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Figura 4.1.

Tolerancia de Trichoderma virens (A-C) y Trichoderma
harzianum (D-F) a petréleo crudo sobre el medio de cultivo,
después de 96 h de incubacion. A y D) crecimiento del
hongo sin petroleo crudo (control), B y E) crecimiento del
hongo en presencia de cuatro cuadros de papel filtro
impregnados con petroleo crudo, y C y F) crecimiento del
hongo en el medio de cultivo completamente cubierto con 1
mL de petroleo crudo

Figura 4.2. Crecimiento de seis cepas de Trichoderma expuestas a 1 mL

de petroleo crudo. Las cepas CP1 (T. virens), CP37 (T.
virens), CP38 (T. harzanum), CP46 (T. virens), CP22 (T.
virens) y CP3 (T. koningii) muestran una tendencia similar
de tolerancia. El crecimiento de la cepa CP22 (T. virens) fue
similar a la de su testigo (n=3, Media =+ error estandar)

Figura 4.3. Crecimiento de cinco cepas de Trichoderma expuestas a 1 mL

de petroleo crudo. Las cepas CPX (T. atroviride), CP4 (T.
viride), CPTGC (T. viride), CP23 (T. koningii) y CP56 (T.
viride) muestran una tendencia un poco diferente de
tolerancia. El crecimiento de las Trichoderma CP4 y
CPTGC son casi iguales al de su control respectivo (n=3,
Media + error estandar)

Figura 4.4. Crecimiento de seis cepas de Trichoderma expuestas a siete

concentraciones de naftaleno en medio de cultivo minimo.
Las cepas CP1 (T. virens), CP37 (T. virens), CP38 (T.
harzianum), CP46 (T. virens), CP22 (T. virens) y CP3 (T.
koningii) muestran diferente tolerancia a dicho hidrocarburo.
El crecimiento de la cepa CP3 fue fuertemente afectado por
el naftaleno (n=3, Media + error estandar)

Figura 4.5. Crecimiento de cinco cepas de Trichoderma expuestas a siete

concentraciones de naftaleno en medio de cultivo minimo.
Las cepas CPX (T. atroviride), CP4 (T. viride), CPTGC (T.
viride), CP23 (T. koningii) y CP56 (T. viride) muestran
diferente tolerancia a dicho hidrocarburo. El crecimiento de
la cepa CP23 fue fuertemente inhibido por el naftaleno (n=3,
Media + error estandar)

Figura 4.6. Crecimiento de seis cepas de Trichoderma expuestas a siete

concentraciones de fenantreno en medio de cultivo minimo.
Las cepas flingicas probadas CP1 (T. virens), CP37 (T.
virens), CP38 (T. harzanum), CP46 (T. virens), CP22 (T.
virens) y CP3 (T. koningii) mostraron un crecimiento similar
en este hidrocarburo. La mayoria de las cepas flngicas
llenaron la caja a las 96 h (n=3, Media + error estandar)

Figura 4.7. Crecimiento de cinco cepas de Trichoderma expuestas a siete

concentraciones de fenantreno en medio de cultivo minimo.
Las cepas fungicas probadas CPX (T. atroviride), CP4 (T.
viride), CPTGC (T. viride), CP23 (T. koningii) y CP56 (T.
viride) mostraron un crecimiento similar en este
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Figura 4.8.

hidrocarburo. La mayoria de estas cepas fungicas llenaron la
caja después de las 120 h (n=3, Media + error estandar)

Inhibiciéon de seis cepas de Trichoderma expuestas a
concentraciones crecientes de naftaleno, evaluado a las 240
h en medio de cultivo minimo (n=3, Media =+ error estandar)

Figura 4.9. Inhibicion de cinco cepas de Trichoderma expuestas a dosis

crecientes de naftaleno (240 h) en medio de cultivo minimo
(n=3, Media =+ error estandar)

Figura 4.10. Inhibicion de seis cepas de Trichoderma expuestas a

Figura 4.11.

Figura 4.12.

Figura 4.13.

Figura 4.14.

Figura 4.15.

concentraciones crecientes de fenantreno (72 h) en medio de
cultivo minimo (n=3, Media + error estandar)

Inhibicion de cinco cepas de Trichoderma expuestas a dosis
crecientes de fenantreno (72 h) en medio de cultivo minimo
(n=3, Media + error estandar)

Crecimiento de seis cepas de Trichoderma expuestas a seis
concentraciones de benzo[a]pireno en medio de cultivo
minimo. Las cepas CP1 (T. virens), CP37 (T. virens), CP38
(T. harzanum), CP46 (T. virens), CP22 (T. virens) y CP3
(T. koningii) muestran un crecimiento similar en presencia
de este poliardmatico. La mayoria de éstas llenaron la caja a
las 96 h (n=3, Media + error estandar)

Crecimiento de cinco cepas de Trichoderma expuestas a seis
concentraciones de benzo[a]pireno en medio de cultivo
minimo. Las cepas CPX (T. atroviride), CP4 (T. viride),
CPTGC (T. viride), CP23 (T. koningii) y CP56 (T. viride)
muestran diferente tolerancia a dicho poliarématico. La
mayoria de estas cepas de Trichoderma llenaron la caja a las
96 h (n=3, Media = error estandar)

Inhibicion de seis cepas de Trichoderma expuestas a dosis
crecientes de benzo[a]pireno (48 h) en medio de cultivo
minimo (n=3, Media + error estandar)

Inhibicion de cinco cepas de Trichoderma expuestas a dosis
crecientes de benzo[a]pireno (48 h) en un medio de cultivo
minimo (n=3, Media + error estandar)

Figura 4.16. Velocidad de crecimiento micelial de las cepas de

Trichoderma expuestas a los tres poliardmaticos (n=3,
Media =+ error estandar)

Figura 5.1. A) biomasa fungica fresca, B) biomasa fungica seca y C)

proteinas fungicas de Trichoderma virens, producida en
medio minimo, medio mineral sin fuente de carbono, medio
mineral con extracto de levadura, y medio mineral con
glucosa, a los seis dias de la inoculacion (n=3, Medias +
error estandar

Figura 5.2. Efecto de la inoculacion (esporas o micelio) sobre la biomasa

fingica seca, en un medio de cultivo liquido contaminado
con fenantreno (100 mg L™). Se evalu6 cada 48 h (n=3,
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Media =+ error estandar)

Figura 5.3. Efecto de la inoculacion (esporas o micelio) sobre la biomasa
fingica fresca, en un medio de cultivo liquido contaminado
con fenantreno (100 mg L™). Se evalu6 cada 48 h (n=3,
Media =+ error estandar)

Figura 5.4. Efecto de inoculacion (esporas o micelio) sobre las proteinas
fingicas, en un medio de cultivo liquido contaminado con
fenantreno (100 mg L™). Se evalu6 cada 48 h (n=3, Media +
error estandar)

Figura 5.5. Efecto de la inoculacion (esporas o micelio) sobre el pH del
medio de cultivo liquido contaminado con fenantreno (100
mg L™). Se evalu6 cada 48 h (n=3, Media =+ error estandar)

Figura 5.6. Efecto de diferentes concentraciones de naftaleno, fenantreno
y Dbenzo[a]pireno en la biomasa flingica seca de
Trichoderma virens y T. viride, a las 144 h (n=3, Media +
error estandar)

Figura 5.7. Efecto de diferentes concentraciones de naftaleno, fenantreno
y benzo[a]pireno en la biomasa flingica fresca de
Trichoderma virens y T. viride, a las 144 h (n=3, Media +
error estandar)

Figura 5.8. Efecto de diferentes concentraciones de naftaleno, fenantreno
y benzo[a]pireno en la concentracion de proteinas fingicas
de Trichoderma virensy T. viride, a las 144 h (n=3, Media +
error estandar)

Figura 5.9. Efecto de diferentes concentraciones de naftaleno, fenantreno
y benzo[a]pireno en el pH del medio de cultivo inoculado
con Trichoderma virensy T. viride, a las 144 h (n=3, Media
+ error estandar)

Figura 5.10. Consumo de glucosa por T. virens y T. viride al ser
expuestas a naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno (100 mg
L") en un medio liquido, evaluadas cada 24 h por once dias
(n=3, Media = error estandar)

Figura 5.11. Biomasa fungica fresca y seca de las cepas fungicas
expuestas a naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno (100 mg
L") en un medio liquido, evaluadas cada 48 h por seis dias
(n=3, Media =+ error estandar)

Figura 5.12. Proteina fungica y consumo de glucosa de las cepas fungicas
expuestas a naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno (100 mg
L") en un medio liquido, evaluadas cada 48 h por seis dias
(n=3, Media = error estandar)

Figura 5.13. Comportamiento del pH de los medios de cutivo de
crecimiento de dos cepas fungicas expuestas a naftaleno,
fenantreno y benzo[a]pireno (100 mg L), evaluadas cada
48 h por seis dias (n=3, Media =+ error estandar)

Figura 5.14. Reduccion de de la concentracién inicial (100 mg L) de
naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno en los controles
abidticos debido a factores externos, evaluados cada 48 h
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por seis dias (n=3, Media =+ error estandar)

Figura 5.15. Reduccién la concentracion inicial (100 mg LY de
naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno en los controles
abioticos debido a las dos cepas de Trichoderma, evaluados
cada 48 h por seis dias (n=3, Media + error estandar)

Figura 5.16. Por ciento de degradacion de A) naftaleno, B) fenantreno y
C) benzo[a]pireno por las cepas fingicas de Trichoderma,
evaluados cada 48 h por seis dias (n=3, Media £ error
estandar)

Figura 5.17. Acumulacion de naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno por
el micelio fungico de dos cepas de Trichoderma, evaluada
cada 48 h por seis dias (n=3, Media + error estandar)

Figura 5.18. Rendimiento de T. virensy T. viride expuestas a naftaleno,
fenantreno y benzo[a]pireno

Figura 5.19. Velocidad de crecimiento de T. virensy T. viride expuestas a
naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno

Figura 6.1. Cromatogramas del medio de cultivo extraido con acetona y
liofilizado, correspondiente al cultivo de Trichoderma
virens en presencia de naftaleno y fenantreno (100 mg L™),
a las 144 h de incubacion

Figura 6.2. Patrones de fragmentacién de los compuestos obtenidos del
medio de cultivo liofilizado y extraido con acetona,
correspondiente al control de Trichoderma virens a las 144
h de incubacion

Figura 6.3. Patrones de fragmentacién de los compuestos obtenidos del
medio de cultivo liofilizado y extraido con acetona,
correspondiente al cultivo de Trichoderma virens en
presencia de naftaleno y fenantreno (100 mg L), a las 144
h de incubacion

Figura 6.4. A) Cromatograma del medio de cultivo liofilizado y extraido
con metanol de Trichoderma virens en presencia de
fenantreno (100 mg L™"). B) Patrones de fragmentacion de
dos compuestos obtenidos en el medio de cultivo liofilizado
de T. virens en presencia de fenantreno (100 mg L),
extraido con metanol, a las 144 h de incubacioén

Figura 6.5. Cromatogramas del medio de cultivo liofilizado y extraido
con acetona de Trichoderma viride en presencia de
naftaleno y fenantreno (100 mg L), a las 144 h de
incubacion

Figura 6.6. Patrones de fragmentacién de los compuestos obtenidos del
medio de cultivo liofilizado y extraido con acetona,
correspondiente al control de Trichoderma viride a las 144 h
de incubacion

Figura 6.7. Patrones de fragmentacién de los compuestos obtenidos del
medio de cultivo liofilizado y extraido con acetona,
correspondiente al cultivo de Trichoderma viride en
presencia de naftaleno (100 mg L), a las 144 h de
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incubacion

Figura 6.8. Cromatogramas del medio de cultivo extraido con metanol y
liofilizado, correspondiente al cultivo de Trichoderma viride
en presencia de naftaleno y fenantreno (100 mg L™), a las
144 h de incubacion

Figura 6.9. Patrones de fragmentacion de los compuestos obtenidos del
medio de cultivo liofilizado y extraido con metanol,
correspondiente al control de Trichoderma viride a las 144 h
de incubacion

Figura 6.10. Patrones de fragmentacion de los compuestos obtenidos del
medio de cultivo liofilizado y extraido con metanol,
correspondiente al cultivo de Trichoderma viride en
presencia de naftaleno (100 mg L), a las 144 h de
incubacion

Figura 6.11. Patrones de fragmentacion de los compuestos obtenidos del
medio de cultivo liofilizado y extraido con metanol,
correspondiente al cultivo de Trichoderma viride en
presencia de fenantreno (100 mg L), a las 144 h de
incubacion

Figura 7.1. DNA de las hongos probados Carril 1) marcador 1 kb
(Fermentas®), Carril 2) DNA de Trichoderma virens, Carril
3) DNA de Trichoderma viride, Carril 4) DNA de
Cunninghamella elegans, Carril 5) DNA de Phanerochaete
chrysosporium. Gel de agarosa al 1.0 %

Figura 7.2. Productos de PCR de los cuatro hongos probados, utilizando
los iniciadores 1F2for y 1F2rev. Carril 1) marcador 1 kb
(Fermentas®), Carril 2) amplificacion del negativo (H,0),
Carril 3) amplificacion de Cunninghamella elegans, Carril
4) amplificacion de Phanerochaete chrysosporium, Carril 5)
amplificacion de Trichoderma viride y  Carril 6)
amplificacion de Trichoderma virens. Gel de agarosa al 1.0
%

Figura 7.3. Secuencias de nucledtidos conservados para el citocromo
P450 en Hypocrea virens, donde se encuentran el iniciador
reverso y el iniciador hacia delante

Figura 7.4. Productos de PCR de Trichoderma virens expuesta a
hidrocarburos poliaromaticos (100 mg L) a las 24 h,
utilizando los iniciadores 1F2for y 1F2rev. Carril 1)
marcador 1 kb (Fermentas®), Carril 2) amplificacion del
negativo (HyO), Carril 3) amplificacion de T. virens
(control), Carril 4) amplificacion de T. virens expuesta a
naftaleno, Carril 5) amplificacion de T. virens expuesta a
fenantreno, y Carril 6) amplificacion de T. virens expuesta a
benzo[a]pireno. Gel de agarosa al 1.0 %

Figura 7.5. Productos de PCR de Trichoderma virens expuesta a dos
concentraciones de hidrocarburos poliaromaticos a las 24 h
de crecimiento, utilizando los iniciadores 1F2for y 1F2rev.
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Carril 1) marcador 1 kb (Fermentas®), Carril 2) T. virens

(control), Carril 3) T. virens expuesta a naftaleno (100 mg L~

1, Carril 4) T. virens expuesta a fenantreno (100 mg L™),

Carril 5) T. virens expuesta a benzo[a]pireno (100 mg L™),

Carril 6) T. virens expuesta a naftaleno (200 mg L), Carril

7) T. virens expuesta a fenantreno (200 mg L) y Carril 8)

T. virens expuesta a benzo[a]pireno (200 mg L) . Gel de

agarosa al 1.0 % 181
Figura 7.6. Productos de PCR de Trichoderma virens expuesta a dos

concentraciones de hidrocarburos poliaromaticos a las 48 h

de crecimiento, utilizando los iniciadores 1F2for y 1F2rev.

Carril 1) marcador 1 kb (Fermentas®), Carril 2) T. virens

(control), Carril 3) T. virens expuesta a naftaleno (100 mg L~

Y, Carril 4) T. virens expuesta a fenantreno (100 mg L,

Carril 5) T. virens expuesta a benzo[a]pireno (100 mg L™),

Carril 6) T. virens expuesta a naftaleno (200 mg L), Carril

7) T. virens expuesta a fenantreno (200 mg L™) y Carril 8)

T. virens expuesta a benzo[a]pireno (200 mg L") . Gel de

agarosa al 1.0 % 181
Figura 7.7. Unidades de expresion de citocromo P450 en Trichoderma

virens expuesta a dos concentraciones de naftaleno,

fenantreno y benzo[a]pireno. A) cepa ante 100 mg L' y B)

cepa ante 200 mg L', evaluada a las 24 h. (n=3, Media +

desviacion estandar) 183
Figura 7.8. Unidades de expresion de citocromo P450 en Trichoderma

virens expuesta a dos concentraciones de naftaleno,

fenantreno y benzo[a]pireno. A) cepa ante 100 mg L' y B)

cepa ante 200 mg L™, evaluada a las 48 h. (n=3, Media +

desviacion estandar) 184
Figura 8.1. Mecanismos propuestos para la detoxificaciéon de naftaleno

fenantreno y benzo[a]pireno por Trichoderma virens,

incluyendo la actividad del citocromo P450 en Ila

degradacion de HPA 188
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Respuesta fisiologica de miembros del género Trichoderma a hidrocar buros
poliarométicos
Rosalba Argumedo Delira, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2011

RESUMEN

Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos filamentosos que
pertenecen al Reino Mycetae (Fungi), Division Eumycota, Subdivision Ascomycotina, Clase
Euascomycetes, Orden Hypocreales, Familia Hypocraceae y Género Trichoderma e Hypocrea.
Estos hongos se caracterizan por predominar en los ecosistemas terrestres y acudticos. Los
miembros del género Trichoderma tienen el potencial de sintetizar y liberar diversas enzimas
que se han aprovechado en procesos industriales. Ademas, este grupo fungico es importante
para las plantas, al contribuir en el control de organismos fitopatdgenos ya que poseen
propiedades micoparasiticas y antibidticas. Por otro lado, las especies del género Trichoderma
son capaces de acumular metales pesados, degradar cianuro, hidrocarburos de petroleo,
colorantes, plaguicidas, compuestos organoclorados, etc. Sin embargo estos estudios son
minimos y en la mayoria de los casos se desconocen los mecanismos de destoxificacion y los
procesos enzimaticos involucrados. Esta investigacion tuvo como objetivo general identificar
algunos de los mecanismos que emplean los hongos del género Trichoderma para la
destoxificacion de hidrocarburos poliaromaticos (HPA). Para cumplir con este objetivo, se
plantearon diferentes fases experimentales: 1) identificar morfologicamente y molecularmente
las once cepas de Trichoderma utilizadas en la investigacion, 2) seleccionar las cepas de
Trichoderma altamente tolerantes a petrdleo crudo, naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno, 3)
evaluar la eficiencia de degradacion de dos cepas de Trichoderma seleccionadas en la prueba
de tolerancia a la presencia de naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno, 4) evaluar el efecto de
naftaleno y fenantreno en el metabolismo secundario de dos cepas de Trichoderma y
finalmente, 5) evaluar la expresion del citocromo P450 en dos cepas de Trichoderma expuestas
a naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno. De los once aislamientos fingicos, cuatro pertenecen
a T. virens, tres a T. viride, dos a T. koningii, uno a T. harzianum y uno a T. atroviride. Las
once cepas de Trichoderma difirieron en su tolerancia y crecimiento en medio de cultivo
contaminado con petréleo crudo, naftaleno, fenantreno y/o benzo[a]pireno. La exposicion de
los hongos a dosis crecientes de naftaleno inhibi6 el crecimiento de todas las cepas de
Trichoderma en comparacion con los efectos provocados por dosis crecientes de fenantreno y
benzo[a]pireno. Se encontraron cuatro cepas prominentes de Trichoderma: CP1 (T. virens),
CP4 (T. viride), CP37 (T. virens), y CPX (T. atroviride) con alta tolerancia a compuestos
poliaromaticos. La cepa fungica CP4 (T. viride) mostré mayores porcentajes de degradacion de
HPA en comparacion con la cepa fingica CP1 (T. virens). La degradacion de naftaleno fue de
55 y 40%, la degradacion de fenantreno fue de 39 y 31% y la degradacion de benzo[a]pireno
fue de 61 y 31% por las cepas CP4 y CPI, respectivamente. El naftaleno y fenantreno
modificaron la produccion de metabolitos secundarios en la cepa CP4, mientras que la cepa
CP1 no presentd6 muchos cambios. La expresion del citocromo P450 varié en funcion del HPA,
concentraciéon y tiempo de evaluacion en la cepa fungica CP1 (T. virens). Los resultados
muestran algunos mecanismos de destoxificacion de dos cepas de Trichoderma (CP1 y CP4)
frente a HPA, ademas de su aplicacion potencial en biotecnologias de biorremediacion de sitios
contaminados con hidrocarburos poliaromaticos.

