0.11, 0.19 + 0.03 y
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0.19 + 0.04 nmol (10°cels)™’ respectivamente. Esto sugirié que E. gracilis fue capaz de
resistir ambos metales en condiciones anaerobias y a concentraciones mayores durante
mas tiempo, en comparacion con otros organismos como las microalgas, sin presentar
dafios morfologicos y metabdlicos, como ocurre en la condicion aerobia expuesta a la
mezcla de metales (Cd** + Cu®"), o tal vez otros mecanismos de resistencia estén

actuando para contender con la presencia de metales pesados.

7.7. Sintesis de polifosfato en condiciones anaerobias

La sintesis de polyP es uno de los mecanismos de resistencia que pudieran estar
involucrados en la resistencia a metales pesados, cuando éstos se acumularon
intracelularmente. Se determiné que en células cultivadas en condiciones control aerobias
el polyP se mantuvo en 2367 + 1111 nmol (107cels)™y con la combinacién de metales (20
UM Cd?* + 25 uM Cu®") estuvo en 4610 + 2088 nmol (10’cels)?, por otra parte en
condiciones anaerobias hubo un incremento en su contenido cuando fueron expuestas a
concentraciones crecientes de la combinacién de metales. En presencia de 80 pM Cd?* +
100 uM Cu?, el contenido intracelular fue cinco veces mayor en comparacién con las
células control, lo cual sugiere que la sintesis de polyP es un mecanismo de resistencia
que permite contender contra el efecto toxico del Cd** y Cu?* (Figura 20).

I polyP
18000

15000

12000

90004

nmol X cultivo

€000 -

30004

Control An 20Cd+25Cu 40Cd+50Cu 80 Cd+100Cu

Figura 20. Sintesis de polifosfato en E. gracilis, cultivada en condiciones anaerobias. Las barras representan

la media + desviacién estandar de 3 experimentos independientes. Unidades: uM de cadmio y cobre. t-
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Student ? P<0.025, ° P<0.10 y © P<0.01 células anaerobias expuestas a diferentes concentraciones de

metales versus control anaerobio.

7.8. Formacion de biopelicula en células expuestas a diferentes concentraciones

de Cd?' + Cu?" en ambas condiciones de cultivo

Otro de los mecanismos implicados en la resistencia a metales pesados es la formacion
de una biopelicula, debido a que una parte del metal que se removié fue debido a la
adsorcion.
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Figura 21. Formacion de biopelicula de E. gracilis, cultivada en condiciones anaerobias y aerobias. Las
barras en negro representan la condicién anaerobia y en gris, la condicién aerobia. Las barras son la media
+ desviacion estandar de 3 experimentos independientes. t-Student ® b ¢ P<0.001 células anaerobias
expuestas a diferentes concentraciones de metales versus control anaerobio t-Student”™ "~ P<0.001 células

aerobias expuestas a diferentes concentraciones de metales versus control aerobio.

Se determind que en condiciones anaerobias hubo una formacién de biopelicula
mayor cuando las células control son expuestas por primera vez a una concentracion de
80 uM Cd?* + 100 uM Cu?*. En células que han sido cultivadas en la mezcla de metales
durante varias generaciones hubo una disminucién significativa en la formacion de la
biopelicula (Figura 21); sin embargo, cuando estas células pre-adaptadas a metal fueron
cultivadas con una concentracién mayor (320 pM Cd** + 400 uM Cu?") hubo una

formacion de biopelicula mayor en comparacion con las células control.
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Por otro lado, en condiciones aerobias la formacion de biopelicula fue menor
cuando las células fueron expuestas a las diferentes concentraciones de metales

pesados, si se compara con las células control.

7.9. Euglena gracilis cultivada en agua residual

Debido a que se encontraron diferentes mecanismos por los que las células anaerobias
resistieron la mezcla de metales (80 pM Cd** + 100 pM Cu®") se determind si estos
mecanismos podrian llegar a ser utiles cuando las células son expuestas a una muestra

real tomada de un rio contaminado por metales pesados (Tabla 5).

En las muestras de agua residual obtenidas cerca de una zona conurbada en el
municipio de Naucalpan, Edo. Méx, se encontraron concentraciones de metales que
superaron el limite permisible, a excepcién del Zn, a pesar de ello el Cr y Cu presentaron

valores menores al limite detectable (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones de metales pesados y metaloides en muestras de agua residual

del Rio “Los Cuartos”, Naucalpan, Edo. Méx.

