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RESUMEN

En nuestros ecosistemas existen un sinnumero de micro organismos entre ellos una amplia
diversidad de hongos, haciendo funciones diferentes, entre ellas de antagonistas, saprofitos
y fitopatdgenos, por lo cual se realiz6 esta investigacion con el objetivo de Caracterizar
hongos aislados en dos tipos de muestras (excretas de ganado bovino y suelo de corral),
existentes en las fincas del occidente de Nicaragua, comunidad de Chacaraseca,
departamento de Ledn. Para la preparacion de la solucién madre, se tom6 un gramo de suelo
por muestra, las cuales fueron diluidas en 10 ml de agua esterilizada, colocando cinco gotas
de solucidn madre por plato con PDA, a los 8 dias se aisl6 conidias de los posibles hongos
en nuevos platos con PDA, se colocaron en el incubador a una temperatura promedio de 27
grados, se realizaron observaciones diarias durante 8 dias para ver su crecimiento,
agrupéandolas segun sus caracteristicas macroscopicas; luego se vertié PDA en porta objetos
para la identificacion por medio de las caracteristicas microscépicas (conidiéforo, micelios
y conidias), observando al microscopio cada 24 h durante 4 dias, obteniendo como resultado,
la presencia de 13 hongos de distintas especies, siéndolos principales género Aspergillus
con 30.76% , Rhizopus spp con 23.07, Trichoderma y Penicillium con un 15.38% , 8.25% de
Geotrichum y Fusarium con 7.69 %.



l. INTRODUCCION

La agricultura de hoy en dia sigue siendo extensiva monocultivista, se basan en-sistemas
productivos convencionales que con el pasar de los afios ha aumentado el uso de productos
sintéticos (herbicidas, pesticidas, etc.) para alcanzar la eficiencia de una alta productividad,
lo que ha provocado la resistencia de muchos insectos y enfermedades y a la vez la aparicion
de nuevas enfermedades, recurriendo cada vez a productos mas fuertes, ocasionando la
perdida de microorganismos del suelo y un ciclo vicioso del uso de plaguicidas. Por el
contrario, los productos agroecoldgicos es otro método de manejo de los problemas
fitosanitarios, resultados que se logran ver a mas largo plazo, pero al aplicarse en tiempo y
forma podremos obtener muy buenos resultados y nos aseguramos de que la contaminacion
al suelo y ambiente se reducen ya que son productos amigables con el medio ambiente
(BenJannet, 2001).

En la naturaleza existen distribuidos una amplia variedad de hongos que desempefian un
papel crucial para el equilibrio de los ecosistemas. En la industria alimenticia los hongos
también desempefian un importante rol aportando las enzimas necesarias para l0s procesos
enzimaticos necesarios para la produccion de una gran diversidad de alimentos. Solo una
pequefia cantidad de hongos forman parte del grupo capaz de producir enfermedades en los

seres Vivos.

Los hongos ocupan un lugar importante en el control microbiano de insectos plaga, ya que
virtualmente todos los Ordenes de insectos son susceptibles a enfermedades flngicas.
Frecuentemente, los hongos disminuyen poblaciones de insectos a través de epizootias. Por
tal motivo, resulta indispensable que en los programas de control biol6gico y manejo
integrado de plagas se colecten, purifiquen y conserven estos microorganismos. Esto
permitird seleccionar a aquellos que, de acuerdo a sus caracteristicas, sean mas propicios a

ser utilizados en una estrategia de control microbiano por incremento

Una estrategia ecol6gicamente segura para la utilizacién de hongos en el control de
plagas, se basa en la identificacion de sus patogenos naturales, lo cual se hace con el fin de
seleccionar el patdégeno con mayor potencial, tomando como criterio, su virulencia,

persistencia y especificidad (Berlanga, Ayala, Montesionos, 2016).



En Republica Dominicana en el 2001 se realiz6 un estudio por parte de la Sociedad
Dominicana de Investigadores Agropecuarios y Forestales en la cual el aislamiento se realizd
en sustratos y raices de plantas en invernaderos y los resultados fueron 56 colonias de
Trichoderma provenientes de cepas nativas con potencial antagonista de hongos
fitopatdgenos radiculares, la mayor cantidad de aislados nativos por zonas se obtuvieron en
los invernaderos de San José de Ocoa (20) y Villa Trina (14) y por tipo de muestra la mayor

cantidad de aislados nativos se obtuvo en las muestras de raiz (Lahsen et al., 2001).

Aislamiento de Trichoderma sp., en las unidades productivas agricolas del Centro de
Formacion Agroindustrial “La Angostura” de campo alegre en el departamento de Huila en
Colombia 2014. En este estudio se llegd a la conclusion que la metodologia de terrones o
granulos de suelo permitio apreciar las caracteristicas macroscopicas del hongo de interés en
un periodo de tiempo més corto y con colonias mejor formadas y las posibles colonias de

Trichoderma se evidenciaron mas claramente en medio de cultivo Rosa de Bengala.

Es basado en todo lo antes expuesto que surge la necesidad de hacer frecuentemente
diagndsticos de las poblaciones de microorganismos presentes en diferentes agroecosistemas
(suelo, agua, aire, insectos benéficos), para identificar aquellos con potencial de uso como

controladores biologicos. (Harman, 2014).



1. OBJETIVOS

General
Caracterizar morfol6gicamente hongos aislados en muestras de excretas de ganado bovino 'y

suelo de corral.

Especificos
Determinar el nimero de hongos aislados presentes en dos tipos de muestras (excretas de

ganado bovino y suelo de corral).



I1.  HIPOTESIS

Hi. Las muestras excretas de ganado bovino y suelo de corral presentan distintos tipos de

colonias de hongos de importancia econémica para la agricultura.



IV. MARCO TEORICO

4.1. Generalidades e importancia
Los hongos son un grupo de seres vivos diferentes de las plantas y de los animales, razon

por la cual se clasifican en un reino aparte llamado Fungi. La ciencia que los estudia se llama
Micologia. Poseen gran capacidad de adaptacion y pueden desarrollarse sobre cualquier
medio o superficie, tanto en los bosques como en las ciudades. Se reproducen por medio de
esporas, las cuales son diseminadas principalmente por el viento y por el agua. Pero también
pueden desarrollarse formando asociaciones de beneficio mutuo con raices de plantas
(micorrizas) y con algas dando origen a los liquenes que son organismos totalmente
diferentes a las plantas y a los mismos hongos, mientras que algunos crecen sobre otros seres
vivos produciéndoles enfermedad o incluso la muerte.