Palabras clave: Trichoderma, tolerancia, citocromo P450, naftaleno, fenantreno,
benzo[a]pireno



Physiological response of member s of the Trichoderma genusto polyaromatic
hydr ocar bons
Rosalba Argumedo Delira, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2011

ABSTRACT

The species of Trichoderma are a group of filamentous fungi belonging to Mycetae
Kingdom (Fungi), Eumycota Division, Ascomycotina Subdivision, Euascomycete Class,
Hypocreales Order, Hypocraceac Family, and Trichoderma or Hypocrea genera. These
fungi are predominant in terrestrial and aquatic ecosystems. The member of the genus
Trichoderma has the potential to synthesize and release several enzymes for industrial
utilization. Besides, this fungal group is important for plants since they may contribute on
the control of plant pathogens due to its mycoparasitic and antibiotic capabilities. On the
other hand, Trichoderma species are able to accumulate heavy metals, and to degrade
cyanide, petroleum hydrocarbons, dyes, pesticides, chlorinated compounds, etc. However,
those studies are scarce and in most of the cases, the involved detoxification mechanisms
and the enzymatic processes remain unknown. The aim of this research was to identify
some mechanisms utilized by Trichoderma fungal species for detoxifying polyaromatic
hydrocarbons (PAH). Thus, five experimental phases were set: 1) Morphological and
molecular identification of the eleven fungal strains used in this research; 2) Selection of
Trichoderma strains with high tolerance to crude oil, naphthalene, phenanthrene, and
benzo[a]pyrene; 3) Evaluation of two selected Trichoderma strains on their efficiency for
degrading either naphthalene, phenanthrene, or benzo[a]pyrene; 4) Evaluation of the
influence of naphthalene and phenanthrene on the secondary metabolism of two selected
fungal strains; and 5) Evaluation of the cytochrome P-450 expression in two Trichoderma
strains exposed to naphthalene, phenanthrene, and benzo[a]pyrene. From the eleven fungal
strains, four of them belonged to Trichoderma virens, three to T. viride, two to T. koningii,
one to T. harzianum, and one to T. atroviride. The eleven fungal strains showed variation
on their tolerance and growth under contaminated-culture media with crude oil,
naphthalene, phenanthrene, or benzo[a]pyrene. The exposure to increasing doses of
naphthalene resulted in growth inhibition for all Trichoderma strains in comparison to the
effects due to increasing doses of phenanthrene or benzo[a]pyrene. Four Trichoderma
strains with high tolerance to the three PAH were characterized: CP1 (T. virens), CP4 (T.
viride), CP37 (T. virens), and CPX (T. atroviride). The fungal strain CP4 (T. viride)
showed higher degradation percentages of PAH than the strain CP1 (T. virens): naphthalene
degradation was 55 and 40%, respectively, while degradation of phenanthrene was 39 and
31%, and for benzo[a]pyrene was 61 and 31%, respectively. The secondary metabolism of
the CP4 strain was significantly modified by naphthalene or phenanthrene when compared
to the CP1 strain. The expression of the cytochrome P450 for the CP1 strain (T. virens)
depended on the type, dose and exposure time of PAH. Results show some detoxifying
mechanisms for two Trichoderma strains (CP1 and CP4), and their potential application in
bioremediation technologies directed to contaminated sites with PAH.

Key words: Trichoderma, tolerance, cytochrome P450, naphthalene, phenanthrene,
benzo[a]pyrene
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

La contaminacién es un problema que aqueja a nuestra sociedad puesto que
diariamente se generan abundantes cantidades de residuos por causa de las actividades
humanas, para tratar de mitigar la contaminacién provocada por estos residuos se han
generado diversas tecnologias.

Las tecnologias ambientales se basan en métodos quimicos, fisicos y biologicos;
se mencionaran principalmente los métodos bioldgicos que consisten en la utilizacion de
microorganismos y plantas (biorremediacion). Se sabe mucho de las habilidades que
presentan las bacterias y su uso en la biorremediacion, y en menor medida de otros
microorganismos como hongos, algas y protozoarios. En lo que respecta a los hongos
filamentosos hay mucha informacion sobre ciertas especies tales como Phanerochaete,
Cunninghamella, Aspergillus, Penicillium por mencionar algunas.

En contraste existe poca informacion con lo que respecta a especies del género
Trichoderma y se sabe de manera muy general, que son capaces de biodegradar algunos
plaguicidas e hidrocarburos del petroleo (Smith, 1995; Chaineau €t al., 1999; Das et al.,
2003). La mayoria de los estudios sobre el género Trichoderma estin enfocados en el
control bioldgico de hongos fitopatogenos y en la produccion de enzimas utiles para la
industria alimentaria y papelera.

Dentro de los hidrocarburos del petréleo se encuentran algunos compuestos
poliaromaticos, moléculas organicas con una distribucion ubicua y altamente
recalcitrantes en el medio ambiente. La importancia de su estudio radica en que son

sustancias que perjudican la salud humana pues son agentes cancerigenos, mutagenos y
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teratogenos (Palhmann y Pelkonen, 1987; Manilal y Alexander, 1991; Toyooka y Ibuki,
2007). Los estudios acerca de tolerancia, degradacion y enzimas involucradas en la
degradacion de compuestos poliaromaticos; especificamente para especies del género
Trichoderma son casi nulos, por lo que este trabajo de investigacion pretende evaluar
estos aspectos. Con la finalidad de generar informacion util para la implementacion de
especies del género Trichoderma en los procesos de biorremediacion de sitios

contaminados con compuestos poliaromaticos.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General
Identificar algunos de los mecanismos que emplean los hongos del género
Trichoderma para la destoxificacion de compuestos poliaromaticos.

1.2.2. Objetivos Particulares

1. Identificar morfologicamente y molecularmente las cepas de Trichoderma a
utilizar en la investigacion.

2. Seleccionar cepas del género Trichoderma altamente tolerantes a petréleo crudo,
naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno.

3. Evaluar la eficiencia comparativa de degradacion de dos cepas seleccionadas de
Trichoderma en la prueba de tolerancia a la presencia de naftaleno, fenantreno y
benzo[a]pireno.

4. Evaluar el efecto de naftaleno y fenantreno en el metabolismo secundario de dos
cepas de Trichoderma.

5. Evaluar la expresion de citocromo P450 en dos cepas de Trichoderma expuestas

a naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno.
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1.3. HIPOTESIS

1.3.1. Hipétesis General

Los hongos del género Trichoderma son capaces de tolerar y degradar altas

concentraciones de compuestos poliaromaticos.

1.3.2. Hipétesis Especificas

1.

La técnica molecular empleada para la identificacion taxondmica de especies de
Trichoderma rechaza en un 70 por ciento la identificacion morfologica de las
especies.

Las cepas del género Trichoderma evaluadas no son tolerantes a todos los

hidrocarburos poliaromaticos probados.

. La tasa de degradacion de compuestos poliaromaticos por las cepas

seleccionadas de Trichoderma es mayor que 20%.

. El metabolismo secundario de las dos cepas de Trichoderma seleccionadas es

afectado por la presencia de compuestos poliaromaticos.

. Las cepas seleccionadas de Trichoderma presentan diferente expresion del

citocromo P450 cuando son expuestas a naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno.



CAPITULO I

GENERALIDADES DE DEGRADACION DE COMPUESTOS

POLIAROMATICOS, Y DEL GENERO TRICHODERMA
RESUMEN

Las especies de hongos que pertenecen al género Trichoderma han sido
plenamente caracterizadas por tener aplicacion en el ambito agricola, principalmente para
el control biologico de otros organismos patéogenos que atacan a los cultivos. Sin
embargo, los estudios sobre su comportamiento y su efecto en ambientes terrestres y
acuaticos contaminados han sido escasamente estudiados. Esta revision pretende hacer
una compilacion de toda la informacién actualizada disponible, respecto a la interaccion
de Trichoderma en presencia de contaminantes de origen organico (hidrocarburos del
petréleo, explosivos y plaguicidas) e inorganico (metales pesados y cianuro) con el fin de
conocer el potencial de este grupo fingico en la biorremediacion de ambientes
contaminados. No obstante, para tales fines, es necesario realizar investigaciones
enfocadas en evaluar sus respuestas fisiologicas, bioquimicas y moleculares ante
diferentes tipos de contaminantes, y definir con ello su posible aplicacion en los
diferentes sistemas de biorremediacion.

Palabras clave: biorremediacion, hidrocarburos de petroleo, plaguicidas, metales
pesados
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CHAPTER I

GENERALITIESOF THE DEGRADATION OF POLYAROMATIC
COMPOUNDS, AND THE TRICHODERMA GENUS
ABSTRACT

The Trichoderma fungal species have been fully characterized due to their
application to agriculture since they are important antagonists for several horticultural
plant pathogens. In contrast, the behavior and the effects of these fungi at contaminated
soils have been scarcely studied. This review compiles updated information about the
interactions among Trichoderma species and organic (petroleum hydrocarbons,
explosives, and pesticides) and inorganic (heavy metals and cyanide) pollutants in order
to know their potential for remediating contaminated environments. Nevertheless, for
such purposes, it is needed further experimental research based on applying Trichoderma
species either to study their physiological, biochemical and molecular responses when
exposed to several types of pollutants, or to assess their potential application into the

several processes of bioremediation.

Key words: bioremediation, petroleum hydrocarbons, pesticides, heavy metals
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2.1. INTERACCION Y MECANISMOS DE LOSHONGOS CON COMPUESTOS
POLIAROMATICOS

A partir de la década de 1980 se propuso el empleo de hongos de pudricion
blanca, como alternativa para realizar la decoloracion de efluentes y para la degradacion
de compuestos xenobiodticos y recalcitrantes. Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor y Pleurotus spp. son los hongos que tienen mayor potencial para ser
empleados con estos fines (Sack et al., 1997; Rodriguez et al., 1999; Igbal y Saeed, 2007,
Binupriya et al., 2008). La capacidad de los hongos para transformar una gran variedad
de compuestos organicos y llevarlos hasta CO, y H,O ofrece una alternativa indiscutible
para su utilizacion en el tratamiento de contaminantes.

Dicho potencial radica fundamentalmente en las caracteristicas de su sistema
enzimatico y en su capacidad adaptativa de crecer en diferentes ambientes (Field et al.,
1993). Esta habilidad les permite a través del desarrollo de su micelio, colonizar
diferentes sustratos y acceder a los compuestos que constituyen los contaminantes mas
frecuentes de los suelos (Martin-Moreno €t al., 2004).

La inespecificidad quimica y la intensa actividad oxidante de enzimas como
citocromo P-450, lacasa, lignino peroxidasa y manganeso peroxidasa, permite que los
hongos tengan una considerable capacidad de degradar diferentes compuestos organicos
con una estructura similar. Entre los diferentes compuestos xenobidticos que pueden ser
transformados por hongos basidiomicetos, se encuentran fundamentalmente: plaguicidas,
hidrocarburos arométicos (benzo[a]pireno, fenantreno, pireno, etc.), compuestos
organicos clorados (pentaclorofenoles, cloroanilinas y bifenilos policlorados) y

azocolorantes (Morgan et al., 1991; Boyle et al., 1998).
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En los ultimos afios, los hongos de la pudricién blanca de la madera han sido
utilizados para descontaminar suelos y aguas contaminadas con xenobidticos, por su
especial capacidad para degradar este tipo de sustancias (Barr y Aust, 1994; Grey €t al.,
1998; Juhasz et al., 2000). Asimismo, se ha demostrado la capacidad de estos hongos
para decolorar efluentes de la industria aceitera, textil y papelera (Fernando et al., 1990;
Field et al., 1992).

De igual forma se ha observado esa capacidad en tratamientos in Situ de suelos
contaminados por xenobioticos, como en el caso de Phanerochaete sordida (Lamar et al.,
1994). Otros grupos de hongos han demostrado la viabilidad de estos tratamientos, en
condiciones naturales, depositando in6culos miceliales en el suelo, constatando la
efectividad de los mismos al obtener reducciones de hasta 40% para diferentes moléculas
de compuestos poliaromaticos (Lestan y Lamar, 1996).

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) constituyen una gran diversidad
de compuestos organicos y son generalmente descritos como moléculas que contienen
dos o més anillos aroméaticos con una configuracion estructural variada. Las propiedades
quimicas de estos compuestos que se encuentren en el ambiente dependen del tamafio de
la molécula, el nimero de anillos aromaticos y de la topologia molecular o de la uniéon de
los anillos parentales.

Generalmente un incremento en el tamafio y angularidad en la molécula de los
HPA tiene como resultado un incremento en su hidrofobicidad y estabilidad
electroquimica. La estabilidad y la hidrofobicidad en las moléculas de los HPA son dos
factores primarios que contribuyen a la persistencia de estos compuestos en el ambiente

(Kanaly y Harayama, 2000).
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Las rutas metabolicas que presentan los hongos durante la biodegradacion de
HPA involucra en primera intancia reacciones de oxidacion que son llevadas a cabo por
citocromo P-450 y monooxigenasas que dan como resultado la formaciéon de un epoxido,
posteriormente se forman hidroles e hidroquinonas (Sutherland, 1992; Cerniglia, 1997).

No todos los hongos son capaces de metabolizar compuestos poliaromaticos; sin
embargo, algunos hongos emplean una serie de reacciones enzimaticas para oxidar y
romper la molécula del poliaromatico de tal forma que logra transformarlo en
intermediarios para el ciclo de Krebs (metabolismo central, Fig. 2.1) (Diaz, 2004).
Aunque los hongos no son capaces de utilizar a los HPA como unica fuente de carbono y
energia, tienen la habilidad de transformarlos bajo condiciones de cometabolismo (Lange
etal., 1994).

Cerniglia y Yang (1984) proponen una ruta de degradacion para antraceno y
fenantreno por Cunninghamella elegans, donde estds moléculas son sometidas a
oxidaciones, primero formando epdxidos y después formando dioles (Fig. 2.2).
Sutherland et al. (1991) proponen un mecanismo similar para Phanerochaete
chrysosporium. Mientras que Cerniglia et al. (1994) propusieron una ruta de degradacion
para benzo-a-antraceno por Cunninghamella elegans (Fig. 2.3), donde los intermediarios

que se forman son epoxidos y compuestos hidroxilados.
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Figura 2.1. Biodegradacion de compuestos aromaticos en condiciones aerdbicas
(Diaz, 2004).
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Figura 2.2. Ruta de degradacion para fenantreno por Cunninghamella elegans
(Cerniglia y Yang, 1984).
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Figura 2.3. Ruta de degradacion para benzo[a]antraceno por Cunninghamella elegans
(Cerniglia et al., 1994).

2.2. ASPECTOS GENERALESDE TRICHODERMA

Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos
filamentosos que pertenecen al Reino Mycetae (fungi), Division Eumycota, Subdivision
Deuteromycotina, Clase Hyphomycetes, Orden Hyphales (Moniliales) y Familia
Moniliaceae (Alexopoulos y Mims, 1979; Subramanian, 1983). Aunque de acuerdo con

12
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Lieckfeldt et al. (1999), Samuels y Chaverri (2003), Samuels (2005) y Jaklitsch et al.
(2006), la clasificacion taxonomica del género Trichoderma seria Reino Mycetae (Fungi),
Division Eumycota, Subdivision Ascomycotina, Clase FEuascomycetes, Orden
Hypocreales, Familia Hypocraceae y Género Trichoderma e Hypocrea.

Sin embargo, la taxonomia del género es atin problematica ya que la mayoria de
los estudios estdn basados en la morfologia, por lo que se intenta tener una unificacion
entre la taxonomia basada en técnicas moleculares y la taxonomia basada en aspectos
morfologicos del género Trichoderma (Kuhls et al., 1997; Lieckfeldt et al., 1999). Estos
hongos se caracterizan por ser el constituyente predominante de los ecosistemas terrestres
(suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos) y acuaticos (Zhang et al., 2005).

Algunas especies se caracterizan por ser de vida libre en el suelo, oportunistas,
simbiontes de plantas, con excepcion de algunas especies que son ademas, micoparasitas
como T. harzianum, T. atroviride, T. viride y T. virens (Williams et al., 2003; Singh et
al., 2006). Ademas estos hongos presentan la habilidad de colonizar distintos ambientes,
debido a su alta capacidad reproductiva (Bissett, 1991b; Harman et al., 2004). Los
requerimientos nutrimentales de estos hongos filamentosos son pocos, aunque su
crecimiento es favorecido por la presencia de materia organica y humedad, y su
temperatura O6ptima de crecimiento se encuentra en un rango de 25 a 30 °C (Papavizas,
1985). Sin embargo, se ha encontrado que pueden adaptarse y sobrevivir en condiciones
extremas de temperatura, pH y salinidad (Widden y Scattolin, 1988; Jackson et al., 1991).

De manera particular, los hongos del género Trichoderma se pueden encontrar en
la rizosfera, donde son capaces de competir por nutrimentos y espacio con otros

microorganismos. Ademads, este grupo fungico es importante para las plantas, al
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contribuir en el control de organismos fitopatogenos ya que poseen propiedades
micoparasiticas y antibioticas, por lo que algunas especies han sido catalogadas como
excelentes agentes en el control bioldgico de hongos causantes de enfermedades para
diferentes plantas horticolas (Score y Palfreyman, 1994; Druzhinina y Kubicek, 2005;
Avila-Miranda et al., 2006; Rojo et al., 2007). Las cepas de Trichoderma més
comercializadas para el control bioldgico son T. viride, T. polysporum y T. harzianum,
esta Ultima especie fungica es la mas utilizada y reportada en la literatura (Harman, 2000;
Avila-Miranda et al., 2006; Rojo €t al., 2007).

Los miembros del género Trichoderma tienen el potencial de sintetizar y liberar
diversas enzimas como polisacarasas, celulasas, xilanasas y quitinasas. Esta capacidad
enzimatica se ha aprovechado en procesos industriales (Kubicek y Harman, 1998; Verma
et al., 2007). La explotacion comercial de estas enzimas es diversa, ya que se emplean
para producir detergente para ropa, aceite de oliva, vino, cerveza, jugos, alimentos para
animales y en la produccion de algunos combustibles (Reese y Mandels, 1989; Galante et
al., 1993; Walsh et al., 1993; Verma et al., 2007). Las celulasas de T. reesei se utilizan en
el blanqueo de pulpa de papel, que provee una alternativa amigable al convencional
blanqueo con cloro. Los efluentes generados del blanqueado con cloro constituyen un
problema ambiental por los hidrocarburos clorados formados durante dicho proceso
(Buchert et al., 1994). Ademas, las especies del género Trichoderma pueden producir
diversos metabolitos secundarios, dentro de los que se encuentran algunas toxinas como
la gliotoxina (Brian, 1944; Di Pietro et al., 1993) y hormonas de crecimiento como
auxinas y giberelinas (Kleifeld y Chet, 1992). Trichoderma harzianum y Trichoderma

spp. son capaces de incrementar el crecimiento de plantas de lechuga (Latuca sativa L.)
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en mas de un 30 y 26% respectivamente (Lynch et al., 1991; Ousley et al., 1994). Gravel
et al. (2007) probaron la capacidad de T. atroviride para promover el crecimiento de
plantas de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.). Este hongo fue capaz de producir
acido indol acético en un medio con L-triptofano, triptamina y triptofol. Por otra parte,
Trichoderma sp. ha sido utilizada en la industria de los aromatizantes ya que al aplicarlo
con aceites vegetales comerciales (aceite de ricino, aceite de avellana, aceite de uva y
aceite de linaza), el hongo produce el metabolito 6-pentil-o pirona que proporciona el
aroma de coco (Bonnarme et al., 1997).

Los antecedentes mencionados resaltan la importancia y los efectos benéficos que
tienen las especies de Trichoderma para la produccion agricola y para la industria
(Esposito y Da Silva, 1998). Sin embargo, los estudios relacionados con la interaccion de
este género fungico con los contaminantes presentes en el suelo han recibido limitada
atencion. Por lo anterior, el presente capitulo se enfoca a la revision de las respuestas de
los hongos del género Trichoderma ante la presencia de compuestos organicos e
inorgénicos, con el fin de evaluar su potencial como agente bioldgico aplicado a los
sistemas de biorremediacion. El Biotechnology and Biological Sciences Research
Council BBSRC (1999), menciona que la biorremediacion consiste en la eliminacion,
atenuacion o transformacion de los contaminantes por medio de procesos bioldgicos. Asi
como en la remediacion fitobial, que combina la fitorremediacion y la biorremediacion
(Lynch y Moffat, 2005), en donde las cepas de Trichoderma pueden ser inoculadas a
diferentes tipos de plantas utilizadas en la fitorremediacion. Es importante mencionar que
el empleo de técnicas genéticas puede incrementar la capacidad del género Trichoderma,

para degradar contaminantes de origen organico e inorganico, al injertarles genes de otros
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organismos con un alto poder de degradacién de contaminantes organicos e inorganicos.
Por otro lado, los marcadores genéticos de fluorescencia y luminiscencia son
herramientas utilizadas por muchos laboratorios, para cuantificar o detectar poblaciones
in Situ especificas de células y actividades de genes en muestras complejas de suelo o
material vegetal (Jansson, 2003). Otra aplicacion importante de estos marcadores
genéticos es como biosensores de contaminantes, tal es el caso de Pseudomonas
bioluminiscentes, usada para monitorear naftaleno (Sayler et al., 2001); otro ejemplo es
la construccion de un biosensor para la deteccion de derivados monosustituidos de
benceno en soluciones acuosas, a partir de €l gen reportero gfp y de la bacteria
Pseudomonas fluorescens A506 (Willardson et al., 1998; Stiner y Halverson, 2002). La
construccion de biosensores a partir de especies del género Trichoderma y marcadores
genéticos de fluorescencia y luminiscencia podrian ser de gran utilidad en el monitoreo

de sitios contaminados.

