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SELECCION DE CEPAS DE Trichoderma spp. TOLERANTES AL
ARSENICO Y CON CAPACIDAD DE REMOCION EN MEDIO LiQUIDO

SELECTION OF STRAINS OF Trihoderma spp. TOLERANT TO ARSENIC AND
CAPABLE OF REMOVAL IN LIQUID MEDIUM

Yariez L. M."2, Alfaro J. A.2, Bovi Mitre G.3

RESUMEN

En este trabajo se selecciond cepas de Trichoderma spp. con capacidad de tolerary remover
arsénico (As). La metodologia utilizada para las pruebas de tolerancia fue la exposicion a
500 y 1000 mg L' de As (lll) en medio sdlido. El estudio de remocién de As se realiz6é en
medio liquido, cuantificando la concentracion de As mediante espectrometria de absorcion
atémica con generacion de hidruros. Los resultados obtenidos indican que de las 4 cepas de
Trichoderma spp. bajo estudio las cepas T4R3 y TO1 mostraron los menores porcentajes de
inhibicién 20,2% y 18,7% a 500 mg L'y 4,1% y 8,7% a 1000 mg L' respectivamente a las 24
h de cultivo. Estas mismas cepas presentaron los mayores indices de tolerancia con valores
de 0,80 a 0,93 a las 24 h de cultivo. En medio liquido con 1,44 mg L' de As las cepas que
presentaron mayor crecimiento fueron Mai y T4R3 con 3,63 y 3,88 g L respectivamente.
La que mostro mayor efectividad en la remocion de As luego de 72 h de exposicion fue la
cepa T1R3 con 40,52%. Estos resultados demuestran el potencial de la cepa T1R3 para ser
utilizada en estudios de mitigacion del As.

Palabras claves: Contaminacion. Arsénico. Trichoderma spp.. Seleccion.
SUMMARY

In this work selected strains of Trichoderma spp. with the ability to tolerate and remove
arsenic (As). The methodology used for the tolerance tests was exposure to 500 and 1000
mg L' of As (Ill) in solid medium. The As removal study was performed in liquid medium,
quantifying the concentration of As by atomic absorption spectrometry with hydride
generation. The results indicate that of the 4 strains of Trichoderma spp. under study the
T4R3 and TO01 strains showed the lowest percentages of inhibition 20.2% and 18.7% at 500
mg L' and 4.1% and 8.7% at 1000 mg L' respectively at 24 h culture. These same strains
presented the highest tolerance indices whit values from 0.80 to 0.90 at 24 h of culture. In
liquid medium whit 1.44 mg L of arsenic the strains that presented the greatest growth
were Mai and T4R3 with 3.63 an 3.88 g L' respectively. The one that showed greater
effectiveness in the removal of arsenic after 72 h of exposure was the strain T1R3 with 40.52%.
These results demonstrate the potential of strain T1R3 to be used in As mitigation studies.

Key words: Contamination. Arsenic. Trichoderma spp.. Selection.
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INTRODUCCION

El arsénico (As) es considerado uno de los tdxico
mas peligrosos para el ambiente y particularmente
en ecosistemas empleados para la agricultura (Su y
otros, 2010). Su presencia natural (suelo, aire, agua,
alimentos), asi como en procesos industriales (la
mineria, fabricas textiles, produccion de diferentes
sustancias quimicas) han dado lugar a una
contaminacion generalizada en muchas areas del
mundo generando exposicion de un gran sector de
la poblacién humana (Ali y otros, 2009).

Jujuy (Argentina) es una de las provincias cuyas
caracteristicas geogénicas hacen que el agua de
algunas zonas del noroeste (regiéon Puna), contengan
altas concentraciones de As (Ponce y otros, 2006).
Estudios cuantitativos revelaron valores entre 5 y
10.000 pg L' de As (Tschambler y otros, 2007). En
particular, la localidad de Pastos Chicos ubicada a
3843 metros sobre el nivel del mar en el departamento
de Susques, (cuyas coordenadas: 23°45'58,48"S-
66°26’13,86"0), presenta concentraciones de As en
agua superiores a los limites maximos permitidos
(Farias y otros, 2008). Hossain (2006) y Brammer
(2009) observaron que el uso de agua subterranea
contaminada con As empleada para el riego esta
aumentando los niveles del mismo en los suelos
transformandolos inadecuados para la agricultura.
Los cultivos producidos en estos suelos contaminados
con As también pueden ser una fuente de exposicion
para los seres humanos (Williams y otros, 2005).
Varios autores reportaron que el As ingresa en la
cadena alimenticia por el consumo de estos cultivos
contaminados (Roychowdhury y otros, 2005).