Limite permisible yM

NOM-127 SSA1-1994/FAO*

Zinc 3.3 76.4
Cobalto 5.3 0.8*
Cadmio 6.6 0.044
Niquel 8.1 3.4*
Hierro 47.5 5.3

Las células anaerobias control pudieron duplicarse en el agua residual,
manteniendo una viabilidad del 40% con y sin la adicion de las vitaminas esenciales para
su crecimiento después de 21 dias, mientras que en las células anaerobias pre-adaptadas

a metal, se determiné una duplicacién de 2-3 veces y una viabilidad mayor al 90%, con y
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sin las vitaminas esenciales para su crecimiento ademas, se cuantificé al dia 21 (tiempo

final) el cadmio en el sobrenadante (Tabla 6).

Tabla 6. Duplicacion celular en células control aerobias, anaerobias y pre-adaptadas a
metal (80 pM Cd** + 100 pM Cu®) cultivadas en agua residual, con vitaminas (n=3) (Ver
Tabla 3) y sin vitaminas (n=2). La densidad celular se determiné a los 21 dias.

Inicial

Células

) 6 % . 6 %
# cél X10 /mL Viabilidad inicial # cel X10 /mL Viabilidad final

Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin
vitaminas vitaminas vitaminas vitaminas | vitaminas vitaminas = vitaminas vitaminas

Anaerobio 0.3 100 0514010 058(2) 40+14  40(2)
control
Anaerobio
pre-
adaptadas
(Cd2++Cu2+)

0.5 100 4 +0.40 4 (2) 96 + 3 94 (2)
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8. DISCUSION

E. gracilis fotoheterotrofica se cultivd durante 21 dias en todas las condiciones
experimentales debido a que en condiciones anaerobias se observd que habia un retraso
en el crecimiento celular, posiblemente debido a los cambios en el metabolismo
energeético, la actividad fotosintética y el consumo de la fuente de carbono (Santiago-
Martinez et al., 2015), por lo que en un intento por evitar esa segunda variable (el tiempo)
decidimos crecer a las ceélulas durante ese tiempo, donde las células control y las
expuestas a metales hubieran alcanzado la fase estacionaria (Figura 10y 11).

Se determind la ICgy por Cd** donde a concentraciones de 160 y 20 uM en
condiciones aerobias y anaerobias respectivamente (Figura 9 A) no hay crecimiento
celular, y para el caso del Cu®* la ICy fue a concentraciones de 200 y 10 uM en
condiciones aerobias y anaerobias respectivamente (Figura 9 B). Estos resultados
arrojaron que los metales por separado son toxicos para la célula, principalmente el cobre
a bajas concentraciones y el cadmio a concentraciones altas pero, en combinacién no
aumenta su toxicidad y posiblemente sirvieron como un estimulo para el crecimiento
celular, como sucedié en la combinacién de 80 pM Cd** + 100 pM Cu?* en condiciones
anaerobias, mientras que para las células aerobias resultd ser téxico ya que no hubo

crecimiento y presentaban clorosis.

Las células control aerobias tuvieron la capacidad de crecer y duplicarse,
alcanzando una densidad celular de 5.5 X10° cél/mL a los 10 dias de cultivo y
manteniendo una viabilidad mayor al 90% (Figura 10 y 13). Este valor fue similar a lo
reportado para este organismo donde, bajo condiciones de crecimiento similares
(crecimiento fotoheterotrofico y en aerobiosis) se obtuvo una densidad celular cercana a
los 6 X10° cél/mL (Santiago-Martinez et al., 2015; Mendoza-Cézatl et al., 2002). Por otro
lado, al final del cultivo (21 dias) se obtuvo una densidad celular de 20 X10° cél/mL
(Figura 10), como lo reportado por Lira-Silva et al., (2011) donde E. gracilis heterotrofica
en medio de cultivo GME a pH de 7, alcanzé una densidad celular de 29X10° cél/mL.
Estos resultados indicaron que el etanol es el mejor sustrato para sustentar la duplicacion

celular, ademas de que se consume durante los primeros dias de cultivo, seguido por el
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malato y al final el glutamato (Jasso-Chéavez et al., 2010; Lira-Silva et al., 2011). La prueba
estadistica aplicada nos indicé que hay diferencias significativas en las células expuestas
a la combinacion de metales vs control aerobio (Figura 10).