2.3. INTERACCION DE TRICHODERMA CON CONTAMINANTES

ORGANICOS

Las sustancias organicas estdn formadas de carbono, hidrogeno y oxigeno,
principalmente. Algunos ejemplos de compuestos organicos son los terpenos, los acidos
grasos, las proteinas, los carbohidratos, los acidos nucleicos, asi como algunos
compuestos contaminantes como los hidrocarburos del petroleo, los plaguicidas y los
colorantes.

De manera especifica, la forma en que un microorganismo interactiia con un

contaminante de naturaleza orgénica, es diferente a la de un contaminante de origen
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inorganico (Shannon y Unterman, 1993). Los microorganismos pueden transformar los
contaminantes organicos, en compuestos que presenten menor o mayor toxicidad, con
respecto al compuesto original. En contraste, algunos microorganismos pueden degradar
completamente los contaminantes orgédnicos, lo que implica su completa mineralizacion
hasta compuestos inocuos como agua y diéxido de carbono (Alexander, 1981). En los
siguientes apartados, se mencionan las interacciones de hongos del género Trichoderma

con diferentes contaminantes de origen organico.

2.3.1. Residuoslignocelul 6sicos

Del total de los residuos generados por las ciudades, el 40% de ellos son de origen
celuldsico o lignocelulésico. La industria papelera contribuye, en buena medida, a la
generacion de este tipo de residuos (Weil et al., 1994; van Wyk, 2001a,b). Ante la
problemética ambiental que representan estos residuos, se estan proponiendo y aplicando
nuevas técnicas biotecnologicas para favorecer la degradacion y mineralizacion de estos
residuos celuldsicos.

Una de estas biotecnologias se basa en la aplicacion de hongos filamentosos, pues
se sabe que varios de ellos juegan un papel muy importante en los procesos de
biodegradacion natural de materiales lignoceluldsicos, debido a las enzimas celuloliticas
que poseen (Olsson et al., 2003; Peciulyté, 2007). Las especies de Trichoderma son
capaces de degradar carbohidratos derivados de la madera especialmente celulosa y
hemicelulosa, por esta razon las enzimas nativas de Trichoderma son empleadas para la
hidrolisis y modificacion especifica de fibras de celulosa para diferentes propositos en la

industria papelera (Kubicek et al., 1993). Las celulasas derivadas de T. viride, T. reesal y
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Penicillium funiculosum han logrado bioconvertir residuos papeleros en azucares
fermentables. Sin embargo, la efectividad de estas enzimas es dependiente de la
composicion de los diferentes residuos, ya que no es la misma para el papel de oficina,
papel periddico y el papel filtro (van Wyk, 1999; van Wyk, 2001a,b; van Wyk y
Mohulatsi, 2003). Mokeev et al. (1998) utilizaron hongos del género Trichoderma para
biodegradar la celulosa radiactiva (algodon que es contaminado con radionucleidos)
proveniente de residuos de la industria textil. Itdvaara et al. (1999) probaron la
biodegradabilidad de diferentes materiales de celulosa empleando endoglucanasa I y II de
T. reesel y PB-glucosidasa de Aspergillus niger. Los resultados de biodegradabilidad
indican que la mayoria de los materiales de celulosa generan mas del 70% de dioxido de
carbono, en cambio la biodegradabilidad de la celulosa altamente modificada y del
acetato de celulosa es inferior al 10%. Sin embargo, la degradacion de residuos de
celulosa por celulasas, muestra algunas desventajas como el bajo rendimiento enzimatico,
la baja actividad especifica y la inhibicion enzimatica debida a subproductos finales como
la celobiosa, ya que Trichoderma es deficiente en B-glucosidasa (Durand et al., 1988;
Zaldivar et al., 2001).

Como se puede apreciar, el potencial de las especies del género de Trichoderma
en la degradacion de residuos de origen ligninolitico y celulolitico es amplio, y puede
ser incrementado empleando técnicas genéticas. Un ejemplo claro es el de las especies
mutantes de Trichoderma sp., T. viride, T. reesal y T. longibrachiatum que han mostrado
ser grandes productoras de celulasas y poderosas destructoras de celulosa cristalina

(Schulein, 2000; Szengyel et al., 2000).

18



Trichoderma, Hidrocarburos Poliarométicos. 2011 CAPITULO II

2.3.2. Plaguicidas, compuestos organoclorados, acido acrilico, compuestos
or ganofosforados, colorantes, hidrocarburos del petroleoy explosivos.

Los plaguicidas son un foco de contaminacion generado por las actividades
agricolas, cuyo mal manejo y persistencia provoca la contaminacion de mantos acuiferos,
suelo e incluso alimentos (Chiron et al., 2000; Sun y Chen, 2008). Lo anterior puede
potencialmente causar alteraciones en el ambiente y la salud humana, debido a que estas
sustancias pueden ser bioacumuladas y biomagnificadas durante la cadena alimenticia
(Harrison et al., 1998: Binelli y Provini, 2004; Li et al., 2008).

Con base en su diferente composicion y estructura quimica, la biodegradacion de
estas sustancias depende de la complejidad y estabilidad de la molécula del plaguicida. El
1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano (DDT) es un plaguicida que permanece en la
naturaleza durante un tiempo excesivamente largo. Asi, el DDT se identifica como un
insecticida de alta persistencia con una vida media mayor a 100 dias, aunque por ejemplo,
en algunos bosques su vida media llega a ser de 20 a 30 afios (Mitra y Raghu, 1998). Sin
embargo, P. chryrosporium es capaz de transformarlo enzimaticamente al inducir la
deshalogenacion via procesos aerobios (Paszczynski y Crawford, 1995). Bumpus y Aust
(1987) demostraron la desaparicion y la mineralizacion de DDT en cultivos deficientes de
nitrégeno, ademas encontraron la formacion de 1,1-dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano
(DDD),  2,2,2-tricloro-1,1-bis(4-clorofenil)etanol  (dicofol),  2,2-dicloro-1,1-bis(4-
clorofenil)etanol y 4,4-diclorobenzofenona (DBP) como metabolitos de degradacion.

Varias especies de Trichoderma son capaces de degradar plaguicidas, debido al
poder enzimatico que poseen. Esta capacidad bioquimica permite vislumbrar el potencial

de aplicacion de Trichoderma en la biorremediacion de sitios contaminados con
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plaguicidas teniendo con ello una relevancia ecoldgica (Matsumura y Bousch, 1968;
Smith, 1995).

Das et al. (2003) mencionan que el forato estimula el crecimiento de Trichoderma
sp. mientras que ante carbofurano su comportamiento es similar al del testigo. Ambos
insecticidas tienen un tiempo de persistencia corto en la rizosfera de aproximadamente
10.4 y 9.1 dias, respectivamente. Trichoderma viride fue crecida durante 10 dias en
presencia de Trifluralina (1 mg L") que es un herbicida de uso comiin, extrayéndose
menos del 10% del herbicida (Zayed et al., 1983).

En contraste, se ha observado que las especies T. harzanumy T. longipilus son
sensibles al herbicida fosfinotricina cuando se aplica a una concentracion de 1 mM
(Ahmad y Malloch, 1995). Anderson y Domsch (1976) mencionan que la degradacion del
herbicida Arvadex (2.5 mg L") por T. harzianum es muy lenta en cultivo liquido, la cual
fue menor al 20% después de 10 dias de incubacion.

La mayoria de los plaguicidas organoclorados son persistentes en la naturaleza y
presentan alta toxicidad, como el DDT, el dieldrin y el endosulfan. No obstante se ha
documentado que Trichoderma es capaz de degradar estos tres plaguicidas. (Bixby et al.,
1971; Kutz et al., 1991; Hay y FoCht, 1998; Snedeker, 2001). Los principales
metabolitos de biodegradacion de endosulfan por T. harzianum son el sulfato de
endosulfan y el diol de endosulfan, que se generan por la accion de un sistema enzimatico
oxidativo; lo cual sugiere que la enzima hidrolitica sulfatasa es la responsable indirecta
de la formacion del diol de endosulfan al efectuar la hidrolisis del sulfato de endosulfan

(Katayama y Matsumura, 1993; Mukherjee y Mittal, 2005).
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Una de las actividades industriales cuyas descargas causan efectos adversos en el
ambiente es la industria de la celulosa (Sponza, 2003). Esta se caracteriza por el uso de
cloro y dioxido de cloro en el proceso de blanqueo de la pulpa de papel (Stinchfield y
Wood, 1995). En este proceso se generan diversos compuestos organoclorados descritos
como altamente toxicos, entre ellos se encuentran 4,5-dicloroguaiacol, 3,4,5-
tricloroguaiacol, 4-etil-2-metoxifenol, pentaclorofenol, 2,3,5,6-tetracloro-4-metoxifenol,
4,5-dicloro-2-metoxifenol, eugenol, tetracloroguaiacol, 4,5,6-tricloroguaiacol,
hexaclorociclohexano, 4acido hexadecanoico, 2-metoxifenol, 2,6-dimetoxifenol, por
mencionar algunos (Kovacs, 1995; Gaete et al., 2000).

Algunas  especies  del  género  Trichoderma  pueden  degradar
pentacloronitrobenceno y pentaclorofenol, pero no degradan al hexaclorociclohexano
(Cserjesi y Jhonson, 1972; Coque et al., 2003; Montiel et al., 2004). En el estudio
realizado por van Leeuwen et al. (1997) se demuestra la capacidad que presenta T.
harzianum para degradar 2,4,6-triclorofenol, 4,5-dicloroguaiacol, 3,4,5-tricloroguaiacol,
tetracloroguaiacol y altas concentraciones de otros compuestos halogenados.

El 4cido acrilico (La concentracion letal que causé la muerte del 50% de la
poblacion (LCso) de peces e invertebrados se encuentra en un rango de 27 a 236 mg L™;
Staples et al., 2000), el acrilato de metilo, el acrilato de etilo y el acrilato de butilo son
empleados para elaborar cubiertas termoplasticas, adhesivos, selladores, pinturas de latex,
principalmente (Hellwig et al., 1997). La movilidad del acido acrilico y de sus ésteres en
el suelo es muy alto, ademas el acido acrilico y el acrilato de metilo muestran baja
biodegradabilidad de acuerdo a la prueba de demanda bioquimica de oxigeno; mientras

que el acrilato de etilo y butilo fueron degradados facilmente en el suelo.
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Dave et al. (1996) indican que Trichoderma sp. degradé 2 g L' de acido acrilico
(neutralizado con NaOH), empleando a este compuesto como Unica fuente de carbono.
Sin embargo, la degradacion aument6 al neutralizar al 4cido acrilico con Ca(OH); hasta
en 10 g L' durante, seis dias.

Los compuestos sintéticos organofosforados son empleados como plaguicidas,
plastificantes y como armas quimicas, pero se utilizan principalmente en la elaboracion
de insecticidas. Varios reportes indican que una amplia gama de ecosistemas acuaticos y
terrestres pueden estar contaminados con compuestos organofosforados, los cuales
poseen alta toxicidad en mamiferos (Singh y Walker, 2006). Trichoderma harzianum es
capaz de utilizar al cloropirifos (insecticida) como fuente de azufre y de fosforo (Omar,
1998); ademads, también es capaz de degradar glifosato y 4cido aminometil fosforico
(Krzysko-Lupicka, 1997).

Los colorantes liberados por la industria textil y de alimentos son una amenaza
latente para el ambiente, ya que son sustancias organicas complejas con varios anillos
aromaticos de cardcter recalcitrante. Estos compuestos son clasificados como colorantes
anidnicos (4cidos), catidonicos (basicos) y no ionicos (Mishra y Tripathi, 1993). Para
disminuir la contaminacion que provocan los colorantes se han utilizado métodos fisicos,
quimicos y bioldgicos. Los dos primeros métodos son caros y no especificos, por lo que
los métodos bioldgicos han adquirido mayor importancia. Para este fin, se han empleado
bacterias, hongos y algunas algas (Kaushik y Malik, 2009). Entre los hongos mas
empleados se encuentran Coriolus versicolor, Trametes versicolor, Aspergillus niger,
Saccharomyces cerevisiae, Phanerochaete chrysosporium, Rhizopus arrhizus,

Ganoderma applanatum y Pleurotus ostreatus por mencionar algunos (Kapdan et al.,
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2000; Fu y Viraraghavan, 2001; Aksu, 2003; Pazarlioglu et al., 2005; Aksu y Cagatay,
2006; Aksu et al., 2007; Matos et al., 2007; Zhao y Hardin, 2007).

El micelio de T. harzianum se ha probado como un material adsorbente para
remover rodamina 6G en un sistema batch (Sadhasivam et al., 2007), en el que se
demuestra que la cantidad adsorbida de colorante (mg g') aumenta al incrementar el
tiempo de agitacion y se alcanza el equilibrio a los 120 minutos en concentraciones de
10-50 mg L. Por lo anterior se sugiere el empleo de la biomasa de T. harzianum para
desarrollar sistemas que se puedan emplear en la remocion de colorantes.

El petrdleo se puede dividir en cuatro clases: saturados, aromaticos, asfaltenos y
resinas (Leahy y Colwell, 1990); n-eicosano es un hidrocarburo saturado que es
degradado en un 73% por Trichoderma sp. S019 (Hadibarata y Tachibana, 2009). En
contraste, T. harzanium tiene un potencial de degradacion bajo ante la presencia de diesel
en comparacion con Bacillus subtilis (Nwaogu et al., 2008).

Los hidrocarburos policiclicos aroméaticos (PAH, por sus siglas en inglés) son
constituyentes del petrdleo considerados como agentes cancerigenos y mutagenos (Chen
y Liao, 2006; Liao y Chiang, 2006). No obstante, varios microorganismos como las
bacterias y los hongos filamentosos son capaces de biodegradar este tipo de compuestos
(Cerniglia et al., 1985).

Chaineau et al. (1999) reportaron la capacidad que tienen algunas especies de
Trichoderma para degradar hidrocarburos saturados y aromaticos presentes en el aceite
combustible (Cuadro 2.1). Con base en estos resultados se observo que la estructura
quimica de los hidrocarburos influyé en la capacidad de biodegradacion por

Trichoderma. Asi, la degradacion de hidrocarburos saturados por las cepas de
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Trichoderma fue mayor en comparacion con la observada para los hidrocarburos
aromaticos.

No obstante, los mecanismos de degradacion que presentan las especies del
género Trichoderma para este tipo de sustancias quimicas, aun no estan totalmente
dilucidados. En el caso de los hidrocarburos alifaticos y de PAH, la estructura quimica
del contaminante y la temperatura, son factores que afectan directamente su degradacion
(Leahy y Colwell, 1990; Whyte et al., 1999).

CUADRO 21. CAPACIDAD DE DEGRADACION DE HIDROCARBUROS
SATURADOS Y AROMATICOS PRESENTES EN EL ACEITE COMBUSTIBLE
QUE TIENEN ALGUNAS ESPECIES DEL GENERO Trichoderma. (Chaineau et al.,

1999).
Especie de Trichoderma Porcentaje de Fraccion de hidrocarburos
degradacion total degradados
(%) (%)
Saturados Aromaticos
Trichoderma polysporum 2749 54 28
Trichoderma koningii 2445 34 21
Trichoderma pseudokoningii 27+4 33 24
Trichoderma harzianum 26+5 39 12

Las cepas fueron crecidas en 179 mg de aceite combustible, e incubadas a 27 °C durante 30 dias.

En el trabajo de Hughes et al. (2007) las especies de T. koningii y Trichoderma
sp. fueron expuestas a diferentes hidrocarburos saturados (dodecano, hexadecano) y
aromaticos (4cido benzoico, acido-p-hidroxibenzoico, tolueno, fenol, bifenil, naftaleno, m
y p-xileno, y etilbenceno), a dos temperaturas (4 y 17 °C). Los compuestos volatiles se
adicionaron en forma de vapor (0.5 g). Sin embargo, para los compuestos no volatiles se

utilizd la concentracion de 5 mM en el medio de cultivo. Los hidrocarburos aromaticos
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inhibieron o detuvieron su crecimiento hifal, mientras que el crecimiento hifal no fue
afectado por los hidrocarburos saturados con respecto al testigo.

Lo anterior refleja la alta toxicidad que presentan los compuestos aromaticos en
el crecimiento de los hongos. El crecimiento del hongo en presencia de los hidrocarburos
disminuy6 en todos los casos a 4 °C, demostrando con ello que la temperatura afecta al
desarrollo del hongo y su capacidad de degradacion.

Por su parte, Ravelet et al. (2000) demostraron que T. harzianum, T.
pseudokoningii y T. viride tienen la capacidad de degradar pireno. Ademas de utilizar al
pireno como fuente de carbono, T. harzianum contribuyé en la degradacion de 65 y
33.7% de este monoaromatico a partir de las concentraciones iniciales de 50 y 100 mg L~
! respectivamente (Saraswathy y Hallberg, 2002).

Por otra parte, Matsubara et al. (2006) mencionan que el porcentaje de
degradacion de pireno y fenantreno (400 mg L) por T. harzianum, fue menor del 10%,
en comparacion con los hongos Pycnoporus coccineus y Coprinus cinereus que tienen un
porcentaje de degradacion del 65 al 80%, en ambos contaminantes. Los tratamientos se
incubaron a 30 °C y se analizaron a los 7, 14 y 28 dias. Sin embargo, Hadibarata et al.
(2007) encontraron que Trichoderma sp. S019 tiene una alta degradacion de fenantreno
(72%) empleando una concentracion de 0.1 mM en medio liquido, durante un periodo de
incubacion de 30 dias.

El porcentaje de degradacion de benzo[a]pireno (BaP) que presenta T. viride es
relativamente similar al de Fusarium solani (Cuadro 2.2), pero mayor al de F.
oxysporum. Aun cuando T. viride degrad6 BaP, no se lograron detectar actividades

enzimaticas relacionadas con la degradacion de este compuesto poliaromatico, como son
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la lacasa y la peroxidasa. Lo anterior suguiere que esta especie de Trichoderma tiene otro
sistema enzimatico para la degradacion de BaP (Verdin et al., 2004).

CUADRO 2.2. CAPACIDAD DE DEGRADACION DE BENZO[a]PIRENO POR
ALGUNAS ESPECIES DE HONGOS (Verdin et al., 2004).

Especie de hongo Porcentaje de degradacion
(%)
Trichoderma viride 50
Fusarium solani 58
Fusarium oxysporum 30

La concentracion inicial de benzo[a]pireno fue de 0.4 mM, los cultivos fueron incubados a 25 °C durante
30 dias.

En el caso de compuestos explosivos, el 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) es conocido
por su alta toxicidad y mutagenicidad en animales, peces, plantas y microorganismos; es
relativamente toxico para los humanos por inhalacion, absorcion oral y contacto con la
piel, provoca cianosis y anemia (Simini et al., 1995; Robidoux et al., 1999). El proceso
de fabricacion de este explosivo ha contribuido en la contaminacion del suelo y sistemas
acuaticos (Valsaraj et al., 1998).

Para la remediacion de suelos contaminados con explosivos, la incineracion es
una de las tecnologias ambientales frecuentemente empleada por su alta efectividad,
misma que ha llegado a ser del 99.9%. Sin embargo, puede destruir la estructura del
suelo y liberar compuestos toxicos a la atmosfera (Hundal et al., 1997; Krumholz €t al.,
1997).

Los métodos biologicos para remediar suelos contaminados son mas amigables
con el ambiente, por lo cual se ha tratado de encontrar tecnologias bioldgicas que puedan

aplicarse con dichos fines (Palmer €t al., 1997). En suelos contaminados con TNT se ha
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logrado aislar bacterias y hongos capaces de degradar este compuesto, de los cuales se
han identificado algunos géneros fingicos como Alternaria, Aspergillus, Penicillium, y
Trichoderma, mismos que muestran variaciones en la tolerancia hacia TNT (Bennett et
al., 1995). En el caso particular de T. viride, este hongo es capaz de transformar al TNT
en un 16%, a metabolitos solubles como 2,2',6,6'-tetranitro-4,4'-azoxitolueno, 4-amino-
2,6-dinitrotolueno y 2-hidroxilamino-4,6-dinitrotolueno. Ademads, este hongo presenta
mayor tolerancia al TNT, en comparacion con Schizophyllum commune y Cladosporium
resinae (Bayman y Radka, 1997).

En condiciones anaerobias los grupos nitrogenados del TNT se reducen uno a
uno, en grupos amino; sin embargo, cada reduccion es mas lenta y menos completa que la
anterior. Si las condiciones pasan a una condicion aerobia, los intermediarios
parcialmente reducidos forman productos de condensacion de tipo azo, que son
moléculas mas estables y por lo tanto mas recalcitrantes, ademds de ser agentes
mutagénicos.

