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RESUMEN

En este trabajo se lograron aislar, revitalizar y evaluar especies de hongos con elevada actividad
celulolitica, conformando un banco de trabajo para su potencial de uso en la biotecnologia agricola y
la producciéon de compost. Se aislaron 25 cepas de hongos, recolectadas a partir de restos
celuldsicos (tela, carton y papel) y de suelo en diferentes areas del INIFAT (Area de compostaje,
Bosque y Cuartén de Roig). De estas cepas, 18 fueron identificadas en especie: Ascotricha bosei,
Ascotricha xylina, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus,
Curvularia lunata, Chaetomium globosum, Chaetomium indicum, Dycima vesiculifera, Memnoniella
echinata (2), Memnoniella levispora, Stachylidium bicolor, Stachybotrys niragirica, Trichoderma
hamatum, Trichoderma viride, Trichoderma harzianum y siete en género: Curvularia sp.,
Cladosporium sp., Chaetomium sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Stachybotrys sp. y Trichoderma
sp.; segun la descripcion morfologica de sus colonias. Ademas se revitalizaron y reidentificaron 12
cepas reportadas como celuloliticas, conservadas en la Coleccién 853 de la Federacion Mundial de
Cultivos Microbianos (WFCC) del INIFAT, durante méas de 15 afios; asi como cinco pertenecientes al
grupo de la Coleccion de Cepas Comestibles y Medicinales. La actividad celulolitica se evalud
mediante las técnicas cualitativas de carboximetilcelulosa (CMC) y papel de filtro (ensayo de
exoglucanasas y pérdida de peso) para seleccionar las cepas de mayor potencialidad: Ascotricha
bosei, Aspergillus niger, Chaetomium globosum, Memnoniella echinata, Stachybotrys sp.,
Stachybotrys niragirica, Trichoderma harzianum, Trichoderma viride y Pleurotus ostreatus.
Finalmente se conservaron todas en tubos con medio Malta-Agar (MA) inmersos en 15 mL de

petrolato liquido ligero, una vez replicadas en nimero de 10 diez.
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ABSTRACT

In this work were possible to isolate, revitalize and evaluate species of fungus with high cellulolytic
activity, conforming a work bank for their potential use in the agricultural biotechnology and the
compost production. 25 strains of fungus were isolated, gathered starting from cellulosic remains

(cloth, cardboard and paper) and from soil in different INIFAT's area (compost area, forest and
Cuartén of Roig). Of these strains, 18 were identified in species: Ascotricha bosei, Ascotricha xylina,
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Curvularia lunata,
Chaetomium globosum, Chaetomium indicum, Dycima vesiculifera, Memnoniella echinata (2),
Memnoniella levispora, bicolor Stachylidium, Stachybotrys niragirica, Trichoderma hamatum,
Trichoderma viride, Trichoderma harzianum and seven in genus: Curvularia sp., Cladosporium sp.,
Chaetomium sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Stachybotrys sp. and Trichoderma sp.; according to
the morphologic description of their colonies. Alsol12 strains conserved in the Collection 853 of the
World Federation of Microbial Cultivations (WFCC) of the INIFAT, during more than 15 years;
reported as cellulolytic, were revitalized and reidentified, as well as five belonging to the group of the
Collection of Edible and Medicinal Strains. The cellulolytic activity was evaluated by the qualitative
techniques of carboximetilcelulosa (CMC) and filter paper (exoglucanasas assay and loss weight) to
select the strains with more potenciality: Ascotricha bosei, Aspergillus niger, Chaetomium globosum,
Memnoniella echinata, Stachybotrys sp., Stachybotrys niragirica, Trichoderma harzianum,
Trichoderma viride and Pleurotus ostreatus. Finally all were conserved in tubes with a half of Malt-

Agar (MA) medium immersed in 15 mL of Slight Liquid Petrolatum, replied in number of ten.

Key Words: fungus, cellulolytic activity.

INTRODUCCION

Los hongos han sido los microorganismos
mas utilizados en la obtencion de enzimas
hidroliticas, tales como las celulasas; por ser
capaces de producir niveles superiores que
bacterias y levaduras. Son los responsables
mayoritarios de celulésis en la naturaleza y
esto se debe a su eficiente sistema catalitico
(remocion de los productos de hidrolisis),
ventajas  adaptativas como la  alta
especificidad con el substrato y su rapida
colonizacion (Gote, 2004).

Las especies de hongos celuloliticos mas

frecuentemente estudiadas pertenecen al
género Trichoderma por ser los mejores
productores de celulasas. Sin embargo, otros
géneros de hongos tales como Aspergillus,
Cladosporium,  Fusarium, Penicilium vy
Neurospora, incluyendo  especies  de
comestibles como: Pleurotus spp., Lentinula
edodes y Volvariella volvacea; también
producen celulasas (Cai et al., 1999).

El proceso de obtencion de celulasas a partir
de estos, es econdmicamente viable, pues en
sistemas de fermentacion sumergida se

logran obtener altas concentraciones de
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enzimas, que son purificadas a partir del
sobrenadante de la fermentacion, ya que son
excretadas al medio durante el metabolismo
(Heredia et al., 2008).
El estudio de la potencialidad celulolitica de la
biodiversidad fungica, juega un rol importante
en la obtencién de celulasas de origen
biolégico para la biotecnologia agricola,
especificamente en la obtenciébn de
protoplastos (Agamez et al., 2008) vy
produccion de compost, por lo que se hace
necesario el aislamiento, identificacion vy
seleccion de cepas de hongos con elevada
actividad celulolitica para el establecimiento
de los bancos de trabajo destinados a este
estudio.