La condicibn denominada como “anaerobiosis” fue parcial, debido a que en el
medio de cultivo sin células no hay oxigeno, pero durante el crecimiento las células
fotosintéticas generaron una atmosfera con aproximadamente 2% (v/v) de oxigeno
(Santiago-Martinez et al., 2015), provocando que el ambiente en el medio de cultivo se
volviera microaerofilico; sin embargo, este oxigeno se consumid por la mitocondria en
condiciones de ausencia de luz generando ciclos de produccion y consumo de O,. En
trabajos anteriores se determind que el O, disuelto en el medio de cultivo anaerobio es <5
MM y que las cantidades pequefias de oxigeno generado por la fotosintesis se encuentran
en la atmosfera gaseosa (head space) del frasco tipo ampolleta cerrado (Santiago-
Martinez et al., 2015). En células control a los 15 dias de cultivo se alcanz6 una densidad
de 1.4 X10%él/mL (Figura 11y 13) y al final del cultivo se alcanzé una densidad celular de
2 X10%cél/mL con una viabilidad mayor al 80% (Figura 11). Otros autores reportaron
densidades finales de 9 X10° cél/mL (Santiago-Martinez et al., 2015) cuando las células
fotoheterotroficas se cultivan con glutamato, malato y glucosa a un pH de 3.5, y valores de
4 X10%cél/mL (Gonzalez-Roque, 2014) cuando se cultivan con glutamato, malato y etanol
a un pH de 3.5. Esta diferencia en la densidad celular final entre células anaerobias quizas
se debié a que han pasado varias generaciones (resiembras) en microaerofilia que han
propiciado cambios metabdlicos (Santiago-Martinez et al., 2015) y que bajo esta condicién
experimental los sustratos no se consumieron en su totalidad (Castafieda-Tamez, 2014).
Estos resultados indicaron que la fuente de carbono y el pH son factores importantes en el
crecimiento de E. gracilis, los cuales deben ser considerados para futuras aplicaciones

biotecnoldgicas.

En condiciones aerobias cuando E. gracilis se expuso a 20 pM Cd?* + 25 uM Cu**
alcanz6 una densidad celular de 5 X10° cél/mL con una viabilidad del 90% (Figura 10).
Este valor es similar a lo reportado por Santiago-Martinez et al., (2015) donde E. gracilis
fue cultivada en presencia de 25 pM CdCl,. Ademas, se observo que cuando esta fue
expuesta a 40 uM Cd**+ 50 pM Cu?* la duplicacién celular y la viabilidad fueron bajas

(10%), lo que sugirié que en esta condicién, la combinacién de metales fue téxica e indujo
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la muerte celular. En las células que fueron cultivadas a concentraciones mayores de Cd?*
+ Cu?*, se observé que no hubo crecimiento ni duplicacién celular y tenfan un gran dafio a
nivel morfolégico y metabdlico, ya que las células presentaron una clorosis evidente y no
consumieron las fuentes de carbono (Figura 12 A y B, Figura 15). Este mismo efecto se
observo en presencia de concentraciones altas CdCl, (>75 pM) donde el crecimiento
celular se inhibi6 (Santiago-Martinez et al., 2015; Mendoza-Cézatl et al., 2002, 2006).

Por otra parte, cuando las células se cultivaron en condiciones anaerobias y en
presencia de 20 uM Cd** + 25 pM Cu?", la viabilidad y la densidad celular fueron similares
a los valores determinados para las células control anaerobias (aproximadamente 2 X10°
cél/mL a los 21 dias de cultivo; Figura 11). En presencia de 40 pM Cd®* + 50 uM Cu?*y 80
UM Cd?* + 100 pM Cu®" aumentd la densidad celular (Figura 11 y 13); es decir, la
combinacion de estos metales posiblemente estimuld el crecimiento celular debido a que
hubo competencia de ambos metales por entrar a la célula 6 porque estos metales fueron
adsorbidos, éste fenomeno se ha determinado en la microalga unicelular de agua dulce
Pseudokirchneriella subcapitata, la cual creci6 mejor al ser expuesta a concentraciones
crecientes de cobre (2.88 uM Cu® disuelto y 4.8 pM Cu?* total) y en combinacién con
otros metales (Gaete et al., 2007). En este trabajo se determind que en las células que
fueron expuestas a 160 pM Cd*" + 200 pM Cu®"y 320 uM Cd** + 400 Cu®" no hubo
duplicacién celular y la viabilidad fue cercana al 50%, lo que indicé que la combinacion de
metales a altas concentraciones fue téxica (Figura 10), sin embargo, a pesar del efecto
inhibitorio del Cd** + Cu® sobre el crecimiento celular, E. gracilis posee los mecanismos
necesarios para resistir y duplicarse en condiciones de microaerofilia (Figura 11). La
prueba estadistica aplicada nos indicé que hay diferencias significativas en todas las
células expuestas a la combinacion de metales vs control aerobio, excepto en las células
expuestas a 40 uM Cd** + 50 pM Cu?** y 80 pM Cd®** + 100 uM Cu®** donde no hubo
diferencias significativas (Figura 11).