La anterior ruta de degradacion del TNT (Fig. 2.4) ha sido caracterizada mediante
la inoculacion del hongo de la pudricion blanca de la madera Phanerochaete
chrysosporium (Fernando et al., 1990; Spain, 1995). Algunos de los metabolitos
formados durante la degradacion de TNT por P. chrysosporium también fueron formados

por Trichoderma viride.
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Figura 2.4. Metabolitos intermediarios formados durante la degradacion aerobia de TNT
por Phanerochaete chrysosporium. La 2,2',6,6'-tetranitro-4,4'-azoxitolueno y la 4-amino-
2,6-dinitrotolueno se formaron durante la degradacion de TNT por Trichoderma viride
(Spain, 1995; Bayman y Radka, 1997).

2.4. INTERACCION DE TRICHODERMA CON COMPUESTOSINORGANICOS

Las sustancias inorgénicas se consideran sustancias inanimadas o inertes. Algunos
ejemplos de estas sustancias son los metales, los minerales primarios y los secundarios,
los 4cidos minerales, las bases, las sales, los Oxidos de metales y no metales. La
interaccion que existe entre los metales y los microorganismos es diferente a aquella que
se presenta en presencia de compuestos organicos. En particular, los metales no pueden

transformarse en otras sustancias, ni tampoco estan sujetos a procesos de mineralizacion.
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En este caso, el microorganismo inmoviliza a los metales a través de mecanismos
fisioldgicos y bioquimicos que favorecen la quelatacion, la acumulacion y la biosorcion,
asi como el cambio de estado de oxidacion del metal (Vullo, 2003). También son capaces

de movilizarlos por medio de la biolixiviaciéon que es una forma de solubilizar metales

(Brombacher et al., 1998).

2.4.1. Elementos potencialmente téxicos

Alloway (1995) propuso el término de elementos potencialmente toxicos (EPT)
para incluir a elementos esenciales o no esenciales y metaloides. Los EPT son
contaminantes de origen inorganico generalmente de caracter metalico, que afectan al
ambiente ya que dependiendo de su estado de oxidacion, pueden ser méviles en el suelo y
ser lixiviados a través del perfil edafico hacia los mantos freaticos y con ello producirse
la contaminacion del agua (Palacios et al., 1989). Varios microorganismos del suelo son
capaces de acumular en su biomasa altas concentraciones de EPT mediante sus
actividades fisioldgicas y pueden ademads secretar metabolitos secundarios que tienen la
capacidad de quelatar EPT, tanto de manera extracelular como intracelular (Babich y
Stotzky, 1985; Diaz-Ravifia y Baath, 1996).

En suelos contaminados con EPT se han encontrado aislados fingicos que
pertenecen al género Trichoderma, denotando su capacidad para tolerar estos
contaminantes inorgdnicos, cuyo potencial toxico es elevado. En el cuadro 2.3 se
muestran las concentraciones maximas inhibitorias de diferentes metales para
Trichoderma sp. en condiciones in vitro, de acuerdo con Shaheen et al. (2007). Se ha

reportado que T. viride tiene la capacidad de remover altas concentraciones de cromo
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hexavalente [Cr(VI)] de soluciones acuosas (Morales-Barrera y Cristiani-Urbina, 2006).
Por su parte, Vankar y Bajpai (2008) probaron a Trichoderma sp. en diferentes
concentraciones de cromo hexavalente (4, 6, 8 y 10 mg L), la cual mostré6 una
biosorcion del 76.1, 94.2, 96.0 y 97.4% respectivamente, en un rango de pH de 5.5 a 5.8.
Ademas mencionan que para valores fuera de tal rango de pH, la capacidad de biosorcion
disminuye significativamente. La biosorcion via microorganismos es mas econdmica
tanto en términos de costo de instalacion como de operacién y mantenimiento, pues los
métodos quimicos resultan costosos debido a que el agente activo no puede ser
recuperado para su posterior reutilizacion (Cafiizares-Villanueva, 2000).

No obstante, la presencia de EPT puede afectar la nutricion del hongo que se
refleja en el limitado crecimiento del micelio. Lo anterior se ejemplifica con la
disminucion del micelio, longitud y ramificaciones de T. viride observada en presencia de
Cuy de Cd. (Gadd et al., 2001). Algunos estudios reportan la habilidad de T. viride para
tolerar y bioacumular Cu. Por ejemplo, Anand et al. (2006) sefialan una remocion de 3.4
mg L' en 72 h, a partir de una concentracién inicial de 100 mg de CuCl, L, sefialando
también que la temperatura y el pH afectan la biosorcion de Cu por el hongo.

Trichoderma atroviride aislada de lodos procedentes de aguas residuales, presenta
tolerancia a altos contenidos de Zn, Cd y Cu. Sin embargo, el crecimiento del hongo
disminuye en presencia de la combinacion binaria de cualquiera de estos metales, debido
al aumento de su toxicidad (Lopez-Errasquin y Vézquez, 2003). Por otra parte, T.
asperellum presenta la capacidad de tolerar altas concentraciones de aluminio (100-200

mM) bajo un rango de pH de 2.2-2.5.
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CUADRO 2.3. CONCENTRACIONES INHIBITORIAS DE ALGUNOS METALES
PARA EL CRECIMIENTO DE Trichoderma sp. (Shaheen et al., 2007).

Metal Concentracion inhibitoria
(mg L)
Cobalto 4
Cromo 6
Cobre 4
Cadmio 3
Niquel 3

Ademas, este hongo indujo un incremento en el pH alrededor de 6.2-7.0, como
estrategia fisiologica para favorecer la precipitacion del aluminio y evitar de esa forma
sus efectos toxicos (Kawai et al., 2000). En el caso de la tolerancia de un microorganismo
hacia los EPT, existen varios factores que influyen en ella, tal es el caso del pH, el cual
produce una amplia gama de respuestas de tolerancia y susceptibilidad en el
microorganismo. De este modo, la acumulacion de Zn por T. harzianum se incremento
hasta diez veces cuando el pH fue de 3 y 5. Por otra parte, la biosorcion de Cu, Cd y Zn
por T. viride (en promedio de 78 pmol g de tejido seco) fue 5.5 veces mas baja en
comparacion con la observada en las arcillas montmorillonita y caolinita (435 pmol g).
Pero cuando se expresa por unidad de superficie enlazada con el metal, el hongo (36.6
pumol m?) presenta mayor capacidad de adsorcion que las arcillas (3.1 pmol m?) (Morley
y Gadd, 1995). Lo anterior demuestra que Trichoderma es capaz de retener metales en
abundantes cantidades en su micelio, asi como en sus esporas (Lokesha y Somashekar,
1989).

El arseniato de cromo y cobre (CCA) es utilizado como protector de madera
aplicado en exteriores cuyos residuos contribuyen en la contaminacién de ecosistemas

terrestres y acudticos (Kartal y Muehl, 2001; Helsen y van Den Bulck, 2005). Para evitar
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este problema ambiental se han empleado procesos quimicos que involucran el uso de
algunos acidos minerales y orgéanicos para poder separar a los tres componentes que
forma esta sal, de tal manera que puedan ser reciclados (Kartal et al., 2004). Aunque
también se han empleado bacterias y hongos para dicho propdsito como una alternativa
bioldgica, ya que estos microorganismos son capaces de secretar varios acidos organicos,
entre los mas importantes se encuentran el acido oxalico y acido citrico (Kartal et al.,
1991; Clausen y Smith 1998). Kartal et al. (2006) probaron la capacidad que tienen
algunos hongos filamentosos para producir acido oxalico y remover CCA (en una
concentracion de 0.6%) a partir de madera impregnada con dicho compuesto,
encontrando que T. viride TRV 4847 es uno de los tres mejores hongos productores de
acido oxalico. Ademas, la remocion de cobre en el proceso de remediacion fue mas del
90% para Trichoderma, y para cromo y arsénico fue del 20% y 40%, respectivamente.
Lo cual indica que Trichoderma puede ser empleado para dar tratamiento a las maderas

tratadas con CCA.

2.4.2. Cianuro

El cianuro es liberado al ambiente en desechos sélidos y aguas residuales de las
diferentes actividades industriales como el galvanizado de metales, electrolisis de
aluminio, gasificaciéon de carbdn, lixiviacion de minerales y en la sintesis de fdrmacos,
fibras y plasticos (Nazly y Knowles, 1981). A su vez, el cianuro es un inhibidor
metabolico que dafia a las células (Knowles y Bunch, 1986). Los residuos que van
acompafiados con cianuro se han tratado utilizando técnicas quimicas como precipitacion,

neutralizacion, hidrolisis y oxidacion-reducciéon por mencionar algunas, que son
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agresivas con el ambiente. Por lo anterior se buscan otras alternativas biologicas para la
remediacion de los sistemas contaminados con este compuesto (Richards y Shieh, 1989).
El hongo Trichoderma spp. se ha empleado para la destoxificacion de cianuro ya que
posee dos enzimas, rodanasa y cianuro hidratasa, capaces de degradarlo (Ezzi y Lynch,
2002). Ademas, la adicion de glucosa como fuente de carbono alternativa al medio
contaminado incrementa la velocidad de degradacion del cianuro por la cepa de
Trichoderma spp. (Ezzi y Lynch, 2005a,b). Varias especies de Trichoderma tienen la
capacidad de metabolizar cianuro via rodanasa y cianuro hidratasa (Fig. 2.5), pero no se
ha encontrado evidencia de que utilicen la ruta de la B-cianoalanina sintetasa (Ezzi y
Lynch, 2003), lo que indica que no es comun encontrar estd enzima en los hongos, en
comparacion con plantas y algunas bacterias (Raybuck, 1992). Sin embargo, Ezzi y
Lynch (2005a) han demostrado que la degradacion de cianuro utilizando a Trichoderma
spp. asociada a plantas es posible; al encontrar que la germinacion de semillas de
chicharo y trigo no mostraron ninguna inhibicion al ser cubiertas con esporas de

Trichoderma en un suelo contaminado con cianuro de potasio (50 y 100 mg Kg™).

HCN + H,0 - HCONH,
cianuro hidratasa

HCONH, + H,0 - HCOOH + NH;
Formamidasa

Figura 2.5. Mecanismo enzimatico que presenta Trichoderma spp. durante Ia
degradacion de cianuro (Ezzi y Lynch, 2005a).
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2.5. APORTACIONES GENERADAS

Todos los antecedentes mencionados dan un panorama general del potencial
biotecnoldgico que tiene el género Trichoderma y sus diversas aplicaciones en procesos
industriales. Sin embargo, si hablamos especificamente de su posible potencial en la
biorremediacion de hidrocarburos del petrdleo y en especial de compuestos
poliaromaticos, los estudios realizados son casi nulos. Lo que se ha reportado es la
degradacion de fenantreno, pireno y benzo[a]pireno por algunas especies del género
Trichoderma. Cabe mencionar que estas investigaciones se enfocan en evaluar la
capacidad de degradacion y actividad enzimatica de diferentes hongos como Fusarium,
Trametes, Aspergillus, Penicillium y Rhizopus por mencionar algunos, en los que se
encuentran especies del género Trichoderma. Las degradaciones de estos contaminantes,
varian de acuerdo a la especie de Trichoderma probada, concentracion del compuesto
poliaromatico y condiciones de estudio, principalmente. Por otro lado, los estudios que
evaluan aspectos de tolerancia de compuestos poliaromaticos, especificamente por
especies del género Trichoderma son escasos. Una parte de la presente investigacion
contribuiye en ese sentido, generar informacion sobre la tolerancia de once cepas del
género Trichoderma a petroleo crudo, naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno. También
contribuye dando informacion sobre la eficiencia de degradacion de dos cepas de
Trichoderma, previamente seleccionadas de las pruebas de tolerancia, ademas muestra el
efecto que tiene el naftaleno y fenantreno sobre el metabolismo secundario de estas dos
cepas seleccionadas. Finalmente, también muestra la expresion del citocromo P-450 en
presencia de naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno en una de las cepas de Trichoderma

seleccionadas, lo cual no se habia hecho en otros estudios. Toda esta informacidén
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generada, tiene como objetivo servir de base, para la generacion de biotecnologias de
biorremediacion de compuestos poliaromaticos empleando hongos del género

Trichoderma.
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CAPITULO 11

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE ONCE

CEPASDEL GENERO TRICHODERMA
RESUMEN

El género Trichoderma fue propuesto por Persoon con cuatro especies.
Posteriormente, Rifai agrega nueve especies mas. Sin embargo, los estudios morfologicos
mas completos fueron realizados por Bissett, quien incluyd a las especies descritas por
Rifai en cuatro secciones: Longibrachiatum, Pachybasium, Trichoderma e Hypocreanum.
Sin embargo, el uso de técnicas moleculares ha retado la frontera morfoldgica que define
a las especies del género Trichoderma, dejando un pequefio nimero de especies reales
que integran a este género fungico. En los ultimos afos, 88 taxones han sido
recientemente redefinidos mediante el uso de herramientas moleculares. Dentro de los 88
taxones, se tienen 14 que presentan el estado holomorfo, 49 descritas en Hypocrea, y 25
descritas en Trichoderma. El presente trabajo tuvo como finalidad identificar a nivel de
especie, once aislamientos de Trichoderma procedentes de algunos estados de la
Republica Mexicana (Veracruz, Jalisco, Guanajuato, Oaxaca y Estado de México),
empleando herramientas morfologicas y moleculares. De los once aislamientos fungicos,
cuatro pertenecieron al género que presenta el estado holomorfo Hypocrea
vireng/Trichoderma virens, tres a T. viride, dos al género holomorfo Hypocrea
koningii/Trichoderma koningii, uno a T. harzianum, y uno a T. atroviride. Se encontrd
alta correlacion entre el analisis morfologico y el andlisis genético entre las once cepas de
estudio, lo cual permite concluir que ambos andlisis (morfolégico y molecular) son
complementarios.

Palabr as clave: Trichoderma, caracterizacion, morfologia, analisis molecular

36



Trichoderma, Hidrocarburos Poliaromaticos. 2011 CAPITULO III

CHAPTER I11

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION

OF ELEVEN STRAINS OF THE Trichoderma GENUS
ABSTRACT

The fungal genus Trichoderma was proposed by Persoon in which included four
species. Afterwards, Rifai added nine more species. Nevertheless, the most complete
morphological studies were performed by Bisset who included the species described by
Rifai into four sections: Longibrachiatum, Pachybasum, Trichoderma, and
Hypocreanum. However, the utilization of molecular tools has challenged the
morphological frontier that defines the Trichoderma species, thus, leaving a small group
of real species integrating this fungal genus. During the latest years, 88 new taxa have
been redefined via molecular techniques. Among those 88 taxa, 14 had the holomorph
state, 49 were described as Hypocrea, and 25 described as Trichoderma. This research
identified at species level, eleven Trichoderma strains isolated from some states of
Mexico (Veracruz, Jalisco, Guanajuato, Oaxaca, and Estado de Mexico), by using both
morphological and molecular tools. From the eleven isolates, four of them belonged to
the holomorph genus Hypocrea virens/Trichoderma virens, three belonged to T. viride,
two of them belonged to the holomorph genus Hypocrea koningii/Trichoderma koningii,
one to T. harzianum, and one to T. atroviride. A high correlation was found between the
morphological analysis and the genetic analysis of the eleven fungal strains, which allow

concluding that both analyses (morphological and molecular) complement each other.

Key words: Trichoderma, characterization, morphology, molecular analysis

37



Trichoderma, Hidrocarburos Poliaromaticos. 2011 CAPITULO III

3.1. INTRODUCCION

El género Trichoderma fue propuesto por Persoon (1794) con cuatro especies.
Rifai (1969) agrega nueve especies mds, y menciona que no hay una forma real para
definir a las especies bioldgicas en términos morfoldgicos ya que estos caracteres estan
continuamente cambiando y no hay manera de saber el grado de variacion tolerable
dentro de una especie individual. La seccion Saturnisporum para el género Trichoderma
fue introducida por Doi et al. (1987) basada en la ornamentacion de los conidios de las
especies T. saturnisporum y T. ghanense. Los estudios morfologicos de los anamorfos
(forma asexual del hongo) més completos fueron realizados por Bissett (1984, 1991a,
1991b, 1991c y 1992), que eleva algunas de las especies afiadidas por Rifai (1969) a
rango de seccion, agrupandolos en cuatro secciones: Longibrachiatum, Pachybasium,
Trichoderma e Hypocreanum, ademas considera conveniente adicionar la seccion
Saturnisporum descrita en la seccion Longibrachiatum. También, Bissett (1991a, 1991b,
1991c) distingue cerca de 21 taxa en la seccion Pachybasum y 7 en la seccion
Longibrachiatum. Samuels (1996) menciona que el nimero de especies que realmente
existe, dependera de la definicion de especie, tomando en cuenta que la mayoria de las
especies del género Hypocrea representan especies de Trichoderma. Sin embargo, al usar
técnicas moleculares, la frontera morfologica que define a las especies del género
Trichoderma desaparecera a muchas de estas especies, y quedara un pequefio numero de
especies reales que integren a este género (Bissett et al., 2003).

Los miembros de las secciones Pachybasium y Trichoderma son cosmopolitas y
presentan alta variabilidad interespecifica e intraespecifica. Por su importancia

econémica se han caracterizado molecularmente, indicando que estas dos secciones
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contienen especies filogenéticamente relacionadas una con otra (Gomez et al., 1997,
Kuhls et al., 1997; Kindermann et al., 1998). Tal es el caso de T. harzianum y T.
hamatum que pertenecen a la seccion Pachybasium de acuerdo a sus caracteres
morfoldgicos, mientras que molecularmente pertenecen a la seccion Trichoderma (Bisset,
1991c¢; Kindermann et al., 1998; Kullnig-Gradinger et al., 2002).

La seccion Longibrachiatum es la seccion mas pequena de Trichoderma y
filogenéticamente la mas distante entre las otras secciones, ademas es reconocida por ser
monofilética y contiene 10 taxa, dentro de los cuales se encuentran cuatro miembros con
una relacion anamorfo-telemorfo (forma sexual del hongo): H. schweinitzi/T.
citrinoviride; H. pseudokoningii/T. pseudokoningii; H. jecorina/T. reesei y H.
orientalis/'T. longibrachiatum (Samuels et al., 1998). Lo anterior denota que la relacion
entre sus caracteres morfologicos y su filogenia molecular es una de las mas complejas en
el género Trichoderma (Druzhinina et al., 2005).

Poco se sabe de la reproduccion sexual de las especies de Trichoderma y los
telemorfos conocidos son especies del género Hypocrea Fr. y géneros relacionados con
miembros de los Ascomycetes, orden Hipocreales (Kuhls et al., 1997; Dodd et al., 2003).
Los analisis filogéneticos muestran que Trichoderma ¢ Hypocrea son congenéricas y se
podria pensar que Trichoderma es Hypocrea (Samuels, 2006). Esta investigacion
pretende identificar morfologicamente y molecularmente once cepas de Trichoderma,

con la finalidad de conocer la especie a la cual pertenecen.

39



Trichoderma, Hidrocarburos Poliaromaticos. 2011 CAPITULO III

3.2. MATERIALESY METODOS

3.2.1. Identificacion morfologica de las once cepas fungicas

Las cepas fungicas fueron aisladas de diferentes estados de la Republica
Mexicana: las cepas CP1, CP4, CP23, CP38 y CP56 se aislaron de suelo tomado de la
rizosfera de la vegetacion de mezquite (Prosopis sp.) en el estado de Jalisco; las cepas
CP3 y CP37 se aislaron de muestras de suelo recogidas de arboles forestales de hoja
caduca en el estado de Veracruz; la cepa CP22 se aislaron de tierra tomada de la rizosfera
de arboles de litchi en el estado de Oaxaca; la cepa CP46 se aisld de suelo recogido en
zonas de cultivo de lechuga y ajo en el estado de Guanajuato; la cepa CPTGC se aislo de
suelo recogido de zonas horticolas de Xochimilco y Chapingo en el Estado de México, y
la cepa CPX se obtuvo como una contaminacion en cajas de Petri utilizadas en el
laboratorio de microbiologia de suelos del Colegio de Postgraduados en el Estado de
México. Cabe mencionar que las cepas CP3, CP4, CP23, CP38, CP46 y CP56 tienen la
capacidad de parasitar y degradar esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotinia
minor (Ibarra-Medina et al., 2010).
3.2.1.1. Descripcidon macr oscopica

La caracterizacion macroscopica se realizaron tomando en cuenta el aspecto de la
colonia fingica, considerando el color, tipo de micelio, cambio de color en el medio de
cultivo y aroma.
3.2.1.2. Descripcion microscopica

Para la identificaciéon microscopica se hicieron preparaciones microscopicas
utilizando microcultivos con la técnica de Riddell (1950). Estas preparaciones fueron

observadas cada 24 h por un periodo de 4 dias, cada una de las preparaciones se revisaron
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y se describieron de acuerdo a las claves taxondémicas de Bissett (1991a, 1991b, 1991c¢)
existentes para la identificacion de especies del género Trichoderma, considerando el

tipo, forma y tamano de los conidi6foros, fialides y esporas principalmente.