MATERIALES Y METODOS
1. Recoleccién, Aislamiento e
Identificacion de cepas
Para el aislamiento de cepas, se recolectaron
muestras a partir de restos celulésicos
(hojarasca) y de suelo, en diferentes areas del
INIFAT (Area de compostaje, Bosque y
Cuarton de Roig); asi como en la Unidad
Central de Materias Primas de la comunidad
de Santiago de las Vegas (carton, papel y
textil).
Las mismas fueron tratadas de acuerdo a su
origen: natural (hojarasca y suelo) e industrial
(cartén, papel y textil).
Las muestras de suelo se agitaron a 425 r.p.m
en agua estéril durante cinco minutos y de la
suspension obtenida se aplicaron 10 mL a 15
tubos con tiras de papel de filtro de 2 x 5 cm
embebidas en 5 mL de medio liquido X y se

incubaron a 30°C durante 15 dias. Las tiras de

papel colonizadas se colocaron en posicion
adyacente al medio PDA contenido en placas
de Petri de 9 cm, durante 72 horas, para la

posterior caracterizacion de las cepas

presentes.

Medio X

(NH4)2S04 59
KH,PO, 1lg
MgSQO, 0,59
Cloranfenicol--------------=----- 0.02g
H20 gest- 1000 mL

Las muestras de hojarasca se colocaron en
placas de Petri, sobre papel de filtro y se
incubaron a 27 °C durante 24 horas en
camara himeda, con el objetivo de acelerar y
favorecer la produccién de conidios. Y las
muestras de origen industrial recibieron igual
tratamiento, pero se mantuvieron incubando
durante un periodo mayor (24-72 horas).

Se realizaron los cultivos de las cepas
aisladas de tela y cartbn y de aquellas
capaces de colonizar el papel de filtro.
Mediante el uso de una aguja estéril y el
auxilio del microscopio- estereoscopio con
lente 10x (MBC-9, Rusia), se tomaron varios
conidios y se inocularon en placas de Petri
estérii con medio Malta-Agar (MA).Para
facilitar la captura de los conidios con la aguja
se empled glicerina estéril.

La descripcién morfolégica de las colonias y
su identificacién, se realiz6 segin Manual de
Identificacion de Ellis (1976), a partir de los
cultivos crecidos. Mediante el empleo del
microscopio Optico de contraste de fase y

efecto Barel (Zeiss Axioskop 40, Alemania),
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con lente 40 x y preparaciones microscoépicas
montadas con polivinilalcohol.

Revitalizacién de cepas celuloliticas de la
Coleccion INIFAT vy reidentificacion de
especies

La revitalizacion se realiz6 vertiendo el medio
conservante de cada una de las cepas
durante 12 horas, transfiriendo un pequefio
fragmento del borde del cultivo a placas de
Petri con medio celulosa, para su posterior
reidentificacion  mediante el uso del
microscopio Optico de contraste de fase y
efecto Barel (Zeiss Axioskop 40, Alemania),
con lente 40x. Se incubaron a 30°C durante
48-72 horas.

Conservacion de cepas

Para su conservacion se transfirieron a tubo
con medio MA inclinado y se les afiadié 5 mL
de Petrolato Liquido Ligero (PLL) estéril,
incorporando 10 réplicas por tubo a la
Coleccion registrando cada cepa con codigo

consecutivo.

2. Determinacién de la actividad
carboximetilcelulasa (CMC) a partir de los
aislados obtenidos

Ensayo de actividad enzimatica

Se evalud la actividad celulolitica de las cepas
aisladas mediante el test de CMC segun
Stamford et al. (1998).

Se prepararon placas de 15 cm de diametro
con medio CMC-Agar y se sembrd un disco
de cada cepa con un nimero de réplicas por
cepa de tres. Luego se incubaron a 50°C en la
oscuridad para facilitar la formacion del halo

de degradacion de la celulosa, durante 5 dias,

tomando mediciones a las 24, 48, 72, 96 y
120 horas.

Medio CMC-Agar

Carboximetilcelulosa (CMC) ----- 10g

NaNO; 39

KCI 0,59

MgSO,. 7H,0
0,59
FeS0O,.7H,0O 0,01 g
Extracto de levadura----------------- 0,59

1000 mL

Enrasar conH,Og4

Agar 12 g

Seleccion de las cepas mas efectivas

Se evalud cualitativamente la actividad de
exoglucanasas de las cepas celuloliticas
mediante la degradacion del papel filtro
(Borrego et al., 2005), y la pérdida de peso
(adaptacién del método de Saddler, 1982),
como criterio adicional de seleccién de las
cepas escogidas en el acapite anterior por su
potencialidad frente a CMC.