Son descomponedores, ya que transforman la materia organica en sustancias mas
simples y asimilables por otros seres vivos.

Los hongos juegan y han jugado un papel muy importante en la medicina, la industria
y la alimentacion. La era de los antibi6ticos se inicia con el descubrimiento de la penicilina,
obtenida a partir del hongo Penicillium notatum; asimismo, algunos hongos son importantes
en la industria de quesos, cerveza, vinos y otros; ademas de la excelente fuente de vitaminas,

proteinas, fibra y minerales que constituyen los hongos comestibles (Tovar, 2008).

4.2. Papel ecoldgico e importancia

4.2.1. Beneficios ambientales

Los hongos se alimentan de materia organica muerta que incluye la hojarasca, el
suelo, el estiércol, la madera y los animales muertos. Reciclan el 85 % del carbono de la
materia organica muerta y, liberan los nutrientes para que puedan ser utilizados por otros
organismos. Esto hace que los hongos sean vitales para la salud continua del ecosistema,
definido este como un medio biol6gico que consiste en la suma de todos los organismos que
viven en un area en particular, junto con los factores no vivos con los que interactdan.
(Arango, 1988).



4.2.2. Usos medicinales
Algunos hongos, como Ganoderma lucidum, Agaricus subrufescens, Y

Ophiocordyceps sinensis; son también agentes terapéuticos para la medicina tradicional
china. Un estudio de 2001 publicado en el "Journal of Natural Products™ encontr6 que los
hongos contienen compuestos Unicos y nutrientes que son eficaces contra los virus. EI hongo
shiitake es una fuente de un farmaco clinico llamado lentinan. En Japén, el lentinan esta
aprobado para su uso en tratamientos contra el cancer. El tan conocido farmaco y antibidtico
penicilina se deriva del hongo Penicillium. Restos de hongos fueron descubiertos cerca del
cuerpo de un viajero neolitico en los Alpes, se teoriza que en esa época ya se usaban algunos
hongos como la yesca, y posiblemente otros con fines medicinales (Michel, 2001).

4.2.3. Beneficios culinarios
Varios hongos son comestibles. Estos incluyen los hongos de paja, los de cardo,

hongos shitake, los champifiones y los Ilamados "trompetas negras”. Champifiones y setas
Portobello se utilizan en ensaladas y sopas. Los hongos le agregan sabor a cualquier plato
que acompafian. Ademas, contienen gran cantidad de vitamina D2, cuando se exponen a la
luz ultravioleta. La investigacion reciente llevada a cabo por la Universidad Estatal de
Pennsylvania demostrd que una hora de exposicion a la luz ultravioleta antes de cosechar los

hongos aumenta su contenido de vitamina D2. (Berlanga, Ayala, Montesionos, 2016).

4.3. Industrias quimicas
Los hongos también se utilizan para producir productos quimicos industriales,
incluyendo los &cidos citrico, malico y lactico. También se utilizan en la produccién de
enzimas industriales, tales como lipasa, celulosa y amilasa. La lipasa se utiliza en detergentes.
Los hongos también se utilizan como agentes de control biologico de insectos. Las toxinas
insecticidas en poca concentracion producidas por hongos pueden matar insectos. (Domsch,
1980).

4.4. Origen

La micologia es la ciencia que estudia los hongos, estos organismos fueron durante

mucho tiempo considerados miembros del reino de las plantas. Hernandez en 2001 propuso
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la clasificacién de todos los organismos en cinco reinos, distribuyendo a todos los de
estructura celular eucariota en cuatro reinos en funcion de criterios estructurales y
nutricionales; los hongos, por su estructura multicelular y su nutricion heterotrofa y absortiva
se agruparon en el reino de los hongos, esta clasificacion ha sido ampliamente aceptada
(Grondona, 1997).

4.5. Morfologia
4.5.1. Caracteristicas fisicas macroscopicas

Las colonias se reconocen facilmente por su crecimiento rapido y su coloracion, blancas -
verdes, amarillo — verdosas; las areas con conidias se presentan con anillos concéntricos,
segun (Chéavez, 2006).

4.5.2. Caracteristicas fisicas microscopicas

Los hongos en su estado vegetativo presentan micelio con septos simples. Las especies
son haploides y su pared estd compuesta por quitina y glucano. Se reproducen

asexualmente por conidios (Infante et. al., 2009).

Los conididforos son erectos, hialinos, en su mayoria ramificada, no verticilada, los cuales
pueden ser solitarios 0 en grupos. Las fialides son en forma de botella, Unicas o en grupos,
hinchadas en la region central pero delgada hacia el apice; son hialinas y en a&ngulo recto con
respecto a los conidiéforos. Los conidios (3 a5 um) son unicelulares subglobosas u oblongas,
lisas 0 equinuladas, hialinas o verdes y ocurren en masas en los apices de las fialides y de

rapido desarrollo en medios sintéticos (Arango, 1988); y (Barnett, Hunter, 1972).

Las esporas son los més viables de los propagulos empleados en programas de biocontrol.
Estos cuerpos especializados se caracterizan por poseer una gruesa pared exterior, constituida
por tres capas (endospora, epispora y perispora) que protegen el interior del conidio
(protoplasto). La ventaja del conidio de poseer una pared celular gruesa es la posibilidad de
aislarlo de su medio natural y que sobreviva a condiciones adversas, manteniéndolo en
dormancia hasta que las condiciones sean propicias para la germinacion (Alvarez y Sivilay,
2013).