3.2.2. Caracterizacion molecular delasonce cepasfungicas

La caracterizacion molecular se realiz6 utilizando los iniciadores disefiados por
Hagn et al. (2007) para identificar especies del género Trichoderma, el iniciador forward
uTf (5-AACGTTACCAAACTGTTG-3") y el iniciador reverse uTr (5'-
AAGTTCAGCGGGTATTCCT-3’). El iniciador forward comprende las ultimas nueve
pares de bases del 18S rRNA y las primeras nueve pares de bases de la region ITSI,
mientras que el iniciador reverse comprende de la posicion 48 a la 57 del ADNr 28S de la
secuencia de T. harzianum (AY605713), que amplifica un segmento de 540 pares de
bases.
3.2.2.1. Extraccion de ADN y PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) para los
iniciadores de Trichoderma de las once cepas fungicas

La extraccion de ADN de las once cepas de Trichoderma se hizo de acuerdo al
protocolo descrito por Gonzalez-Mendoza et al. (2010). Una vez obtenido las muestras de
ADN estas fueron almacenadas a -80 °C hasta su posterior uso. La concentracion y
calidad de las muestras se determinaron a 230, 260 y 280 nm (A260/280 y A260/230
indices) las cuales se realizaron usando 2 pL. de ADN resuspendido en agua tratada con
DEPC. La visualizacion del ADN (10 microlitros) se realiz6 mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 1% tefiiddo con bromuro de etidio. La reaccion de PCR se prepar6 con

5 ng del DNA total de acuerdo al protocolo del kit de un volumen de 30 pL, la mezcla de
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reaccion consistio de 18.1 pL de agua con DEPC (Dietilpirocarbonato) estéril, 3 pL de
amortiguador 10X, 2.5 pL de MgCl, 50 mM, 1 pL ANTP 10 mM, 1.6 pL de cada
iniciador, 0.2 pL. de ADN polimerasa de 500 unidades (Platinum®, Invitrogen) y 2 puL de
ADN a una concentracion de 20 ng pL™". Se utilizd el programa de amplificacién
propuesto por Hagn et al. (2007) para los iniciadores UTf y uTr. Se inicid6 con una
predesnaturalizacion a 95 °C por 3 min, seguido de 30 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a
55.5 °C y 30 seg a 72 °C; con una extension a 72°C por 7 min. La amplificacion se
realiz6 en un termociclador automatico (Labnet International®, Mod. Multigene). Los
productos de PCR amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 1.0 % y se
visualizaron en un transiluminador Benchtop Variable Transilluminator® y se analizaron
con el programa Quantity One 4.0.3.
3.2.2.2. Purificacion y secuenciacion de las cepas de Trichoderma

El ADN de las cepas fungicas, obtenido de los productos de PCR con los
iniciadores uTf (5'-AACGTTACCAAACTGTTG-3") y uTr (5'-
AAGTTCAGCGGGTATTCCT-3'), se purificaron con la técnica de purificacion fenol-
cloroformo (Sambrook y Russell, 2001). Los productos purificados (40 ng) se enviaron a
secuenciar a CINVESTAV-Irapuato. Las secuencias obtenidas se analizaron en la base de

datos GenBank con el paquete BLAST (htt//:WWW.INCB.BLAST).

3.3. RESULTADOSY DISCUSION

3.3.1. Identificacion macr oscopicay microscopica
De las once cepas de Trichoderma que fueron estudiadas en esta investigacion;

cuatro de ellas fueron afines con T. virens, tres a T. viride, dos a T. koningii, una a T.
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atroviride, y una a T. harzanum, considerando sus cararacteristicas morfologicas

(Cuadro 3.2).

CUADRO 3.1. AFINIDAD TAXONOMICA DE LAS ONCE CEPAS EVALUADAS
DE ACUERDO A SUS CARACTERES MORFOLOGICOS.

Cepa Secciéont Afinidad con la especie Lugar deaislamiento
CP1 Pachybasium Trichoderma virens Jalisco
CP22 Pachybasium Trichoderma virens Oaxaca
CP37 Pachybasium Trichoderma virens Veracruz
CP46 Pachybasium Trichoderma virens Guanajuato
CP4 Trichoderma Trichoderma viride Jalisco
CP23 Trichoderma Trichoderma koningii Jalisco
CP38 Trichoderma Trichoderma harzianum Jalisco
CP56 Trichoderma Trichoderma viride Jalisco

CP3 Trichoderma Trichoderma koningii Veracruz
CPTGC Trichoderma Trichoderma viride Estado de México
CPX Trichoderma Trichoderma atroviride Estado de México

T Seccion taxondmica del género Trichoderma (Bissett et al., 1991).

La cepa CP1 present6 afinidad con T. virens seccion Pachybasium (Bisset et al.,
1991), aislamiento que se obtuvo de suelo tomado de la rizosfera de la vegetacion de
mezquite (Prosopis sp.) del estado de Jalisco. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa a
28 °C, la colonia inicialmente es de color blanco, cambiando desde verde claro hasta
verde azulado oscuro, el reverso de la placa es café. El micelio aéreo es flucoso difuso. A
los tres dias alcanza 8.0 cm de didmetro. Presenta hifas delgadas, de paredes finas
hialinas, septadas con un ancho entre 1.79-4.92 pm. Los conidiéforos surgen como ramas
laterales del micelio aéreo, con una o dos ramificaciones fértiles, hacia el apice la
ramificacion es irregular; cada rama terminal contiene grupos de 3 a 6 fidlides aprensadas
muy cerca una de otras (Fig. 3.1). Las fialides son ampuliformes y langeniformes de 4.13
a 10.60 pm de longitud y de 1.45 a 3.04 um en su parte mas ancha. Los conidios son

verdes, elipsoidales u ovoides de 3.39 a 5.31 um de longitud x 2.11 a 4.01 um de ancho.
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Figura 3.1. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CP1
afin a Trichoderma virens. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del micelio a
las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h de su
crecimiento, y D) esporas elipsoidales y ovoides observadas a las 96 h. Barras=10 um.

La cepa CP22 present6 afinidad con T. virens seccion Pachybasium (Bisset et al.,
1991), aislamiento que se obtuvo de suelo rizosférico de arboles de litchi del estado de
Oaxaca. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa a 28 °C, la colonia inicialmente es de
color blanco, cambiando desde verde claro hasta verde oliva oscuro, el reverso de la placa
es café. El micelio aéreo es flucoso difuso (Fig. 3.2). A los tres dias alcanza 8.0 cm de
diametro. Presenta hifas delgadas, de paredes finas hialinas, septadas con un ancho entre
1.28-4.17 um. Los conidioforos surgen como ramas laterales del micelio aéreo, con una o
dos ramificaciones fértiles, hacia el apice la ramificacion es irregular; cada rama terminal
contiene grupos de 3 a 6 fidlides aprensadas muy cerca una de otras. Las fidlides son
ampuliformes y langeniformes de 5.14 a 12.56 um de longitud y de 1.47 a 3.75 um en su
parte mas ancha. Los conidios son verdes, elipsoidales u ovoides de 2.66 a 5.47 pm de

longitud x 1.64 a 3.59 pm de ancho.
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Figura 3.2. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CP22
afin a Trichoderma virens. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del micelio a
las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h de su
crecimiento, y D) esporas elipsoidales y ovoides observadas a las 96 h. Barras=10 um.

La cepa CP37 present6 afinidad con T. virens seccion Pachybasium (Bisset et al.,
1991), aislamiento obtenido de muestras de suelo recogidas de arboles forestales de hoja
caduca del estado de Veracruz. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa a 28 °C, la
colonia inicialmente es de color blanco, cambiando desde verde claro hasta verde oliva
oscuro, el reverso de la placa es café (Fig. 3.3). El micelio aéreo es flucoso difuso. A los
tres dias alcanza 8.0 cm de didmetro. Presenta hifas delgadas, de paredes finas hialinas,
septadas con un ancho entre 1.45-5.11 um. Los conidi6foros surgen como ramas laterales
del micelio aéreo, con una o dos ramificaciones fértiles, hacia el 4apice la ramificacion es
irregular; cada rama terminal contiene grupos de 3 a 6 fialides aprensadas muy cerca una
de otras. Las fidlides son ampuliformes y langeniformes de 4.73 a 12.6 um de longitud y
de 1.58 2 4.01 pum en su parte mas ancha. Los conidios son verdes, elipsoidales u ovoides

de 3.27 a 5.95 pm de longitud x 3.11 a 4.89 um de ancho.
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Figura 3.3. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CP37
afin a Trichoderma virens. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del micelio a
las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h de su
crecimiento, y D) esporas elipsoidales y ovoides observadas a las 96 h. Barras=10 um.

La cepa CP46 present6 afinidad con T. virens seccion Pachybasium (Bisset et al.,
1991), aislamiento obtenido de suelo recolectado en zonas de cultivo de lechuga y ajo del
estado de Guanajuato. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa a 28 °C, la colonia
inicialmente es de color blanco, cambiando desde verde claro hasta verde oliva grisaceo,
el reverso de la placa es café. El micelio aéreo es flucoso difuso. A los tres dias alcanza
8.0 cm de diametro (Fig. 3.4). Presenta hifas delgadas, de paredes finas hialinas, septadas
con un ancho entre 1.79-5.29 pum. Los conidi6foros surgen como ramas laterales del
micelio aéreo, con una o dos ramificaciones fértiles, hacia el apice la ramificacion es
irregular; cada rama terminal contiene grupos de 3 a 6 fialides aprensadas muy cerca una
de otras. Las fialides son ampuliformes y langeniformes de 4.7 a 11.89 um de longitud y
de 1.54 a 3.86 um en su parte mas ancha. Los conidios son verdes, elipsoidales e ovoides

de 4.03 a 6.12 um de longitud x 2.68 a 4.79 um de ancho.
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Figura 3.4. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CP46
afin a Trichoderma virens. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del micelio a
las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h de su
crecimiento, y D) esporas elipsoidales y ovoides observadas a las 96 h. Barras=10 um.

La cepa CP4 presento afinidad con T. viride seccion Trichoderma (Meyer y
Plaskowitz, 1989), aislamiento obtenido de suelo rizosférico de mezquite (Prosopis sp.)
del estado de Jalisco. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa a 28 °C, la colonia
inicialmente es de color blanco, cambiando desde verde claro hasta verde oliva oscuro, el
reverso de la placa es incoloro, presenta aroma a coco. El micelio aéreo es flocoso
aracnoide. A los tres dias alcanza 8.0 cm de diametro. Presenta hifas delgadas, de paredes
finas hialinas, septadas con un ancho entre 2.07-4.46 um. Los conidiéforos son de color
verde, tienen ramificaciones perpendiculares y cortas, en algunos casos se observa la
formacion de ramas laterales. El sistema de ramificacion tiene una apariencia piramidal.
Fidlides largas con verticilos terminales de hasta 4 fidlides con una longitud de 4.77 a
12.62 y 1.53 a 3.32 um en su parte mds ancha. Los conidios son verdes globosos y

elipsoidales de 1.72 a 5.06 um de longitud y 2.05 a 4.45 um de ancho (Fig. 3.5).
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Figura 3.5. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CP4
afin a Trichoderma viride. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del micelio a
las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h de su
crecimiento, y D) esporas elipsoidales y globosas observadas a las 96 h. Barras=10 pm.

La cepa CP23 presentd afinidad con T. koningii seccion Trichoderma (Rifai,
1969), aislamiento que se obtuvo de suelo recolectado de la rizosfera de mezquite
(Prosopis sp.) del estado de Jalisco. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa a 28 °C, la
colonia inicialmente es de color blanco, cambiando desde verde claro hasta verde palido
oscuro, el reverso de la placa es incoloro. El micelio aéreo es flocoso. A los tres dias
alcanza 8.0 cm de diametro. Presenta hifas delgadas, de paredes finas hialinas, septadas
con un ancho entre 1.71-5.45 pum. Los conididforos son de color verde, tienen
ramificaciones perpendiculares, en algunos casos se observa la formacién de ramas
laterales (Fig. 3.6). El sistema de ramificacion tiene una apariencia piramidal. Fialides
ampuliformes y langeniformes con verticilos terminales de hasta 4 fidlides con una
longitud de 4.53 a 12.77 y 1.28 a 3.33 um en su parte mas ancha, la fialide terminal es
mas alargada. Los conidios son verdes elipsoidales estrechos de 2.99 a 4.79 um de

longitud y 1.65 a 3.27 pm de ancho.
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Figura 3.6. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CP23
afin a Trichoderma koningii. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del micelio
a las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h de su
crecimiento, y D) esporas elipsoidales estrechas observadas a las 96 h. Barras=10 um.

La cepa CP38 presento afinidad con T. harzianum seccion Trichoderma (Rifai,
1969; Gams y Meyer, 1998), aislamiento obtenido de suelo recolectado de la rizosfera de
mezquite (Prosopis sp.) del estado de Jalisco. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa a
28 °C, la colonia inicialmente es de color blanco, cambiando de verde a verde oscuro
rapidamente, el reverso de la placa es amarillento palido, presenta un ligero aroma a
tierra. El micelio aéreo es de apariencia granular. A los tres dias alcanza 8.0 cm de
diametro (Fig. 3.7). Presenta hifas delgadas, de paredes finas hialinas, septadas con un
ancho entre 1.74-6.53 um. Los conidi6foros consisten en estructuras muy ramificadas, de
las ramas principales nacen ramas laterales que a su vez se vuelven a ramificar, todo ello
en angulo recto y dando lugar a una figura piramidal. Fidlides ampuliformes y
langeniformes, se presentan de 3 a 4 verticilios con verticilos terminales de hasta 3

fialides con una longitud de 5.34 a 11.69 y 1.71 a 3.25 um en su parte mas ancha. Los
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conidios son verdes subglobosos y ovoides de 3.36 a 5.32 um de longitud y 2.83 a 4.74

um de ancho.

Figura 3.7. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CP38
afin a Trichoderma harzianum. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del
micelio a las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h
de su crecimiento, y D) esporas subglobosas y ovoides observadas a las 96 h. Barras=10
pm.

La cepa CP56 presentd afinidad con T. viride seccion Trichoderma (Meyer y
Plaskowitz, 1989), aislamiento que se obtuvo de suelo recolectado de la rizosfera de
mezquite (Prosopis sp.) del estado de Jalisco. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa a
28 °C, la colonia inicialmente es de color blanco, cambiando desde verde claro hasta
verde oliva oscuro, el reverso de la placa es incoloro, presenta aroma a coco. El micelio
aéreo es flocoso aracnoide. A los tres dias alcanza 8.0 cm de didmetro. Presenta hifas
delgadas, de paredes finas hialinas, septadas con un ancho entre 1.81-4.64 pum. Los
conidi6foros son de color verde, tienen ramificaciones perpendiculares y cortas, en
algunos casos se observa la formacién de ramas laterales. El sistema de ramificacion

tiene una apariencia piramidal. Fidlides largas con verticilos terminales de hasta 4 fialides
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con una longitud de 5.98 a 13.32 y 1.21 a 4.34 um en su parte mas ancha. Los conidios
son verdes globosos y elipsoidales de 2.55 a 4.49 um de longitud y 1.7 a 3.6 um de ancho

(Fig. 3.8).

Figura 3.8. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CP56
afin a Trichoderma viride. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del micelio a
las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h de su
crecimiento, y D) esporas elipsoidales y globosas observadas a las 96 h. Barras=10 pm.

La cepa CP3 presento afinidad con T. koningii seccion Trichoderma (Rifai, 1969),
aislamiento obtenido de muestras de suelo rizosférico de arboles forestales de hoja
caduca del estado de Veracruz. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa a 28 °C, la
colonia inicialmente es de color blanco, cambiando rapidamente a verde claro, el reverso
de la placa es incoloro. El micelio aéreo es flocoso aracnoide. A los tres dias alcanza 8.0
cm de didmetro. Presenta hifas delgadas, de paredes finas hialinas, septadas con un ancho
entre 1.28-5.28 um. Los conidi6foros son de color verde, tienen ramificaciones
perpendiculares, en algunos casos se observa la formacion de ramas laterales. El sistema

de ramificacion tiene una apariencia piramidal. Presenta fidlides langeniformes y mas o
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menos ampuliformes, en pares con verticilos terminales de hasta 3 fidlides con una
longitud de 4.16 a 15.33 y 1.20 a 2.42 um en su parte mas ancha, la fidlide terminal es
mas alargada (Fig. 3.9). Los conidios son verdes elipsoidales estrechos de 3.30 a 5.08 um
de longitud y 2.25 a 3.45 um de ancho.

Al B)

Figura 3.9. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CP3
afin a Trichoderma koningii. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del micelio
a las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h de su
crecimiento, y D) esporas elipsoidales estrechas observadas a las 96 h. Barras=10 um.

La cepa CPTGC presento afinidad con T. viride seccion Trichoderma (Meyer and
Plaskowitz, 1989), aislamiento obtenido de suelo recolectado de zonas horticolas de
Xochimilco y Chapingo en el Estado de México. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa
a 28 °C, la colonia inicialmente es de color blanco, cambiando rdpidamente a verde
oscuro, el reverso de la placa es incoloro (Fig. 3.10). El micelio aéreo es flucoso
aracnoide. A los tres dias alcanza 8.0 cm de diametro. Presenta hifas delgadas, de paredes
finas hialinas, septadas con un ancho entre 1.64-4.75 pm. Los conidi6foros son de color

verde, tienen ramificaciones perpendiculares y cortas, en algunos casos se observa la
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formacion de ramas laterales. El sistema de ramificacion tiene una apariencia piramidal.
Fidlides largas con verticilos terminales de hasta 4 fidlides con una longitud de 5.37 a
16.21 y 1.03 a 2.76 um en su parte mas ancha. Los conidios son verdes elipsoidales y

globosos de 3.06 a 4.39 um de longitud y 2.30 a 3.36 um de ancho.
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Figura 3.10. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma
CPTGC afin a Trichoderma viride. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del
micelio a las 24 h, C) estructuras micrdscopicas representativas de este hongo a las 48 h
de su crecimiento, y D) esporas elipsoidales y globosas observadas a las 96 h. Barras=10
pm.

La cepa CPX tiene afinidad con T. atroviride seccion Trichoderma (Bisset €t al.,
1992), aislamiento obtenido como una contaminacion en cajas de Petri utilizadas en el
laboratorio de microbiologia de suelos del Colegio de Postgraduados. En medio de
cultivo agar-papa-dextrosa a 28 °C, la colonia inicialmente es de color blanco, cambiando
desde un verde amarillento hasta verde oscuro, el reverso de la placa es incoloro. El
micelio aéreo es granular. A los tres dias alcanza 8.0 cm de didmetro. Presenta hifas
delgadas, de paredes finas hialinas, septadas con un ancho entre 1.56-5.52 pum. Los

conidiéforos son de color verde, tienen ramificaciones perpendiculares, en algunos casos
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se observa la formacion de ramas laterales. El sistema de ramificacion tiene una
apariencia piramidal. Fidlides méas o menos langeniformes y curvadas, se presentan de 2 a
4 verticilios, con verticilos terminales de hasta 4 fidlides con una longitud de 4.60 a 15.67
y 1.37 2 3.95 um en su parte mas ancha. Los conidios son verdes subglobosos de 2.57 a

4.28 um de longitud y 1.72 a 3.62 um de ancho (Fig. 3.11).

Figura 3.11. Apariencia macroscopica y microscopica de la cepa de Trichoderma CPX
afin a Trichoderma atroviride. A) aspecto macroscopico del micelio, B) forma del
micelio a las 24 h, C) estructuras microscopicas representativas de este hongo a las 48 h
de su crecimiento y D) esporas subglobosas observadas a las 96 h. Barras=10 pm.

3.3.2. Caracterizacion molecular
3.3.2.1. Extraccion de ADN y PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) para los
iniciadores de Trichoderma de las once cepas fungicas

El ADN se aislo de los once aislamientos de Trichoderma (Fig. 3.12) con la
técnica de Gonzalez-Mendoza et al. (2010), empleando los iniciadores, uTf (5'-
AACGTTACCAAACTGTTG-3") y uTr (5-AAGTTCAGCGGGTATTCCT-3") que

amplificaron una region conservada de aproximadamente 500 pares de bases (Fig. 3.13).
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Mar CP1 CP3 CP4 CP22 CP23 CP37 CP38 CP46 CP56

ol

Figura 3.12. DNA obtenido de las once cepas de Trichoderma carril 1: marcador 1 kb
(Fermentas®); carriles del 2 al 13: muestra de DNA de los aislamientos fingicos en gel
de agarosa al 1.0 %.

Mar CP1 CP3 CP4 CP22 CP23 CP37 CP38 CP46 CP56

Figura 3.13. Productos de PCR de los aislamientos fungicos, carril 1) marcador 1 kb
(Fermentas®), carriles del 2 al 10: amplificaciones de los aislamientos fungicos
utilizando los iniciadores UTf y uTr para especies del género Trichoderma (500pb) en
gel de agarosa al 1.0 %.
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3.3.2.2. Secuenciacion

Al comparar las secuencias de los fragmentos amplificados (Anexo I) con los
iniciadores uTf (5'-AACGTTACCAAACTGTTG-3") y uTr (5'-
AAGTTCAGCGGGTATTCCT-3'), con las registradas en el GENBANK, se encontrd
que las cepas fungicas CP1, CP22, CP37 y CP46 presentan una homologia del 99, 100,
100 y 93% con Hypocrea virens/Trichoderma virens respectivamente. Las cepas CP3 y
CP23 tienen una homologia del 91 y 95% con Hypocrea koningii/Trichoderma koningii,
mientras que las cepas CP56 y CPTGC tienen una homologia del 95% con Trichoderma
viride; finalmente la cepa CPX, presenta una homologia del 86% con Trichoderma
atroviride (Cuadro 3.2).