Degradacion del papel filtro

Se tomaron inb6culos de las cepas y se
sembraron en tubos conteniendo medio Papa
Dextrosa, pH 5,5 (15 mL) con una tira de papel
filtro Whatman. Los cultivos se incubaron durante
21 dias a una temperatura entre 28-30°C, con
agitacion periédica durante siete horas diarias.
Durante este tiempo se observaron y registraron
diariamente el crecimiento micelial y la
degradacion del papel filtro. Una vez terminado el
periodo de incubacion se clasificaron cada una
de las cepas de acuerdo a la degradacion del

papel filtro y de su crecimiento micelial sobre el
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papel de filtro, segun los criterios: abundante

(+++), moderado (++), muy pobre (+).
Evaluacion de la pérdida de peso

Los cultivos obtenidos de la degradacion del
papel filtro se filtraron y centrifugaron a 5000
rpm durante 15 minutos. Cada sobrenadante
(2 mL) se incubd con papel de filtro Whatman
(50 mg de peso aproximadamente) y buffer
acetato 0,05 M pH 4,5 (2 mL), durante cinco
dias a 50 °C en bafio de Maria. Al término de
la incubacion el papel de filtro se lavd con
agua destilada y se procedio a secar en estufa
a 60°C entre 24-48 horas hasta lograr peso
constante.

El peso perdido se determind por diferencia
con el peso inicial. Se realizaron tres ensayos
por cultivo.

Determinacién de la producciéon de acidos
por las cepas fungicas

Se inoculdo cada cepa en medio similar a
exoglucanasas, pero se empleé Glucosa al
1% como fuente de carbono y se ajusté a pH
7,0. Se incubaron las muestras a 28 °C por
tres dias y se realizaron las mediciones de pH
para evaluar la variacion del mismo, lo que de
forma indirecta permite evaluar la produccién

total de acidos organicos en el caldo

fermentado.
RESULTADOS Y DISCUSION
1. Aislamiento, identificacion y

conservacion de cepas celuloliticas.
Aislamiento e identificacién de especies
Durante la recoleccién de cepas, se lograron
muestrear areas de una biodiversidad rica de
especies

fungicas, por su  entorno

medioambiental y abundancia de substratos

de celulosa; favorable para el desarrollo de
estos microorganismos degradadores. Asi, se
lograron aislar 31 cepas, de las cuales 25 se
identificaron como hongos pertenecientes a
las divisiones Deuteromicotina (20) vy
Ascomicotina (5), representados en 12
géneros diferentes (Figura 1). Ademas de
otras cuatro cepas clasificadas como
mucorales (Mucor hiemalis y otras tres no
identificadas) y dos como cromistas
(Phytophtora sp. y otra sin identificar).

De las 25 especies aisladas de
deuteromicetes y ascomicetes, 18 se ubicaron
a nivel de especie. Las siete cepas restantes
no lograron esporular durante la etapa
evaluada, por lo que no se pudo observar el
proceso de ontogenia conidial y se clasificaron
como: Curvularia sp., Cladosporium sp.,
Chaetomium sp., Fusarium sp., Penicillium
sp., Stachybotrys sp. y Trichoderma sp. (Tabla
1). Como se puede observar en la tabla
anterior, los géneros  Aspergillus vy
Trichoderma fueron los mas representados,
debido probablemente a que en el caso de
Aspergillus ademas de poseer un fuerte
sistema enzimético, es capaz de excretar un
alto nivel de micotoxinas (Khalid et al., 2006) y
sustancias antibiéticas que lo hacen
prevalecer sobre los demas
microoorganismos existentes en el medio
circundante. Para Trichoderma, se reporta su
rapida velocidad de colonizacion, ya que
puede crecer en una amplia gama de
substratos y produce un grupo importante de
enzimas hidroliticas (Asero et al., 2007). Su

gran tolerancia a condiciones ambientales
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extremas y habitats de pH acidos, donde los
hongos son causantes de diversas
enfermedades, le permiten ser eficientes
agentes de control, de ahi que pueda inhibir el
crecimiento de otros hongos mediante la
produccion de metabolitos antagonistas. Son
los mejores productores de celulasas
extracelulasas; dentro de las especies de
hongos celuloliticos mas reportadas se
encuentra Trichoderma viride, por lo que la
mayoria de los estudios concernientes a la
naturaleza, modo de accién y aspectos en
general de éstas enzimas han sido realizados
usando este microorganismo (Maheshwari et
al., 2000). En los aislados de suelo,
prevalecieron Aspergillus, Fusarium,
Penicillium y Trichoderma. Azaz y Pekel
(2002), encontraron en muestras aisladas de
bosques de Pinus brutia Ten. y Quercus sp.
L., en Turquia, que la micobiota predominante
correspondia a cepas de Aspergillus,
Penicillium y Alternaria; las que se
caracterizan por ser de distribucién
cosmopolita.

Sharma (1981) sefial6, el predominio de las
especies de Cladosporium, Penicilllum y
Trichoderma en suelo de coniferas (Pinus
kesiya) después de un incendio, mientras que
en suelos no afectados, identificé especies de
los géneros Fusarium, Trichoderma vy
Penicillium. Estudios realizados por Martinez y
colaboradores en el 2005 y 2008, sobre 1200
cepas de hongos aislados de entre 0-20 cm
de suelo, en bosques de Araucaria-
Nothofagus, en el Parque Nacional de