4.6. Habitats y requerimientos Edafoclimaticas

Se encuentran en diferentes habitats y suelos, la presencia de varias especies difiere
entre habitat y estan influidas por las condiciones ambientales. Se pueden encontrar en el
aire, partes aéreas de plantas, pero especialmente en suelos, incluyendo humus forestales y
de madera en descomposicion se reportan densidades menores a 1 x 102 conidios de suelo;
sin embargo, se pueden encontrar hasta 8 x 105 en suelos organicos. Su desarrollo se ve
favorecido por la presencia de altas densidades de raices, las cuales son colonizadas
rapidamente por estos microorganismos (Domsch, 1980). Esta capacidad de adaptacién a
diversas condiciones medioambientales y sustratos les confiere a algunos de estos hongos la
posibilidad de ser utilizado en la industria biotecnoldgica (Chavez, 2006). Se presentan
diferencias entre especies del género de acuerdo al tipo de suelo, temperatura y contenido de

humedad y no solo se encuentra una sola especie.

En un estudio de caracterizacion fisiologica de Trichoderma sp realizado por
Rodriguez y Arcia en 1993., indicaron que las temperaturas Optimas para el crecimiento
fueron de 25 a 30°C. Pero hay otras especies que pueden llegar a tolerar hasta los 41°C como

lo son la T. pseudokoningii y T. saturnisporum.

El pH es importante para manipular tanto el crecimiento, como la esporulacién y la mayor
longevidad se obtiene en un medio con pH de 6.0 y permanecen viables las esporas un
periodo de 45 dias en almacén. Bajo condiciones de campo requiere humedad relativa alta

para sobrevivir mas tiempo (Michel, 2001).

4.7 Mecanismos de accién

4.7.1. Mico parasitismo

Este proceso incluiria el crecimiento del antagonista hacia el patdgeno, desarrollandose
alrededor de éste o formando estructuras similares a ganchos o apresorio en la superficie del
hospedero, que le permitirian, penetrar al interior (del patdgeno) y por accion de enzimas

liticas (quitinasa y 13-1,3 glucanasa) degradar su pared celular.

4.7.2. Competencia
El desigual comportamiento de dos 0 mas organismos ante un mismo requerimiento, siempre

y cuando la utilizacién del mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible
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para los demas. Un factor esencial para que exista competencia es que haya "escasez" de un
elemento, si hay exceso no hay competencia. La competencia mas comun es por nutrientes,

oxigeno o espacio (Guillermo, 2016).

4.7.3. Antibiosis

Se refiere a la produccion por parte de un microorganismo de sustancias toxicas para

los microorganismos patégenos, las cuales actdan en bajas concentraciones (menores a 10
ppm.). Estos metabolitos volatiles y no volatiles, son del tipo antibiético como: viridin,
trichodermin, glioviridin, gliotoxin y harzaniolide. De todas estas micotoxinas la mas
representativa es Trichodermin que actuaria inhibiendo la actividad ribosomal de los
patodgenos, por lo tanto, su reproduccion.
La mayoria de los hongos se reproducen por esporas, diminutas particulas de protoplasma
rodeado de pared celular. EI champifidn silvestre puede formar doce mil millones de esporas
en su cuerpo fructifero; asi mismo, el pedo o cuesco de lobo gigante puede producir varios
billones.

Las esporas se forman de dos maneras. En el primer proceso, las esporas se originan
después de la union de dos o mas nucleos, lo que ocurre dentro de una o de varias células
especializadas. Estas esporas, que tienen caracteristicas diferentes, heredadas de las distintas
combinaciones de genes de sus progenitores, suelen germinar en el interior de las hifas. Los
cuatro tipos de esporas que se producen de esta manera (zoosporas, zigosporas, ascosporas y
basidiosporas) definen los cuatro grupos principales de hongos.

Las zoosporas se forman por la unién de una célula macho y otra hembra; las
zigosporas se forman al combinarse dos células sexuales similares entre si. Las ascosporas,
que suelen disponerse en grupos de ocho unidades, estan contenidas en unas bolsas llamadas
ascas. Las basidiosporas, por su parte, se reinen en conjuntos de cuatro unidades, dentro de
unas estructuras con forma de maza llamadas basidios. El otro proceso mas comun de
produccion de esporas implica la transformacion de las hifas en numerosos segmentos cortos
0 en estructuras mas complicadas de varios tipos. Este proceso sucede sin la union previa de
dos ndcleos.

Los principales tipos de esporas reproductivas formadas asi son: oidios, conidios y

esporangiosporas. Estas Ultimas se originan en el interior de unos receptaculos, parecidos a



vesiculas, llamados esporangios. La mayoria de los hongos producen esporas sexuales y

asexuales (Guillermo, 2016).

4.8. Nutricién
En cuanto al tipo de nutricion, estos organismos desprovistos de clorofila e incapaces de

sintetizar los glucosidos que necesitan para vivir, han desarrollado los tres sistemas de vida:

% Los saprobios que pueden descomponer residuos organicos para alimentarse. Este es
el caso de los hongos comunmente hallados sobre troncos muertos, como los
pleurotos u hongo ostra, e incluso el mas conocido "champifion™

% Otros son paréasitos y extraen las sustancias organicas que necesitan de un hospedador
al que debilitan y a la larga lo matan

+ EI tercer modo de vida es de los hongos simbi6ticos, que extraen las sustancias
organicas de un hospedador, pero que contrapartida le procuran cierto nimero de

ventajas (Guillermo, 2016).

4.9. Clasificacion de hongos
4.9.1 Basidiomicetos

Célula especial, caracteristica de los hongos basidiomicetes, en la que se engendran
los nucleos de las basidiosporas, que a su vez se forman en el exterior de éste y sostenidas
por los esterigmas. Es homélogo al asco en cuanto concierne a la célula madre y a los
procesos citoldgicos que en ella ocurren. Da esporas exdgenas, en tanto que el asco las da
enddgenas. En la nomenclatura de Steiner, dicese de la célula que produce picnoconidios,
para distinguirla del esterigma, que es un simple apéndice conidiifero. Compara endobasidio

y exobasidio.

4.9.2. Ascomicetos
Son el grupo de hongos mas numeroso, y abarca unas 30.000 especies. Se trata de hongos
saprofitos que pueden vivir en numerosos sustratos, incluso bajo tierra, como es el caso de

las trufas. En este grupo también se incluyen hongos parasitos de gran importancia
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econdmica, responsables de gran cantidad de plagas. Ademas, los hongos ascomicetos
también tienen importancia econdmica ya que se usan para la fermentacion del pan, vino y

cerveza y otros son comestibles como las trufas y las colmenillas (Guillermo, 2016).