CUADRO 32 AFINIDAD TAXONOMICA Y HOMOLOGIA GENETICA
(comparacion de sus secuencias en el Gen Bank) DE LAS ONCE CEPAS DE ESTUDIO

Cepa Afinidad morfolégica Homologia genética No. de acceso
CP1 Trichoderma virens Trichoderma virens strain GL-3 gb|AF099006.1|
CP22 Trichoderma virens Trichoderma virens strain GL-20  gb|AF099007.1|
CP37 Trichoderma virens Trichoderma virens strain GL-21 gb|AF099008.1|
CP46 Trichoderma virens Hypocrea virens strain GL-9 gb|GU046494.1
CP4 Trichoderma viride No identificada

CP23 Trichoderma koningii Hypocrea koningii strain T45 gb|GU176485.1|
CP38 Trichoderma harzianum No identificada

CP56 Trichoderma viride Trichoderma viride strain T4 gb/HQ259989.1]
CP3 Trichoderma koningii Hypocrea koningii strain MF349  gb|GU244589.1|
CPTGC  Trichoderma viride Trichoderma viride strain T4 gb/HQ259989.1]
CPX Trichoderma atroviride Trichoderma atroviride strain BBA emb|AJ230660.1|

A manera de discusion, el uso de herramientas moleculares ha permitido a la
taxonomia de Trichoderma avanzar sustancialmente en los ultimos afos, hasta ahora, 88
taxones han sido recientemente redefinidos por la combinacion de herramientas

moleculares y genéticas (Druzhinina y Kubicek, 2005). Entre los 88 taxones, se tienen 14
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relaciones anamorfo-teleomorfo que han sido demostradas y por lo tanto, son
holomorfos, 49 han sido descritas en Hypocrea, mientras que las 25 restantes fueron
descritas como Trichoderma (Chaverri et al., 2003b; Kubicek et al., 2003). En el caso de
las especies descritas en el género Hypocrea y Trichoderma, la otra (sexual/asexual)
forma no se ha encontrado en la naturaleza. Es posible (aunque improbable) que muchas
de estas especies de Hypocrea se encuentran de forma natural en su estado de teleomorfo
y hasta ahora muchas de las especies descritas de Trichoderma pueden carecer del estado
de teleomorfo debido a la evolucion clonica (Kuhls et al., 1997; Lu et al., 2004). Los
estudios filogenéticos de estas 88 especies muestran que Trichoderma e Hypocrea
forman un solo género holomorfo, dentro de los cuales los dos clados principales pueden
ser distinguidos (Pdldmaa, 2000; Kullnig-Gradinger et al., 2002).

De las once cepas de estudio, cuatro de ellas presentaron una afinidad morfologica
a Trichoderma virens, aunque el analisis de sus secuencias nos muestra que se trata de
Hypocrea virens. Esta informacion indica que se tienen cuatro especies fungicas que
pertenecen al género holomorfo Hypocrea virens/Trichoderma virens, aislados de
diferentes estados de la Republica Mexicana, pero también se tienen dos especies
fiungicas que pertenecen a otro género holomorfo formado por Hypocrea
koningii/Trichoderma koningii, aisladas de dos sitios diferentes (Jalisco y Veracruz).

Desde hace mucho tiempo se ha tenido evidencia de la existencia de los
holomorfos, Berkeley (1860) encontré que hay un vinculo entre T. viride y algunos
ascomicetos sin nombre. En ese mismo ano Tulasne (1860) demostré que T. viride y el
ascomiceto Hypocrea rufa son expresiones de un ciclo de vida. Lo anterior representd un

gran avance para la comprension de la interrelacion entre Deuteromicetes y Ascomicetes
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(Samuels, 1996; Jaklitsch et al., 2006). Aunque Trichoderma virens ha sido ordenada
entre las especies de Hypocrea y por lo tanto, puede considerarse como una especie de
Hypocrea, las especies de Trichoderma tienen todas las caracteristicas esenciales de
anamorfos del orden Hypocreales (Rehner y Samuels, 1995). Los teleomorfos del género
Trichoderma, conocidos, son de los géneros Hypocrea, Podostroma y Sarawakus de la
familia Hypocreaceae (Rossman et al. 1999).

Por otro lado, se observo una correlacion entre el andlisis morfolégico y el
analisis de secuencias de todas las cepas fungicas estudiadas. Cabe mencionar que
Kullnig-Gradinger et al. (2002) encontraron una correlacion entre la filogenia y la
morfologia, tal es el caso del subclado B1 que contiene a T. polysporum y T. croceum,
que son muy semejantes en su morfologia. Sin embargo, esta correlacion se contradice en
otros casos; del mismo modo, otras especies muy similares morfologicamente (T.
oblongisporum y T. longipilis; T.spirale y T. fertil; T. minutisporum y T. tomentosum)
presentan posiciones filogenéticamente separadas.

Finalmente Samuels (1996) mencionaba que en décadas pasadas ain no se
conocia lo que era una especie de Trichoderma; sin embargo, en la actualidad,
Trichoderma es uno de los hongos mas investigados a fondo, desde el punto de vista
taxonémico. Aunque las 88 especies recientemente caracterizadas por métodos
moleculares estan filogenéticamente bien soportadas, su evolucion y relacion filogenética
ahora ha sido mas dificil de resolver; esto refleja la falta de ancestros conocidos (como la
mayoria de otros hongos), o la incidencia de una alta presion de seleccion durante la

evolucion de estos clados (Druzhinina et al., 2006). Hay que destacar que estas 88
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especies son probablemente so6lo una pequefia fraccion del numero existente de taxones

(Druzhinina y Kubicek, 2005).

3.4. CONCLUSIONES

El objetivo de este capitulo se cumplié por completo, encontrandose ademads, una
alta correlacion entre el analisis morfoldgico y el analisis genético entre las once cepas de
estudio, lo cual permite concluir que ambos andlisis son complementarios, a pesar de que

muchos investigadores le den mayor validez al analisis genético.
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CAPITULO IV

TOLERANCIA DE ONCE CEPASDE Trichoderma A PETROLEO

CRUDO, NAFTALENO, FENANTRENO Y BENZO[a]PIRENO
RESUMEN

Los hidrocarburos del petroleo (HP) son los principales contaminantes organicos
en los suelos, cuyo proceso de degradacion esta mediado por microorganismos como los
hongos filamentosos Cunninghamella elegans y Phanerochaete chrysosporium. Sin
embargo, poco se sabe acerca de la tolerancia y la capacidad de degradacion de las
especies de Trichoderma cuando se exponen a HP. Esta investigacion evalud la tolerancia
y el crecimiento de 11 cepas de Trichoderma a petrdleo crudo (PC), naftaleno (NAPH),
fenantreno (PHE) y benzo[a]pireno (B[a]P) mediante el uso de sistemas in vitro. Cajas de
Petri con medio minimo mineral solido fueron contaminadas por separado con PC, con
siete dosis de NAPH y PHE (250, 500, 750, 1000, 2000, y 3000 mg L") respectivamente
y con seis dosis de B[a]P (10, 25, 50, 75 y 100 mg L™). Las cajas no contaminadas se
utilizaron como controles. Las cepas de Trichoderma fueron expuestos a todos los
contaminantes por triplicado, y el crecimiento de cada colonia flingica se registro
diariamente. No se observaron diferencias significativas entre las cepas de Trichoderma
cuando fueron expuestos a PC, el crecimiento fungico maxima se alcanzo a las 96 h. En
contraste, las cepas de Trichoderma mostraron variaciones en su tolerancia y crecimiento
bajo diferentes dosis de NAPH, PHE y B[a]P. El aumento en la dosis NAPH inhibi6 de
forma significativa el crecimiento de los hongos. La exposiciéon a B[a]P no inhibi6 el
crecimiento de las cepas de Trichoderma.

Palabras clave: hidrocarburos de petroleo, hidrocarburos policiclicos aromaticos,

crecimiento fingico
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CHAPTER IV
TOLERANCE AND GROWTH OF 11 Trichoderma STRAINSTO
CRUDE OIL, NAPHTALENE, PHENANTHRENE AND

BENZO[a]PYRENE
ABSTRACT

Petroleum hydrocarbons (PH) are major organic contaminants in soils, whose
degradation process is mediated by microorganisms such as the filamentous fungi
Cunninghamella elegans and Phanerochaete chrysosporium. However, little is known
about the tolerance and the degradation capability of Trichoderma species when exposed
to PH. This research evaluated the tolerance and growth of eleven Trichoderma strains to
crude oil (COil), naphthalene (NAPH), phenanthrene (PHE) and benzo[a]pyrene (B[a]P)
by using in vitro systems. Petri dishes containing solid mineral minimum medium were
separately contaminated with COil, with seven doses of either NAPH or PHE (250, 500,
750, 1000, 2000, and 3000 mg L-1), and with six doses of B[a]P (10, 25, 50, 75, and 100
mg L-1). Non-contaminated plates were used as controls. Trichoderma strains were
exposed to all the contaminants by triplicate, and the growth of each fungal colony was
daily recorded. No significant differences were observed among Trichoderma strains
when they were exposed to COil in which the maximum fungal growth was reached at 96
h. In contrast, Trichoderma strains showed variations to tolerate and grow under different
doses of either NAPH, PHE or B[a]P. Increasing NAPH doses resulted on significant
greater fungal growth inhibition than PHE doses. The exposure to B[a]P did not inhibited

growth of some Trichoderma strains.

Key words: petroleum hydrocarbons, polycyclic aromatic hydrocarbons, fungal growth
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4.1. INTRODUCCION

El petroleo se puede dividir en cuatro clases: 1) saturados, 2) aromaticos, 3)
asfaltenos y 4) resinas (Leahy y Colwell, 1990; Harayama, 1997). Dentro de la clase de
aromaticos se encuentran los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) que
generalmente contienen dos o madas anillos aromaticos con una variada configuracion
estructural. La estabilidad y la hidrofobicidad en las moléculas de los HPA son dos
factores primarios que contribuyen a la persistencia de estos compuestos en el ambiente
(Kanaly y Harayama, 2000). Desde el punto de vista de toxicidad, se sabe que estos
compuestos son mutagenos y cancerigenos (Chen y Liao, 2006).

La biodegradacion de los HPA por microorganismos estd bien documentada, entre
las bacterias resaltan los géneros Pseudomonas, Azoarcus, Geobacter, Desulfobacterium
y Metanospinilum, por mencionar algunos (Widdel y Rabus, 2001). Por su parte, las
especies de hongos frecuentemente estudiados en la biodegradacion de HPA son
Cunninghamella elegans y Phanerochaete chrysosporium (Cerniglia y Yang, 1984;
Bumpus, 1989; Sutherland et al., 1991; Pothuluri et al., 1992; Cerniglia et al., 1994;
Moen y Hammel, 1994). Con respecto al género Trichoderma hay pocos trabajos
enfocados a aspectos de degradacion de HPA.

Las especies del género Trichoderma conforman un grupo de hongos
filamentosos clasificados como Ascomycetes pertenecientes al orden Hipocreales, de los
que se conocen mas de 30 especies (Lieckfel et al., 1999). Estos hongos se caracterizan
por ser muy abundantes en los ecosistemas terrestres (suelos agricolas, pastizales,
bosques y desiertos) y acuaticos (Zhang et al., 2005). Algunas especies son de vida libre

en el suelo, oportunistas, simbiontes de plantas y micoparasitas. Ademads, tienen la
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capacidad de colonizar distintos ambientes, debido a su alta tasa reproductiva (Bissett,
1991b; Harman et al., 2004), y sus requerimientos nutrimentales son simples y
sobreviven en condiciones adversas. El crecimiento de estos hongos es favorecido por la
presencia de materia organica y humedad. Su temperatura 6ptima de crecimiento oscila
en un rango de 25-30 °C (Papavizas, 1985).

El género Trichoderma es importante para las plantas, al contribuir en el control
de organismos fitopatogenos, al poseer propiedades micoparasiticas y antibidticas, por lo
que algunas especies han sido catalogadas como excelentes agentes en el control de
hongos causantes de enfermedades en diversas plantas horticolas (Score y Palfreyman,
1994; Druzhinina y Kubicek, 2005; Avila-Miranda et al., 2006; Rojo et al., 2007).

Chaineau et al. (1999) reportan que especies de Trichoderma, degradan con
mayor facilidad hidrocarburos saturados en comparacion con HPA, lo que suguiere que la
estructura quimica del hidrocarburo influye en la capacidad de biodegradacion por
Trichoderma. El n-eicosano es degradado en 73% por Trichoderma sp. S019 empleando
glucosa como fuente de C (Hadibarata y Tachibana, 2009). En contraste, T. harzanium
tiene un potencial de degradacion bajo ante la presencia de diesel en comparacion con la
bacteria Bacillus subtilis (Nwaogu et al., 2008).

Por otro lado, el crecimiento de las especies Trichoderma koningii y Trichoderma
sp. en presencia de hidrocarburos saturados y aromaticos disminuye drasticamente a 4
°C, mientras que a 17 °C su crecimiento es mayor (Hughes et al., 2007). Otros autores,
también han encontrado que la temperatura es un factor importante en el crecimiento y
degradacion de hidrocarburos (Whyte et al., 1999). Sin embargo, algunas referencias

indican que T. harzianum, T. pseudokoningii y T. viride son capaces de degradar y
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utilizar pireno como unica fuente de C (Ravelet et al., 2000; Saraswathy y Hallberg,
2002). Algunas especies de Trichoderma (incluyendo a T. harzianum, T. longibrachiatum
y T. inhamatumson) pueden tolerar hasta 100 mg L™ de fenantreno y pireno (Silva et al.,
2003). Atagana (2009) encuentr6 que la degradacion de benzo[a]antraceno,
benzo[a]fluoranteno, Benzo[a]pireno (B[a]P), criseno y fenantreno llevada acabo por
Trichoderma sp. es afectada por la presencia de Cd y Ni.

Este trabajo se enfocé a estudiar la tolerancia y crecimiento de 11 cepas de
Trichoderma expuestas a petroleo crudo y a diferentes concentraciones de naftaleno,

fenantreno y benzo[a]pireno.

4.2. MATERIALESY METODOS

4.2.1. Cepasde Trichoderma

Las 11 cepas del hongo Trichoderma forman parte de la coleccion microbiana del
Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Colegio de Postgraduados. Las cepas fueron
aisladas de siete muestras de suelo colectadas de los estados de: Jalisco, Oaxaca,
Veracruz y Guanajuato (Cuadro 4.1). Los 11 aislados fueron caracterizados como
antagonistas y micoparasitos de especies fungicas de Sclerotinia (Ibarra-Medina et al.,
2010) y como degradadoras de residuos de la industria papelera (Baca y Ferrera-Cerrato,

datos no publicados).
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CUADRO 4.1. CLAVES Y LUGAR DE PROCEDENCIA DE ONCE AISLAMIENTOS
FUNGICOS.

Clavedelacepa Afinidad con la especie Lugar deaislamiento
CP1 Trichoderma virens Jalisco

CP22 Trichoderma virens Oaxaca

CP37 Trichoderma virens Veracruz
CP46 Trichoderma virens Guanajuato
CP4 Trichoderma viride Jalisco
CP23 Trichoderma koningii Jalisco
CP38 Trichoderma harzianum Jalisco
CP56 Trichoderma viride Jalisco

CP3 Trichoderma koningii Veracruz
CPTGC Trichoderma viride Estado de México
CPX Trichoderma atroviride Estado de México

4.2.2. Tolerancia de cepas de Trichoderma a petr 6leo crudo

Para la activacion del crecimiento de las cepas de Trichoderma, éstas se
cultivaron en cajas de Petri con agar papa dextrosa (PDA Baker®) a 28 °C por 5 dias.
Posteriormente, discos individuales de PDA de cada cepa (7 mm de didmetro) se
extrajeron con sacabocados y se colocaron en cajas de PDA impregnadas con 1 mL de
petréleo crudo sobre su superficie. Las cajas sembradas se incubaron a 28 + 2 °C por 10
dias, periodo en que se midid el diametro alcanzado por la colonia cada 24 h. Para los

controles se utilizaron cajas de Petri con PDA sin petroleo crudo.

4.2.3. Tolerancia de cepas de Trichoderma a naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno

La activacion de las cepas se realizd de la misma forma que se menciond
anteriormente. Cada disco extraido de cada cepa, se colocd en el centro de una caja de
Petri con medio minimo que consistio (g L'l): 0.1 CaCly; 0.2 KCI; 0.5 KH,POy4; 0.5

(NH4)2S04; 0.2 MgS04.7H,0; 10 agar-agar, pH 5.5, y como fuente de C se adiciono
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naftaleno y fenantreno en las siguientes dosis: 0, 250, 500, 750, 1000, 2000 y 3000 mg L
! respectivamente. El benzo[a]pireno se adicion6 en las siguientes dosis: 0, 10, 25, 50, 75
y 100 mg L™, la razén de usar dosis menores es que este compuesto quimico tiene mayor
hidrofobicidad y estabilidad electroquimica que los otros compuestos usados en el
estudio (Kanaly y Harayama, 2000), lo cual es reflejada en su alta toxicidad; por lo que
los microorganismos expuestos a altas dosis de benzo[a]pireno requieren de mayor gasto
energético para su desarrollo (Wilson y Jones, 1993), por lo que se trabajo con dosis
bajas de este poliaromatico.

Las cajas de Petri inoculadas se incubaron a 28 + 2 °C por 10 dias, periodo en que
se midio cada 24 h el diametro alcanzado por la colonia. Para los controles se utilizaron
cajas de Petri con el medio mineral sin el HPA. El porcentaje de inhibicion del

crecimiento fungico por el efecto de los hidrocarburos se calculd con la siguiente

ecuacion:
_ Dppn
FG(%) = x 100 (D
c
FI(%) =100 — FG (2)

Donde, FG es el porcentaje de crecimiento fungico, Dpay representa el didmetro fingico
de los tratamientos expuestos a los HPA en cada evaluacion, D¢ es el didmetro fingico
del control en cada evaluacion y FI es el porcentaje de inhibicion fingica.
La velocidad de crecimiento micelial se calcul6 con la siguiente ecuacion:

C
V=
t

(3)
Donde, V es la velocidad de crecimiento micelial, C representa el didmetro de

crecimiento fingico y t es el tiempo de incubacion.
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4.2.4. Analisis estadistico

El disefio experimental empleado para las pruebas de tolerancia a petroléo crudo
fue completamente al azar, donde los tratamientos fueron las 11 cepas de Trichoderma.
Para las pruebas de tolerancia a naftaleno y fenantreno fue un disefio experimental
completamente al azar utilizando un factorial 11x2x7 (11 cepas de Trichoderma, dos
poliaromaticos y siete dosis de HPA). Para benzo[a]pireno se uso un factorial 11x6 (11
cepas de Trichoderma y seis dosis de benzo[a]pireno). Cada tratamiento tuvo tres
repeticiones. Los datos obtenidos fueron analizados mediante andlisis de varianza y la
prueba de comparacion de medias (Tukey, a=0.05) con el programa estadistico SAS

(SAS Institute 2002).

4.3. RESULTADOSY DISCUSION

4.3.1. Tolerancia a petroleo crudo

Las 11 cepas de Trichoderma no presentaron inhibicion de su crecimiento al ser
expuestas a petrdleo crudo, es decir no se encontraron diferencias significativas entre el
control y las cepas crecidas en medio con petroleo crudo. La figura 4.1 muestra el
crecimiento de dos cepas de Trichoderma CP46 (T. virens) y CP38 (T. harzianum) sobre
el medio de cultivo con petrdleo crudo, donde se observaron algunos cambios en la
morfologia macroscopica del hongo, en su crecimiento, produccion de micelio y
esporulacion que son mayormente evidentes en los tratamientos totalmente cubiertos de

petréleo crudo.
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Figura 4.1. Tolerancia de Trichoderma virens (A-C) y Trichoderma harzianum (D-F) a
petroleo crudo sobre el medio de cultivo, después de 96 h de incubacion. A y D)
crecimiento del hongo sin petrdleo crudo (control), B y E) crecimiento del hongo en
presencia de cuatro cuadros de papel filtro impregnados con petroleo crudo, y C y F)
crecimiento del hongo en el medio de cultivo completamente cubierto con 1 mL de
petroleo crudo.

A las 24 h, las cepas con mayor crecimiento fueron CP22 (T. virens) y CP1 (T.

virens); mientras que a las 48 h, el crecimiento mayor se observé en las cepas CP37 (T.
virens), CP22 (T. virens) y CP1 (T. virens) (Fig. 4.2y Fig. 4.3.). A las 72 h, la mayoria

de las cepas mostraron un crecimiento muy similar, excepto la cepa CPX (T. atroviride).