Tolhuaca, Chile; reportaron un dominio de

especies pertenecientes a los géneros
Penicillium y Trichoderma en un 79 y 68,6 %,
respectivamente. En cuanto a las cepas
aisladas en papel y cartén, se evidencio la
presencia de especies representantes
degradadores de celulosa, pertenecientes a
los géneros  Ascotricha, Chaetomium,
Curvularia, Memnoniella y Stachybotrys; como
son Ascotricha bosei, Chaetomium globosum,
Curvularia lunata, Memnoniella echinata y
Stachybotrys niragirica. Cappitelli y Sorlini
(2010), reportaron la suceptibilidad al ataque
de hongos  celuloliticos  del papel
manufacturado, por ser este previamente
deslignificado durante el proceso industrial.
Investigadores de archivos (Yang et al., 2007;
Borrego et al, 2008) observaron la
prevalencia de colonias de Cladosporium,
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Curvularia,
Alternaria y Geotrichum sobre documentos
dafiados. Kolwzan et al., 2006, encontraron
una clara correlacién entre la micobiota del
aire y el Dbiodeterioro de materiales
celulésicos, considerando de acuerdo a la
concentracion de conidios en el aire, como
local o ambiente contaminado a aquellos que
excedan las 300 UFC/m®  mientras
Bogomolova et al. (2009) y Borrego et al.
(2010), estiman que no debe extralimitar las
1000 UFC/m®.

Si tenemos en cuenta las condiciones del
local donde se recolectaron las muestras, con
valores de humedad relativa de 64 % y 32 °C
de temperatura; pues no es casual el poder
encontrar las especies antes mencionadas

colonizando estos materiales.
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Figura 1. Micobiota aislada en el Area de compostaje, Bosque y Cuarton de Roig del INIFAT y en la
Unidad Central de Materias Primas de Santiago de las Vegas. Distribucion de géneros
representados.

Tabla 1. Cepas de hongos celuloliticos aisladas. Substratos de origen.

Cepas Género y especie Substrato
1 Ascotricha bosei papel
2 Ascotricha xylina papel
3 Aspergillus niger papel
4 Aspergillus fumigatus hojarasca
5 Aspergillus flavus suelo
6 Aspergillus terreus suelo
7 Curvularia lunata hojarasca
8 Curvularia sp. papel
9 Cladosporium sp. carton
10 Chaetomium sp. papel
11 Chaetomium globosum papel
12 Chaetomium indicum hojarasca
13 Dycima vesiculifera hojarasca
14 Fusarium sp. suelo
15 Memnoniella echinata tela
16 Memnoniella echinata carton
17 Memnoniella levispora papel
18 Penicillium sp. suelo
19 Stachylidium bicolor hojarasca
20 Stachybotrys niragirica papel
21 Stachybotrys sp. papel
22 Trichoderma hamatum suelo
23 Trichoderma viride hojarasca
24 Trichoderma harzianum hojarasca
25 Trichoderma sp. hojarasca

Revitalizacién de cepas celuloliticas de la
Coleccién INIFAT
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Se realizé un programa de revitalizacién de 15
cepas, que se encontraban conservadas
desde la década anterior en la Coleccion de
Hongos del INIFAT, por su alto potencial
celulolitico en el momento que se aislaron.
Algunas de importancia Institucional como la
2684 de Trichoderma viride, cuya formulacion
como TRIFESOL constituye un bioproducto de
interés en la Agricultura para el control de
hongos fitopatégenos.

A pesar de permanecer en estado de latencia,
por mas de 10 afios, se lograron replicar un
total de 12: Ascotricha sp., Ascotricha bosei,
Chaetomium sp., Chaetomium globosum,
Chaetomium indicum, Dycima vesiculifera,
Memnoniella levispora, Stachyllidium bicolor,
Trichoderma hamatum, Trichoderma viride,
Trichoderma virens y Trichoderma sp.

Como se observa en la Figura 2, cada una de
ellas mostr6 su tipico comportamiento

morfolégico cultural al ser transferidas en

placas con MA, luego de ser expuestas para
su reactivacion en medio de celulosa como
Unica fuente de carbono.

En el caso de los tres cultivos restantes
(Sclerotium  sp., Cladosporium sp. vy
Penicillium sp.), no se lograron depurar, pues
se encontraban contaminadas con colonias de
bacterias del género Bacillus. La presencia de
éste género bacteriano en el aire de interiores
es generalmente indicativo de dafios
provocados por el agua o por la necesidad de
realizar un mantenimiento constructivo en el
edificio donde se encuentra ubicado (Borrego
et al.,, 2011); lo cual se corresponde en
nuestro caso, con las condiciones del local del
Cepario, enclavado en una edificacion de mas
de 105 afos, cuyas paredes resguardan un

nivel de humedad considerable.

Figura 2. Cultivo de cepas celuloliticas revitalizadas de la Coleccién.

Conservacioén de cepas

Todas las cepas se replicaron, conservaron

en petrolato liquido ligero (Godinez et al.,

2010), e incorporaron a la Coleccién INIFAT;
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lo cual permiti6 establecer un banco de
trabajo de 10 tubos por cada una de las 25
cepas aisladas y 17 revitalizadas. En las
colecciones de cultivos microbianos, los
bancos de cepas, constituyen una
herramienta clave en la preservacion de las
caracteristicas genéticas de los
microorganismos empleados como
inoculantes y en procesos de fermentacion
para purificacion de proteinas (enzimas)
extracelulares. Se evita asi que los
caracteres de estos hongos se degeneren o
muten con la transferencia indiscriminada de

su micelio en el tiempo (Sardifias et al., 2008).

2. Determinacion de la actividad celulolitica
mediante ensayo carboximetilcelulasa
(CMC) a partir de los aislados obtenidos.

