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RESUMEN

Trichoderma harzianum es el hongo caracterizado y es utilizado como medio de
biocontrol para algunos fitopatégenos presentes en plantas de consumo humano.
El analisis de su crecimiento aporta datos para su produccién y posterior
comercializacion.

Se realiza un aislamiento de un hongo presente en una muestra de suelo, el cual es
caracterizado genéticamente, ademas de ser analizado micro y
macroscopicamente. A partir de esto se comienza con un ensayo cinético, lo que
daré a conocer la tasa de crecimiento y la produccién de biomasa de dicho hongo.
Utilizando tres diferentes medios de cultivo (PDA, ADS y AEM) se analiza el
crecimiento en medio sélido donde se incuba a 30° C por 4 dias monitoreando el
crecimiento radial, presentando una mayor tasa de crecimiento en AEM. Mientras
tanto se utiliza el Caldo Extracto de Malta en la produccion de biomasa se incuba
a 30° Cy a 150 rpm, donde la mayor produccién de biomasa se obtiene a partir de

las 192 horas.



ABSTRACT

Trichoderma harzianum is the fungus characterized and used as biocontrol agent
for some phytopathogens in plants for human consumption. The analysis of its
growth contributes for production and later commercialization.

Isolation of this fungus is carried out in a soil sample, which is genetically
characterized, in addition to being micro- and macroscopically analyzed. From this,
starts a kinetic test of the growth rate and biomass production for Trichoderma
harzianum.

The use of three different culture media (PDA, ADS y AEM) is analyzed. The growth
in a solid medium is incubated at 30° C for 4 days, monitoring the radial increase,
presenting a higher rate of growth in AEM. In the meantime the Malt Extract Broth is
used in the production of biomass being incubated at 30° C and at 150 rpm, where

the highest biomass production is obtained after 192 hours.
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INTRODUCCION

La situacion actual sobre el uso de quimicos para eliminar algunos fitopatdégenos en
los alimentos ha contribuido a la problematica referente tanto a la naturaleza como
a la salud humana. Por este motivo se ha buscado solucionar este problema a través
de biocontroles los cuales son mas amigables con el ambiente.

Algunos tipos de hongos son utilizados como biocontroles donde participan como
antagonistas hacia algunos fitopatégenos. Este tipo de hongos tienen un gran valor
comercial por lo que es necesario tener una amplia gama de informacion sobre su
crecimiento y caracteristicas antagonicas.

El género Trichoderma forma parte de este tipo de funguicidas ya que actian como
hiperparasitos competitivos y producen metabolitos antifiUngicos. Este género es el
mas utilizado para el control de fitopatdgenos y que dentro de €l se encuentra T.
harzianum que cual presenta la capacidad de adaptarse a distintos tipos de suelo,
por lo que es considerado como uno de los mejores y mas comerciales en su tipo.
Para lograr una eficiente produccion de T. harzianum es importante analizarlo desde
su morfologia y su tasa de crecimiento hasta su capacidad para producir biomasa.
Por esta razdn, en el presente trabajo se realiza un ensayo cinético in vitro de este
hongo, iniciando por una caracterizacion genética y analizando su estructura tanto

macroscépica como microscoépica.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA A RESOLVER

El uso de hongos como antagonistas de algunos fitopatdgenos presentan una gran
demanda en la actualidad debido a su capacidad de conservar algunas plantas
libres de quimicos y de los agentes que las atacan. Uno de estos hongos es
Trichoderma harzianum el cual tiene un gran valor comercial, por lo que su

produccion es constante.

La problematica que se presenta es debido a cuéles son los medios de cultivo
pertinentes para el mejor desarrollo de la cepa, asi como incrementar su tasa de

crecimiento.

OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

El objetivo general de este trabajo es evaluar la tasa de crecimiento del hongo
Trichoderma harzianum en medio solido y medio liquido, con la finalidad de realizar

estudios posteriores sobre sus aplicaciones medioambientales.
Los objetivos especificos son:
° Realizar el aislamiento de la muestra y caracterizacién de la cepa encontrada.

° Cuantificar la produccion de biomasa de T. harzianum para diferentes

paradmetros.

e Comparacion gréfica de la tasa de crecimiento de T. harzianum entre

diferentes medios de cultivo.
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JUSTIFICACION

La busqueda de soluciones a los problemas ambientales se ha dirigido a la
biorremediacion donde se utilizan plantas, hongos o microorganismos, asi como las
enzimas que estos generan con la finalidad de restaurar las areas afectadas. Esta
estrategia permite disminuir o eliminar por completo el uso de quimicos que puedan
alterar los procesos naturales de un ecosistema, donde los organismos utilizados

eliminan o modifican los contaminantes por medio de la biodegradacion.

Las especies de hongos pertenecientes al género Trichoderma se han utilizado
como control biolégico en areas de cultivo pero también se ha comenzado a
investigar sobre sus propiedades enzimaticas para la degradacion de algunos
compuestos contaminantes. El desarrollo de investigaciones sobre esta propiedad
del género Trichoderma es reducido, en especial de T. harzianum, por esta razén
este proyecto busca contribuir a dichas investigaciones para la produccion de
biomasa y conocer los parametros adecuados para un 6ptimo crecimiento de la

cepa.
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1. REVISION DE LITERATURA

1.1. Generalidades de los hongos
La micologia es la rama de la biologia que se encarga del estudio de los hongos.

Aparecié a partir de la necesidad de identificar las caracteristicas de las setas y
seleccionar las comestibles, pero tuvo un mayor avance después de la invencion
del microscopio, donde ademés de describir los macromicetos (estructuras visibles
como las setas comestibles), se empez6 a obtener informacion sobre los
micromicetos (se incluyen los hongos acuaticos y el moho del suelo o alimentos).
Esta ciencia es una de las mas extensas y diversificadas, la cual va aportando
avances significativos a la investigacion cientifica y al desarrollo tecnolégico. A partir
del estudio de varias especies de hongos, se han podido asociar diversas
enfermedades, se han aprovechado de manera nutricional y utilizado en otras
aplicaciones (Uribarren et al., 2015).

De acuerdo con Webster y Weber (2007) los hongos son organismos eucariotas
pertenecientes al reino Fungi, poseen células donde sus cromosomas e informacion
genética estan dentro del ndcleo. La mayoria de las especies de hongos presentan
diversos nucleos ya que estan divididos en muchas células, pero también existen
especies microscopicas como las levaduras que solamente presentan un ndcleo.
Este reino presenta caracteristicas que lo diferencian de los otros reinos (Cuadro
1.1).

Cuadro 1.1 Comparacién entre los distintos Reinos

Reino Caracteristicas Ejemplos de Organismos
Organismos multicelulares, Hongos, setas, mohos y
eucarioticos y heterétrofos. levaduras.

_ Poseen paredes celulares que
Fungi _ N
contienen quitina.
Realizan digestion externa

secretando enzimas.
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Son organismos descomponedores
gue se adhieren al suelo o a otros
organismos debido a sus

filamentos.

