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ESPECIES DE Trichoderma PRODUCTORAS DE
B-GALACTOSIDASA EN SUELOS DE CULTIVO DE TACNA,
PERU

Edgar Chaparro Aguilar?; Daladier Castillo Cotrina®®;

RESUMEN

Objetivo. Aislar y seleccionar especies de Trichoderma productoras de B-galactosidasa en suelos de cultivo de maiz en Tacna,
Peru. Materiales y métodos. Se tomaron muestras de suelos de las localidades de Calana, Magollo, La Yarada 5y 6, Tacna,
Pocollay, Las Yaras, Pachia, y Los Palos. Las muestras fueron sembradas en agar Martin e incubadas a 25 °C hasta 7 dias.
Las colonias desarrolladas de Trichoderma fueron aisladas e identificadas considerando las claves taxonémicas como las de
Kubicek & Harman (1998). Se obtuvo indculos de 15 x 10° ufc mL?, de cada cultivo aislado y de uno donado por SENASA de
Trichoderma sembrado previamente en PDA, para ser sembrados en el medio fermentativo Lactase Production Medium
(LPM) e incubados a 28 °C con agitacion durante 6 dias para la produccion de la B — galactosidasa. Al filtrado y centrifugado
del medio fermentativo se le hizo determinacidn de proteinas totales y de la actividad enzimética de la f — galactosidasa.
Resultados. Se aislaron 13 cultivos de Trichoderma que representd el 20,31 % de un total de 64 muestras de suelo del valle
de Tacna, encontrandose 4,69 % con mayor frecuencia en las localidades de Calana y Magollo. Se identificaron tres especies:
T. harzianum, T. aureoviride y T. viride. Todos los Trichoderma investigados fueron productoras de B — galactosidasa siendo
Trichoderma sp. TT01, aislado de Tacna, el que tuvo la mas alta actividad enzimatica con 18.512 U mg?* proteina.
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SPECIES OF Trichoderma PRODUCERS OF -GALACTOSIDASE IN
SOILS OF CULTURE OF TACNA, PERU

ABSTRACT

Objective. Isolate and select Trichoderma species that produce B-galactosidase in corn cultivation soils in Tacna, Peru.
Methodology. Soils from the towns of Calana, Magollo, La Yarada 5 and 6, Tacna, Pocollay, Las Yaras, Pachia, Los Palos were
sampled. The soil samples were sown in Martin Agar and incubated at 25 °C for up to 7 days. The developed colonies of
Trichoderma were isolated and identified considering taxonomic keys such as those of Kubicek & Harman (1998). Inocula of
15 x 10° cfu mL* was obtained from each isolated culture and from one donated by SENASA of Trichoderma previously sown
in PDA, to be sown in the Lactase Production Medium (LPM) fermentation medium and incubated at 28 °C with shaking for 6
days for the production of B-galactosidase. The filtration and centrifugation of the fermentative medium was determined by
total proteins and the enzymatic activity of B-galactosidase. Results. Thirteen Trichoderma crops were isolated, representing
20.31% of a total of 64 soil samples from the Tacna Valley, with 4.69% being found more frequently in the towns of Calana
and Magollo. Three species were identified: T. harzianum, T. aureoviride and T. viride. All the Trichoderma investigated were
producing B-galactosidase being Trichoderma sp. TT01, isolated from Tacna, which had the highest enzyme activity with
18.512 U mg*protein.
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INTRODUCCION

El género Trichoderma segln Kubicek & Harman
W comprende un conjunto de especies sin fase
sexual evidente. Presenta micelio septado, conidias
generalmente ovaladas, conidiéforo hialino no
verticilado, fidlides singulares o en grupos, conidio
unicelular coloreado, de rapido desarrollo en medios
sintéticos, la colonia se muestra de color verde,
béasicamente es saprofitica, muy comun en suelos 4
y madera.