Se evalud la actividad celulolitica mediante el
test de carboximetilcelulosa (CMC) de un
primer grupo de 12 cepas de hongos
anamorficos identificados como Ascotricha
xylina, Aspergillus fumigatus, A. niger,
Cladosporium sp., Chaetomium globosum,
Memnoniella echinata, M. levispora,
Trichoderma viride y Stachybotrys niragirica;
aisladas a partir del material celuldsico
recolectado y adicionalmente se utilizaron tres
cepas de la Coleccion INIFAT: Ascotricha
bosei, Chaetomium sp. y Trichoderma
hamatum; revitalizadas en medio Agar-

celulosa.
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Figura 3. Comportamiento de la actividad celulolitica de las especies evaluadas durante el primer

ensayo, a las 120 horas. Cepas que clasifican como grado 1 (+), 2 (++) y 3 (+++).
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Las que exhibieron zonas claras alrededor de
sus colonias en medio Agar-CMC, a las 120
horas (Figura 3), observandose mayor
actividad en el caso de las cepas
correspondientes  a:  Aspergillus  niger,

Chaetomium globosum, Memnoniella

echinata, Stachybotrys  niragirica vy
Trichoderma viride (mayor diametro del halo
de degradacion de CMC), durante el andlisis
cualitativo (Tabla 2).

En estos ensayos se siguié el sistema de
clasificacion de Borregos (2010); donde de
acuerdo a la evidencia de actividad enzimatica
en el tiempo, en este caso 120 horas (cinco
dias), se clasifican como grado 1 (+), las
cepas cuyo halo de crecimiento es pobre,
como grado 2 (++) aquellas que el grosor del

halo no sobrepasa los 10mm (moderado) y

grado 3 (+++) las que sobrepasa los 10 mm
(crecimiento abundante).

Durante el segundo ensayo, se evaluaron las
especies aisladas: Ascotricha bosei,
Aspergillus flavus, A. terreus, Chaetomium
indicum, Dycima vesiculifera, Stachylidium
bicolor, Memnoniella echinata, Trichoderma
harzianum y Curvularia sp. y las provenientes
de la Coleccion: Chaetomium globosum,
Trichoderma viride y Trichoderma sp. Todas
exhibieron zonas claras alrededor de sus
colonias en medio Agar-CMC, a las 120 horas
(figura 4), observando una mayor actividad en
las cepas Ascotricha bosei y Trichoderma
harzianum (mayor diametro del halo de
degradacion de CMC), durante el andlisis

cualitativo. (Tabla 3).

Tabla 2. Cepas de hongos celuloliticos evaluadas durante el primer ensayo de actividad con CMC.

Origen (CA: Cepa Aislada y CC: Cepa de la Coleccion). Cepas que exhibieron un diametro de

crecimiento mayor (+++).

Cepas Origen Género y especie Ensayo CMC
1 CA  |Ascotricha xylina +
2 CA  |Aspergillus fumigatus +
3 CA  |Aspergillus niger +++
4 CA  [Cladosporium sp. ++
5 CA |Chaetomium globosum +++
6 CA |Memnoniella echinata(cartén) +++
7 CA  |Memnoniella levispora ++
8 CA  [Trichodermaviride +++
9 CA  |Stachybotrys niragirica +++
10 CC |Ascotricha bosei ++
11 CC  |Chaetomium sp. ++
12 CC  [Trichoderma hamatum ++
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Tabla 3. Cepas de hongos celuloliticos evaluadas durante el segundo ensayo de actividad con CMC.
(CA: Cepa Aislada y CC: Cepa de la Coleccién). Cepas que exhibieron un diametro de crecimiento

mayor (+++).

Cepas Origen Género y especie Ensayo CMC
1 CA Ascotricha bosei +++
2 CA Aspergillus flavus ++
3 CA Aspergillus terreus +
4 CA Chaetomium indicum ++
5 CA Dycima vesiculifera ++
6 CA Stachylidium bicolor ++
7 CA Memnoniella echinata (tela) +
8 CA Trichoderma harzianum +++
9 CA Curvularia sp. +
10 CC Chaetomium globosum ++
11 CC Trichoderma viride ++
12 CcC Trichoderma sp. ++

Las (ltimas cepas a evaluar de los aislados,

levispora, Stachylidium bicolor y Trichoderma

fueron:  Curvularia lunata, Trichoderma virens (Figura 5); sin incluir las comestibles
hamatum, Fusarium sp., Penicillium sp., gue se trataron por separado (Figura 6),
Stachybotrys  sp., Trichoderma sp. vy observando una mayor actividad en la cepa
Chaetomium sp. y de las revitalizadas de la de Stachybotrys sp. (Tabla 4), a las 120
coleccion:  Ascotricha sp., Chaetomium horas.
indicum, Dycima vesiculifera, Memnoniella

3,5
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Figura 4. Comportamiento de la actividad celulolitica de las especies evaluadas durante el segundo

ensayo, a las 120 horas. Cepas que clasifican como grado 1(+), 2(++) y 3 (+++).
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Tabla 4. Cepas de hongos celulol
(CA: Cepa Aislada y CC: Cepa de
mayor (+++).

iticos evaluadas durante el tercer ensayo de actividad con CMC
la Coleccion). Cepas que exhibieron un didmetro de crecimiento

Cepas Origen Género y especie Ensayo CMC
1 CA Curvularia lunata +
2 CA Trichoderma hamatum ++
3 CA Fusarium sp. ++
4 CA Penicillium sp. ++
5 CA Stachybotrys sp. +++
6 CA Trichoderma sp. ++
7 CA Chaetomium sp. ++
8 CC Ascotricha sp ++
9 CC Chaetomium indicum +
10 CC Dycima vesiculifera ++
11 CC Memnoniella levispora ++
12 CC Stachylidium bicolor +
13 CC Trichoderma virens ++
3,5
< 3
=
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Figura 5. Comportamiento de la actividad celulolitica de las especies evaluadas durante el tercer

ensayo, a las 120 horas. Cepas que clasifican como grado 1 (+), 2 (++) y 3 (+++).