4.10. Hongos
4.10.1 Penicillum

Es un hongo filamentoso productor de las penicilinas, un grupo de antibioticos empleados
en el tratamiento de infecciones bacterianas. Penicillium es un amplio género de hongos, que
se encuentran habitualmente en los suelos, son de crecimiento rapido por lo que algunos

contaminan alimentos y frutas.

4.10.2. Marneffeii
Es el unico patégeno para el hombre y animales, ademas es la Unica especie de este

género identificada como dimorfica, la cual produce una micosis que afecta al sistema

reticulo endotelial.

4.10.3. Rishopuz sp
Es un hongo filamentoso cosmopolita de suelo, frutas y verduras en descomposicion,

excrementos de animales, y pan viejo. Las especies de Rhizopus son contaminantes comunes,
pero son causales de infecciones oportunistas en los humanos. Algunas especies son
patdgenas de las plantas. Las especies mas frecuentes son Rhizopus oryzae, R.
rizopodimorfis, R. stolonifer, R. microsporas y R. nigricans (Guillermo, 2016).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion del estudio
El estudio se realizé en el laboratorio de Hongos Entomopatdgenos, en el Centro de

Investigacion y Reproduccion de Controladores Biologicos (CIRB) de la Escuela de Ciencias
Agrarias y Veterinaria (ECAV), UNAN-LeoN, ubicado 1% Km al sureste de la ciudad de
Ledn, carretera hacia La Ceiba. Presentando el laboratorio condiciones controladas de 27 °C
y humedad relativa promedio de 75% la cual presenta las condiciones favorables para el

desarrollo de los microorganismos.

5.2. Tipo de investigacion

Es una investigacion descriptiva, dado que las muestras fueron tomadas en
determinado lapso de tiempo. Se observé un fendmeno y se describio el comportamiento de
las muestras colectadas en campo. Asi como también el crecimiento y caracteristicas de los
hongos en medio de cultivo PDA (Papa, Dextrosa, Agar).

Las muestras fueron tomadas de excretas de ganado bovino de los municipios de
Nagarote (3 fincas) y del departamento de Leon, (2 fincas), la temperatura promedio eran de
28 a 30°c, una altura de 98.42 msnm, el suelo es franco arenoso con una pendiente del 3%,

en esta zona es predominante el clima tropical seco.

5.3. La investigacion consta de dos momentos
5.3.1. Colecta de muestra en campo
a) Material seco, excretas de ganado bovino en diferentes puntos de los corrales.

b) Materia fresca, excretas extraidas desde el intestino del bovino

5.3.2 Montaje del aislamiento de los hongos en laboratorio de hongo del CIRCB. UNAN, Leon.
a) Desinfeccion de materiales

b) Siembra en PDA (medio de cultivo a base de papa)
c) Aislamiento (pasar de plato a plato)

d) Siembra en porta y observacién al microscopio.

12



5.4. Obtencion de muestras de excreta de ganado bovino del organismo del rumiante.
Se seleccionaron cuatro fincas del occidente del pais, que presentaron problemas en

la cria y reproduccion de ganado bovino.

Para aislar los hongos se tomaron muestras de estiércol excreta frescas de bovinos las
que se extrajeron del intestino del rumiante con la ayuda de un guante y luego fueron

depositadas en bolsas de ziploc.

5.5. Obtencion de muestras de excretas de ganado bovino de suelo del corral.

Se tomaron muestras de suelo y estiércol excreta de bovinos de los corrales de
diferentes fincas del occidente del pais, fincas con produccion organica y de compost debido
a que normalmente tienen un alto contenido en hongos. Es un ambiente Optimo de
supervivencia de los hongos en estado saprofitico.

Las muestras se tomaron del suelo a una profundidad aproximada de entre 5y 10 cm,
cerca de sitios en los que se observo estiércol seco de rumiantes y materia organica. Las
muestras se colocaran en bolsas de polietileno, cada una rotulada con el nombre del

municipio y la finca del productor y fecha. Posteriormente se transportaron al laboratorio.

5.6. Andlisis de las muestras en laboratorio
5.6.1. Desinfeccion y esterilizacion de materiales y medios

Se procedio primeramente a lavar con detergente y cloro al 3% todos los platos petri,
tubos de ensayos, micro pipetas, erlenmeyer. Los platos petri se esterilizaron, previamente
fueron envueltos con papelografo en paquetes de 10 platos con su respectiva tapa, sellandose
con maskintape, para meterlos en bolsas plésticas de 5 libras cominmente Ilamadas
verduleras, se amarraron para posteriormente ser introducidas a la olla de presiéon y

esterilizadas a 15 libras de presion, 125 °C por 15 minutos.

Para la preparacion del PDA se usaron 300gr de papa, luego se puso a hervir en 1.5It
de agua durante 30min, la infusion de la papa se filtr6 en un embudo al cual se le colocd
algodon para evitar residuos de la papa, se dejé enfriar y al litro de infusion se le agregd 20gr
de Agar, 20gr de dextrosa y el polvo de 2 capsula de amoxicilina de 500mg (para evitar el
crecimiento de bacterias), todos estos siendo mezclados en el momento de su incorporacion

a la suspension, luego se sellé con papel aluminio y maskintape para ser introducido a la
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autoclave (olla de presion), se esperd gque alcanzara una temperatura de 2500F, en un periodo

de tiempo de 20 min.

Para la esterilizacion del agua, se colocaron 10ml de agua en los tubos de ensayo

sellados e introducidos en la olla por un periodo de 1 hora.

Se realizé una observacion diaria para poder caracterizar las colonias de hongos en
crecimientos, asi se observo el color, crecimiento, abundante esporulacion, luego las
muestras fueron agrupadas por las caracteristicas antes mencionadas para su posterior

identificacion (Ver figura 5, pagina 37).