Organismos multicelulares

eucarioticos (organelos con

Gusanos, esponjas,

mamiferos, insectos, entre

Animal
membranas) y heterotroficos (que muchos otros.
ingieren).
Organismos multicelulares Helechos, pinos, plantas
Plantae eucarioticos autotroficos (producen con flores, entre otros.
alimento), poseen clorofila.
Organismos unicelulares y Algas doradas,
. multicelulares de células protozoarios, amibas,
Protista
eucariobticas. No tienen sistemas de flagelados, entre otros.
organos complejos.
Conocidas como bacterias Nitrosomas, Streptococcus
verdaderas, son procarioticas y Oscillatoria.
Eubacteria (organelos sin membrana). Son

organismos microscopicos y casi

todos unicelulares.

La alimentacion de los hongos no es igual que la de las plantas, puesto que no

producen clorofila ni pueden sintetizar su propio alimento, este tipo de organismos

se denominan heterétrofos. Los hongos digieren del ambiente su alimento gracias

a sus enzimas hidroliticas llamadas exoenzimas que secretan al medio que los

rodean. Las exoenzimas degradan las moléculas complejas de compuestos

organicos para que los hongos puedan absorberlas y utilizarlas. (Cambel et al.,

2007)

Para poder llevar a cabo esto, se pueden clasificar en: saprobios (descomponen

residuos organicos para alimentarse), parasitos (extraen las sustancias organicas

de su hospedador) y los hongos simbiéticos que extraen las sustancias organicas a

su hospedador pero comparten ciertas ventajas (Popoff y Ferraro, 2009).
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La hipodtesis actual sobre la filogenia (desarrollo evolutivo de una especie) de los
hongos presenta 5 linajes distintos. El primero de ellos representa a los hongos
quitridios que viven en lagos o en el suelo, algunos son saprobios mientras que otros
parasitan a plantas o animales. A un segundo linaje pertenecen los zigomicetos los
cuales tienen muy diversos tipos de vida, se conoce cerca de mil especies de éstos.
En este filo se incluyen mohos que son responsables de putrefaccion de algunas
frutas, otros zigomicetos viven como parasitos 0 como simbiontes comensales de
animales.

Un tercer filo son los hongos glomeromicetos que tienen como particularidad
introducirse a las células de las raices de las plantas, donde cerca del 90% de éstas
tienen esa asociacion simbidtica con los glomeromicetos. En el cuarto y quinto linaje
se encuentran los ascomicetos y basidiomicetos, el primero de ellos se encuentra
en una variedad de habitats marinos, de agua dulce y terrestres, su principal
caracteristica es la produccion de esporas sexuales en sacos, entre ellos se
incluyen algunos de los patégenos mas devastadores de las plantas. Sin embargo
muchos son saprobios importantes de sustancias vegetales. Los basidiomicetos son
descomponedores importantes de la madera y de otras sustancias vegetales, por lo
gue son los mejores descomponedores de la lignina (polimero complejo de la
madera) (Cambel et al., 2007).

Los hongos se pueden diferenciar segin sus estructuras: unicelulares (levaduras)
o pluricelulares (filamentosos). Por lo general, el cuerpo de los hongos filamentosos
es ramificado, cada uno de estos filamentos es llamado hifa, mientras que al
conjunto de hifas se le denomina micelio. Otra caracteristica importante dentro de
los filamentos es la presencia o0 ausencia de septos, que son paredes transversales
en las hifas (Figura 1.1).

15
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(carpfora)

) o Micelio primario
/ <-"'n_.» [ s 3 {farma vegetativa
> N n g del hongo)

Restos da la
espora gaminada

Figura 1.1 Estructura de un hongo filamentoso

Fuente: http://www.ual.es/Gruposinv/myco-ual/vegetat.htm
Lura et al. (1997) mencionan que los septos también presentan una clasificacion
segun sus caracteristicas ya que pueden ser septos simples con un poro a ambos
lados (ascomicetos) o septos con poros que presentan una prolongacion
(basidiomicetos). Cuando las hifas no estan septadas se denominan cenociticas.
La pared celular de los hongos est4 conformada en su mayoria por quitina, lo que
se diferencia con las plantas donde esta conformada especialmente por celulosa.
Esta sustancia es un polisacarido compuesto de nitrégeno, de estructura fuerte pero
flexible, que se encuentra también en el esqueleto externo de los insectos y de otros
artropodos. Es el segundo polimero natural mas abundante después de la celulosa.
(Cambel et al., 2007)
Ademas de la quitina también podemos encontrar algunas enzimas constituyentes
de la pared lo cual ayuda al crecimiento de las hifas asi como a la descomposicion
de la materia organica. Entre estas enzimas podemos encontrar peroxidasas,
lacasas y celulasas, como la celobiosa deshidrogenasa (CDH).
La mayoria de las estructuras de los hongos estan formadas por la agregacion de
hifas, segun el acomodo de dichas hifas ser& el tipo de estructura vegetativa del
hongo. Entre las estructuras mas comunes se encuentran: rizomorfos (agregacion
paralela de hifas formando corteza y médula), esclerocios (masa redondeada y

compacta de micelio endurecido que contiene reservas de alimento), apresorios
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(hifas unicelulares laterales cortas y especializadas en la fijacion en el sustrato),
estromas (estructuras que dan soporte a los cuerpos reproductores), entre otras
(Figura 1.2).

estroma

esclerocio

Figura 1.2 Estructuras de los hongos
Fuente: http://www.plantasyhongos.es/hongos/Clavicipitaceae.htm

La reproduccién de este tipo de organismos puede presentarse de forma asexual o
sexual. La fase de reproduccion asexual es mas rapida y se origina por diferentes
formas como: la fragmentacién del micelio, por gemacién, con esporangios y
mediante conidios. La primera de estas formas se da a través de un fragmento de
la estructura del hongo o micelio, lo que dara lugar a un nuevo organismo. Esta es
una de las formas de conservacion mas utilizadas en los laboratorios (Webster y
Weber, 2007).

La gemacion es cuando el organismo genera una protuberancia que al
desprenderse forma otro individuo. Mientras tanto, mediante los conidios o
esporangios, se generan esporas asexuales con la Unica diferencia que en los
conidios son generadas de manera externa, mientras que en los esporangios son

depositadas dentro de una estructura. (Figura 1.3)

Esporangios Conidioforos

s Z(}osporas;

4 D
e ™

Figura 1.3 Diferencia entre conidioforos y esporangios
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Fuente: http://unibio.unam.mx/
La reproduccion sexual en los hongos tiene como objetivo el intercambio genético y

consta de una serie de procesos como la plasmogamia que consiste en la
produccion de organos sexuados, formacion de gametos y la fusiébn de éstos,
después existe una fusion llamada cariogamia.

De acuerdo con Cambel et al., (2007) los hongos influyen sobre otros organismos,
entre ellos y en los seres humanos. En dichos seres pueden llegar a ser
descomponedores, simbiontes, patégenos, como alimento y hasta antibioticos.
Como descomponedores llegan a afectar sustancias organicas como la celulosa y
la lignina que pertenecen a las células vegetales. Algunos hongos pueden llegar a
consumir cualquier sustrato con carbono, incluidos los combustibles y la pintura. Si
no fuera por la accién de estos organismos, el carbono, nitrégeno y otros elementos
guedarian atrapados en las sustancias organicas y no existir algunos de los ciclos
biogeoquimicos.

