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RESUMEN
Trichoderma spp., son especies de hongos poco estudiados en el area de biorremediacion o biotransformacion de
contaminantes. El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el crecimiento de Trichoderma spp. en presencia de
As, con el fin de conocer el potencial de éste para poder ser empleado en procesos de biorremediacion de suelos
contaminados por metales toxicos. Se desarrollaron cinéticas de crecimiento de Trichoderma spp. en As (0 ppm, 16.5
ppm, 33 ppm y 66 ppm). Los principales resultados indican que el hongo es tolerante a As, a pesar de que a 33 ppm
de As el crecimiento del hongo se vio disminuido; es probable que el hongo esté biotransformando al As a especies
menos toxicas, lo cual favorece el desarrollo del mismo. Este estudio sugiere que 7richoderma spp. puede ser

empleado en proceso de biorremediacion o bitransformacion de metales toxicos.
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ABSTRACT
Trichoderma spp. are fungi species not greatly studied in the area of bioremediation and biotransformation of
contaminants. The main objective of this work was to evaluate the Trichoderma spp. growth in the presence of As,
to know their potential for their implementation in the processes of bioremediation and biotransformation of
contaminated soil with toxic metals. It was developed the Trichoderma spp. kinetics growth in As (0 ppm, 16.5
ppm, 33.0 ppm y 66.0 ppm). The main results show that the fungus is tolerant to As. However, it presented a
decrease in growth in the case of As at 33.0 ppm. There is a probability that the fungus is bio-transforming As to
less toxic species, which favors its development. The following study suggests the implementation of Trichoderma

spp. in the bioremediation and biotransformation of toxic metals.
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INTRODUCCION

Los microorganismos resultan tener potencial para ser
empleados en procesos de biorremediacion, ya que
varios estudios han demostrado que la biomasa de
hongos, algas y bacterias tiene capacidad para adsorber
metales toxicos. Los hongos filamentosos presentan una
alta capacidad para adaptarse a ambientes
contaminados, la adaptacion radica en la facilidad que
tienen para tolerar y transformar los iones metalicos, asi
como la capacidad de precipitarlos via intracelular y
captarlos de forma activa (Martino et al., 2000; Rivas et
al., 2004 y Basso et al., 2002). Trichoderma spp.
frecuentemente puede ser aislado de suelo, madera,
materia organica en descomposiciéon y dentro de los
tejidos de raices de diversas plantas (Harman et al.,
2006; Btaszczyk et al., 2011). Ademads, es un hongo
colonizador ubicuo con capacidad de poder crecer en
gran variedad de sustratos (Kubicek et al., 2003;
Cazares-Garcia et al., 2013).

Los hongos tienen una gran importancia en la
biotecnologia ambiental al presentar alta capacidad para
acumular metales toxicos, ya que pueden

bioabsorberlos debido a la presencia de la melanina en

su pared celular, la cual aparece en forma de depositos

y granulos densos que contienen péptidos, hidratos de
carbono y 4cidos grasos, los cuales permiten la adsorcion
(Yuan et al. 2012). Algunos procesos de quelacion de
metales ocurren en el citosol debido a la presencia de
grupos funcionales como el glutation y metalotioneinas;
otra forma de tolerar contaminantes inorganicos es por
mecanismo de difusion y biotransformacion a un estado
de oxidacion menos toxico (Gadd 1993 y Shoaib et al.,
2013).

En la Universidad Tecnoldgica de Gutiérrez Zamora se
identificoé que Trichoderma spp. presenta resistencia ante
As, es por ello que se desarrollaron cinéticas de
crecimiento de este hongo en diferentes concentraciones
de As, con la finalidad de ver la capacidad de tolerancia 'y
su desarrollo, lo que permitird proponer a Trichoderma
spp. como una especie que pueda ser empelada en

procesos de biorremediacion.

MATERIALES Y METODOS
Se tomaron muestras en la Universidad Tecnoldgica de
Gutiérrez Zamora, ¢stas se obtuvieron de semillas de
Ricinus communis las cuales fueron puestas en sustrato de
agrolita y picgos (20:80); dicho sustrato fue tratado con

fungicida. Después de cuatro dias se observd la
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germinacion de semillas; pero varias ya estaban
contaminadas por un hongo.
Para aislar el hongo se realizo lo siguiente:
1) Se tomaron muestras de semilla contaminada.
2) La inoculacion del hongo se desarrollé en Agar

papa dextrosa (PDA) (Atlas, 1993).