5.6.2. Siembra en PDA
Se tomd un gramo de las muestras de heces y de suelo, las cuales fueron diluidas en

10 ml de agua en un tubo de ensayo con la ayuda de una pipeta, luego se depositaron cuatro
gotas de esta muestra diluida por plato preti, el cual contenia PDA mas amoxicilina, las que
se sellaron con papel parafilm y rotuladas con la informacion de campo, nimero de repeticion
y fecha de la siembra. Posteriormente se depositaron en la incubadora a 27 °C y a 75% de

humedad por un periodo de 4 dias.

5.6.3. Aislamiento de los hongos
Se realizd a los cuatro dias posteriores de la siembra, una vez que se logré ver el

crecimiento y alcanzd la maduracién fisioldgica de los primeros conidias, con ayuda de un
asa se tomo una muestra de conidios y se depositaron en un nuevo plato Petri, siguiendo el
procedimiento anterior hasta garantizar una cepa pura de cada una de las diferentes colonias

que crecieron en los platos iniciales sembrados.

5.6.4. Siembra en porta objeto y observacion en microscopio
De las cepas puras aisladas se sembro en una porta objeto con PDA, para que estas

crecieran y poder observar con mayor claridad las estructuras de los hongos, esta observacion
se realizo con el microscopio, enfocando con el lente de 4X hasta llegar al de 40X donde se

pudo observar con claridad la estructura de los hongos.
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5.7. Identificacion de los hongos

Para la identificacion de los hongos, se utilizaron guias taxondmicas especializadas
de Barnet-Hunter (1998) y el libro de Castafio-Zapata (2015). Lo cual se tomo en cuenta las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas como color, textura y pigmentacion de las
colonias; cambio de color del medio, morfologia de conidias, si eran septados o cenociticos.
Si las hifas eran hialinas y/o si eran septadas o no, también se tomo en cuenta la produccion
de clamidosporas, asi como las caracteristicas de las estructuras de atrapamiento: dedos

adhesivos, anillos simples o constrictores y redes tridimensionales.

15



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Tabla 1. Taxonomia de especies de hongos aislados de muestras de excretas de
ganado bovino y suelo de corral, 2019.

La tabla. 1 muestra el nimero de especies de hongos aislados encontrados en las muestras

de excretas y suelo de corral, de las cuales se encontraron un total de 13 especies

correspondiente a 6 géneros y 6 familias, de las cuales cuatros son Aspergillus, tres Rhizopus,

dos Penicillum, dos Trichoderma, un Geotrichum y un Fusarium.

N Cddigo | Reyno Filo Orden Familia Genero Especie
1 0-1 Fungi | Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae | Aspergillus Oryzae
2 0-2 Fungi | Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae | Aspergillus Niger
. . Trichocomaceae - chrysagenum
3 0-3 Fungi | Ascomycota Eurotiales Penicillum espora
4 0-4 Fungi | Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae | Aspergillus niger van
identificada
Hypocreaceae solo a nivel
5 0-5 Fungi | Ascomycota Hypocreales Trichoderma | de genero
identificada
Trichocomaceae solo a nivel
6 0-6 Fungi | Ascomycota Eurotiales Aspergillus de genero
identificada
Trichocomaceae | Penicillum | solo a nivel
7 0-7 Fungi | Ascomycota Eurotiales sp de genero
identificada
solo a nivel
8 0-8 Fungi | Zygomycota Mucorales Mucoraceae Rizophus sp. | de genero
identificada
Trichoderma | solo a nivel
9 0-9 Fungi | Ascomycota Hypocreales Hypocreaceae sp. de genero
10 | 0-10 | Fungi | Zygomycota Mucorales Mucoraceae Rhizopus Oryzae
identificada
solo a nivel
11 | 0-11 | Fungi | Zygomycota Mucorales Mucoraceae Rhizopus sp. | de genero
12 L-1 Fungi | Zygomycota | Saccharomycetales Endomycetaceae | Geotrichum | Candidum
13| L-3 Fungi | Ascomycota Hypocreales Nectriaceae Fusarium | Proliferatum

Fuente propia. 2019
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En lafigura 1 se observan la presencia de 6 géneros de hongos, siendo los principales género
Aspergillus con 30.76% son, Rhizopus spp. Con 23.07, Trichoderma y Penicillium con un
15.38% cada uno, 8.25% de Geotrichum y Fusarium con 7.69 %. En excretas de ganado
bovino y suelo de corral por estar expuestas al ambiente hay una diversidad de
microorganismos estos resultados son similares a los obtenidos en la investigacion de Pacasa,
“et al”, 2017 en donde hace referencia a la abundancia de hongos filamentosos que se
encuentran por la cantidad de materia orgéanica. Siendo los géneros de mayor importancia

Aspergillus, tres Rhizopus, dos Penicillum, dos trichodermas, un Geotrichum y un Fusarium.
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Figura 1. Géneros hongos aislados de muestras de excretas de ganad bovino y
suelo de corral, 2019.
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Caracterizaciones de las especies de hongos vistas al microscopio a 40x.

En las imaginel, se observan cada muestra con: A) crecimiento de colonia, B)
Micelio, C) Conidi6foro y D) Conidias, de acuerdo al tipo de especie del hongo que se

lograron identificar.

(A) (B) (© (D)

Imagen 1: Aspergillus oryzae. (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo
PDA, (B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo, (D) conidias.

Aspergillus oryzae

Caracteristicas macroscépicas

Las colonias observadas en el Agar fueron circulares, con diametros de 7 cm. A los
18 dias de incubacion a temperatura de 27°C, dichas colonias contenian una capa superficial
de micelio blanquecino en etapa joven; y a medida que fue madurando se formaron areas
conidiales maduras de color amarillo-verdoso primeramente y de color olivo claro en su
madurez estas caracteristicas morfologicas coinciden con los resultados del estudio realizado
por Carlile, 2001.

Caracteristicas microscopicas

Los conidioforos eran incoloros y largos, algunos de ellos tenian septos delgados,
toda la parte externa de los conididforos estaba cubierta de numerosas granulaciones y

vesiculas globosas o subglobosas, en algunos casos septadas en la base.
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Imagen 2: Aspergillus niger. (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo
PDA, (B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo, (D) conidias.