Los hongos llegan a formar relaciones simbidticas con plantas, algas,
cianobacterias y animales. Todas estas relaciones ejercen efectos en la ecologia.
En este aspecto se encuentran las micorrizas las cuales se encuentran en las
plantas vasculares, quienes dependen de los hongos para adquirir sus nutrientes
esenciales. También existe simbiosis con los animales donde los hongos prestan
servicios digestivos ayudando a descomponer sustancias vegetales del intestino del
ganado vacuno, ademas algunas hormigas crian hongos y se benefician del poder
digestivo de éstos.

Como mencionan Cambel et al.,, (2007): de las 100 000 especies de hongos
conocidas, cerca del 30% viven como pardsitos, los cuales llegan a ser plagas
graves para la agricultura. Por otra parte, se conocen sélo 50 especies de hongos
gue parasitan al ser humano y a otros animales, pero esta cantidad puede causar
un importante dafio a dichos seres vivos. A las infecciones causadas por hongos se
les denominan micosis.

El ser humano ha encontrado beneficios en ciertos hongos que son utilizados como
alimento o para la generacion de antibiéticos. Como parte de los alimentos se
encuentran las setas, también se utiliza el Aspergillus para la fabricacién de &cido

citrico para algunas bebidas. Las levaduras y las trufas son otros tipos de hongos
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que también consume el ser humano. Mientras que, para fines médicos, se utilizan
algunos hongos los cuales producen antibiéticos para el tratamiento de infecciones
bacterianas, un ejemplo de esto fue el descubrimiento de la penicilina a partir del

moho Penicillium.

1.2 Caracteristicas y crecimiento de Trichoderma
Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos filamentosos

donde su clasificacion taxondmica, de acuerdo a la NCBI (National Center for

Biotechnology Information) (2015), es:

SUPER REINO Eukaryota

REINO Fungi

SUBREINO Dikarya

FILUM Ascomycota
SUBFILUM Pezizomycotina
CLASE Sordariomycetes
SUBCLASE Hypocreomycetidae
ORDEN Hypocreales
FAMILIA Hypocreaceae
GENERO Trichoderma

Los hongos pertenecientes al género Trichoderma se pueden encontrar en la
rizosfera, donde compiten por nutrimentos y espacio con otros
microorganismos. Este tipo de hongos predominan en los ecosistemas terrestres,
tienen una alta capacidad reproductiva y sus requerimientos nutrimentales son
pocos donde su crecimiento es favorecido con una humedad y temperatura 6ptimas
que se encuentran en un rango de 25 a 30 °C. No se conocen especies de
Trichoderma que afecten a las plantas, solamente toma nutrientes de los hongos
fitopatdgenos a los que degrada y de materiales organicos, por este motivo es

beneficioso para la agricultura (Papavizas, 1985, Argumedo et al., 2009).
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1.3. Estudios in vitro para Trichoderma spp.
Segun Webster y Weber (2007), los hongos del género Trichoderma spp. pueden

encontrarse en cualquier parte del mundo, asi mismo, son los mas dominantes y
con un crecimiento mas rapido cuando son aislados en placas con medio sélido. Un
estudio sobre el crecimiento de Trichoderma longibrachiatum (Tang et al., 2003)
demuestra que utilizando como medio de cultivo el agar papa y dextrosa (PDA) se
presentd un crecimiento de 60mm de radio después de 65h a 35°C y de 55mm a
30°C, este estudio muestra la diferencia de crecimiento por efecto de la temperatura,
donde en la primera no se observa ninguna pigmentacion, mientras que a los 30°C
se observa una leve pigmentacion amarilla. En su analisis microscépico las fialides
se mostraban de forma cilindrica mientras que las conidias eran de forma elipsoidal
con medidas de 3.5 a 5 ym de largo y de 2.5 a 3 ym de ancho. Hay presencia de
clamidosporas, las cuales son las esporas de paredes gruesas que aparecen
cuando el ciclo de vida del hongo se ve en condiciones secas o célidas. Son el
resultado de la reproduccion asexual de los conidios. Dichas clamidosporas
presentaban de 6 a 10 um de largo y de 3 a 5 ym de ancho.

Por otra parte, Samuels et al. (s.f.) mencionan que el crecimiento mas rapido de
Trichoderma spp. se da entre los 25 y 30° C, mientras que a los 35°C por lo general
no se observa crecimiento. Utilizando agar dextrosa de harina de maiz (CMD) el
hongo es transparente, mientras que en PDA es de color blanco. En CMD no se
observa facilmente el micelio, dando lugar a conidiéforos después de una semana
con una coloracion verde o amarilla. Por otra parte, en PDA, se muestra una
coloraciéon amarilla desde el inicio de su crecimiento y, de igual manera, los
conidiéforos aparecen de color verde o amarilla.

Los conidi6foros muestran una gran cantidad de ramificaciones. Forman aros
concéntricos a lo largo de las hifas aéreas, lo cual mejorara la dispersion de esporas.
Las ramas principales de estos conidiéforos producen otras ramas laterales que
pueden presentarse en parejas o no. Todas estas ramas surgen cerca de los 90°
respecto al eje principal (Samuels et al., s.f.).

Comunmente los conidioforos terminan en algunas fialides, las cuales se agrandan

en el medio siendo de forma cilindrica. Las fidlides pueden estar agrupadas en el
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eje principal (ej. T. polysporum, T. hamatum) o pueden ser solitarias (ej. T.
longibrachiatum).

Mientras tanto Richter et al. (1999) utilizaron un agar de hojuelas de papa elaborado
de forma casera y agar dextrosa sabouraud para determinar el crecimiento y las
caracteristicas de Trichoderma. Cada uno de los medios de cultivo se incubé en 25,
35 y 42°C, encontrando que hubo un crecimiento adecuado en cada una de las
temperaturas. Las colonias aisladas eran inicialmente eran lisas, translicidas y
blancas pero rdpidamente fueron tornandose de color verde claro a verde oscuro,
dando lugar a un patrén radial de conidiéforos los cuales tienen como funcion la
produccion de esporas llamadas conidios a través de una produccion asexual. Los
conidioforos se localizan en el extremo de las hifas las cuales, al ser analizadas
microscépicamente, son septadas y ramificadas y portaban conidi6foros con
grandes ramificaciones.

En este caso se encontré que las fidlides llegaban a medir hasta 14 ym de largo,
mientras que las fialoconidias tenian medidas de 3.4 a6.4 umde largoy 2.4 a 3.0
de ancho. A partir de las caracteristicas observadas se pudo catalogar al
Trichoderma dentro de la seccion Longibrachiatum, lo cual fue confirmado a través
de un andlisis ribosomal.

Las conidias usualmente aparecen de forma seca pero en algunas especies llegan
a formar gotas verdes o amarillas. Por lo general son de forma elipsoidal con
medidas entre 3 y 5 um de largo y de 2 a 4 um de ancho. En algunos casos las
conidias son lisas, mientras que en otros pocos casos llegan a tener protuberancias
(Samuels et al., s.f.).