Identificacion del hongo

Para la identificacion, se dejo que el hongo creciera
durante cuatro dias en el medio de cultivo (PDA a pH
de 5.8), después se hicieron preparaciones para ser
observadas al microscopio; fueron empleadas claves
dicotomicas para su identificacion (Kubicek y Harman,

2002).

Cinética de crecimiento.

Se desarrollaron cinéticas de crecimiento del hongo
para ver la resistencia que presenta al As. Se emplearon
cuatro concentraciones: 0, 16.5, 33 y 66 ppm de As,
empleando arsenito de sodio (As III, Sigma Aldrich) a
pH 5.8; la concentraciéon de 33 ppm se considera
fitotoxica (Kabata-Pendias y Pendias, 1992). La cinética
de crecimiento se observo durante cuatro dias, midiendo

el tamafio del halo del hongo para ir monitoreando el

desarrollo del mismo. La medicion se realizd con un

vernier digital (ultratech, modelo H-7352).

Desarrollo de modelo matematico de crecimiento

Se empleo el método de variables separables (modelo de
Malthus) para resolver y encontrar la ecuacion diferencial
que modela el crecimiento del hongo. Se emplearon las
siguientes condiciones (Zill, 2002):

a _ ke
dat

C = tamafio del halo del hongo en cm
¢t = tiempo en dias

K = constante de proporcionalidad

Se necesitaran las condiciones iniciales de ¢y C, las cuales
se obtuvieron del monitoreo que se hizo en las cinéticas

de crecimiento.

RESULTADOS
Identificacion del hongo
Para la identificacion de Trichoderma spp., la literatura
indica que presenta un crecimiento acelerado de micelio
con la aparicion de anillos concéntricos de coloracion
blanca, amarilla y verdosa; crece en formas de colonias

blancas que simulan una pelicula sobre el medio; genera
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una gran cantidad de esporas (Guzman, 1977 y Calva et
al., 2018); la esporulacion sobre la colonia da una
apariencia verdosa (Guzmén, 1977); lo descrito se
muestra en la imagen 1A.

A nivel microscopico esta reportado que presenta
conidiéforos hialinos, altamente ramificados que
usualmente emergen en angulo de 90° respecto de la
ramificacidn principal con estructura piramidal, fidlides
ensanchadas de la parte central en forma de “botella”
que pueden ser cilindricas o subglobosas y se

encuentran de forma simple o en grupos; hifas

vegetativas ramificadas, lisas, hialinas y septadas, lo cual
se puede observar en las imagenes 1B-F. Las condiciones
Optimas para su crecimiento en laboratorio son:
temperatura, en un intervalo entre 25-35°C, siendo la
optima 25°C; humedad relativa, del 20 al 80%, con un
optimo de 70% y pH de 6 a 6.5 (Shukla et al., 2014).

En este sentido cabe destacar que el pH de trabajo fue de
5.8 y una temperatura de 26° C, si bien el pH se encuentra
fuera del rango ideal para Trichoderma spp., éste pudo

desarrollarse.

Imagen 1. Identificacion del hongo
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También se reporta que, el micelio estd formado por
hifas septadas. Se presentan conidioforos por segmentos
cortos que se hallan a lado de la hifa, observandose en
la imagen 1D, mostrando por su parte terminal

pequetios conidios redondeados (Guzman, 1977).

Cinética de crecimiento

En la tabla 1 se presentan las cinéticas de crecimiento
de Trichoderma spp. a diferentes concentraciones de
As, se inicia con la misma cantidad de inoculo; hasta el
dia dos se observa un crecimiento un tanto homogéneo.
Para los dias tres y cuatro en las concentraciones de
0.00, 16.50y 66.00 ppm de As, se observé esporulacion;
mientras que a 33.00 ppm de As (Kabata-Pendias y
Pendias, 1992), el crecimiento sigue pero mas lento. La
concentracion fitotoxica de As es 33.00 ppm, por lo que
estos resultados indican que 7richoderma spp. tolera
concentraciones superiores a esta, dato importante para
poder ser considerando como un hongo que pueda ser
empleado en biorremediacion del metaloide.