La transformacién microbiana de los elementos
del suelo es el resultado de procesos asimilatorios
en los que se los incorpora en la biomasa celular y/o
procesos disimilatorios en los que la transformacion
da lugar a la generacién de energia, oxidacién/
reduccion y/o detoxificacion (Srivastava y otros,
2011).

La bioacumulacién de As es un proceso natural
de inmovilizacion que ayuda a la biorremediacion
de ambientes contaminados con este elemento. El
empleo de organismos como hongos, bacterias y
algas sirven para este propésito (Su y otros, 2010).

El género Trichoderma alcanzé una posicidon
especial en el campo de la agricultura. Son muy
conocidos por ser hongos rizosféricos, capaces

de colonizar todo el sistema radicular y persistir
activamente en la planta (Tucci y otros, 2011). Existen
informes sobre su potencial aplicacion para remediar
la contaminacion del suelo y agua, ya que presenta
gran tolerancia a una gama de contaminantes
persistentesincluyendo metales pesados, plaguicidas
e hidrocarburos poliaromaticos (Tripathi y otros,
2012). Ejemplos de estas biotecnologias fueron
publicados por Siddiquee (2013), quienes evaluaron
la absorcion de iones de metales pesados utilizando
Trichoderma aureoviride, T. harzianum y T. virens
en la limpieza de areas contaminadas. Su (2010),
estudiaron la bioacumulacion y biovolatilizacion de
As pentavalente por Trichoderma asperellum.

La seleccidbn de cepas de Trichoderma spp.
tolerantes al As permitira escoger aquellas especies
con habilidades de remocién del téxico. Se propone
iniciar investigaciones en la Puna Jujefia ensayando
procesos de mitigacion de As en el ambiente
mediante el uso de estos hongos. Teniendo en
cuenta lo anteriormente mencionado el Objetivo
de este trabajo consiste en seleccionar cepas de
Trichoderma spp. tolerantes al As con capacidad de
disminuir la concentracion de este elemento en el
ambiente.

MATERIALES Y METODOS
Cepas de Trichoderma spp.

Las cepas de Trichoderma spp. estudiadas T4R4,
T1R3 y Mai fueron provistas por el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional de Jujuy, mientras que
la cepa TO1 se aislé previamente del suelo de la
localidad de Maimara (Jujuy).

Ensayo de tolerancia al arsénico

Para evaluar la tolerancia al As cada una de
las cepas fue cultivada en el medio Agar Papa
Dextrosa (PDA) (Britania), al que se le adiciond
por diseminacion superficial 200 pyL de una solucion
de 500 y 1000 mg L de As (lll) preparada a partir
de trioxido de arsénico marca Mallinckrodt (USA).
Discos de 5 mm de agar con micelio se colocaron
en el centro de las cajas de Petri estériles (90 mm
de diametro) las que se incubaron posteriormente
a 27 °C durante 120 h. Como control positivo de
crecimiento se utilizé el medio PDA no suplementado
con As (lll). El ensayo se realizé con un disefio
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completamente aleatorizado con 3 repeticiones por
tratamiento (Srivastava vy otros, 2011).

El crecimiento radial (mm) de las cepas de
Trichoderma spp. se registro a las 24, 48 y 72
h después de la inoculacion (Behzad 2010). El
porcentaje de inhibicién del crecimiento radial se
midié utilizando la férmula indicada por Sarkar y
colaboradores (2010).

Porcentaje de Inhibicion (%l) = [(X-Y / X) x 100]

X = crecimiento radial (mm) de las placas de
control
Y = crecimiento radial (mm) de las placas tratadas

indice de tolerancia al arsénico

Con los datos de crecimiento radial se determino
el indice de Tolerancia (IT), el cual es un indicador de
la respuesta del organismo al estrés causado por el
As. Este indice se calculo a partir del crecimiento de
la cepa expuesta al As dividido por el crecimiento en
la placa de control. Cuanto mayor sea el IT, mayor es
la resistencia (Fazli y otros, 2015).