Segun Astudillo (1999) el numero total de conidias producidas por T. harzianum es
inversamente proporcional a la concentracion de la fuente de carbono. Cuando la
concentracion de carbono superior a los 50 g/l, la produccién de conidias disminuye,
mientras que cuando la concentracion de carbono es menor la produccion se eleva.
Como cita Cruz (2007) la mayoria de las especies del género Trichoderma llegan a
presentar mayor esporulacion al ser expuestas a la luz, por lo que son

fotosensibles. Cuando se someten a periodos de luz y oscuridad se ve favorecida
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la colonizacién del hongo sobre los sustratos sélidos. La exposicion a la luz de los
cultivos en agar de 20 a 30 es suficiente para inducir la esporulacion.

Otros factores que afectan en gran medida el crecimiento del género Trichoderma
son la salinidad y el pH. El crecimiento de Trichoderma se inhibe con altas
concentraciones de sales, aproximadamente 80 g/l, llega a tolerar hasta una
concentracion de 60 g/l pero esto puede ocasionar mutaciones afectando el proceso
de esporulacion (Moore, 1996). Por otra parte este género tiene un rango de pH en
valores que van entre los 2.0 y 9.0, pero con su crecimiento 6ptimo se encuentra
entre los valores de pH de 4.0y 7.0.

El género Trichoderma, debido a sus propiedades de biocontrol, se ha analizado a
partir de la biomasa que genera (Chand et al., 2014). Esto se realiza en medios de
cultivo liquido, este autor menciona el uso de 100ml de caldo dextrosa y papa (PDB),
asi como el caldo Czapek-Dox (CCD), ambos caldos fueron inoculados con circulos
de micelio de 5 mm de diametro e incubados por 15 dias a temperatura ambiente.
La biomasa producida después de esos 15 dias fue estimada a través de su peso.
En cuanto al cultivo en PDB se produjo en promedio 96.30 g de biomasa, mientras
gue en CCD se produjeron 90.38 g.

Otra forma de analisis de crecimiento es a partir de la encapsulacion de conidias
donde se hace una suspension con un indculo especifico de conidios. Mancera et
al. (2016), realizan una suspension de 40 ul de inoculo de conidias mezcladas con
50 ml de alginato de sodio al 2% y una solucién gelificante de cloruro de calcio de
0.1 mL. Este encapsulado fue inocluado por duplicado en 100 ml de PDB e incubado
a 30° C y 150 rpm por 48 h. La solucion fue contenida en un reactor Airlift operado
a una temperatura ambiente y alimentado con un flujo de aire esterilizado de 2 kg
cm? . Se fueron extrayendo muestras del cultivo de 10 ml cada 24 h para el conteo
de las conidias liberadas. Este proceso produjo capsulas con medidas entre 1.45y
2.7 mm. A partir de esto se realiz6 un conteo donde la maxima produccion de
conidias encapsuladas se dio a los 9 dias con 4.7x107 conidias por mililitro, mientras
que las conidias libres llegaron a 3.6x108.

Los anteriores analisis de crecimiento se realizaron debido a la gran utilidad que

tiene el género Trichoderma como biocontrol. Este grupo fungico, como mencionan
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Argumedo et al. (2009), contribuye a las plantas en el control de hongos
fitopatdgenos ya que se ha detectado que poseen propiedades micoparasiticas y
antibioticas. Por este motivo algunas especies han sido catalogadas como
excelentes agentes de control biolégico. La cepa de Trichoderma harzianum es la
mas utilizada de forma comercial para el control biologico, seguida por Trichoderma
viride y T. polysporum.

El antagonismo a los patégenos de algunos cultivos puede estar asociado con el
enrollamiento de Trichoderma alrededor de la hifa del huésped, seguido por la
pemetracion y el parasitismo. A partir de este género también se pueden producir
antibioticos y anitimicoticos volatiles y no volatiles (Webster y Weber, 2007). A este

fendbmeno se le denomina micoparasitismo.

Cuadro 1.2 Comparacién de estudios de Trichoderma spp. in vitro

Cepa de estudio Varlak_)les de Resultados Referencia
estudio
T. longibrachiatum Cultivoen PDAa  Radio de 55 mm a Tang et al,
30y 35°C durante 30°Cyde 65 mm a 2003
65 h por medio de 35°C
solucién de
esporas.
Trichoderma spp.  Siembra en medio  El crecimiento mas Samuels et
sélido con agar rapido se observo en al., s.f.
CMD y PDA, los 25 y 30°C. En 35°C
analisis de disminuyo la velocidad
caracteristicas de crecimiento.
fisicas. En CMD no existio
coloracion del hongo
(transparente)
mientras que en PDA
la coloracion del hongo
es blanca o amarilla.
Los conidiéforos
tuvieron una coloracion
verde o amarilla en
ambos medios.
T. longibrachiatum Cultivo en medio Incubacion a 25,35y  Ritcher et al.,
sélido con agar de 42°C, la coloracion 1999

hojuelas de papa y

inicialmente era

23



agar dextrosa translucidas y blancas,
sabouraud. tornandose de color
Determinacion de  verde claro a verde
caracteristicas de  oscuro con un patréon
Trichoderma. radial de condidioforos.

Trichoderma spp.  Cultivo en medio El cultivo en CDP se Chand et al.,
sélido con PDBy  produjo un promedio 2014

CCD con un de 96.30 g de
micelio de 5 mm biomasa, mientras que
de diametro, en el CCD se

incubado por 15 produjeron 90.38 g.
dias a temperatura

ambiente.

Estimacion de la

produccion de

biomasa a través

de su peso.

Trichoderma spp.  Andlisis del Produccion de Mancera et al
crecimiento a capsulas con medidas  (2016)
partir de la entre 1.45y 2.7 mm. El
encapsulaciéon de  conteo de conidias
conidias en una encapsuladas fue de
suspension, 4.7x107 conidias por
utilizando un mililitro y las conidias
reactor Airlift a libres llegaron a
temperatura 3.6x108.
ambiente y con un
flujo de aire
esterilizado.

Algo que también se ha relacionado con el biocontrol de hongos patdégenos
vegetales y por su papel en la ruptura de las paredes celulares de los patégenos es
la capacidad de Trichoderma spp. de secretar algunas enzimas como la glucanasa
y quitinasas (citado por Paredes, 2011).

De esta manera, los miembros del género Trichoderma tienen el potencial de
sintetizar y liberar enzimas como polisacarasas, celulasas, xilanasas y quitinasas,
las cuales se han aprovechado en procesos industriales. También, las especies del
género Trichoderma pueden producir diversos metabolitos secundarios dentro de
los que se encuentran algunas toxinas como la gliotoxina y hormonas de crecimiento

como auxinas y giberelinas. Estas enzimas y metabolitos se manejan de manera
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comercial para para producir detergente de ropa, aceite de oliva, vino, cerveza,
jugos, alimentos para animales y en la produccién de algunos combustibles

Estos procesos generados por las especies de Trichoderma resaltan la importancia
que tienen para la industria asi como para la produccion de alimentos. A partir de
esto ha comenzado a estudiarse la capacidad de dicho género para degradar
algunos contaminantes de compuestos organicos e inorganicos.