Como se puede apreciar las cepas evaluadas echinata, Stachybotrys sp., Stachybotrys
como categoria 3 (+++), pertenecen al grupo niragirica Trichoderma harzianum y
de cepas aisladas durante el desarrollo del Trichoderma viride. Al establecer un estudio
proyecto: Ascotricha bosei, Aspergillus niger, comparativo entre las especies Ascotricha
Chaetomium globosum, Memnoniella bosei, Chaetomium globosum, Stachybotrys
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niragirica y Trichoderma viride (+++) y sus
homoélogas de la Coleccion (CC), aquellas en
estado de hibernacién; hay una diferencia real
en cuanto a su produccion enzimatica a
iguales intervalos de tiempo frente al substrato
a degradar y se quedan éstas Ultimas
rezagadas mostrando actividad grado 2 (++)
(Tabla 5), en estos casos. Sin embargo no
ocurrido lo mismo para las cepas CA grado
(++), y sus correspondientes cepas CC, las
gue con excepcion de Chaetomium indicum y
Stachyllidium bicolor que presentaron un
menor crecimiento, el resto se mantuvo al
mismo nivel que sus similares frescas,
manifestando un comportamiento de grado 2

(++).

La disminucion de las actividades celuloliticas,
en alguna de estas especies puede explicarse
por una inactivacion de las enzimas en
periodos largos de tiempo, asi como de la
composicion del medio de cultivo en que se
encontraban  crecidas antes de ser
conservadas; pero sobre todo segin Aranda y
colaboradores en el 2008, depende de la
heterogeneidad de las especies. La baja o
nula actividad enzimatica detectada en las
cepas Chaetomium indicum y Stachyllidium
bicolor podria explicarse si se asume que las
moléculas  enzimaticas  activas  estan
incorporadas en nuevos productos formados,
probablemente de naturaleza  soluble
polimérica con la consiguiente inmovilizacion

(Heredia et al., 2008).

Tabla 5. Comportamiento de las cepas homoélogas evaluadas durante el proyecto.

Cepas aisladas durante el proyecto (CA)

Cepas conservadas en la Coleccién (CC)

Ascotricha bosei (+++)
Chaetomium sp. (++)

Chaetomium globosum (+++)
Chaetomium indicum (++)

Dycima vesiculifera (++)
Memnoniella levispora (++)

Stachylidium bicolor (++)

Trichoderma hamatum (++)
Trichoderma viride (+++)

Trichoderma sp. (++)

En el caso de las cinco cepas comestibles,
éstas se evaluaron por separado pues
presentan su peculiaridad con respecto al
resto, ya que durante su ciclo de vida
presentan una fase micelial (fase vegetativa) y
otra en forma de basidioma & cuerpo fructifero

(fase reproductiva sexual) (Lin Shugian,

JV vy JV VVYVYYVYYVYY

Ascotricha bosei (++)
Chaetomium sp. (++)
Chaetomium globosum (++)
Chaetomium indicum (+)
Dycima vesiculifera (++)
Memnoniella levispora (++)
Stachylidium bicolor (+)
Trichoderma hamatum (++)
Trichoderma viride (++)
Trichoderma sp. (++)

2011), por lo que la cinética de produccion de
enzimas pudiera diferir del resto a las 120
horas, a pesar de su comprobada actividad
celulolitica.

Teniendo en cuenta esto, el ensayo se
extendio hasta los siete dias como se muestra

en la Figura 6.

13 Agrotecnia de Cuba

Volumen 37, no. 2, 2013



Como se pudo observar, las especies de
Pleurotus, mostraron una alta actividad
degradadora con respecto al resto,
prevaleciendo la cepa de Pleurotus

ostreatus; sin embargo, no sucedio asi con

Volvariella volvacea y Clitocybe maxima, las
cuales a las 120 horas se encontraban
minimizadas respecto a su reportada
actividad, sin diferencias significativas
respecto a la 168 horas.

Cepas comestibles

Actividad celulolitica frente a CMC

(Grado1,2 .3, 4,5y 6)

120hrs 144 hrs

evaluadas

168 hrs t(incubacion)

Figura 6. Resultados de la actividad celulolitica frente a CMC de las cepas comestibles a los cinco,

seis y siete dias respectivamente. Cepas que clasifican como grado 1 (+), 2 (++), 3 (+++), 4-6

(crecimiento abundante cercano al limite de la placa).