Ensayo de remocion de arsénico por cepas de
Trichoderma spp.

Las cepas de Trichoderma spp. fueron evaluadas
segun su capacidad de remover el As en medio
de cultivo Sabouraud Dextrosa Caldo (Britania)
suplementado con 0,05 g L' de cloranfenicol (Sigma)
(SDC). Para ello se extrajeron con sacabocados
estériles discos de 8 mm de diametro de los cultivos
puros de 7 dias decrecimiento en medio PDA y
se inocularon en frascos que contenian 50 mL de
SDC. Los medios de cultivos se prepararon con
agua proveniente del Rio Pastos Chicos (cuyas
coordenadas son: 23°70°'88,3”S-66°44'55,8"0), la
cual contenia una concentracién de As de 1,44 mg
L.

Cada ensayo se realizé por triplicado y como
controles se utilizaron medios SDC no inoculados
(control abiético) y sin As (control biético). Todos los
frascos se incubaron a 27 °C en un agitador rotatorio
a 150 rpm durante 72 h, luego se filtraron empleando
un filtro Millipore de 0,45 uym y la biomasa retenida
se seco por 12 h a 65 °C en estufa de secado para
determinar crecimiento por peso seco (g L") (L6pez

Errasquin y otros, 2003). En el filtrado se analizo la
concentracién de As total residual.

Cuantificacion de arsénico total

La concentracion de As se determino mediante
espectrometria de absorcion atdbmica con generacion
de hidruros a través de un sistema de flujo continuo
(FIAS) en un equipo FIAS 400 acoplado a un
espectrometro AAnalyst 100 (marca Perkin Elmer).
La técnica presenta un limite de deteccion de 0,1 ug
L'y de cuantificaciéon de 0,3 ug L' con unarespuesta
lineal de hasta 5 ug L (r=0,998). Se trabajé con un
error relativo del 10% verificando la sensibilidad del
equipo mediante el empleo de patrones externos.

Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos se expresaron como
Media (M) = Desviacién Estandar (DE). Los cuales
fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA).
La prueba de comparacidon de medias se realizd
mediante el test de Duncan, con nivel se significancia
de P < 0,05. Todos los analisis estadisticos se
llevaron a cabo empleando el programa estadistico
InfoStat (versién 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tolerancia al
Trichoderma spp.

arsénico por las cepas de

Para seleccionar las cepas de Trichoderma spp.
tolerantes' al As se utilizo el Porcentaje de Inhibicién
(%) vy el Indice de Tolerancia (IT).

Las cepas de Trichoderma spp. expuestas a
As (lll) (500 y 1000 mg L"), a medida que se
realizaron las mediciones, presentaron una menor
elongacion del micelio en los ensayos de exposicion
en comparacion con los controles, evidenciando un
posible efecto inhibitorio del toxico (Tabla 1y 2).

Los resultados de crecimiento radial de las cepas
expuestas a 500 mg L' de As (lll) durante 72 h de
cultivo se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Crecimiento radial (mm) de las cepas de Trichoderma
spp. cultivadas en medio APG suplementadas con 500 mg

L'de As (Ill)
Crecimiento radial (mm)
Cepas 24h 43 h 72h
To1 8706 29+1 45
Contraol 10,706 31,706 45
Mai 8306 27¢1 43,7115
Control 11,7206 3217 45
T4R3 17+05 313+£1.2 45
Control 97+06 32.7+15 45
T1R3 5507 2114 45
Control 7306 273412 45

Los valores estan expresados en M + DE con n=3.

El crecimiento radial de las cepas expuestas a 1000 mg L' de As
() durante 72 h de cultivo se muestran en la Tabla 2.