La mayoria de los miembros del género Trichoderma son conocidos por su
capacidad de paralizar a otros hongos, por lo general fitopatégenos. Esta cualidad
ha sido analizada y desarrollada como medio de biocontrol para disminuir los
hongos que afectan a la agricultura. Infante et al. (2009) mencionan que los
mecanismos de accién del biocontrol por parte de Trichoderma son la competencia
por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la antibiosis, los cuales tienen una
accion directa frente a los hongos fitopatogenos.

La competencia que existe entre Trichoderma y algunos hongos se define como el
comportamiento desigual ante un mismo requerimiento, en este caso por sustrato o
nutrientes, donde Trichoderma logra reducir la cantidad o el espacio disponible para
el fitopatdgeno. La presencia de este género de hongos en diferentes suelos hace
constar de su capacidad como excelente competidor.

Otro mecanismo de accién utilizado por Trichoderma es el parasitismo el cual es
definido como una "simbiosis antagdnica entre organismos, en el que generalmente
estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas, celulasas, y que se
corresponden con la composicidon y estructura de las paredes celulares de los
hongos parasitados" (Infante et al., 2009). Este mecanismo de accion consta de
cuatro etapas distintas: el crecimiento quimiotréfico (crecimiento directo hacia un
estimulo quimico) donde Trichoderma detecta la localizacién del hospedante y sus
hifas crecen en direccidon a éste; el reconocimiento molecular entre Trichoderma y
su hospedante; adhesion y enrollamiento de las hifas alrededor de las hifas del
fitopatdégeno; y la actividad litica donde se producen las enzimas extracelulares
(quitinasas, glucanasas y proteasas) que degradan las paredes celulares del
hospedante.
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1.4. Caracteristicas de Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum es un hongo antagonista de patdgenos vegetales, y se
encuentra presente en la mayoria de los suelos. Su crecimiento se ve favorecido
por la presencia de raices de plantas, a las cuales coloniza rapidamente. Ademas
posee una gran cantidad de enzimas hidroliticas y quitinoliticas las que le confieren
la capacidad para establecer relaciones de parasitismo y simbiosis con
microorganismos y plantas. (Rodriguez y Gato, 2010)

Este hongo se caracteriza por tener al inicio un color blanco, que se va tornando a
verde oscuro o amarillento, con densa esporulacion. ElI micelio es fino, los
conidiéforos son ramificados, y muestran hifas septadas. Estos terminan en fialides
donde se forman las esporas asexuales o conidios, de gran importancia para la
identificacion taxondémica a nivel de especies. Son haploides y su pared esta
compuesta por quitina y glucanos.

En los ensayos en laboratorio sobre T. harzianum se ha detectado que tiene la
capacidad de proteger las raices de enfermedades causadas por Pythium,
Rhizoctonia y Fusarium y permite el crecimiento de raices més fuertes y por lo tanto,
sistemas radiculares mas sanos. También aumenta la capacidad de captura de
nutrientes y de humedad, asi como mejora rendimientos en condiciones de estrés
hidrico. Ademas algunas de las enzimas producidas por este hongo (endoquitinasa
y quitobiosdasa) atacan al patdgeno, especialmente inhibiendo la quitina de su
pared celular.

De acuerdo con Rey et al., (2000): el antagonismo del T. harzianum se debe a su
constante presencia en distintos tipos de suelo, a su facilidad para ser aislada y
cultivada, a su crecimiento y a que no atacan a plantas superiores. Este género
desplaza a los fitopatdgenos por medio de la competicion directa por el espacio o
por los nutrientes, por su produccién de metabolitos antibiéticos y por el parasitismo
directo sobre el hongo fitopatbgeno. Estos mecanismos de desplazamiento no son

excluyentes sino que actian de forma colaborativa en el control de los patogenos.
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2. MATERIALES Y METODOS

La primera fase de este proyecto consistio en aislar una muestra de suelo
recolectada en el camino al Cerro de “La Silla” en una zona boscosa, ubicada en
Guadalupe, Nuevo Ledn, en dicha muestra se podia observar el crecimiento del
micelio del hongo. Se realizaron varias siembras de la muestra en diferentes medios
de cultivo para comparar el crecimiento de las colonias. Los medios utilizados
fueron: agar papa y dextrosa, agar dextrosa sabouraud y agar extracto de malta.

A partir de esto se seleccion6 el Agar Papa y Dextrosa donde, a través de la técnica
de estria cruzada, se inicié el aislamiento de la cepa. Esta técnica consiste en
realizar varias estrias a la caja de forma perpendicular donde, segun Olivas (2004),
la siembra por estria cruzada permite aislar los microorganismos que van a crecer
de manera separada para después realizar una siembra en un nuevo medio para

obtener un cultivo puro (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) .

Figura 2.1 Inoculacién por estria cruzada en PDA

Las cajas Petri con las siembras se colocaron en una incubadora durante 5 dias a
una temperatura de 30° C. Esto permitid la recuperacion de las células del micelio
deseado.
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A partir de las 24 horas de incubacién se comenzé a observar un crecimiento de
micelio en las estrias realizadas. La colonia se mostraba filamentosa a partir de las
72 horas y con estructuras radiales de color blanco.

Al haber aislado adecuadamente se realizaron nuevas siembras en el mismo medio
de cultivo donde se colocd un pequefio fragmento de la cepa aislada en el centro
de las cajas Petri. De igual manera se llevaron a la incubadora a una temperatura
de 30°C.

2.1. Crecimiento in vitro en medio solido

La segunda fase se realizd a partir de una colonia pura del hongo que se utilizd
como inéculo para realizar el ensayo cinético del crecimiento in vitro en medio
sélido. Se utilizaron diferentes medios de cultivo para conocer las caracteristicas
macroscopicas microscopicas del micelio. Se prepararon medios sdélidos en cajas
Petri y se utilizaron los medios: agar Papa y Dextrosa (PDA), agar Dextrosa
Sabouraud (ADS) y el agar Extracto de Malta (AEM). Cada caja Petri fue preparada
con 10 ml del medio correspondiente.

Solo una de las cajas fue seleccionada para su resiembra tomando como indculo
muestras de 1 cm de lado. Cada uno de esos cuadros se coloco en el centro de las
nuevas cajas Petri para su crecimiento. Las cajas incoculadas fueron colocadas en
la incubadora con una temperatura constante de 30°C y se fueron tomando las
mediciones del radio cada 12 horas en 4 puntos distintos de la caja.

La cepa de T. harzianum se observé en un microscopio de contraste de fases Lx
500 Trinocular LABOMED. Para registrar las imagenes de forma digital se utilizé
una camara Dino-Eye y el software de la misma (DinoCapture 2.0).
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2.2. Crecimiento in vitro en medio liquido

La tercera fase del proyecto consistié en la cuantificacion por peso seco de la
produccién de biomasa en medio liquido en matraz agitado. Esto se llevd a cabo
esterilizando 22 matraces contenientes de 50 ml de caldo extracto de malta (CEM).
Después de esterilizar y dejar en reposo los medios para que llegaran a la
temperatura ambiente, fueron inoculados con muestras sélidas de PDA de tamario
de 1 cm por lado. Los matraces inoculados, los cuales se colocaron en una
incubadora orbital a una temperatura de 30° C y a 150 rpm.