Aspergillus niger
Caracteristicas macroscépicas

Las colonias mostraron una coloracion blanca y verde al inicio, aterciopeladas y de
verde oscuro al madurar, con predominio de la corona radial de color amarillo. Segun la
morfologia, la cepa pertenece a la especie niger, y puede ser identificada por sus cabezas
conidiales de color negro o café oscuro, son globosas, radiadas o divididas y van formando
columnas de cadenas de conidios irregulares o bien definidas, similares a como se le

presentaron; Pitt y Hockings, 2009.

Caracteristicas microscopicas

En el extremo del conidioforo se formo un ensanchamiento o vesicula; de esta
vesicula parten una cantidad variable de hifas cortas, denominadas fialides, que portan los
conidios. En algunas especies las fidlides no se insertan directamente en la vesicula, sino que
se insertan a su vez en otras pequefias hifas denominadas métulas. La presencia o no de estas

estructuras tiene interés taxonémico.

Los conidios no se liberan inmediatamente, sino que permanecen unidos formando
largas cadenas. La produccion de numerosas cadenas de conidios insertados en la vesicula
adquiere una forma de cabellera caracteristica. Cuando los conidios estan maduros se separan

facilmente y son dispersados por el aire.
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Importancia del hongo Aspergillus.

Ha sido empleada, entre otras aplicaciones, para la produccion de a-amilasa, enzima
de amplio uso en la industria panadera. En Asia, y en menor medida en paises de Africa y
América del Sur, se utiliza desde hace casi 2000 afios como fermento natural en la produccién
de alimentos tradicionales, principalmente el koji, que es una masa elaborada a partir de
cereales y leguminosas fermentadas que constituye la base del mismo, tambien es utilizada
para la produccion de salsa de soja, asi como presenta en su trabajo de investigacion
(S&nchez, 2009).

Aspergillus niger es la especie mas utilizada para la produccion de acidos orgénicos,
bésicamente &cido citrico y &cido glucénico. El &cido citrico es uno de los principales aditivos
en la industria alimentaria, utilizandose entre otros productos, en refrescos, zumos de frutas,
mermeladas, caramelos y vino. En la produccion industrial de enzimas, esta especie también

ha sido utilizada como productora de catalasa.
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Imagen 3: Penicillum chrysogenum. (A) Crecimiento de colonia en plato con
medio de cultivo PDA, (B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento deconidioforo,
(D) conidias.

Penicillum chrysogenum

Caracteristicas macroscoépicas

Presentd colonias de Penicillium que fueron de crecimiento rapido, filamentosas y
vellosas, lanosas o de textura algodonosa. Son inicialmente blancas y luego se convierten en
verde azuladas, gris verdosas, gris oliva, amarillentas o rosadas con el tiempo. El reverso de
la colonia fue de color palido o amarillento. Caracteristicas similares que se le presentaron a
Ames 2004,

Caracteristicas microscopicas

Present6 micelios filamentosos, las hifas son septadas, lo que es caracteristica de los
ascomicetos. Los conidiéforos son verticilados (con ramificaciones abundantes). Estos son
delgados y de paredes lisas. Las ramificaciones del conidiéforo tienen paredes lisas y fialides
ampuliformes (con forma de botella), y muchas veces con las paredes gruesas. Las conidias
son subglobosas hasta olipticas con paredes lisas cuando se observa con el microscopico.

21



(A) (B) (©) (D)

Imagen 4: Aspergillus niger van (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo
PDA, (B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo, (D)conidias

Aspergillus niger van

Caracteristicas macroscopicas

Se observaron colonias en el PDA con diametros de 4 a 5 cm en un periodo de 7 dias,
que consistian en un filtro basal blanco compacto, con una capa densa de conidi6foros de
color marrdén oscuro a negro, cabezas conidiales negras, irradiadas, que tienden a dividirse

en columnas sueltas con la edad.

Caracteristicas microscopicas

Resultados encontrados sus Conidioforos de paredes lisas, de colores marrones.
Vesiculas globosas a subglobosas. Fialides en métulas, 7.0-9.5 x 3-4 um. Métulas hialinas a
marrones, a menudo septadas, 15-25 x 4.5-6.0 um. Conidias de globosos a subglobosos, de
3.5-5 um de diametro, marrones, adornados con verrugas, espinas y crestas. Sanchez, 2009
presento caracteristicas similares al encontrar en sus muestras conididforos bien

desarrollados con cabezas negras y conidi6foros bien estructurados.

Propiedades patogénicas

Aspergillus niger van causa moho negro de la cebolla y plantas ornamentales. La
infeccion de plantulas de cebolla por A. niger puede volverse sistémica, manifestandose solo

cuando las condiciones son propicias. A. niger causa una enfermedad (moho negro)
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postcosecha comun de la cebolla, en la cual se pueden observar los conidios negros entre las
escamas del bulbo. EI hongo también causa enfermedad en el maniy en la uva. Enfermedad
humana y animal Aspergillus niger tiene menos probabilidades de causar enfermedad

humana que otras especies de Aspergillus.

En casos extremadamente raros, los humanos pueden enfermarse, pero esto se debe a
una enfermedad pulmonar grave, aspergilosis, que puede ocurrir. La aspergilosis es, en
particular, frecuente entre los trabajadores de la horticultura que inhalan el polvo de turba,
que puede ser rico en esporas de Aspergillus. Se ha encontrado en las momias de las antiguas
tumbas egipcias y se puede inhalar cuando son molestadas. Aspergillus niger es una de las
causas mas comunes de otomicosis (infecciones fungicas del oido), que puede causar dolor,
pérdida auditiva temporal y, solo en casos graves, dafios en el canal auditivo y la membrana

timpanica. Como lo aclaro en su investigacion (Doring, et al., 2019).
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Imagen 5: Trichoderma sp (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo
PDA, (B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo, (D)conidias.*( La
cepa del hongo no se identifico anivel de genero, pero si anivelde su division.)

Trichoderma

Caracteristicas macroscopicas.