En general, las especies de Trichoderma son similares
sin muchas variaciones obvias, como en muchos
otros géneros grandes de Hyphomycetes que ofrecen
solo unos pocos caracteres del valor taxondémico.
Las especies de Trichoderma se muestran como
un grupo, solapando caracteres, y esto también
da un esfuerzo para clasificar a los aislados ©. Las
especies de Trichoderma pueden tener colonias
débilmente flocosas o sdlidamente compactas, con
bastantes intermedios entre los extremos, los dos de
ellos pueden ocurrir de vez en cuando en la misma
colonia. En la mayoria de los cultivos el crecimiento
es en forma distintiva y con anillos caracteristicos
que determinan zonas. Cuando las colonias son un
poco mas viejas la zonacién se pone menos obvia
porque pueden formarse los nuevos conidiéforos
fuera de las dreas primarias. En algunos aislados
la zonacion de colonias flocosas solo puede verse
en las fases muy jévenes. El color de la colonia se
debe a la pigmentacion de fialdésporas. Tipicamente,
colonias de T. viride tienen el colorido verde oscuro,
pero en otras especies puede variar de amarillo al
verde amarillento. Ademas de la pigmentacion de
fialésporas hay otros factores que afectan el color de
la colonia; por ejemplo, la cantidad de produccién de
la espora hace que las colonias parezcan mas oscuras
o mads pdlidas. Algunos aislados pueden producir
cristales o secretar un pigmento que difunde al
medio dando tonalidades diversas ¥,

La enzima B-galactosidasa cominmente es conocida
como lactasa B-galactosidasa mientras que el nom-
bre sistematico es mas usado cuando es necesaria
una identificacién exacta de la enzima, pero tiene el
inconveniente de ser largo, mientras que el nombre
comun es corto y de uso practico, ya que hace refe-
rencia a alguna caracteristica general; especialmente
porque cataliza una reaccién bioquimica mds impor-
tante ©,
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La lactosa esta formada por glucosa y galactosa ), re-
duce el reactivo de Fehling y se hidroliza por la B-ga-
lactosidasa segtin Crueger & Crueger ©. La fuente de
la lactosa es la leche, que puede aparecer durante el
embarazo en la orina. La lactosa es conocida como O
— B —D —galactopiranosil — (1 —4) — B — D —glucopira-
nosa . El mecanismo de accion de la B-galactosidasa
sobre la lactosa es la capacidad de acelerar la reac-
cién de hidrdlisis del enlace que mantiene unidas a
las moléculas de glucosa y galactosa; y el mecanismo
de accién sobre la ONPG (ortonitrofenil — B — D — ga-
lactopirandsido), analogo de la lactosa, es de hidroli-
zarlo para originar como productos galactosa y ONP
(ortonitrofenil) 19, Entre los hongos miceliales repor-
tados como productores de [B-galactosidasa estdn
Fusarium, Rhizopus, Pencillium, Aspergillus y Tricho-
derma. La actividad enzimatica de la B-galactosidasa
de las especies de estos hongos difiere entre ellos %
7. El objetivo de este trabajo fue aislar y seleccionar
especies de Trichoderma productoras de B-galacto-
sidasa en suelos de cultivo de maiz en Tacna, Peru.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron muestras de suelo de campos de
maiz, cultivo de temporada, de las localidades de
Pachia, Calana, Pocollay, Tacna, Magollo, Las Yaras, La
Yarada 5-6 y Los Palos, durante los meses de febrero
y marzo de 2006.

Se muestrearon ocho campos de cultivo por localidad,
en cada campo se seleccionaron cinco puntos para la
recoleccién de muestra, empleando el propuesto por
Singleton et al. *?, que se encontraban de manera
equidistante a lo largo de la forma de W.

Las muestras fueron recolectadas siguiendo el
procedimiento de Alexander ¥ y Gilman 4. Se
introdujo un barrilejo limpio de manera diagonal
sobre la superficie del suelo y a una profundidad de
10 a 15 cm, esto se repitié en cada punto, con ello
se obtuvo un promedio de 100 a 150 g de suelo
agricola, la cual constituyé la muestra de una zona
o de un campo de cultivo. La muestra fue tamizada
y colocada en bolsas de polietileno de primer uso y
transportadas al laboratorio de micologia-virologia
para el aislamiento de cepas de Trichoderma spp.
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Las muestras fueron sembradas por el método de
dilucién en placa 121319 es decir, se homogeneizdé 1g
de suelo en 9 mL de agua tamponada fosfatada (ATP),
a partir de la cual se realizé una dilucidn seriada hasta
103.La siembra se realizé por la técnica en superficie
(16,17 colocando 0,1 mL de la ultima dilucidn sobre
la superficie de una placa Petri con agar Martin para
hongos con 0,5 mg L de solucidn Rosa de Bengala y
1 mL de cloranfenicol a una fraccién de 100 mg L% la
cual se distribuyé homogéneamente con la espatula
de Drigalsky. Las placas sembradas fueron incubadas
a 25 °C durante 3 a 7 dias con observaciones
periddicas. Las colonias que se desarrollaron
en las placas con caracteristicas morfoldgicas
compatibles a Trichoderma fueron seleccionadas de
acuerdo con recomendaciones de investigaciones
anteriorest ' 19 Para la purificacion de las
colonias seleccionadas se aplico el método del
cultivo monospdrico *®); los viales con el hongo de
forma pura fueron codificados y conservados a
temperatura de refrigeracidon hasta el momento de
su identificacion y masificacion. La identificacion de
los cultivos de Trichoderma se hizo de acuerdo a sus
caracteristicas morfolégicas macroscopicas (color,
textura, olor, didmetro en PDA 25 °C, crecimiento
a 35 °C, presencia de pustulas, presencia de gotas
de agua) y microscopicas (forma de hifas; forma y
tamafio de conidiéforos; tamafio de fidlides; color,
forma, textura y tamafio de conidia; disposicién de
clamidosporas; ascas; ascosporas) propuestas en las
claves taxonémicas de Kubicek & Harman ™,