Tabla2.Crecimientoradial (mm)delas cepasde Trichodermas
spp. cultivadas en un medio APG suplementadas con 1000
mg L de As"

Crecimiento radial (mm)

Cepas 24 h 48 h 72h
TO01 11,3+0,5 30,506 45
Control 12,3+0,6 31,7+0,6 45
T4R3 931 29,5+0,6 45
Control 97+06 30,3+0,6 45
Mai 92+£08 28412 45
Control 11,7 +0,6 32+1,7 45
T1iR3 4,106 203+21 43,422
Control 61 21,7+0,6 45
Los valores estan expresados en M + DS con n=3.
Los resultados obtenidos en el presente

trabajo concuerdan con lo informado por Ngu
(1998) y Srivastava (2011), quienes expusieron
diferentes cepas de Trichoderma spp. a las
mismas concentraciones de As (V) (500 y 1000
mg L"). Estos investigadores observaron un buen
crecimiento radial, una elevada tolerancia a medida
que transcurria el tiempo de exposicion y una
estimulacion en el crecimiento radial de algunas
cepas en presencia de diferentes concentraciones
de As.

Con las cepas ensayadas se observo una
disminucion del porcentaje de inhibicién (%l) a
medida que transcurrid el periodo de exposicion
al téxico. Las cepas TO01 (18,7%) y T4R3 (20,2%)
expuestas a 500 mg L' de As (lll) mostraron los
menores %l a las 24 h de cultivo y los menores %l
a las 48 h de cultivo con valores de 8,4% y 4,3%
respectivamente. Cabe destacar que a las 72 h de
cultivo la cepa Mai presento una inhibicion del 2,9%,
el resto de los hongos cubrieron la totalidad de la caja
de Petri (90 mm de diametro) por lo no se determiné
el %l respecto al control (Fig. 1).

Figura 1. Porcentaje de inhibicion de las cepas de
Trichoderma spp. frente a 500 mg L' de As (lll)

A concentraciones de 1000 mg L' de As (lll),
las cepas TO01 (8,1%) y T4R3 (4,1%) mostraron los
menores %l a las 24 h de cultivo. Estas mismas cepas
presentaron los %l mas bajos a las 48 h de cultivo
con valores de 3,8% y 2,6% respectivamente. La
cepa T1R3 presento una inhibicion del 3,5% a las 72
h de cultivo, el resto de los hongos se desarrollaron
cubrieron la totalidad de la caja de Petri porlo no se
determino él %l respecto al control (Fig. 2).

La disminucion de los valores de %l de las cepas
de Trichoderma spp., a la exposicion a 500 y 1000
mg L' de As (lll), se relaciona con el aumento en
los indices de tolerancia estimando que los hongos
desarrollan diferentes estrategias de tolerancia o
mecanismos de resistencias (Srivastava y otros,
2011).
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion de las cepas de
Trichoderma spp. frente a 1000 mg L' de As (lll)

Figura 3. indice de tolerancia de cepas de Trichoderma
spp. frente a 500 mg L' de As (lll)

A concentraciones de 1000 mg L de As (lll), las
cepas T4R3 y TO1 nuevamente mostraron la mayor
tolerancia con valores de 0,91 y 0,93 a las 24 h
respectivamente (Fig. 4).

Figura 4. indice de tolerancia de cepas de Trichoderma
spp. frente a 1000 mg L' de As (lll)

Alas 24 y 48 h de cultivo, a concentraciones de 500
y 1000 mg L' de As (lll), pudo observarse variacion
en los valores de IT de las cepas bajo estudio. Estos
resultados concuerdan con los informado por Mufioz y
otros (2012), quienes probaron la teoria de que cepas
del mismo género (Paecilomyces sp. 9, Paecilomyces
sp. G)y (Aspergilus multicolor, Aspergillus fumigatus)
no necesariamente desarrollan la misma tolerancia.
La tolerancia no es inherente a los microorganismos
sino que es adquirida del medio ambiente (Fazli y
otros, 2015). Cabe aclarar que la similitud de los
valores de IT obtenidos a las 72 h se debié a que
las cepas ensayadas se desarrollaron cubriendo la
totalidad de la cajas de Petri.

La variedad de valores de tolerancia al As
obtenida en el uso de las diferentes cepas de
Trichoderma spp. podria deberse a la presencia de
estrategias o mecanismos de resistencia tales como
la precipitacién extracelular, cristalizacion, biosorcion
en la pared celular y pigmentacion (Gadd 2004),
reduccion del As (V) a As (lll), el cual es expulsado
de la célula (Cernansky y otros, 2009), unién del
As (lll) con glutation o secuestro en el interior de
vacuolas (Canovas y de Lorenzo, 2007), metilacién a
formas organicas menos téxicas (Qin y otros, 2006) ,
oxidacion de As (Ill) a As (V) (Gihring y otros, 2001).