La medicion de la produccion de biomasa en medio sélido se realiz6 cada 24 horas
donde se hacia pasar la muestra por un papel filtro para retener la biomasa
producida. Para realizar esto se comenzd por dejar el papel filtro a secar durante 72
horas en la estufa con una temperatura de 50° C. Al pasar ese tiempo se colocaban
los papeles en el desecador con silica gel durante diez minutos y después se
procedia a tomar el peso de cada uno.

A continuacién se elegian dos matraces cada 24 horas para medir la produccion de
biomasa. El medio de cultivo se hacia pasar por el papel filtro para separar el caldo
de la biomasa, también se agregaba agua destilada al matraz para que no quedaran
restos de la biomasa a analizar.

Después de esto se colocaban los papeles filtro en la estufa a 50° C donde se
dejaban secar y se iba tomando cada 24 horas el peso en seco hasta observar que
no existieran variaciones. Este paso se repetia aproximadamente 4 dias que era el
tiempo donde ya se evaporaba todo el caldo que se encontraba en el papel filtro y
se podia pesar Unicamente la biomasa.

Esto se realizé con los 22 matraces, donde se inicié con un tiempo 0 para calcular
el peso del indculo inicial y asi poder comparar la biomasa que se iba produciendo
al paso del tiempo. Por lo tanto, después de eliminar esos 2 matraces de tiempo 0,
resultaban 10 parejas de matraces lo que es igual a 10 mediciones de 24 horas de

diferencia.
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3. RESULTADOS

3.1. Identificacién molecular de la cepa de trabajo
A la cepa de trabajo se le realizé la identificacién molecular mediante la purificacion

de secuencias en el laboratorio de la facultad de Ciencias Quimicas de la UAC. Los
resultados que se obtuvieron de la comparacion en el NCBI determinaron una

homologacién al 100% con el hongo Trichoderma harzianum.

3.2. Crecimiento de T. harzianum en medio solido
El crecimiento del hongo en medio solido se caracterizdé por ser radial, se

observaron filamentos de color blanco (Figura 3.1). Al permanecer 7 dias mas en
incubacion, se observo en las placas de agar la formacion de anillos con coloracion
café y verde oscuro. Estas siembras fueron las que se utilizaron para partir de ellas

durante todo el ensayo cinético de crecimiento in vitro en medio sélido.

Figura 3.1 Crecimiento de cepa aislada de Trichoderma harzianum en medio
sdlido

Las caracteristicas macroscépicas que presentan cada uno de los agares fueron
muy diferentes. En el AEM se observé un crecimiento radial donde la cepa se
mostraba filamentosa y en su mayoria de color blanquecina, hubo presencia de
anillos concéntricos de color verde pero no estaban muy bien definidos debido a los
filamentos presentados (Figura 3.2).

En cuanto al ADS se observan anillos concéntricos con mayor definicion y de un
color verde mas oscuro (Figura 3.3). Por ultimo, con el PDA también tuvo un
crecimiento radial donde cubrié la caja en 60 horas, esta muestra se observé de
color blanco y la coloracion verde no se presentd (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Muestra de Trichoderma harzianum en agar dextrosay papa (PDA)

En las imagenes al microscopio se pudo observar la presencia de micelio
compuesto por hifas septadas, que muestran en su interior algunas estructuras y
esporas (Figura 3.5 y Figura 3.6). Por lo observado se pudo deducir que las hifas
son generativas formando un sistema monomitico ya que presentan hifas

ramificadas, septadas y con paredes delgadas.

Figura 3.5 Fragmento de hifa septada (40x) en AEM

Figura 3.6 Hifas ramificadas de la cepa T. harzianum (40x) en AEM

En cuanto al medio sélido se pudo detectar que la mejor tasa de crecimiento
detectada fue en el agar extracto de malta, en 48 horas cubrié por completo la

32



superficie de la caja. Mientras que el ADS necesitd 60 horas para completar los 4
cm de radio y el PDA, en ese tiempo, llegé a completar 3.8 cm de radio (Figura 3.7).
Guigon et al. (2010) reportaron la tasa de crecimiento de una cepa de Trichoderma
spp. un promedio de 17 mm/d, donde se tomd en cuenta el parametro de
temperatura (25° C), utilizando PDA como medio de cultivo. Podemos rescatar que
el experimento realizado en este proyecto tiene una mayor tasa de crecimiento (19
mm/d).

O  Agar dextrosa y papa
O Agar extracto de malta
<& Agar dextrosa sabouraud

Crecimiento miceliar (cm)

ko4 HH

A L
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (horas)

Figura 3.7 Comparacién de crecimiento miceliar en agar dextrosay papa
(PDA), agar extracto de malta (AEM) y agar dextrosa sabouraud (ADS)

3.3. Crecimiento de T. harzianum en medio liquido
La produccion de biomasa de T. harzianum en medio liquido se observo a partir de

las 48 horas, el in6culo fue duplicando su tamafio hasta que hubo desprendimiento
de particulas, las cuales llevaron a la formacion de pellets. Dichos pellets también

tuvieron el mismo proceso de aumento de tamafio y formacion de otros pellets.

3.4. Determinacién de la tasa de crecimiento de T. harzianum
En el andlisis de la produccion de biomasa se observé que la mayor produccién se

alcanzé en 192 horas con 7.81 gr. En la curva es posible identificar, en los datos
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experimentales, que la fase de adaptacion se encuentra en las primeras 25 horas,

después se observéd una fase exponencial (posterior a la hora 25 y hasta la hora

X = — (Ec.1)

Biomasa (gr/L)

0 50 100 150 200 250
t(h)

Figura 3.8 Produccion de biomasa de T. harzianum en medio liquido

92). Finalmente se observa una fase estacionaria. El experimento se realiz6 por 216
horas (Figura 3.8).

En la Figura 3.8 se muestra el promedio de las mediciones experimentales de la
biomasa en base seca en funcion del tiempo. El mejor ajuste de la dispersion de
datos es de acuerdo al modelo sigmoidal de 3 parametros (Ec. 1), donde a= 7.0013,
b=33.5532, to= 73.6165, X y t representan a la biomasa producida (gr/L ) y al tiempo

(h), respectivamente, con un ajuste de correlacion r>=0.9604.

Fernandez (2014) menciona que la velocidad especifica de crecimiento es el
parametro que relaciona el cambio de concentracion de biomasa en funcion del

tiempo, donde se mide la capacidad de generacion de biomasa que tiene cada
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unidad de biomasa. En otros términos, mide la cantidad de gramos de biomasa que
es capaz de generar cada gramo de biomasa fresca en la unidad de tiempo. Se

expresa con la letra py tiene dimensiones de inverso del tiempo como h,

La funcion que describe la velocidad especifica de crecimiento esta determinada
por la derivada dx/dt. Es decir, se resuelve la derivada de la ecuacion de la
produccion de biomasa en funcion del tiempo y se presenta en funcion de la
biomasa (1/x) (Ec. 2). La gréfica de la ecuacion se presenta en la Figura 3.9, se
encontré que la mayor velocidad especifica de crecimiento tiene un valor de pmax=
0.052170699 h?! encontrandose en un tiempo de 73.6 h. La curva mostrada
representa la rapidez de crecimiento a lo largo del cultivo. En términos gréficos,
representa la pendiente de la curva mostrada en la Figura 3.8. Aunque hay
generacion de nuevas células de hongo todo el tiempo que duré la incubacion del
cultivo, la tasa de crecimiento no es constante pues depende de varios factores
como es la disponibilidad de sustrato en el medio y la densidad celular.

x+x0
1 dx 1 ae b
U= —"—=—" (Ec.2)

o X x0
X At X b4 D)2
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Figura 3.9 Velocidad especifica de crecimiento de T. harzianum en medio
liguido
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CONCLUSIONES

El aislamiento y caracterizacién adecuados de la cepa permitieron que se pudieran
establecer parametros adecuados a su especie, un ejemplo de esto fue la
temperatura a la que presentan un mejor crecimiento y los medios de cultivo
pertinentes. A partir de esto se presentaron resultados del crecimiento en medio
sélido y en medio liquido de Trichoderma harzianum, los datos del crecimiento en
medio liquido se ajustaron a un modelo sigmoidal. De esta forma se pudo evaluar
la tasa de crecimiento del hongo y la velocidad especifica del mismo.