Para la investigacién de la produccién de PB-
galactosidasa a partir de los cultivos de Trichoderma
seleccionados, se trabajé también como control

con Trichoderma harzianum proporcionado por el
Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA). Se
sembré cada uno de los cultivos de Trichoderma
spp. en tubos con agar papa dextrosa (PDA) en
pico de flauta y se les incubd a 25 °C durante cinco
dias. Las esporas producidas en los tubos fueron
resuspendidos en 5 mL de agua tamponada fosfatada
y cuantificada empleando la cdmara de Neubauer, se
realizaron diluciones seriadas hasta obtener indculos
de 15x10° ufc mL? para cada cultivo de Trichoderma.

Para la produccién de la enzima, considerando
la fermentacién por triplicado, se prepararon 42
matraces de 250 mL con 50 mL del medio Lactase
Production Medium (LPM) (lactosa 10 g L%, peptona
1.5 g L, extracto de levadura 1.0 g L*, KH,PO, 1.0 g
L, (NH,) H,PO, 7.0 g L, MgSO,. 7H,0 1,0 g L, CaCl,
0.3 g L%, pH 5)?*2), con lactosa al 1% como Unica
fuente de carbono. Una vez esterilizado en autoclave,
al caldo fermentativo se le agregé 1 mL del inéculo
de conidias de Trichoderma conteniendo 15 x 10°
ufc mL? y se incubd a 28 °C con agitacion durante 6
dias, los matraces fueron cubiertos con papel Kraft
con el fin de reducir la esporulacién. Luego, al caldo
filtrado y centrifugado de estas fermentaciones se les
determind las proteinas y actividad enzimatica de la
B- galactosidasa.

Para cuantificar la produccidn de proteinas totales
se aplicé el método colorimétrico de Lowry segun
Salgado & Jover?, se preparé una bateria de
ocho tubos a los que se agregaron los diferentes
reactivos en el orden y concentraciones indicadas
en la Tabla 1, las absorbancias fueron leidas en el
espectrofotometro a 580 nm.

Tabla 1. Protocolo para la determinacion de proteinas mediante el método de Lowry

Folin Ciocalteau

Tubos Agua (mL) BSA (2mgmL?) Muestra (mL) Reactivo C (mL) (mL)
1 0,5 0,0 - 5 0,5
2 0,4 0,1 - 5 0,5
3 0,3 0,2 - 5 0,5
4 0,2 0,3 - 5 0,5
5 0,1 0,4 - 5 0,5
6 0,0 0,5 - 5 0,5
7 0,5 - 0,5 5 0,5
8 0,7 - 0,3 5 0,5
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Con las absorbancias obtenidas se construyé una
curva patron, la que fue corregida por regresion lineal
simple mediante el método de minimos cuadrados
empleando el software Excel 98: la concentracién de
proteinas en los caldos fermentativos se determiné
interpolando las absorbancias experimentales con la
curva patrén corregida.

Para determinar la presencia y actividad de la
B- D- galactosidasa producida por los cultivos de
Trichoderma se realizé la prueba de la ONPG Y, que
utiliza como sustrato artificial el orto-nitrofenil- B- D
— galactopirandsido, compuesto similar a la lactosa,
pero que presenta el orto-nitrofenol en lugar de la
glucosa; el cual al liberarse al medio por accién de
la B- D — galactosidasa produce un color amarillo.
Se utilizé el kit Lactase Fluka de acuerdo al siguiente
procedimiento: a) se prepard para cada caldo
fermentativo de Trichoderma un tubo de ensayo
al cual se le agregd los componentes, segun el
protocolo de la tabla 2; b) los tubos fueron incubados
durante 5 minutos a 45 °Cy pH 5 luego leidos a una
absorbancia de 420 nm en el espectrofotémetro.