En condiciones aerobias, el valor de pH al final el cultivo fue de 7.9 = 0.2 (n=3)
mientras que en condiciones anaerobias el valor de pH final disminuy6 a 6.5 £ 0.1 (n=3),
seguramente debido a la excrecion de succinato al medio de cultivo (Santiago-Martinez et
al.,, 2015). Estos cambios en el valor de pH sugirieron posibles modificaciones en el

metabolismo de las células aerobias en comparacion con las células anaerobias, donde
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probablemente se excretan productos diferentes del metabolismo, lo cual involucré un
consumo diferente de las fuentes de carbono, éste fendbmeno también se ha observado
en Pseudokirchneriella subcapitata donde el valor de pH inicial del medio de cultivo (7.5)

se modificé terminando en un valor de pH de 8.3 (Gaete et al., 2007).

Con respecto a las fuentes de carbono que se utilizaron para el medio de cultivo
(Figura 15) se determin6 que el glutamato en condiciones control aerobio se consumio en
un 20% y en anaerobiosis un 40%; sin embargo, en otros trabajos se reportd que cuando
E. gracilis heterotréfica se cultivé en presencia de Cr** y Cr®*, en medio GME a pH 7.0, el
glutamato se consumio en un 60% (Jasso-Chavez et al., 2010; Lira-Silva et al., 2011). En
cambio, el malato fue uno de los principales sustratos que se consumieron en condiciones
control aerobio y anaerobio (70% y 80% respectivamente). Tanto en células heterotroficas
como fotoheterotréficas, el malato es uno de los sustratos mas utilizados para la
duplicacién celular (Lira-Silva et al., 2011). En presencia de 80 pM Cd?* + 100 pM Cu?®*, en
condiciones anaerobias el malato se consumié en un 80% (Figura 15), en otros trabajos
donde también se cultivo a E. gracilis heterotréfica pero, en medio de cultivo GME aerobio
a pH 3.5, se observo que éste se consumi6é preferentemente y sustenté la duplicacion
celular durante los primeros dias de cultivo (Rodriguez-Zavala et al., 2006; Lira-Silva et
al., 2011). Ademas, la secrecion de este acido organico se incrementa en E. gracilis
heterotréfica ante un estrés inducido por la exposicién de Cr**y Cr®* a pH 7 (Lira-Silva et
al., 2011). En otros estudios se encontr6 que el malato se puede unir fuertemente al
aluminio, formando un complejo malato-aluminio (lll), en concentracion de 10 mM de
malato y 10 mM AICI; (Tashiro et al.,, 2007). La presencia de malato en el medio de
cultivo, ya sea por su excrecién 0 su no consumo, podria ser un mecanismo de resistencia
ante el estrés por metales pesados, ya que este acido organico podria quelar (acomplejar)

al Cd** y Cu®*, haciéndolos menos téxicos para las células.

El etanol se consumié rapidamente en condiciones aerobias >90% (Figura 15),
como lo reportado por Jasso-Chavez et al., (2010). ElI EtOH entra a la célula por difusién,
y en el citosol se oxida a acetaldehido mediante la enzima alcohol deshidrogenasa
(ADHc), después en la mitocondria el acetaldehido es oxidado hacia acetato por una
aldehido deshidrogenasa (mtxALDH) y mediante la enzima Acetato tiocinasa (ATK) se

formo el Acetil CoA, el cual entra al Ciclo de Krebs (Figura 3) (Jasso-Chavez et al., 2010).
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Sin embargo, en condiciones anaerobias el EtOH no se consumid, quiza debido a la
ausencia de alguna de estas enzimas o al estado redox de las células provocado por la

condiciéon de microaerofilia o de anaerobiosis.