Un aspecto que se debe evaluar en futuras investigaciones es la cuantificacién de
la produccién de biomasa de T. harzianum para diferentes parametros.

El presente ensayo cinético permiti6 conocer la capacidad de produccion de
biomasa y crecimiento de Trichoderma harzianum, lo cual proporciona datos
especificos al momento de buscar su reproduccion de la manera mas eficiente para

sus aplicaciones medioambientales
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AISLAMIENTO Y ENSAYO CINETICO DEL CRECIMIENTO IN VITRO DE UN HONGO
ENDEMICO AL SUELO DE NUEVO LEON PARA PROPOSITOS AMBIENTALES

Roberto Ramirez-Cortes', Ana Cecilia Salinas-Méndez', Diana Alonso-Segural, Rene Sanjuan-Galindol*

! Centro de Investigacién e Innovacién Tecnoldgica, Instituto Tecnolégico de Nuevo Leén, Av. Alianza
Centro 507, Parque de Investigacién e Innovacién Tecnoldgica, CP 66629, Apodaca, Nuevo Ledn.

*Autor de contacto: renesgl @yahoo.com.mx

México posee una gran riqueza biolégica. Sin embargo, en sus metrépolis los problemas ambientales se
agravan con mayor frecuencia. Las zonas boscosas localizadas en la vecindad de éstas, desempefian un
papel primordial como mecanismos de remediacién de la calidad del aire, captacién de agua al subsuelo,
y sobrevivencia de la flora y fauna, entre otras funciones. Los suelos de estas zonas son receptores de una
gran cantidad de deshechos orgdnicos y albergan microbiota con funciones especiales que abren la
oportunidad para desarrollar estudios para su identificacién, con el fin de generar acciones que
promuevan la calidad del suelo. En particular, los hongos cumplen un papel importante, participan en las
redes tréficas, algunos mantienen asociaciones simbidticas a especies, otros, son responsables de la
degradacién de la materia orgdnica residual, algunos mds, producen los metabolitos que requieren otras
especies, otros son capaces de captar metales pesados, y otros, son de valioso interés industrial o clinico.

En una muestra de suelo tomada en una zona boscosa de la Zona Metropolitana de Monterrey, en el
estado de Nuevo Ledén, México; se aisl6 un hongo endémico a las condiciones climatolégicas y
edafoldgicas caracteristicas del lugar, para estudiar las condiciones de su cultivo in vitro tanto en placa
como en medio liquido. En el presente trabajo, se reporta informacién de la actividad fisioldgica del
hongo aislado, y de las condiciones de donde fue aislado; se describe a detalle la morfologia del mismo a
partir de imdgenes de microscopia de contraste de fases (MCF) y microscopia electrénica de barrido
(MEB), en las que destaca su abundante ramificacién miceliar. Al interior de los tibulos miceliares se
aprecia la distribucién abundante de las esporangiosporas. De acuerdo a la morfologia descrita, se
sospecha que el hongo aislado es parte del Filum Zygomycota, el cual se caracteriza por contener en su
pared celular compuestos como quitosano, asi como reservas de lipidos y complejos proteinicos. Su
andlisis cinético permitié describir el crecimiento in vitro desarrollado en completa ausencia de luz, en
cajas Petri y usando como nutrientes dextrosa y papa (agar y caldo) en condiciones de temperatura de 28
°C y en un periodo de 66 horas.

Palabras clave: microbiota endémica, microscopia miceliar, cinética miceliar.

31 de agosto al 02 de septiembre, San Luis Potosi, SLP/2016 19
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ABSTRACT

“iexico owns a big wildlife richness, nevertheless
= main cities face severe pollution problems,
% ooded areas surrounding these large cities play
wmportant roles, as g regulatory mechanism o
“apture and remove ajr pollutants, and some other
“wvironmental functions. Plants in (he forests keep
“mportant: symbiotic relationships with the soil
eroorganisms, and forested soj] gathers many
“rzanic waslte carried by rain, It is important to
wentify soil native microorganisms (o know and
ssamantee soil quality and protection, The present
work describes (he study made from g lungus,
wolated from a soj] sample taken in (e
“i=tropolitan Area of Momerrey._ The fungus is
vl adapted 1o the local weather and (o (he
“aaphological  zone characteristics, The DNA
“entification for (he filamentous fungus  was
scieved, and it was also &rew in virro conditions

o study its growth rate,

Keywords

il microorganisms; Molecular identification;
Sowetic growh,

RESUMEN

“icxico posee una gran riqueza biolégica; sin
embargo, las metrépolis de mayor importancia
“=onomica enfrentan problemas de contaminacion

92 vez mis graves. Las  zonas boscosas
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TOS AMBIENTALES

localizadas en [a vecindad de éstag metrépolis,
desempefian  yn papel  primordial como
mecanismos de equilibrio y regulacion para g
captura y eliminacién de contaminantes, asi come
otras funciones ambientales. g vegélacién en las
zonas boscosas mantjene relaciones simbidticas
importantes con |a microbiota del suelo, siendg
Este el receptor de una gran cantidad de desechog
orgdnicos a ftravés el arrastre  pluvial: Eg
necesario  realizar  |g identificacion  de los
microorganismos nativos en el suelo para conocer
su calidad y procurar sy proteccion, En el presente
trabajo se describe cf estudio realizada a partir de|
aislamiento de unp hongo tomado en upa muestra
de  suelo y adaptado a  [ag condiciones
climatologicas y edafolégicas caracteristicas de |
Zona Metropolitana de Monterrey. Se logré su
identificacion Y se desarroll¢ sy cinética de
crecimiento in virro,

Palabras claye
Microorganismos oy suelo;  Identificacion
molecular; Cinética Jp crecimiento.