68



Trichoderma, Hidrocarburos Poliaromaticos. 2011

CAPITUTO TV

- Control

4+ CP1

Diémsro ftingico (mm)
cc38888388

Tiempo (k)

1 CP38

Diémetro fingioe (mm)
ca38838388

Tiempo (h)

1 CP22

Diémoetro fingico (mm)
3822 ILE

24 48 2
Tiempo (k)

—CrPetrdleo crudo

Diémetro flingico (mm)
co3388832%

B

Diémetro fiingico (mm)
coBEBLTIBE

b

Didmetro fingico (mm)
e BE3LTIBR

CP37

X

Tiempo (h)

48 72 96

CP46

N

Ticmpo (h)

418 72 96

CP3

7

24 48 72 9%

Tiempo (h)

Figura 4.2. Crecimiento de seis cepas de Trichoderma expuestas a 1 mL de petroleo
crudo. Las cepas CP1 (T. virens), CP37 (T. virens), CP38 (T. harzianum), CP46 (T.
virens), CP22 (T. virens) y CP3 (T. koningii) muestran una tendencia similar de
tolerancia. El crecimiento de la cepa CP22 (T. virens) fue similar a la de su testigo (n=3,

Media + error estandar).
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Figura 4.3. Crecimiento de cinco cepas de Trichoderma expuestas a 1 mL de petroleo
crudo. Las cepas CPX (T. atroviride), CP4 (T. viride), CPTGC (T. viride), CP23 (T.
koningii) y CP56 (T. viride) muestran una tendencia un poco diferente de tolerancia. El
crecimiento de las Trichoderma CP4 y CPTGC son casi iguales al de su control
respectivo (n=3, Media + error estdndar).

4.3.2. Toleranciaa naftalenoy fenantreno
Los factores independientes en estudio cepas fingicas, compuestos poliaromaticos

y dosis de hidrocarburo tuvieron un efecto significativo (P<0.001) en el crecimiento de
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las cepas, estos efectos fueron observados principalmente a las 48 y 96 h. Analizando el
tipo de HPA, se encontr6 que el naftaleno tuvo efectos significativos negativos (P<0.001)
sobre el crecimiento de las cepas de Trichoderma en comparacion con el fenantreno. Lo
anterior, indica que el naftaleno tuvo un mayor efecto inhibitorio (76%) sobre el
crecimiento de las cepas de Trichoderma en comparacion con fenantreno (11%). Por otro
lado, el analisis estadistico del efecto de las dosis de HPA como un factor independiente,
también mostré que las cepas de Trichoderma tuvieron una reduccion significativa
(P<0.001) en su crecimiento, causado principalmente por el aumento la dosis del HPA.
Dado que el nimero de tratamientos es muy grande (154) en el factorial (11x2x7), los
resultados son presentados, mediante el andlisis del crecimiento de las 11 cepas de
Trichoderma con las siete dosis para cada HPA de forma individual. El naftaleno tuvo
mayor efecto toxico que el fenantreno en la mayoria de las cepas fingicas, ya que so6lo
cinco de estas cepas crecieron ante 3000 mg L™, CP1 (T. virens), CP22 (T. virens), CP4
(T. viride), CPTGC (T. viride) y CP56 (T. viride). El crecimiento de los testigos fungicos
(0 mg L) inicié después de 24 h, mientras que el crecimiento de las cepas con mayor
tolerancia a naftaleno fue observado después de las 48 h (Fig. 4.4 y Fig. 4.5). La cepa
CP1 (T. virens) mostr6 tolerancia a todas las dosis de naftaleno. A las 240 h, el
crecimiento fungico (didmetro) fue de mas de 30 mm en la concentracion de naftaleno
mayor (3000 mg L™). En contraste, la cepa CP23 (T. koningii) no crecié en ninguna de
las dosis de naftaleno (Fig. 4.5). El fenantreno fue significativamente (P<0.001) menos
toxico que el naftaleno, para las cepas fungicas. A excepcion de la cepa CP1 (T. virens) la
cual no creci6 a 3000 mg L' (Fig 4.6), todas las cepas toleraron todas las dosis de

fenantreno.
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Figura 4.4. Crecimiento de seis cepas de Trichoderma expuestas a siete concentraciones
de naftaleno en medio de cultivo minimo. Las cepas CP1 (T. virens), CP37 (T. virens),
CP38 (T. harzanum), CP46 (T. virens), CP22 (T. virens) y CP3 (T. koningii) muestran
diferente tolerancia a dicho hidrocarburo. El crecimiento de la cepa CP3 fue fuertemente
afectado por el naftaleno (n=3, Media + error estandar).
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Figura 4.5. Crecimiento de cinco cepas de Trichoderma expuestas a siete
concentraciones de naftaleno en medio de cultivo minimo. Las cepas CPX (T. atroviride),
CP4 (T. viride), CPTGC (T. viride), CP23 (T. koningii) y CP56 (T. viride) muestran
diferente tolerancia a dicho hidrocarburo. El crecimiento de la cepa CP23 fue fuertemente
inhibido por el naftaleno (n=3, Media + error estandar).
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Figura 4.6. Crecimiento de seis cepas de Trichoderma expuestas a siete concentraciones
de fenantreno en medio de cultivo minimo. Las cepas fungicas probadas CP1 (T. virens),
CP37 (T. virens), CP38 (T. harzanum), CP46 (T. virens), CP22 (T. virens) y CP3 (T.
koningii) mostraron un crecimiento similar en este hidrocarburo. La mayoria de las cepas
fungicas llenaron la caja a las 96 h (n=3, Media + error estandar).
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Figura 4.7. Crecimiento de cinco cepas de Trichoderma expuestas a siete
concentraciones de fenantreno en medio de cultivo minimo. Las cepas fingicas probadas
CPX (T. atroviride), CP4 (T. viride), CPTGC (T. viride), CP23 (T. koningii) y CP56 (T.

viride) mostraron un crecimiento similar en este hidrocarburo. La mayoria de estas cepas
fingicas llenaron la caja después de las 120 h (n=3, Media + error estdndar).

Las cepas CP37 (T. virens), CP46 (T. virens) y CP22 (T. virens) cubrieron
completamente la caja de Petri a las 96 h, mientras que las cepas CP38 (T. harzianum),

CP3 (T. koningii) y CP23 (T. koningii) alcanzaron su crecimiento mayor a las 120 h (Fig.
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4.6 y Fig. 4.7). En contraste, las cepas CPX (T. atroviride), CPTGC (T. viride), CP56 (T.
viride) y CP4 (T. viride) cubrieron la superficie de agar después de 144 h (Fig. 4.7).

La inhibicion estimada para las cepas de Trichoderma debido a la exposicion a
fenantreno fue més bajo en comparacion a naftaleno. El periodo de adaptacion de las
cepas de Trichoderma a fenantreno fue mas corto (72 h) que para naftaleno (>240 h). Las
cepas CP1 (T. virens) y CP22 (T. virens) tuvieron una alta tolerancia tanto a naftaleno

como a fenantreno (Fig 4.8y Fig. 4.10).
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Figura 4.8. Inhibicion de seis cepas de Trichoderma expuestas a concentraciones
crecientes de naftaleno, evaluado a las 240 h en medio de cultivo minimo (n=3, Media +
error estandar).
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La inhibicion del crecimiento de las cepas de Trichoderma fue mas alta con
naftaleno que con fenantreno (Figuras 4.8-4.11), se observaron inhibiciones del 100% en
presencia de naftaleno a las 240 h de incubacion; tal es el caso de la cepa CP23 (T.
koningii) inhibida en todas las dosis probadas, asi como las cepas CP3 (T. koningii) y
CPX (T. atroviride) en las cuales se inhibe su crecimiento totalmente a partir de una dosis

de 750 mg L™ de naftaleno (Fig 4.8y Fig. 4.9).
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Figura 4.9. Inhibicién de cinco cepas de Trichoderma expuestas a dosis crecientes de
naftaleno (240 h) en medio de cultivo minimo (n=3, Media + error estdndar).
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La dosis mas alta de fenantreno (3000 mg L) inhibié en 100, 96, 93 y 88%,
respectivamente, el crecimiento de las cepas fungicas CP1 (T. virens), CP37 (T. virens),

CP38 (T. harzanum) y CPTGC (T. viride), a las 72 h de incubacion (Fig 4.10 y Fig.

4.11).
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Figura 4.10. Inhibicion de seis cepas de Trichoderma expuestas a concentraciones
crecientes de fenantreno (72 h) en medio de cultivo minimo (n=3, Media + error
estandar).
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Figura 4.11. Inhibicion de cinco cepas de Trichoderma expuestas a dosis crecientes de
fenantreno (72 h) en medio de cultivo minimo (n=3, Media + error estdndar).

4.3.3. Tolerancia a benzo[a]pireno

La respuesta de las cepas de Trichoderma a las concentraciones de benzo[a]pireno
fue variada, sin embargo, se puede observar que caus6 menor toxicidad en comparacion
con los el naftaleno y el fenantreno, como lo demuestran sus curvas de crecimiento (Fig.
4.12 y Fig. 4.13). E1 50% de las cepas, CP1 (T. virens), CP4 (T. viride), CP22 (T. virens),
CP37 (T. virens), CP38 (T. harzianum), y CP46 (T. virens) llen¢ la caja de Petri a las 72 h

mientras que el otro 50% de las cepas, CPX (T. atroviride), CPTGC (T. viride), CP56 (T.
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viride), CP23 (T. koningii) y CP3 (T. koningii) lo hizo a las 96 h. Es importante
mencionar que se observo un fendmeno de estimulacion en el crecimiento de varias cepas
al exponerse a las diferentes dosis de benzo[a]pireno con respecto al crecimiento del
testigo (Cuadro 4.2). Dicho fendmeno no se aprecio en ninguna de las cepas en presencia
de naftaleno y fenantreno.

Cuadro 4.2. ESTIMULACION DEL CRECIMIENTO DE ALGUNAS CEPAS DE

Trichoderma EXPUESTAS A DIFERENTES DOSIS DE BENZO[a]PIRENO CON
RESPECTO AL CRECIMIENTO DEL TESTIGO

Cepa de Porcentaje de estimulacion del crecimiento con respecto al
Trichoderma testigo (%)
10 25 50 75 100 (mgL™")

CP3 10.9 8.7 --- --- ---

CP4 6.7 --- --- --- ---

CP38 --- --- --- --- 2.7

CP46 9.9 7.4 1.1 --- 0.5

CP23 --- --- --- 4.7 ---

CP56 --- --- --- 0.6 ---

CPTGC --- 5.1 18.1 17.4 ---

A las 48 y 72 h, se observdé una reduccioén significativa (P< 0.001) en el
crecimiento de la mayoria de las cepas de Trichoderma con respecto al testigo debido a
las dosis de benzo[a]pireno, sin embargo, las cepas fingicas cubrieron completamente la
superficie del agar entre 72 y 96 h. Las cepas CP1 (T. virens), CP22 (T. virens) y CP46

(T. virens) fueron las cepas mas tolerantes a benzo[a]pireno (Fig. 4.12).
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Figura 4.12. Crecimiento de seis cepas de Trichoderma expuestas a seis concentraciones
de benzo[a]pireno en medio de cultivo minimo. Las cepas CP1 (T. virens), CP37 (T.
virens), CP38 (T. harzianum), CP46 (T. virens), CP22 (T. virens) y CP3 (T. koningii)
muestran un crecimiento similar en presencia de este poliaromatico. La mayoria de éstas
llenaron la caja a las 96 h (n=3, Media + error estandar).
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Figura 4.13. Crecimiento de cinco cepas de Trichoderma expuestas a seis
concentraciones de benzo[a]pireno en medio de cultivo minimo. Las cepas CPX (T.
atroviride), CP4 (T. viride), CPTGC (T. viride), CP23 (T. koningii) y CP56 (T. viride)
muestran diferente tolerancia a dicho poliarématico. La mayoria de estas cepas de
Trichoderma llenaron la caja a las 96 h (n=3, Media + error estandar).
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Figura 4.14. Inhibicion de seis cepas de Trichoderma expuestas a dosis crecientes de
benzo[a]pireno (48 h) en medio de cultivo minimo (n=3, Media + error estandar).

dosis de benzo[a]pireno probadas, aunque el crecimiento de la cepa CPX (T. atroviride)

El crecimiento de las cepas flngicas presentd baja inhibicién en las diferentes

presenté mayor inhibicion con las diferentes dosis de benzo[a]pireno (Fig. 4.14 y Fig

4.15),
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Figura 4.15. Inhibicion de cinco cepas de Trichoderma expuestas a dosis crecientes de
benzo[a]pireno (48 h) en un medio de cultivo minimo (n=3, Media + error estandar).

4.3.4. Velocidad de crecimiento micelial de las cepas fungicas en presencia de

nafatleno, fenantrenoy benzo[a]pireno

El crecimiento por dia de las cepas flngicas fue menor en presencia de naftaleno. La cepa

CP1 (T. virens) expuesta a naftaleno disminuye su crecimiento micelial al aumentar la

dosis de naftaleno (Fig. 4.16).
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Figura 4.16. Velocidad de crecimiento micelial de las cepas de Trichoderma expuestas a
los tres poliardmaticos (n=3, Media =+ error estandar).
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Sin embargo, la velocidad de crecimiento micelial en los testigos y las cepas
CP37 (T. virens), CP46 (T. virens) y CP22 (T. virens) expuestas a fenantreno fueron
iguales (20 mm d'). Esta respuesta en la velocidad del crecimiento también se observo
para las cepas CP1 (T. virens), CP37 (T. virens), CP38 (T. harzanum), CP46 (T. virens),
CP22 (T. virens), CP23 (T. koningii), CP56 (T. viride) y CPTGC (T. viride), pero en
presencia de benzo[a]pireno.

El presente trabajo representa uno de los pocos estudios enfocados en la
evaluacion de la tolerancia de las especies de Trichoderma a hidrocarburos del petroleo
como el petrdleo crudo y los HPA (con dos, tres y cinco anillos arométicos).
Particularmente enfocado a estudiar cepas de Trichoderma bajo altas concentraciones de
naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno. Este trabajo demuestra que las cepas de
Trichoderma son capaces de crecer en medios de cultivo contaminados con petroleo
crudo, pero expresan ciertos cambios morfoldgicos macroscopicos en su colonia y habito
de espurulacion. Estos cambios fueron mayormente observados en presencia de los HPA,
los cuales indujeron un fino micelio y poca espurulacion. Lo anterior permite inferir que
la tolerancia de Trichoderma esta en funcion de la especie fungica, del medio de cultivo
empleado, el tipo y la concentracion del hidrocarburo de petréleo.

Debido a la escasa informacion sobre el estudio del género Trichoderma bajo
condiciones de contaminaciéon con hidrocarburos del petréleo, ha sido imposible
comparar los resultados de tolerancia a petréleo crudo e HPA, de las 11 cepas de
Trichoderma con otras investigaciones. Sin embargo, el presente estudio indica que
algunas de las cepas de Trichoderma son toleran dosis altas de naftaleno y fenantreno

(més de 250 mg L™, asi como dosis menores de 100 mg L' de benzo[a]pireno.
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Los resultados muestran que el naftaleno tuvo mayor efecto tdxico que el
fenantreno y el benzo[a]pireno sobre las especies fungicas. Debido a la naturaleza
quimica de estos tres compuestos poliaromaticos, se esperaba que el compuesto con una
molécula mas compleja como el benzo[a]pireno (cinco anillos aromadticos) tuviera una
mayor inhibicion en el crecimiento de las cepas de Trichoderma. Sin embargo, el
compuesto con dos anillos aromaticos (naftaleno) fue el que causé la mayor inhibicion
sobre el crecimiento de las cepas de Trichoderma. El efecto negativo del naftaleno sobre
el crecimiento del hongo puede ser explicado en parte debido a las propiedades
fisicoquimicas de este compuesto tales como la presion de vapor, lo cual hace que esta
sustancia sea muy propensa a evaporarse. La presion de vapor para el naftaleno es de
0.23 mm Hg a 25°C, la cual es considerablemente mayor que el fenantreno (6.8 x 107 y
el benzo[a]pireno (5.6 x 10”) (Oja y Suuberg, 1998; Goldfarb y Suuberg, 2008).

El efecto toxico del naftaleno sobre el crecimiento del hongo puede
correlacionarse con la presion de vapor de este compuesto quimico cuando se compara
con lo observado con fenantreno y benzo[a]pireno, ya que las cepas fungicas estuvieron
en un sistema cerrado en el cudl los vapores de naftaleno pudieron acumularse y afectar
negativamente el crecimiento de las cepas de Trichoderma.

Aunque, las especies de Trichoderma muestran alta tolerancia a petroleo crudo e
HPA, su capacidad para degradar estos compuestos orgdnicos es controversial. Se sabe
que la oxidacion de los HPA por hongos filamentosos esta relacionada con su actividad
enzimatica como peroxidasas y lacasas (Cerniglia y Yang, 1984; Cerniglia et al., 1989;
Sutherland., 1991; Dhawale €t al., 1992; Hammel et al., 1992; Pothuluri et al., 1992); no

obstante, no hay ninguna publicacién cientifica que describa que enzimas estan
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relacionadas con la degradacion de HPA para las especies del género Trichoderma. Sin
embargo, investigaciones recientes indican que algunas especies de Trichoderma pueden
contribuir en la degradacién (72%) de 0.1 mM (= 17.8 mg L) de fenantreno en cultivos
liquidos (Hadibarata et al., 2007) via liberacion de enzimas oxidativas especificas
(benceno dioxigenasa, monofenol monooxigenasa, catecol 2,3-dioxigenasa, naftaleno
1,2-dioxigenasa, bifenil dioxigenasa, lacasa, peroxidasa, peroxidasa dependiente de
manganeso y lignino peroxidasa) las cuales participan en el primer paso de la
degradacion aerobica de los HPA (Resnick et al., 1996; Meyer et al., 1999; Gramss et al.,
1999).

Matsubara et al. (2006) indican que el crecimiento de T. harzianum es afectado
negativamente por la presencia de pireno y fenantreno, resultando en una baja
degradacion de estos compuestos poliaromaticos (<10%) en comparacion con dos hongos
lignoliticos (basidiomycetes) como Pycnoporus coccineus y Coprinus cinereus que
presentan una degradacion de alrededor del 65-85%. Por otro lado, T. viride ha mostrado
degradar 50% de benzo[a]pireno 0.04 mM =~ 10 mg L, sin presentar actividad
peroxidasa ni lacasa (Verdin et al., 2004). Con los resultados obtenidos (Cuadro 4.3), se
hipotetiza que las cepas altamente tolerantes (CP1, CP4, CP37 y CPX) pueden tener una
contribucion significativa en la degradacion de cualquiera de los HPA probados.

En resumen, las actividades enzimdticas y las respuestas fisioldgicas de las
especies de Trichoderma bajo sistemas contaminados con hidrocarburos poliaromaticos

son desconocidas.
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CUADRO 4.3. TOLERANCIA DE ONCE CEPAS DE Trichoderma A PETROLEO
CRUDO, NAFTALENO, FENANTRENO Y BENZO[a]PIRENO.

Cepa Secciént Afinidad con la especie Contaminante Tolerancia
CP1 Pachybasium Trichoderma virens Petroleo +++
Naftaleno +++
Fenantreno +++
Benzo[a]pireno +++
CP22 Pachybasium Trichoderma virens Petroleo +++
Naftaleno +++
Fenantreno +++
Benzo[a]pireno +++
CP37 Pachybasium Trichoderma virens Petroleo +++
Naftaleno ++
Fenantreno +++
Benzo[a]pireno ++
CP46 Pachybasium Trichoderma virens Petroleo +++
Naftaleno +
Fenantreno +++
Benzo[a]pireno +++
CP4 Trichoderma Trichoderma viride Petroleo +++
Naftaleno +++
Fenantreno +
Benzo[a]pireno ++
CP23 Trichoderma Trichoderma koningii Petroleo +++
Naftaleno -
Fenantreno +++
Benzo[a]pireno ++
CP38 Trichoderma Trichoderma harzianum Petroleo +++
Naftaleno ++
Fenantreno +++
Benzo[a]pireno ++
CP56 Trichoderma Trichoderma viride Petroleo +++
Naftaleno +++
Fenantreno ++
Benzo[a]pireno ++
CP3 Trichoderma Trichoderma koningii Petroleo +++
Naftaleno +
Fenantreno +++
Benzo[a]pireno ++
CPTGC Trichoderma Trichoderma viride Petroleo +++
Naftaleno +++
Fenantreno ++
Benzo[a]pireno ++
CPX Trichoderma Trichoderma atroviride Petroleo +++
Naftaleno +
Fenantreno ++
Benzo[a]pireno ++

*La tolerancia se evaludé empleando cuatro criterios, alta tolerancia (+++), mediana tolerancia (++), baja
tolerancia (+) y no tolerancia (-). T Seccion taxonomica del género Trichoderma (Bissett et al., 1991).
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Por lo anterior, se necesitan mas estudios para determinar el papel que tienen las
especies de Trichoderma en la degradacion de hidrocarburos poliaromaticos, ademas se
requiere evaluar la actividad enzimatica involucrada en la detoxificacion de compuestos
organicos, tomando como base los reportes encontrados para hongos filamentosos tales
como Cunninghamella elegans y Phanerochaete chrysosporium (Cerniglia et al., 1989;
Sutherland et al., 1991; Dhawale et al., 1992; Hammel et al., 1992).