La cantidad de oxigeno producido por el metabolismo de E. gracilis fotosintética no
excedio el 2% (v/v) del microambiente gaseoso del frasco, el cual permitié que una parte
equivalente a 5 £ 3 umol de O disuelto en el medio de cultivo (50 mL) mantuvo una
condicién de microaerofilia (Santiago-Martinez et al., 2015). La fotosintesis y la respiracion
celular en condiciones aerobias (Tabla 4) aumentd ligeramente en presencia de la
combinacion de metales y la actividad fotosintética aumentd mas del doble, en
comparacién con el control. Por otra parte la actividad del complejo IV (Cyt-c) y de la
oxidasa alterna indicaron que también hubo un consumo de oxigeno no asociado a la
sintesis de ATP. En condiciones anaerobias, la respiracion y la actividad fotosintética
disminuyeron con respecto a la condicidn control, mientras que la actividad del complejo
Cyt-c y de la oxidasa alterna se mantuvieron similares a las determinadas en células
control. Cervantes-Garcia et al., (2014) determinaron que la exposicidn a concentraciones
altas de Cu?®" (>100uM), en condiciones aerobias, provocé una disminucién drastica en la
densidad celular y un dafio celular (clorosis), (como se observd en las células aerobias
expuestas a altas concentraciones de metales [>40] uM Cd** + Cu?*; Figura 10, Figura 12
A), posiblemente debido a la inactivacion del fotosistema Il. Estos resultados sugirieron un
dafio en el cloroplasto pero no en la mitocondria en las células anaerobias expuestas a la

combinacion de los metales.

Pefia-Castro et al., (2004) determinaron cambios inducidos por metales divalentes
como Cd** y Cu®*, en la microalga Scenedesmus incrassatulus y que el efecto toxico
provocado por la exposicién a Cu®** puede ser reversible si se quita el metal del medio de
cultivo (Gnicamente este metal). Ademas, en células expuestas a una concentracion de 31
UM Cd** se removi6 el 24% del metal (en condiciones aerobias), mientras que a 63 pM
Cd?* la remocién fue del 32 %. En cambio, en este trabajo se demostré que cuando E.
gracilis fotoheterotroéfica fue expuesta a la combinacion de estos dos metales en el medio
de cultivo, la remocion de Cd?* es mayor (60 %) en comparacién con la remocion del Cu®*
(25 %).
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Hasta el momento, existen diversos trabajos donde se evalla la remocion de
metales pesados en E. gracilis fotoheterotrofica donde Unicamente se prueba un metal
pesado o se pre-acondicionan con otro metal (Hg®"y Zn®*) con la finalidad de aumentar la
resistencia y la acumulacion de metales pesados (Avilés et al., 2003; Devars et al., 1998;
Sanchez-Thomas et al., 2016). La presencia de un metal pesado en la célula, puede
producir un efecto toxico especifico e interferir en la desintoxicacion de otro, afectando asi
la capacidad de remover estos al mismo tiempo, debido a esto es importante evaluar el
efecto toxico de la combinacion de distintos metales pesados en cultivos de E. gracilis,

bajo condiciones aerobias y anaerobias (Santiago-Martinez et al., 2015).

Los resultados mostraron que E. gracilis fue capaz de remover cadmio y cobre en
ambas condiciones experimentales, no obstante, las células se mantuvieron mas viables
en la condicion anaerobia (Figura 11, Figura 12 B y C). En las figuras 17 y 19, se mostro
gue la acumulacioén es el principal mecanismo de remocidén de metales pesados en ambas
condiciones experimentales y a diferentes concentraciones. Sin embargo, cuando las
células aerobias se expusieron a una concentracién de 20 uM de Cd** hubo una remocién
del 11%, dada principalmente por la acumulacién Cd?*, en comparacién con la condicion
aerobia donde se removi6 el 51% Cd?*, pero principalmente por adsorcién (Figura 16 y
18). Santiago-Martinez et al., (2015) reportaron que E. gracilis removi6 el 90% Cd** del
medio de cultivo cuando las células fueron expuestas a una concentracion de 300 uM
Cd*" en condiciones anaerobias, mientras que en esta concentracién pero, en condiciones
aerobias, se removié solo el 75%, de la misma manera, cuando las células fueron
expuestas a 40 pM de Cd** se removio el 43% y el 100% del metal en cultivos aerobios y
anaerobios, respectivamente. En cambio, cuando las células fueron expuestas a 80 uM
Cd**, el 19% y 100% de Cd** fue removido en cultivos aerobios y anaerobios,
respectivamente, donde la acumulacién intracelular fue el principal mecanismo de

remocion de Cd?".