Introduccion

La  biodiversidad en México eg
abundante. En particular, en el estado de
Nuevo Ledn se cncuentran  numerosag
especies  [1]. Algunas de ellag son

endémicas, o estan bien adaptadas a [g
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variabilidad de las condiciones climaticas
del entorno. En la Zona Metropolitana de
Monterrey (ZMM) la temperatura media
oscila entre 5°C en invierno y 32 °C en
verano, pudiendo alcanzar un maximo de
hasta 40°C. La precipitacion pluvial es
alrededor de 650 mm anuales. Sin
embargo, ¢l dinamismo industrial 'y
antropogénico de la ZMM  genera
condiciones de riesgo para las especies y
Ja salud humana. La ZMM estd expuesta
a una atmosfera conteniente de un
‘sinntimero de contaminantes emitidos por
fuentes fijas y/o fuentes moviles. Los
contaminantes  atmosféricos  incluyen
particulas  suspendidas,
organicos volatiles (COVs), NOx, SOx,
CO,, 03 HX (Halogenuros de Hy) vy

compuestos

compuestos alcaloides contenientes de
plomo, entre otros. Estos materiales se
encuentran  suspendidos, sujetos a  ser
acarrcados por las corrientes de aire. A
través de precipitaciones pluviales se¢
incorporan al suelo 'y alcanzan los
cuerpos de agua. La concentracion alta de
contaminantes produce lluvia dcida con
efectos nocivos. Las reservas forestales de
la periferia de la ZMM, caracteristicas de
Ja cadena montafiosa de la Sierra Madre
Oriental, cumplen con funciones de

cardcter ambiental de gran importancia,
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tal como la formacion de cortinas que
frenan las corrientes de aire, atrapan
particulas  suspendidas,  regulan  la
temperatura, atracn lluvia, evitan la
erosion, etc. Los arboles son el habitat de
insectos, aves, roedores, reptiles, ©
diversos mamiferos que se albergan en
sus raices, ramas o copas. A su vez, en
estas condiciones, el suelo es una capa
rica en sustratos organicos que estd en
equilibrio con los microorganismos  del
suelo: La microbiota se conforma por
bacterias, virus y hongos, principalmente,
y es responsable de metabolizar los
desechos organicos de origen vegetal o
animal. Sin embargo, el reconocimiento ¢
identificacion de los microorganismos
caracteristicos en el suelo de la ZMM no
ha ocurrido en la misma manera en que lo
ha sido con otras especies [I]. La
microbiota del suelo coexiste con los
drboles y la  vegetacion ~mediante
asociaciones simbidticas, participa en los
ciclos biolégicos, mantiene el dinamismo
de los ecosistemas para lograr las
funciones descritas anteriormente. La
proteccion y cuidado de las especies se
lograra  solamente a  partir  del
conocimiento que se tenga. Este trabajo
describe la  produccion in vitro  del

micelio de un hongo aislado en una
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muestra del suelo recogida en las
inmediaciones de la ZMM.

Seccion experimental

Recolecta del material biolégico y
condiciones del cultivo in vitro. La
muestra de suelo fue recolectada en una
zona boscosa de la periferia de la ciudad
de Monterrey sobre la cordillera de la
Sierra Madre Oriental a 1,100 m de
altitud 'y coordenadas de latitud
25.643182 y longitud de -100.245311. A
partir de esta muestra fue aislado el
micelio de un hongo, habituado al suelo
muestreado, caracteristico a la ZMM. La
identificacion molecular del micelio se
hizo mediante purificaciéon de secuencias
en el laboratorio de la facultad de
Ciencias Quimicas de la UAC, los
resultados de la comparacién en el NCBI
determinaron homologacién al 100 % con
el hongo Trichoderma harzianum. Para
mantener la cepa, se reprodujo en placa
stlida en medio de cultivo papa-dextrosa-
agar (PDA, Difco, Detroir, Mich.) con
ajuste de pH 5.5, antes de esterilizar y se
incubd a 28 °C.

Registro digital de la morfologia del
micelio. Las estructuras microscopicas
del micelio aislado, fueron observadas
con un microscopio de contraste de fases
Lx 500 Trinocular LABOMED. El

42

registro digital de imagenes sc logro
empleando el software DinoCapture 2.0.
Caracterizacion de la  tasa de
crecimiento. La tasa de crecimiento
radial del micelio se estudié en placa
solida de PDA. En el centro de 6 cajas
Petri de 90 mm de diametro se hizo la
siembra de indculos circulares de 5 mm
de diametro y las cajas fueron incubadas a
28 °C. El registro del crecimiento se hizo
de manera periddica hasta que el micelio
del hongo cubri completamente la
superficie de la caja Petri.

Resultados y discusion

Se observd un crecimiento radial y

uniforme del micelio (Figura 1).

Fig. 2. Micelio de la
cepa del hongo 7.

Fig. 1. Crecimiento del
micelio del hongo 7.
harzianumen medio harzianum aislado.

PDA. Imagen tomada usando

un microscopio de
contraste de fases
(100x, barra de escala

de 100 pm).
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Il color caracteristico del micelio fue
inicialmente blanco-amarillento y
conforme el micelio maduraba se noto la
formacion de coronas de color verde
obscuro, comportamiento  similar al
reportado para este tipo de hongo [2]. En
las  muestras  observadas en el
microscopio de contraste de fases se logrd
la observacion de hifas septadas con una
pared celular bien definida. En su interior,
se observan diversas estructuras celulares
(Figura 2).

EnlaF iguvra 3, se presenta el crecimiento
radial registrado para cl hongo crecido en
medio PDA. El crecimiento observado es
exponencial a partir de las 18 horas. El
crecimiento radial cubrio el maximo
permitido en la caja a las 60 h después de

haber sido inoculado.
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Fig. 3. Cinética del crecimiento miceliar del

hongo 7. harzianunt, usando medio PDA 'y
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crecido a 28 °C. Las barras en la dispersion
representan Ja desviacion estdndar. Se presenta

también el mejor ajuste de acuerdo al modelo

— IS g

sigmoidal de 3 pardmetros [/ = —_-_.He'_giﬂ)] con

los valores experimentales a = 4.0624 (-), b =

13.2299 h, x0 = 34.5475 hy R?=0.98.

La tasa de crecimiento maximo registrada
es de 33.2 mmd”' y se alcanzé a las 42 h.
Este valor refleja mayor capacidad de
reproduccion para otras cepas, pues en un
trabajo previo se reportaron  valores
inferiores.  Guigon-Lépez el al.,
reportaron una tasa de crecimiento
maximo de 17 mmd™ para cepas nativas
de T. harzianum crecido en medio PDA a
una temperatura de 25 °C [3]. El género
Trichoderma es descrito en la literatura
como un agente cosmopolita de suelos. Se
ha encontrado también en materia vegetal
en proceso de descomposicion. El hongo
Trichoderma spp. se reconoce €omo
unmicroorganismo  dominante  de  la
microbiota del suelo de una amplia
variedad de habitats; esta particularidad,
puede ser atribuida a su naturaleza
competitiva y a su gran capacidad
metabolica [4].

Conclusiones

Se reporté el aislamiento ¢ identificacion
de la cepa Trichoderma harzianum,

caracteristica de la  ZMM.  Se
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sstablecieron condiciones de cultivo in
wrodel micelio  aislado. Se  logro
caracterizar la morfologia macroscapica y
microscopica del hongo. Se presenta la
cinética de crecimiento y el modelo
=xperimental para dicho
comportamiento.Se aprecia que la sepa
aislada, nativa para la ZMM tiene
ventajas competitivas de crecimiento y de
adaptacion  para las condiciones de
temperatura alta con potencial para mayor
experimentacion.
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