Este comportamiento fue inesperado pues en
el periodo en el que se realizo el estudio, eran
cepas frescas provenientes de cultivos
madres. Sin embargo pudiera estar
relacionado con los rangos de temperatura y
pH 6ptimos del crecimiento de las mismas ya
gue en el caso de la Volvariella volvacea
segun Lin Zhanxi y colaboradores en el 2012,
necesita rangos de pH cercanos a 8 y una
temperatura superior a los 35 °C. En cuanto a
Clitocybe maxima la aparente inhibicién de su
metabolismo enzimatico se revierte en la no
activacién del sistema enzimatico del hongo

pues el valor de temperatura ideal, para el

crecimiento micelial de esta especie oscila
alrededor de los 15 °C (Lin Dongmei et al.,
2012).

3. Seleccién de las cepas mas efectivas

Se evalu6 cualitativamente la actividad de
exoglucanasas  producidas por  estos
microorganismos, mediante la degradacién y
la pérdida de peso del papel de filtro, como
criterio adicional del ensayo anterior, para la
seleccion de cepas. Ademas se les realizo el
ensayo de producciéon de acidos; para poder
estimar el comportamiento del pH durante el
estudio de fermentacion.
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La caracterizacion fisiolégica de las cepas
fungicas evidenci6 que la mayoria de los
hongos fueron capaces de crecer a expensas
del papel de filtro como Unica fuente de
carbono. Ademas se pudo comprobar en la

Tabla 7, que con excepcion de las cepas

comestibles Volvariella volvacea y Clitocybe
maxima, el resto produjeron acidos, pues
mostraron una marcada disminucion del pH
del medio, durante el ensayo de produccion
de acidos (pH=7,0).

Tabla 7. Actividad celulolitica cualitativa, produccion de pigmentos y acidos por parte de los hongos

aislados y revitalizados.

Cepa Crecimiento Crecimiento |Produccién de| Produccién de
sobre papel de| sobre CMC pigmentos acidos (pH)
filtro cristalina

Ascotricha xylina (CA) ++ + + 6.1
Ascotricha bosei (CA) +++ +++ + 5.4
Ascotricha bosei (CC) +++ ++ + 55
Ascotricha sp. (CC) +++ ++ + 5.7
Aspergillus niger (CA) +++ +++ + 4,5
Aspergillus flavus (CA) ++ ++ + 50
Aspergillus fumigatus (CA) ++ + - 6,1
Aspergillus terreus (CA) ++ + + 6,2
Chaetomium globosum (CA) +++ +++ + 55
Chaetomium globosum (CC) +++ ++ + 5,7
Chaetomium indicum (CA) ++ ++ + 5,6
Chaetomium indicum (CC) ++ + + 55
Chaetomium sp. (CA) +++ ++ - 5,8
Chaetomium sp. (CC) ++ ++ + 52
Memnoniella echinata (CA) +++ +++ + 49
(cartén)

Memnoniella echinata (CA) (tela) ++ + + 47
Memnoniella levispora (CA) +++ ++ + 4,6
Memnoniella levispora (CC) +++ ++ + 4,5
Stachybotrys sp. (CA) +++ +++ + 53
Stachybotrys niragirica (CA) +++ +++ + 5,2
Trichoderma viride (CA) +++ +++ + 55
Trichoderma viride (CC) +++ ++ + 5,6
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Trichoderma harzianum (CA) +++ +++ + 5,7
Trichoderma hamatum (CA) ++ ++ + 5,8
Trichoderma hamatum (CC) ++ ++ + 53
Trichoderma sp. (CA) ++ ++ - 5,2
Trichoderma sp. (CC) ++ ++ + 49
Trichoderma virens (CC) ++ ++ + 4,8
Cladosporium sp. (CA) ++ ++ + 3,6
Dycima vesiculifera (CA) ++ ++ + 52
Dycima vesiculifera (CC) ++ ++ + 5,4
Stachylidium bicolor (CA) ++ ++ + 47
Stachylidium bicolor (CC) ++ + + 4,8
Curvularia sp. (CA) + + + 6,5
Curvularia lunata (CA) + + + 6,7
Fusarium sp.(CA) ++ ++ + 5,7
Penicillium sp. (CA) +++ ++ + 6,0
Pleurotus ostreatus (CC) +++ +++ - 6.8
Pleurotus columbinus (CC) ++ +++ - 6,9
Pleurotus sajor-caju (CC) ++ +++ + 6,7
Volvariella volvacea (CC) ++ + - 7,5
Clitocybe maxima (CC) ++ + - 7,0

(+++): Indica crecimiento abundante, (++): Indica crecimiento moderado, (+): Indica crecimiento
pobre también es indicativo de la presencia de pigmentos, +: Indica crecimiento o produccién de
pigmento muy pobre, -: Indica NO crecimiento y NO produccién de pigmentos.

La mayoria excretaron diferentes pigmentos
sobre el papel, abarcando una amplia gama
de colores desde el amarillo hasta el carmelita
intenso pasando por el naranja, tonos rojizos y
negros, no observandose asi para Aspergillus
fumigatus, Chaetomium sp., Trichoderma sp.,
Pleurotus ostreatus, P. columbinus,Volvariella
volvacea y Clitocybe maxima.