Esta fase experimental permitié seleccionar cepas prominentes para ser utilizadas

en sistemas de biodegradacion de hidrocarburos poliaromaticos.

4.4, CONCLUSIONES

Las 11 cepas de Trichoderma difirieron sobre su tolerancia y crecimiento en un
medio de cultivo contaminado con petroleo crudo y principalmente, cuando son
expuestas a dosis crecientes de naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno. La exposicion de
los hongos a dosis crecientes de naftaleno gener6 una inhibicion drastica en el
crecimiento de todas las cepas de Trichoderma en comparacion con los efectos por las
dosis crecientes de fenantreno y benzo[a]pireno. Finalmente, en este estudio se
encontraron cuatro cepas prominentes de Trichoderma; CP1 (Trichoderma virens), CP4
(Trichoderma viride), CP37 (Trichoderma virens) y CPX (Trichoderma atroviride) con

alta tolerancia a compuestos poliaromaticos.
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CAPITULOV
BIODEGRADACION DE COMPUESTOSPOLIAROMATICOSPOR

TrichodermavirensY Trichoderma viride
RESUMEN

Los hidrocarburos poliaromaticos (HPA) son un grupo diverso de mas de 100
compuestos organicos que tienen dos o mas anillos aromaticos, con alta recalcitrancia en
el ambiente. La importancia de su estudio radica en que son sustancias que perjudican la
salud humana pues son agentes cancerigenos y mutagenos. La biodegradacion de HPA
por hongos filamentosos se ha enfocado principalmente a Phanerochaete chrysosporium,
Cunninghamella elegans, Aspergillus niger, por mencionar algunos. Los estudios de
biodegradacion de HPA por especies del género Trichoderma son muy escasos por lo que
este trabajo evalud la capacidad que tienen dos especies del género Trichoderma para
biodegradar naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno en medio mineral liquido. La cepa
fungica CP4 (T. viride) mostré mayor porcentaje de degradacion de HPA en comparacion
con la cepa fungica CP1 (T. virens). Asi, la degradacion de naftaleno fue de 55 y 40%, la
degradacion de fenantreno fue de 39 y 31%, y la degradacién de benzo[a]pireno fue de
61 y 31% por las cepas CP4 y CP1, respectivamente. Bajo las condiciones de cultivo
probadas, las dos cepas de Trichoderma poseen un potencial de degradacion aceptable
para naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno. Ademas, la modificacion de las condiciones

del medio de cultivo podria favorecer la eficiencia de degradacion de los HPA.

Palabr as clave: Trichoderma, biodegradacion, naftaleno, fenantreno, benzo[a]pireno
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CHAPTER YV

BIODEGRADATION OF POLYAROMATIC COMPOUNDSBY Trichoderma
virens AND Trichoderma viride
ABSTRACT

Polyaromatic hydrocarbons (PAH) are a diverse group that includes more than
100 organic compounds with two or more aromatic rings, and highly recalcitrance in the
environment. The importance of the PAH-study lays on their potential risks for human
health due to carcinogenic and teratogenic properties. The biodegradation of PAH by
filamentous fungi has been focused on species such as Phanerochaete chrysosporium,
Cunninghamella elegans, Aspergillus niger, among others. In contrast, the studies of
PAH-biodegradation by Trichoderma species are scarce, thus, this research evaluated the
capability of two Trichoderma species to degrade naphthalene, phenanthrene, and
benzo[a]pyrene in a liquid media. The fungal strain CP4 (T. viride) showed higher PAH-
degradation percentages than the strain CP1 (T. virens). Thus, the naphthalene
degradation for both strains were 55 and 40%, respectively, while the degradation for
phenanthrene was 39 and 31%, and for benzo[a]pyrene was 61 and 31%, respectively.
Under the experimental conditions, the two Trichoderma strains have an acceptable
potential for degrading naphthalene, phenanthrene or benzo[a]pyrene. In addition, the
modifications of cultural conditions for the liquid media may favor the efficiency of

PAH-degradation.

Key words: Trichoderma, biodegradation, naphthalene, phenanthrene, benzo[a]pyrene
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5.1. INTRODUCCION

Los compuestos poliaromaticos son un grupo diverso de mas de 100 compuestos
orgdnicos que tienen dos o mas anillos aromaticos y que son termodinamicamente
estables debido a su energia de resonancia negativa, de ahi su alta recalcitrancia en el
ambiente. Son poco solubles en agua, por lo tanto tienen una hidrofobicidad y presentan
una distribucidon ubicua. La importancia de su estudio radica en que son sustancias que
perjudican la salud humana pues son agentes cancerigenos y mutidgenos (Palhmann y
Pelkonen, 1987; Manilal y Alexander, 1991; Kanaly y Harayama, 2000; Toyooka y Ibuki,
2007). Estos compuestos son generados por diferentes procesos industriales y
combustiones imcompletas de la materia orgadnica, y se pueden mencionar como
ejemplos, el naftaleno, fluoreno, antraceno, fenantreno, pireno, benz[a]antraceno,
benzo[a]pireno, entre otros (Edwards, 1983; Maliszewska-Kordybach, 1999). El
naftaleno tiene dos anillos aromaticos, éste se encuentra en el alquitran de hulla, es
insoluble en agua, muy volatil y tiene un olor caracteristico, y se emplea como germicida
¢ insecticida, y en la preparacion de una gran variedad de derivados (Stohs et al., 2002;
Fradin et al., 2005). Ademas, este compuesto es sumamente toxico para algunos
organismos marinos como peces, mejillones, gastropodos, etc. (Sutherland, 1992). El
benzo[a]pireno estd formado por cinco anillos aromadticos y es un potente agente
genotoxico, cancerigeno y mutageno (Denissenko et al., 1996).

La biodegradacion de los compuestos poliaromaticos por hongos filamentosos se
ha enfocado principalmente al uso de Phanerochaete chrysosporium, Cunninghamella
elegans, Aspergillus niger, Fusarium solani, Pleurotus ostreatus, etc. (Sutherland et al.,

1991; Cerniglia et al., 1994; Moen y Hammel, 1994; Bezalel et al., 1997; Sack et al.,

93



Trichoderma. Hidrocarburos Poliaromaticos. 2011 CAPITUTOV

1997: April et al., 2000; Verdin et al., 2004), sin embargo, otras especies que han sido
poco estudiadas.

Como se ha mencionado, las especies del género Trichoderma se caracterizan por
ser una de las micofloras mas abundantes en los ecosistemas terrestres y acuaticos (Zhang
et al., 2005), y contribuyen significativamente en el control de organismos fitopatdogenos
pues poseen propiedades micoparasiticas y antibioticas que se han estudiado ampliamente
(Rojo et al., 2007). Sin embargo, los estudios de biodegradacion de hidrocarburos
poliaromaticos (HPA) por especies del género Trichoderma son muy escasos por lo que
este trabajo se enfocd en evaluar la capacidad que tienen dos especies del género
Trichoderma (una altamente tolerante y otra medianamente tolerante a la presencia de
HPA) para biodegradar naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno en un medio mineral

liquido.

5.2. MATERIALESY METODOS

5.2.1. Eleccién de un medio de cultivo liquido para las pruebas de degradacion de
hidrocar bur os poliar omaticos
5.2.1.1. Medio minimo sin fuente de carbono

En primera instancia se hizo crecer a las cepas fungicas en cajas de Petri con agar
papa dextrosa (PDA Baker®) a 28 °C por 5 dias. Posteriormente, se prepard una
suspension de esporas a partir de varios lavados con agua destilada estéril. Los
fragmentos de micelio se removieron de la suspension por filtracion a través de fibra de
vidrio estéril. La suspension de esporas se ajusto a una concentracion aproximada de 10*

-1 e, . .
esporas mL~ (concentracion inoculada a todos los medios probados).
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Se utilizd un medio minimo compuesto de (g L") 0.1 CaCly; 0.2 KCI; 0.5
KH,PO4; 0.5 (NH4)2SO4; 0.2 MgS0O,4.7H,0, pH 5.5. A frascos de vidrio de 150 mL de
capacidad, se adicionaron 50 mL del medio minimo. Previamente, se prepard una
solucién stock de naftaleno (20,000 mg L) disuelto en acetona, de esta solucion se
adicionaron 750 pL al medio de cultivo correspondiente para tener una concentracion
final de 300 mg de naftaleno L™ de medio de cultivo. Posteriormente, se adicioné 1 mL
de la suspension de esporas al medio, y se incub6 a 28 +2 °C a 150 rpm por seis dias. Al
finalizar el tiempo de incubacién se evalu6 la biomasa fresca y seca, y el contenido de
proteina fungica (Bradford, 1976; Anexo II). Se consideraron tres tratamientos, 1) el
control que s6lo contenia medio minimo, 2) el medio minimo con acetona (750 uL) para
observar la influencia del disolvente utilizado en la preparacion del stock del
poliaromatico sobre el crecimiento del hongo, y finalmente 3) el tratamiento con medio
minimo y naftaleno disuelto en acetona.
5.2.1.2. Medio mineral con o sin fuentes de carbono y difer entes disolventes

Para este experimento se utilizé el medio mineral compuesto de (g L) 0.1 CaCly;
0.2 KCI; 0.5 KH;POy4; 0.5 (NH4)2SO4; 0.2 MgS0O4.7H,0; 0.05 CuSOs; 0.05 ZnSOy; 0.43
MnSOy; 0.05 (NH4)6M07024.H,0; pH 5.5. Ademads se probaron dos fuentes de carbono
diferentes con este medio mineral: 0.83 6 6 g L™ de extracto de levadura y glucosa,
respectivamente. Las unidades de crecimiento fueron preparadas con 50 mL de cada
medio de cultivo en frascos de vidrio de 150 mL de capacidad. Previamente se preparon
dos soluciones stock de naftaleno a 20,000 mg L™, una disuelta en acetona y otra disuelta
en diclorometano (CH,Cl,). De cada una de estas soluciones se adicionaron 750 pL al

medio de cultivo correspondiente para tener una concentracion final de 300 mg de
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naftaleno L' de medio de cultivo Posteriormente, se adicioné 1 mL de la suspension de
esporas al medio, y los tratamientos fueron incubados a 28 + 2 °C a 150 rpm por seis
dias. Al término de la incubacion se evalu6 la biomasa fresca y seca, y el contenido de

proteina fungica (Bradford, 1976; Anexo II).

5.2.2. Ensayos previos de biodegradacion de hidrocarburos poliaromaticos:
I noculacion con esporasy con micelio fungico
5.2.2.1. Preparacion del inéeculo

Las cepas fungicas CP1 (T. virens) y CP4 (T. viride) se crecieron en cajas de Petri
con agar papa dextrosa (PDA Baker®) a 28 °C por 5 dias. Posteriormente, se prepar6 una
suspension de esporas a partir de varios lavados con agua destilada estéril. Los
fragmentos de micelio se removieron mediante filtracion a través de fibra de vidrio
estéril. La suspension de esporas se ajustd a una concentracion aproximada de 10°
esporas mL™.
5.2.2.2. Condiciones del cultivo

A frascos de vidrio de 150 mL de capacidad, se adicionaron 50 mL del medio
mineral (g L'l) 0.1 CaCly; 0.2 KCI; 0.5 KH,POy; 0.5 (NH4)2SO4; 0.2 MgS04.7H,0; 0.05
CuSO4; 0.05 ZnSO4; 0.43 MnSOg4 0.05 (NHs)sM07024.H2O; 6 glucosa, pH 5.5.
Previamente, se preparé una solucion stock de fenantreno (20,000 mg L) disuelto en
CH,Cl,. De esta solucion se adicionaron 250 pL al medio de cultivo correspondiente para
tener una concentracion final de fenanteno de 100 mg L. Posteriormente, se adicioné 1
mL de la suspension de esporas de cada una de las cepas de Trichoderma seleccionadas

6 -1 r . , . r
(10 esporas mL ") para aquél tratamiento con esporas. Ademas, se consider6é un segundo
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tratamiento inoculado Unicamente con dos discos individuales de PDA con micelio del
hongo (7 mm de diametro). Posteriormente, ambos tratamientos se incubaron a 28 + 2 °C
a 150 rpm por seis dias. Se hicieron tres muestreos cada 48 h para determinar la biomasa
fresca y seca, y el contenido de proteina fungica (Bradford, 1976; Anexo II), ademas del

pH del medio de cultivo.

5.2.3. Ensayos previos de biodegradacion de hidrocarburos poliaromaticos:
Seleccion de una concentracion apropiada de naftaleno, fenantreno vy
benzo[a]pireno
5.2.3.1. Preparacion del inéeculo

Las cepas fungicas CP1 (T. virens) y CP4 (T. viride) se crecieron en cajas de
Petri con agar papa dextrosa (PDA Baker®) a 28 °C por 5 dias. Posteriormente, se
prepard una suspension de esporas a partir de varios lavados con agua destilada estéril.
Los fragmentos de micelio se removieron de la suspension por filtracion a través de fibra
de vidrio estéril. La suspension de esporas se ajustd a una concentracion aproximada de
10° esporas mL™.
5.2.3.2. Condiciones del cultivo

A frascos de vidrio de 150 mL de capacidad, se adicionaron 50 mL del medio
mineral (g L'l) 0.1 CaCly; 0.2 KCI; 0.5 KH,POy; 0.5 (NH4)2SO4; 0.2 MgS04.7H,0; 0.05
CuSO4; 0.05 ZnSO4; 0.43 MnSOg4 0.05 (NHg)sM07024.H2O; 6 glucosa, pH 5.5.
Previamente se prepararon por separado, soluciones stock de naftaleno, fenantreno y
benzo[a]pireno (20,000 mg L") disueltas en CH,Cl,. De cada una de estas soluciones se

tomaron 125, 250 y 375 uL, respectivamente, y se adicionaron a los medios de cultivo
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correspondientes, para tener una concentracion final de 50, 100 y 150 mg L™ de cada uno
de los hidrocarburos poliaromaticos. Posteriormente, se adiciond 1 mL de la suspension
de esporas (10° esporas mL™) de las dos cepas de Trichoderma seleccionadas, al medio
de cultivo correspondiente. Los tratamientos fueron incubados a 28 + 2 °C a 150 rpm por
seis dias. Al término de la incubacién se evalu6 la biomasa fresca y seca, y el contenido

de proteina fungica (Bradford, 1976; Anexo II) y el pH del medio de cultivo.

5.2.4. Biodegradacion de compuestos poliaromaticos por dos cepas de Trichoderma
5.2.4.1. Preparacion del inéeulo

Las cepas CP1 (T. virens) y CP4 (T. viride) se crecieron en cajas de Petri con agar
papa dextrosa (PDA Baker®) a 28 °C por 5 dias. Posteriormente, se prepard una
suspension de esporas de cada cepa, a partir de varios lavados con agua destilada estéril.
Los fragmentos de micelio se removieron de la suspension por filtracion a través de fibra
de vidrio estéril. La suspension de esporas se ajustd a una concentracion aproximada de
10° esporas mL™.
5.2.4.2. Condiciones del cultivo

A frascos de vidrio de 150 mL de capacidad, se adicionaron 50 mL del medio
mineral (g L'l) 0.1 CaCly; 0.2 KCI; 0.5 KH,2POy; 0.5 (NH4)2SO4; 0.2 MgS04.7H,0; 0.05
CuSOg4; 0.05 ZnSO4; 0.43 MnSOg4 0.05 (NHg)sM07024.H20O; 6 glucosa, pH 5.5.
Previamente, se prepararon soluciones stock de naftaleno, fenantreno y benzo[a]pireno a
(20,000 mg L'l) disueltas en CH,Cl,. De cada una de estas soluciones se tomaron 250 pL,
y se adicionaron a los medios de cultivo correspondientes, para tener una concentracion

final de 100 mg L™ de cada uno de los hidrocarburos poliaromaticos. Posteriormente, se
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adiciond 1 mL de la suspension de esporas (10° esporas mL™") de las dos cepas de
Trichoderma, al medio de cultivo correspondiente.

Los 6 tratamientos (factorial 2x3, dos cepas fungicas y tres hidrocarburos
poliaromaticos) fueron incubados a 28 = 2 °C a 150 rpm por seis dias. Al término de la
incubacion se evalud la biomasa fresca y seca, y el contenido de proteina fungica
(Bradford, 1976; Anexo II), ademas del pH del medio de cultivo.

5.24.3. Determinacion de la cinética de consumo de glucosa en presencia de
naftaleno, fenantrenoy benzo[a]pireno

De las unidades experimentales utilizadas para la degradaciéon de naftaleno,
fenantreno y benzo[a]pireno se tomo6 una alicuota de 100 puL para la determinacion de
azucares totales con el método de Dubois et al. (1956) (Anexo III). Las alicuotas se
tomaron cada 24 h durante 11 dias, en cada tratamiento.
5.2.4.4. Determinacion de biomasa fungica fresca, biomasa fungica seca, proteinas
fangicas, consumo de glucosa, pH y por centaje de degradacién de los hidrocar bur os
poliar dmaticos

El micelio se separé del medio de cultivo mediante filtracion al vacié utilizando
un equipo millipore. Después se hicieron tres lavados con 10 mL de hexano para extraer
la fraccion del hidrocarburo poliaromatico correspondiente, que pudo haber quedado
retenido en la membrana y en el micelio. El filtrado de estos lavados se concentr6 a 10
mL (Fraccion 1). Al medio de cultivo de cada unidad experimental se le midi6 el pH, el
consumo de glucosa (Dubois et al., 1956; Anexo III) y se extrajo tres veces con hexano,
para obtener al hidrocarburo poliaromatico que pudiera haber quedado retenido en el

medio de cultivo, luego se concentré a 10 mL (Fraccion 2). Ambas fracciones fueron
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reunidas, y secadas con Na,SO,4 anhidro (adicionado a cada fraccion hasta eliminar el
contenido de agua), y se almacenadas en viales de vidrio a -20 °C.

Las fracciones fueron analizadas en un cromatografo de gases (Agilent
Technologies® Mod. 6890N) en una columna DB-5, (5%-fenil-metilpolisiloxano) de 60
metros de longitud, 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 pm de espesor de pelicula. La
temperatura de inicio fue 70 °C, la cual se mantuvo durante 5 min, posteriormente la
temperatura se elevo hasta 280 °C durante 10 min usando una rampa de calentamiento de
40°C/min. El gas acarreador fue helio con un flujo de 1 mL/min, la temperatura del
inyector fue de 250 °C, y la inyeccion fue splitless. Una vez obtenido el cromatograma
(Anexo IV), la identificacion de cada uno de los picos cromatograficos se llevéd a cabo
mediante espectrometria de masas empleando un detector de masas (Agilent
Technologies® Mod. 5975 inert XL). Los espectros de masas se obtuvieron mediante
ionizacién por impacto electronico a 70 eV, y para la identificacién se compararon los
espectros de masas obtenidos para cada compuesto, con una base de datos (HP
Chemstation-NIST 05 Mass Spectral Search Program, version 2.0d).

La biomasa fungica obtenida después de filtrar cada tratamiento se peso y después
se tomo una fraccion de 0.025 g para la determinacion de la proteina fingica por el
método de Bradford (Anexo II). La fraccidn restante se seco en estufa a 40 + 2 °C por 72
h para determinar el peso seco y posteriormente, se hizo una digestion alcalina que
consistioé en poner el micelio seco en un vaso de precipitados de 50 mL, adicionado con
10 mL de NaOH 5 N y se dejo por reposar por cinco dias (Verdin et al., 2005b). Luego el
residuo fue extraido tres veces con 10 mL de hexano (Fraccion 3), esta fraccion fue

secada con Na;SO4 anhidro y después se almacend en un vial de vidrio a -20 °C para
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determinar la cantidad del hidrocarburo poliaromatico correspondiente, retenido en el
micelio.
5.2.4.5. Determinacion de par ametr os cinéticos

Con los datos obtenidos de los experimentos anteriores se calculo el rendimiento
en biomasa, es decir, la relacién entre el producto obtenido y el sustrato consumido
(usualmente fuente de carbono). La ecuaciéon matematica que representa el rendimiento

en biomasa es la siguiente:

dx
Y= ~(&) @
En donde X y S representan la concentracion de biomasa y sustrato

respectivamente y d indica la diferencial de dichos parametros.

En la préctica, para el célculo del rendimiento se emplea la expresion:

Vi = = () @
La velocidad de crecimiento se calculo considerando que el crecimiento de los
hongos filamentosos no es exponencial, de acuerdo con la ecuacion de Koch:
w3 = w'? + Kt (3)
En donde W y W, representan la concentracion de biomasa en el tiempo
de evaluacion y el tiempo cero r