Estas caracteristicas morfoldgicas coinciden con los resultados de estudios realizados
por Chavez, 2006. Las colonias se reconocieron facilmente por su crecimiento rapido y su
coloracidn blancas - verdes, amarillo—verdosas; las areas con conidios se presentaron con

anillos concéntricos,

El revés de las colonias fue usualmente incoloro, amarillo, amarillo-verde, y muchas

especies producen grandes cantidades de clamidosporas en cultivos

Caracteristicas microscopicas.

El género Trichoderma en su estado vegetativo presento micelio con septos simples.
Presento conidioforo en forma de un racimo de uvas muy abundantes y con abundancia de
formacién de conidios. Las especies son haploides y su pared estd compuesta por quitina y
glucano. Se reproducen asexualmente por conidios a como presento en sus resultados
Martinez, Infante, 2013.

Los conidioforos son erectos, hialinos, en su mayoria ramificada, no verticilada, los
cuales pueden ser solitarios o en grupos. Las fidlides son en forma de botella, Gnicas o en
grupos, hinchadas en la region central pero delgada hacia el apice; son hialinas y en angulo
recto con respecto a los conidio6foros. Los conidios (3 a 5 um) son unicelulares subglobosas
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u oblongas, lisas o equinuladas, hialinas o verdes y ocurren en masas en los apices de las
fialides y de rapido desarrollo en medios sintéticos (Las esporas son los més viables de los
propagulos empleados en programas de biocontrol. Estos cuerpos especializados se
caracterizan por poseer una gruesa pared exterior, constituida por tres capas (endospora,
episporay perispora) que protegen el interior del conidio (protoplasto). La ventaja del conidio
de poseer una pared celular gruesa es la posibilidad de aislarlo de su medio natural y que
sobreviva a condiciones adversas, manteniéndolo en dormancia hasta que las condiciones
sean propicias para la germinacion a como presento en sus resultados Alvarez y Sivilay,
2013.
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(A)

Imagen 6: Aspergillus (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo PDA,
(B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo, (D) conidias.

Aspergillus

Caracteristicas macroscépicas:

Las colonias en crecimiento fueron de color negro 0 marrén muy 0SCuro; reverso
incoloro a amarillo; colonia densa, granular a flocosa. En Agar las colonias fueron mas
compactas. Colonias en MEA de color negro; micelio blanco apenas visible; reverso
incoloro; textura granular a flocosa. Cabezas conidiales biseriadas y radiales; estipes de
paredes gruesas, lisos, hialinos, amarillentos o de color marrdn palido, en especial cerca de
la vesicula, las vesiculas casi esféricas; métulas ocupando toda la superficie de la vesicula.
Conidios globosos de color marrén, normalmente muy rugosos con crestas irregulares y

protuberancias.
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(A) (B)

Imagen 7: Penicillum sp (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo PDA,

(B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo, (D) conidias.

Penicillum sp

Caracteristicas macroscoépicas

Presentd colonias de rapido crecimiento con aspectos lanoso, filamentosas, vellosas y de
textura algodonoso. En principio fueron blancas y luego se tornaron azuladas. El reverso de

la colonia fue palido o amarillento

Caracteristicas microscopicas

La especie de penicillum, poseen hifas septadas hialinas 1.5-5 um de diametro), con

conidiéforos simples o ramificadas, metulas, fidlides y conidios.

Las metulas son ramificaciones secundarias que se forman sobre los conidioforos. Las
metulas acarrean fialides en forma de frascos. La organizacion se las fialides en la punta de
los conididéforos es tipica (llamadas penicilli o pincel). Las conidias son redondas,
unicelulares y observadas como cadenas no ramificadas en el extremo de las fialides. Tal
como lo demostré Sanchez y Hernandez, (2009) en estudios de crecimientos de hongos de

distintas especies.

Propiedades patogénicas

Diversas especies de Penicillium son agentes causales del deterioro de los alimentos
particularmente cuando las condiciones son himedas y calidas. Las colonias se desarrollan
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sobre estos y las enzimas que producen los descomponen rapidamente. Generalmente las

colonias tienen colores azulescos y algunas veces verdosos.

También es frecuente la contaminacién de edificaciones por las esporas de Penicilliumy
otros géneros. Los ambientes cerrados y humedos favorecen el desarrollo del hongo. Hay
personas que son muy sensibles a las esporas, lo que les causas diversas patologias

respiratorias y alergias.

Penicillium marneffei es causante de la peniciliosis, una enfermedad endémica del sudeste
asiatico. Esta afecta sélo a pacientes inmunodeprimidos, principalmente aquellos con VIH.
Las conidias infectan al hospedero por inhalacion y luego se desarrollan intracelularmente,
afectando el funcionamiento de algunos 6rganos. Algunas especies son capaces de producir
antibidticos naturales. Uno de estos es la penicilina que se obtiene principalmente de P.

chrysogenum. La penicilina fue el primer antibidtico utilizado en la medicina.
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(A) (B) ©)

Imagen 8: Rhizopus sp (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo PDA,
(B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo, (D) conidias.

Rhizopus sp

Caracteristicas macroscopicas

Fueron colonias de rapido crecimiento, blancas, alcanzan la madurez a los cuatro dias,
adquieren una tonalidad gris oscuras (la tonalidad se debe al desarrollo de las estructuras de

reproduccién asexual las Endosporas), Son vellosas algodonosas y secas.

Caracteristicas microscopicas

Presentaron un micelio macro sifonado, hialino, cenocitico en los puntos donde se
conectan los esporangiosforos y los estolones que presentan, se forman rizoides (esta es una
diferencia del género Absidia en la cual se desarrollan intermodales). Los esporangiosforos
son largos y no se ramifican (a diferencia de Mucor sp), y culminan en esporangios de gran
tamafio con esporangiosporos hialianas o ligeramente cafés. Estas caracteristicas se
Observaron y coinciden con lo explicado por el libro de Castafio, J, 2015.

Propiedades patogénicas

Es un zigomiceto, cominmente encontrado en el polvo de las casas, suelos, frutas,
nueces y semillas, también se presentan en alimentos en proceso de descomposicion. La
exposiciéon prolongada a las esporas, ha provocado reportes de problemas respiratorios

(principalmente en personas inmuno comprometidas).
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(B) ©) (D)

Imagen 9: Trichoderma sp (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo
PDA, (B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo,(D) conidias.