En el ensayo de pérdida peso (Tabla 8 y

Figura 7), se observd que las 10 cepas de

mayor  actividad fueron  Memnoniella
echinata (CA) (cartén), Penicillium sp. (CA),
Aspergillus niger (CA), Stachybotrys
niragirica (CA), Trichoderma viride (CA),
Pleurotus ostreatus (CC), Trichoderma viride
(CC), Stachybotrys sp. (CA),
sajor-caju (CC) y Pleurotus columbinus (CC),
con un 30,4; 30,4; 29,0; 28,2; 28,0; 27,6; 27,4;
26,4; 26,4 y 26,0 % de degradacion del papel

respectivamente, con respecto al peso total

Pleurotus

inicial de la tira (50 mg).
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Tabla 8. Valores obtenidos durante el ensayo de pérdida de peso de Papel de filtro para cada una de
las 42 cepas estudiadas, a las 120 horas (cinco dias), de incubacion. Tiempo de Incubacién (0

horas)- Peso inicial del Papel de filtro (50,0 mg).

No. Cepas evaluadas Peso final (mg)
1 Ascotricha xylina (CA) 45.8
2 Ascotricha bosei (CA) 400
3 Ascotricha bosei (CC) 44.0
4 Ascotricha sp. (CC) 46.5
5 Aspergillus niger (CA) 355
6 Aspergillus flavus (CA) 398
7 Aspergillus fumigatus (CA) 40.0
8 Aspergillus terreus (CA) 42.0
9 Chaetomium globosum (CA) 397
10 Chaetomium globosum (CC) 42.0
11 Chaetomium indicum (CA) 38.0
12 Chaetomium indicum (CC) 39.5
13 Chaetomium sp. (CA) 42.0
14 Chaetomium sp. (CC) 40.6
15 Memnoniella echinata (CA) (cartén) 348
16 Memnoniella echinata (CA) (tela) 38.5
17 Memnoniella levispora (CA) 390
18 Memnoniella levispora (CC) 390
19 Stachybotrys sp. (CA) 36.8
20 Stachybotrys niragirica (CA) 359
21 [Trichoderma viride (CA) 36.0
22 Trichoderma viride (CC) 36.3
23 [Trichoderma harzianum (CA) 39.8
o4 [Trichoderma hamatum (CA) 42.0
o5 [Trichoderma hamatum (CC) 44.4
26 [Trichoderma sp. (CA) 41.1
27 Trichoderma sp. (CC) 425
o8 [Trichoderma virens (CC) 453
29 Cladosporium sp. (CA) 44.0
30 Dycima vesiculifera (CA) 455
31 Dycima vesiculifera (CC) 45.0
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32 Stachylidium bicolor (CA) 44.8
33 Stachylidium bicolor (CC) 453
34 Curvularia sp. (CA) 46.5
35 Curvularia lunata (CA) 45.8
36 Fusarium sp. (CA) 44.0
37 Penicillium sp. (CA) 348
38 Pleurotus ostreatus (CC) 36.2
39 Pleurotus columbinus (CC) 37.0
40 Pleurotus sajor-caju (CC) 36.8
a1 \Volvariellavolvacea (CC) 395
42 Clitocybe maxima (CC) 40.2

Las especies que fueron capaces de crecer
aceleradamente en CMC: Ascotricha bosei
(CA), Aspergillus niger (CA), Chaetomium
globosum (CA), Memnoniella echinata (CA),
Stachybotrys sp. (CA), Stachybotrys niragirica
(CA), Trichoderma

Trichoderma viride (CA) y Pleurotus ostreatus

harzianum (CA),

(CC), mostraron elevada actividad celulolitica
sobre el papel de filtro, al disminuir en un
20,0; 29,0; 20,6; 30,4; 26,4; 28,2; 20,4; 28,0 y
27,6 % respectivamente, el peso inicial de la
tira de papel; logrando degradar cantidades
suficientes de celulosa, presentes en el
mismo.

Este resultado se corresponde con lo
esperado, ya que el papel de filtro es una
fuente de celulosa de mas facil asimilacion
que la cristalina presente en la
(CMC), pues las

moléculas de celulosa presentes en la

carboximetilcelulosa

naturaleza no son puramente cristalinas, no
poseen igual grado de polimerizacién ya que

muestran sitios amorfos, los cuales se

incrementan a lo largo de las cadenas durante
el proceso de manufactura del papel, con los
cambios fisico-quimicos a los que queda
expuesta la estructura de la celulosa que lo
(Cappitelli 'y  Sorlini, 2010);
guedando de ésta forma mas expuesto al

compone

ataque enzimatico de cepas potencialmente

activas.

CONCLUSIONES
» Se lograron aislar e identificar 25 cepas

de hongos celuloliticos.

»  Se revitalizaron 17 cepas de la Coleccion
de Hongos del INIFAT (853 de la
Federacion Mundial de
Microbianos (WFCC)).

» Se enriquecio la Coleccién de Hongos

Cultivos

del INIFAT, con la incorporacion de 25
nuevas cepas de hongos celuloliticos.

> Se estableci6 un banco de 42 cepas
celuloliticas para las futuras

investigaciones y SCT del INIFAT.
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Figura 7. Evaluacion del ensayo de pérdida de peso para las 42 cepas flngicas estudiadas.

Se contribuyé a la conservacion de 42
especies, pertenecientes a las divisiones
Deuteromicotina, Ascomicotina y
Basidiomicotina del reino Fungi.

Se seleccionaron nueve cepas de alto
potencial degradativo en el ensayo de
CMC y exoglucanasas: Ascotricha bosei,
Aspergillus niger, Chaetomium globosum,
Memnoniella echinata, Stachybotrys sp.,
Trichoderma

Stachybotrys  niragirica,

harzianum,  Trichoderma viride vy

Pleurotus ostreatus.
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