En otros estudios donde se utilizé a E. gracilis pre-tratada con 1.5 pM de Hg?*, se
determiné que cuando las células son expuestas 50 pM Cd?*, se remueve el 80% del Hg**
del medio de cultivo y que el 60% de este metal se acumul6 en el cloroplasto (Mendoza-
Cobzatl et al.,, 2002, 2005a, 2006), en cambio, en condiciones de oscuridad (cepa

heterotréfica), el cadmio se acumul6é en las mitocondrias (Avilés et al., 2003). Por otro
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lado, en la arquea marina Methanosarcina acetivorans cultivada en 1.5 mM Cd** se
determiné que la remocién de Cd** es del 85% y que la arquea resistid6 concentraciones
mayores de Cd?* cuando se pre-adaptan a 54 pM Cd*" durante varias generaciones.
Asimismo, en Methanosarcina acetivorans se indujo el incremento en la sintesis de
moléculas con grupos tiol, la sintesis de polyP y la formacién de una biopelicula (Lira-Silva
et al., 2013).

El Cu®" es un metal esencial para las plantas (Machado-Estrada et al., 2013) y
microorganismos que realizan fotosintesis. Debido a esto, es probable que en E. gracilis,
el Cu** se acumule intracelularmente para ser utilizado en su metabolismo (Figura 19). En
condiciones aerobias, cuando las células fueron expuestas a una concentracion de 25 uM,
50 pM y 100 pM Cu?, la remocién fue de 20%, 45% y 48% respectivamente, y en
condiciones anaerobias se removido el 18%, 100% y 100% a esas mismas
concentraciones de Cu®" respectivamente. Es un hecho que, la exposicién prolongada
durante varias generaciones a un metal (Cd**, Zn**, o Hg?") le confiere una mayor

resistencia a estos y otros metales pesados (Devars et al., 2000).

En la microalga Chlorella vulgaris se ha determinado que el Cu** es un metal muy
téxico, ya que inhibié su crecimiento cuando las células fueron expuestas a 5 uM de Cu?*
(Ouyang et al.,, 2012). Por otro lado, E. gracilis es 8 veces mas grande que otras
microalgas como Chlorella vulgaris y Microcystis aeruginosa, por lo que tiene una
capacidad mayor (en volumen) de acumular el metal pesado y acomplejarlo en el citosol y
sus organelos (Park et al., 2009), y también por ser mas grande tiene mayor superficie y

por ende mayor capacidad de adsorcion.

Debido a que en condiciones anaerobias no se mostré un dafio observable en las
células, pero si en las aerobias (Figura 12 A y C) se evalud el dafio provocado por la
produccion celular de especies reactivas del oxigeno (ERO). La determinacién del estrés
oxidativo en los sistemas biol6gicos se puede medir como un aumento o disminucion de
moléculas redox sensibles, cuyo cambio responde ante un tipo de estrés (Escriva-Lopez,
2015). Ademas, la exposicion a un metal pesado a concentraciones toxicas puede
estimular la respuesta de la defensa antioxidante para disminuir el dafio inducido por el

aumento de las ERO (Devars et al., 1998; Santiago-Martinez et al., 2015). En este trabajo
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los resultados mostraron que al exponer a las células anaerobias a 80 pM Cd?* + 100 puM
Cu?* el contenido de TBARS medido como MDA fue muy similar al control, ambos fueron
ligeramente mas bajos que lo reportado para la microalga Scenedesmus sp cuando fue
expuesta a 10 pM de Cu®*, donde el contenido de MDA fue de 0.29 nmol a las 6 h y de
0.14 nmol a los 7 dias de exposicion (Tripathi et al., 2006), mientras que en condiciones
control aerobio el contenido fue més bajo que lo reportado por Santiago-Martinez et al.,
(2015) donde se determinaron 88 + 13 nmol MDA (10’cels)™.