Se observd que Trichoderma spp. esporula a los tres
dias en concentraciones de 0, 16.5 y 66 ppm de As; esto
indica que el As esta propiciado una aceleracion en el

crecimiento del hongo.

Tabla 1. Cinética de crecimiento de Trichoderma spp. a

diferentes concentraciones de As

TH TH TH TH TH

ppm
(Dia 0) | (Dia 1) | (Dia2) | (Dia 3) | (Dia4)
de As

cm

0.10 0.30 0.60
0.00 E E
+0.01 | £0.01 | £0.01

0.10 0.33 0.55
16.50 E E
+0.00 | £0.05 | £0.00

0.10 0.20 0.40 0.50 1.00
33.00
+0.01 | £0.00 | £0.01 | £0.01 | £0.01

0.10 0.20 0.40
66.00 E E
+0.01 | £0.01 | £0.01

TH: tamafio de halo, E: esporulacion

En la figura 2 se observan las imagenes de crecimiento de
Trichoderma spp. en las diferentes concentraciones de
As. En las concentraciones de 0, 16.5 y 66 ppm de As, el
hongo esporula a los tres dias de iniciada la cinética, datos
importantes para confirmar la resistencia de este
organismo al metaloide. A concentracion de 33 ppm de
As, el hongo presenta una cierta inhibicion. Si bien a
concentraciones de 66 ppm de As el tamafio de halo del
hongo no es igual en comparaciéon con 0 ppm, si se

observo esporulacion importante.
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Dia 4

Dia 3

Dia 2

Dia 1

0 ppm As I 16,5 ppm As I 33 ppm As | 66 ppm As

. Concentracion de arsénico
E= esporulacién

Imagen 2. Cinéticas de crecimiento de Trichoderma spp. a diferentes concentraciones de arsénico.

Considerando que la concentracion fitotoxica de As en  partiendo que las plantas son organismos superiores a los
plantas esta en un rango de 15-50 ppm con un promedio hongos, se destaca mas la resistencia de Tricoderma spp.
de 33 ppm (Kabata-Pendias y Pendias, 1992) y al As, reforzando la teoria que puede ser empleado en
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proceso de biorremediacion.

La resistencia de Trichoderma spp. a As se puede
explicar debido a que, bajo condiciones aerobias, el As
y P son estables en formas de oxianiones de As (V) y
ortofosfatos (P (V)); en suelo, el As existe
predominantemente en formas inorganica (arsenato, As
(V) y arsenito, As (III) en menor concentracion acido
dimetilarsénico y &cido monometilarsénico). As y P
presenta  propiedades  fisicoquimicas  similares
(Lambkin y Alloway, 2003; Quaghebeur y Rengel,
2005; Zhao et al., 2009). También podria ser explicada
debido a los mecanismos de metilacion que presentan
hongos, bacterias y levaduras, el producto final que es
el trimetilarsénico (TMA), especie volatil, lo cual
permite la detoxificacion en algunos organismos
(Bentley y Chasteen, 2002). El mecanismo de transporte
de fosfatos es el que podria estar permitiendo la entrada
de As, al confundirlo con los iones esenciales de este
nutriente (Dhankhar y Hooda, 2011).

Los hongos presentan una composicion quimica, la cual
les permite adsorber, absorber o biotransformar metales
toxicos. Cuentan con una pared celular compuesta por
grupos funcionales como fosfato, carbxil, amino y
diéster, permite tener

especies de lo que les

interacciones inorganicas fisicas y quimicas de adsorcion
(Gadd, 1993). Los mecanismos de transporte de metales
toxicos conocidos, los

son  poco transportadores

habituales se asocian a proteinas y sistemas de
canalizacion, también, se conoce la fijacion mediante
granulos de polifosfatos (Turanau et al., 1996) o la
captacion por metalotioneinas y polipéptidos ricos en
azufre, asi como otras proteinas y macromoléculas que no
presentan grupo tiol (Morselt et al., 1986).