Trichoderma sp
Caracteristicas macroscopicas

Se observo un crecimiento abundante con un cubrimiento total del medio de cultivo
en cuatro dias. Con coloracion verde y en forma de un caracol. Tal como lo demuestra

Larone, D, 2011 en estudios acerca del ciclo biolégico de estos hongos.

Caracteristicas microscopicas.

Presentd hifas hialinas tabicadas y de micelio ramificado, fidlides en forma de botella,
hialinas, conidios ovoides, hialinos. Resultados similares son consignados por Barnett hunter,
1972 quien sefialo que las hifas del hongo Trichoderma son los mas facil de caracterizar
debido a que se encuentran muchos estudios y programas que producen este microrganismo.
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(A) (B)

Imagen 10: Rhizopus oryzae (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo
PDA, (B) Crecimiento de conidioforo,

Rhizopus oryzae
Caracteristicas macroscépicas

A los cuatro dias de incubacion, se observé que las colonias en medio PDA cubrieron
toda la superficie de la caja con micelio aéreo denso y algodonoso, presentaron coloracion

blanquizca a gris oscuro.
Caracteristicas microscopicas

Las caracteristicas morfol6gicas concuerdan con la especie oryzae, las cuales
presentan esporangiosforos delgados erectos, esporangios globosos de paredes delgadas, una
columela prominente y esporangios esféricos negros. A como presento en sus resultados Pitt
y Hocking, 20009.
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(A) (B) (®) (D)

Imagen 11: Rhizopus sp (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de cultivo PDA,
(B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo, (D) conidias.

Rhizopus sp
Caracteristicas macroscépicas

A los cuatro dias de incubacion, se observé que las colonias en medio PDA cubrieron
toda la superficie de la caja con micelio aéreo denso y algodonoso, presentaron coloracion
blanquizca con puntos café.

Caracteristicas microscopicas

Las caracteristicas morfologicas concuerdan con la especie oryzae, las cuales
presentan esporangiosforos delgados erectos, esporangios globosos de paredes delgadas, una
columela prominente y esporangios esféricos negros. Igualmente, plantio en sus resultados
Pitt y Hocking, 2009, al presentar grandes cantidades de esporangiosforos delgados y

globosos de paredes muy delgadas.
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(A) ©)

Imagen 12 L1: Geotrichum candidum (A) Crecimiento de colonia en plato con medio de
cultivo PDA, (B)Crecimiento del micelo, (C) conidias.

Geotrichum candidum
Caracteristicas macroscépicas

Las colonias fueron de rapido crecimiento cubriendo asi todo el medio de color

blanquecino seco pulverulentas.
Caracteristicas microscopicas

Se observaron hifas las cuales se segmentan en artrosporas verdaderas gruesas, son
hialinos, unicelulares o en cadenas, y tenian forma rectangular estos fueron consistentes con
los resultados obtenidos por; Pitt y Hocking, 2009.

Propiedades patogénicas

Es un hongo o moho que puede actuar como patdgeno de las plantas causando

pudricion acida de melocoton, tomate, zanahoria y limon.
Usos en la industria lactea

Es también ampliamente utilizada en la produccién de muchos productos lacteos
incluyendo muchos naturales quesos de corteza como Camembert y otros quesos cortezas

Enmohecida, Saint-Nectaire, Tomme de Savoie y muchos quesos elaborados de ese estilo.
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(A) ©)

Imagen 13 L2: Fusarium proliferatum (A) Crecimiento de colonia en plato con medio
de cultivo PDA, (B)Crecimiento del micelo, (C) Crecimiento de conidioforo.

Fusarium proliferatum
Caracteristicas macroscopicas

Las colonias fueron de rapido crecimiento donde se pudo observar una coloracion

rosada violeta seco solido.
Caracteristicas microscopicas

En las caracteristicas de este hongo no existen estudios de variabilidad de sus
caracteristicas morfologicas microscéopica de sus conidias debido a la gran dificultad de
caracterizar dichos ensayos experimentales. El andlisis automatizado de las imagines del
libro de Castafio-Zapata, J, 2015, me permiti6 saber algunos pardmetros cromaticos que me

permitieron caracterizar los aislados fungicos de una forma automaética y rutinaria.
Propiedades patogénicas

Fusarium proliferatum es un hongo polifago, como lo ha clara Desjardins, (2006). En
su investigacion de las toxinas que contiene este hongo. Ya que es un Patégeno que puede
afectar a cultivos de diversas plantas de interés agroalimentario. Ademas de su
patogenecidad, este hongo destaca por su capacidad para producir micotoxinas que pueden
acumularse en los productos cosechados convirtiéndose en una potencial fuente de riesgo

para la salud humana debido a su caracter carcindgeno.
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VI1l. CONCLUSIONES

Las muestras de suelo extraidas de los distintos potreros estudiados, en 20 muestras se
encontrd presencia de los géneros Aspergillus, Penicillum, Rizophus, en las cuales se
encontraron 4 especies de Aspergillus, 3 especies de Rizophus siendo todas estas de las zonas
del municipio de Nagarote y 2 Penicillum, 2 especies de trichoderma, un fusarium al igual
que un Geotrichum del departamento de Ledn, identificadas por medio de conidioforo,

micelio y conidias.
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VI1Il. RECOMENDACIONES

» Producir y aplicar en las areas de produccion estas especies de Trichoderma nativas,
que fueron identificadas. Ya que generalmente el Trichorderma sp es utilizado como
uso potencial de controlador biologico.

» Continuar estudios afines sobre diagnostico y comportamiento de estos aislados de

hongos fungicos en pruebas en animales y en cultivos agricolas.
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X. ANEXO

Fig. 1: Mestras de excretas colectadas de Nagarote y Ledn.

Fig. 2: Lavado de platos petric, secado, sellado con papelografo y colocados en bolsas
plasticas para su posterior esterilizacion en la autoclave(olla de presion).
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Fig. 3: Esterilizacion de agua y medios de cultivos.

Fig. 4: Preparacion de infucion de papa, elaboracion del PDA y vertido en platos.
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Fig. 5: Pesaje de 1 gr se suelo para preparar la soluion madre siembra y encubacion.
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