En uno de los mecanismos evaluados para contender con la exposicion a metales,
se observé un aumento en el contenido de polyP en células expuestas a Cd** + Cu®* este
resultado indicé que éste podria estar uniéndose al metal, inactivandolo y permitiendo su
acumulacion en el interior de la célula, ademas la prueba estadistica aplicada nos indicé
gue hay diferencias significativas en las células expuestas a la combinacion de metales en
condiciones anaerobias vs control anaerobio, excepto en las células cultivadas con 80 uM
Cd?* + 100 uM Cu?* donde no hubo diferencias significativas (Figura 20). Este mecanismo
ha sido descrito en la arquea marina Methanosarcina acetivorans, donde se determiné un
incremento en el contenido intracelular de fosfato y polyP cuando las células fueron
expuestas a altas concentraciones de Cd*" (Lira-Silva et al., 2013). Por otra parte en
Euglena gracilis fotoheterotréfica cultivada en anaerobiosis, se encontr6 en un analisis
elemental con microscopia de rayos X cadmio (Cd), fésforo (P) y azufre (S) en regiones
electrodensas dentro y fuera del cloroplasto (Santiago-Martinez et al.,2015), lo que sugirié

que el polyP tiene la capacidad de acomplejar e inactivar al Cd**.

En otros organismos se ha evaluado la formacion de una biopelicula, como lo
reportado en Pseudomonas sp donde estas bacterias pueden tolerar hasta 7mM Cd**y 5
mM Cu " (Chih-Ching et al., 2013). En este trabajo, la exposicién a metales pesados en
condiciones aerobias no favorecio la formacién de una biopelicula, con respecto a las
células control (Figura 21), debido a que los metales fueron toxicos para las células y no
hubo duplicacion celular. En el caso de las células en condiciones anaerobias (Figura 21),
existio un aumento en la formacién de biopelicula cuando fueron expuestas a 320 uM
Cd?* + 200 uM Cu?*, con respecto al control. No obstante, las células pre-adaptadas a
metales pesados fueron expuestas a 80 pM Cd?* + 100 pM Cu?* no hubo un aumento en
la formacion de la biopelicula, quiza debido a que estas células ya han sido cultivadas por
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un largo periodo a esa concentracion de metal y han desarrollado otros mecanismos de
resistencia a metales pesados, diferentes a la formacion de la biopelicula. Cabe
mencionar que la pelicula y la membrana plasmatica de E. gracilis son una barrera que le
permite resistir ante un estrés inducido por metales como el Cr** (Jasso-Chavez et al.,
2010). Los resultados de la prueba estadistica aplicada nos indicé que hay diferencias
significativas en las células expuestas a la combinacibn de metales en condiciones

anaerobias vs control anaerobio (Figura 21).

Euglena gracilis es una de las especies fotosintéticas que se han encontrado en efluentes
industriales (Cervantes & Moreno, 1999) y con la finalidad de saber si E. gracilis era capaz
de duplicarse y acumular metales pesados en aguas contaminadas, se realiz6 una serie
de experimentos en los que E. gracilis fotoheterotrofica fue cultivada en agua residual.
Cuando se cuantificaron los metales pesados y los metaloides presentes en esta agua, se
encontrd que la mayoria superaba los limites permisibles de la NOM-127-OM-127-SSA1-
1994 (Tabla 5) con excepcioén del Zn?*. Ademas, se cuantificé cadmio en el sobrenadante
y este no se encontré presente, lo que sugiere que posiblemente estaba acumulado
intracelularmente. Estos resultados indicaron que las células pre-adaptadas presentaron
mecanismos para resistir una mezcla de metales pesados en una muestra real de un rio
contaminado por diferentes metales pesados y con un potencial biorremediador

importante.

Por otra parte, en otros estudios se reportd la presencia del protista Euglena
pascheri y la microalga Lepocinclis ovum en ambientes en condiciones extremas, tales
como salinidad alta, en presencia de metales pesados (Fe?*, Mn?*, Ni**, Zn* y Cd*) y en
cuerpos acuaticos muy acidos (pH 3.8 en primavera versus 6.5 en verano), en un lago al
sur de Polonia (Ligeza & Wilk-Wozniak, 2011). Los resultados de este trabajo sugirieron
que E. gracilis puede ser utilizada como un microorganismo biorremediador de sistemas
acuaticos contaminados por metales pesados, aun en sistemas poco controlados

(biorreactor) ya que no requiere de condiciones Optimas de crecimiento celular.
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9. CONCLUSIONES

Debido a su capacidad para crecer en muestras de agua de un rio contaminado, la
cepa adaptada a anaerobiosis y a la mezcla de Cd?** + Cu?®', podria ser una
herramienta muy importante en los procesos de tratamiento para la remocion de
metales pesados de sistemas acuaticos.