De forma general los hongos pueden tolerar metales
toxicos debido al mecanismo que incluye: 1) los sistemas
de transporte e incorporacion (bioacumulacién); 2) la
interaccion y unién con componentes de la superficie

celular (biosorcion); y 3) la transformacion quimica

(reduccion) (Cervantes et al., 2006).

Modelo matematico
El modelo matematico realizado indica que, al momento
de resolver la ecuacion diferencial por el método de
variables separables, se obtiene la siguiente ecuacion para
las cuatro cinéticas.

C = Ciekt
Donde:

C: Tamaino del halo calculado (cm)
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Ci: Tamaio de halo inicial (cm)

K: Constante

t: tiempo (dias)

El parametro importante a resaltar es K, el cual indica la
resistencia al elemento quimico, afinidad al medio de
cultivo y la velocidad con la cual se estaria propagando
el organismo.

En la tabla 2 se pueden observar los valores de Ky R
para cada una de las diferentes concentraciones. Para K
se puede decir que a 0 y 16.5 ppm de As, Trichoderma
Spp. presentan un comportamiento similar en cuanto a
crecimiento y por lo tanto no se muestra inhibiciéon en

el mismo. Para 33 y 66 ppm de As, el valor de K

disminuye, mostrando una mayor inhibicién de
crecimiento, a pesar de esto, el hongo logra
desarrollarse.

Es importante saber que el resultado del coeficiente de
determinacion (R) oscila entre 0 y 1. Cuanto mas cerca
de 1 se sitlie su valor, mayor serd el ajuste del modelo a
la variable que estamos intentando explicar. De forma
inversa, cuanto mas cerca de cero, menos ajustado
estara el modelo. Por lo tanto, con base en ¢l valor de R
(superior a 0.9) se puede decir que el crecimiento de

Trichoderma spp. se ajusta al modelo matematicos

planteado.

Tabla 2. Valores de Ky R

Concentracion K R
0 0.8959 0.9832
16.5 0.8524 0.9492
33 0.5521 0.9787

66 0.6931 1

R = Coeficiente de determinacion, K = constante

En las graficas 1 a 4 se observan las cinéticas de
crecimiento, éstas siguen un comportamiento similar al
obtenido experimentalmente, si bien en las graficas 1,2y
4 pareciera un crecimiento lineal, es importante recordar
que en el dia tres se presentd esporulacion, por esa razon
se justifica su crecimiento exponencial.

En las gréficas 1, 2, 3 y 4 se presentan los datos teoricos
y experimentales. Por los datos tedricos obtenidos de la
ecuacion obtenida del modelo matematico de Malthus se
puede decir que este se ajusta al crecimiento de
Trichoderma spp. en las diferentes concentraciones

planteadas en el experimento de As.
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0 ppm de As

Tamaifio en cm
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0,0 1,0 2,0
Dias
— Datos experimentales ... Datos del modelo matematico

Grafica 1. Modelo matematico y datos experimentales a 0

ppm de As.
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Grafica 2. Modelo matematico y datos experimentales a

16.5 ppm de As.
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Grafica 3. Modelo matematico y datos experimentales a 33

ppm de As.
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Grafica 4. Modelo matematico y datos experimentales a 66

ppm de As.
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El modelo matematico obtenido permitird que en
estudios posteriores se puedan desarrollar experimentos
mas controlados y poder predecir la resistencia de
Trichoderma spp. a diferentes concentraciones de As;
de igual forma permite ver en que concentracion este

organismo puede presentar inhibicion.

CONCLUSIONES
Trichoderma spp., es un organismo que presentd
resistencia a As en concentraciones consideradas
fitotoxicas para plantas, lo cual lo hace un candidato
adecuado para procesos de biorremediacion.
El modelo matematico obtenido, permitira relacionar
dos variables o mas, por lo que puede ser utilizado para
entender el comportamiento de Trichoderma spp. y
permite predecir posibles resultados.
En estudio posteriores se tendran que realizar

especiaciones de As para determinar si Trichoderma

spp. lo biotransforma, lo adsorbe o absorbe.
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