Remocion de arsénico por
Trichoderma spp.

cepas de

El crecimiento fungico obtenido como peso seco
y al ser expuesto al toxico, se pudo observar que
existid una diferencia estadisticamente significativa
entre las cepas Mai (3,63 gL")y T4R3 (3,88 g L"),
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las cuales crecieron mas rapidamente, respecto a
las cepas TO1 (2,71 gL") yT1IR3 (2,68 gL™).

Al comparar el crecimiento de cada cepa expuesta
al As respecto a los controles se observo que T4R3
y T1R3 tuvieron mayor crecimiento (Fig. 3).

Figura 3. Crecimiento de las cepas de Trichoderma spp.
expuestas al As

Las columnas con letras diferentes son
significativamente diferentes segun el método de
Duncan con (P < 0,05). Las barras verticales indican

la desviacioén estandar de los promedios (n = 3).

Estos resultados se asemejan a los informados
por Zeng (2010) y Su (2011), quienes publicaron
que una concentracion adecuada de As (V) es
propicia para el aumento de la biomasa flungica y
simultaneamente favorece la reduccion del As (V).
Se postula que algunos microorganismos podrian
ganar energia a través de la reduccion de As (V) y
promover asi su crecimiento (Takai y otros, 2002).
Sin embargo, Oremland y Stolz (2003) sugieren que
algunos microorganismos ganan energia para su
crecimiento no sélo por la reduccién de As (V), sino
también por la oxidacién de As (llI).

Al realizar las determinaciones de As total en
medio liquido se pudo estimar la habilidad de las 4
cepas de Trichoderma spp. para remover As después
del periodo de incubacion de 72 h.

Pudo determinarse que la cepa T1R3 fue la
mas eficiente entre las cepas bajo estudio, con una
remocion de 40,52%, mostrando una diferencia
significativa entre las demas cepas (Tabla 3).
Resultados semejantes obtuvieron Visoottiviseth y
Panviroj (2001), quienes aislaron hongos tolerantes
al As (V) con capacidad de remocién en medio liquido
del 40% en un periodo de 120 h de incubacion.

Tabla 3. Remocion de As por las cepas de Trichoderma spp. en medio liquido

Cepas| Asresidual enSDC (mgL') | As removido (mgL?) | % de remocidn
T1R3 0,86 0,12 0,58 10,12 40,52 £ 8,50 (a)*
TOo1 1,11+ 0,01 0,33+£0,01 22,921 0,98 (b)
T4R3 1,11+ 0,04 0,33 20,04 22,74 + 2,50 (b)
Mai 1,12+0,01 0322001 22,26 + 0,83 (b)

El As removido se calculo por diferencia entre la
concentraciéon de As en el control abidtico ([As]= 1,
44 mg L") y la concentracion de As residual en SDC.
Los valores estan expresados como M * Ds, con
n=3. *ay b valores significativamente diferentes (P
<0,05).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
que la capacidad de remocion no es proporcional
al nivel de tolerancia. Observaciones similares se

han informado anteriormente respecto a la falta de
correlacion entre la tolerancia y la capacidad de
eliminacion de un téxico (Zafar y otros, 2007; Pan y
otros, 2009).

CONCLUSION
Las cepas de Trichoderma spp. expuestas aAs (lll)

(500 y 1000 mg L-") presentaron menor inhibicién y
mayor tolerancia a medida que transcurrio el periodo
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de exposicion al téxico. Las cepas que mostraron
mayor tolerancia a las concentraciones expuestas
fueron T4R3 y TO1. En medio liquido, la cepa T1R3
fue la mas eficiente entre las cepas bajo estudio,
con una remocion de (40,52% + 8,50). Es necesario
realizar estudios de remocion de As en diferentes
matrices e investigar cuales son los mecanismos de
tolerancia y/o remocién del téxico utilizados por estos
hongos. Estos resultados reflejan el potencial de
estas cepas para el desarrollo de futuras estrategias
con un enfoque basado en la biorremediacién de los
suelos y ambientes agricolas contaminados con As.
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