Estos resultados indicaron que Euglena gracilis es un organismo con potencial
biotecnolégico para biorremediar sistemas acuaticos contaminados a futuro y en

condiciones controladas como un biorreactor.
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Anexo 1. Tablas de andlisis estadisticos t-Student para muestras independientes

El analisis estadistico t-Student para muestras independientes o no pareadas, se realizd
en el programa Origin 8 para todos los resultados, algunos fueron realizados a partir de la

siguiente formula:

- X 5! DX ,
S
Jn
Donde:
X

1 Promedio 1 (del resultado a comparar).

X, Promedio 2 (con el que se hara la comparacion).
SD1 Desviacion estandar del promedio 1.

Vn NUmero de datos.

Tabla 7. Analisis estadistico t-Student en curva de crecimiento bajo condiciones aerobias
(Figura 10), comparacién de la combinacién de metales vs control, a los 18 dias de

cultivo.

AEROBIO ]
Media

Cd pM Desviacion e Grados de
(Densidad Estadistico-t Prob>|t|

+ estandar libertad (n-1)
celular)
Cu pM

20+25 3 2 0.001
40+50 3 0.6 0.1 * 2 0.0005
80+100 4 0.17 0.16 -245.92 3 1.48261 E-7
160+200 3 0.16 0.163 -213.08 2 2.2023 E-5
320+400 3 0.2 0.1 -348.14 2 8.2505 E-6

*Realizados con la férmula de t-Student.
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Tabla 8. Analisis estadistico t-Student en curva de crecimiento bajo condiciones
anaerobias (Figura 11), comparacion de la combinacion de metales vs control, a los 18
dias de cultivo.

ANAEROBIO ]
Media

Cd uM Desviacion Grados de

(Densidad ) Estadistico-t Prob>|t|
+ estandar libertad (n-1)

celular)
Cu puM

20+25 4 3 0.00474
40+50 5 1.89 0.829 -1.909 4 0.1288
80+100 5 2.51 0.468 -0.419 4 0.6962
160+200 5 0.99 0.604 -5.947 4 0.0040
320+400 5 0.39 0.195 -25.18 4 1.4748 E-5

Tabla 9. Analisis estadistico t-Student de la cuantificacion de polyP (Figura 20) en
combinacion de metales en anaerobiosis vs control.

polyP

ANAEROBIO _ Desviacion s Grados de
media ] Estadistico-t Prob>|t|
Cd uMm estandar libertad (n-1)

+ Cu pM

20+25 9734 2321
40+50 3 11823 4997 * 2 0.10
80+100 3 17302 3022 * 2 0.01

*Realizados con la férmula de t-Student.
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Tabla 10. Analisis estadistico t-Student de la formacién de biopelicula (Figura 21) en
condiciones aerobias (# de veces) vs control.

BIOPELICULA

AEROBIA ) Desviacion . Grados de
media Estadistico-t Prob>|t|

Cd uM + estandar libertad (n-1)
CupuM

Control
80+100
80+100 8 1.78819  1.63652 -10.01371 7 2.12017 E-5
320+400 9 1.02341  0.32976 -59.66754 8 6.9158 E-12

0.0507

0.6811

0.2702 -2.4365

Tabla 11. Analisis estadistico t-Student de la formacién de biopelicula (Figura 21) en

condiciones anaerobias (# de veces) vs control.

BIOPELICULA

ANAEROBIA S
_ Desviacion e Grados de
Cd uM media ] Estadistico-t Prob>|t|
. estandar libertad (n-1)
CupuM
Control
80+100
80+100 9 0.1043 0.04416 -20.08705 8 3.93721 E-8

320+400 9 1.8761 0.7876 5.62253 8 4.97033 E-4

2.25375 0.73023 10.7703 5.1621 E-9
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Anexo 2. Tabla de t-Student
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