Tabla 2. Protocolo de la prueba ONPG

Componentes
Tubo -
ONPG Filtrado NaCO, 10%
Control 1mL - 1mL
Experimental 1mL 0,2 mL 1mL

Los resultados de la actividad enzimatica se
determinaron mediante la siguiente ecuacion:

AE = 38020
B t.W

Donde:

- AE = Actividad enzimatica (U mg? de proteina).

- DOw = Absorbancia a 420 nm de la muestra.

- t=Tiempo de incubacion (minutos).

- W =peso de la proteina presente en la
muestra del caldo fermentativo (mg).

- 380 = factor de correccion.
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Los resultados obtenidos de las diferentes pruebas
fueron procesados estadisticamente mediante el
andlisis de varianza ANOVA con el fin de determinar
las diferencias significativas entre los tratamientos;
la diferencia de los promedios fueron determinados
por la prueba de significancia de Duncan, a un nivel
de confianza del 95 %.

RESULTADOS

Se observé a Trichoderma en un 20,31% de las
muestras recolectadas del valle de Tacna; el mayor
porcentaje se encontrd en las localidades de Calana
y Magollo con 4,69%; en menor porcentaje en las
localidades de Pocollay, Las Yaras y Pachia con 1,56%
cada una (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de aislamientos de Trichoderma
obtenidos en las localidades del valle de Tacna

Localidad N.° de N.° de Porcentaje
muestras asilamientos (%)
Calana 8 3 4,69
Magollo 8 3 4,69
ta ; ?/rzda 8 2 3,13
Tacna 8 2 3,13
Pocollay 8 1 1,56
Las Yaras 8 1 1,56
Pachia 8 1 1,56
Los Palos 8 0 0,00
Total 64 13 20,31

Se aislaron trece cultivos de Trichoderma entre ellos
se identificaron tres especies (T. harzianum, T. viride,
T. aureoviride) y cuatro solo hasta género; a todos
los cultivos se les asignd un cddigo (Tabla 4 y Figuras
1-6).
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Tabla 4. Cultivos de Trichoderma aislados en las

diferentes localidades del valle de Tacna

Numero de Localidad Nombre del
cultivo cultivo identificado
1 Pachia T. harzianum TPO1
2 Calana T. harzianum TCO1
3 Trichoderma sp.
TCO2
4 T. viride TCO3
Trichoderma sp.
5 Pocollay TPYO1
Trichoderma sp.
6 Tacna 1101
7 Trichoderma aureo-
viride TTO2
8 Magollo T. harzianum TMO1
9 T. harzianum TMO2
10 T. harzianum TMO3
Trichoderma sp.
11 Las Yaras o1
12 Yarada5y 6 T. harzianum TLYO1
13 T. aureoviride

TLYO2

Figura 2. T. harzianum (V. microscopica)

Figura 4. T. harzianum (V. microscépica)

Figura 5. T. harzianum (V. macroscépica)

Figura 6. T. harzianum (V. microscdpica)

Los valores de proteinas totales producidos por los
cultivos de Trichoderma en el liquido fermentado
muestran que T. harzianum, (SENASA), produjo
el mas alto valor con 0,371 mg L? seguido de T.
harzianum TPO1, aislado de Pachia, con 0,310 mg L*
(Tabla 5).
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Tabla 5. Proteinas totales producidas por los cultivos de Trichoderma aislados en el valle de Tacna

Proteinas totales (mg mL?)

Cultivos Repeticiones

Rl 2 R3 Promedio
T. harzianum TPO1 0,316 0,291 0,322 0,310
T. harzianum TCO1 0,259 0,223 0,232 0,238
Trichoderma sp. TCO2 0,298 0,187 0,278 0,254
T. viride TCO3 0,178 0,154 0,122 0,151
Trid’;’gigga P 0,238 0,214 0,222 0,225
Trichoderma sp. TTO1 0,177 0,147 0,181 0,168
Trich offZQ"}? o reovi- 0,280 0,298 0,275 0,284
T. harzianum TMO1 0,218 0,222 0,201 0,214
T. harzianum TMO2 0,226 0,208 0,212 0,215
T. harzianum TMO3 0,263 0,271 0,251 0,262
Trichoderma sp. TYO1 0,341 0,305 0,298 0,315
T. harzianum TLYO1 0,310 0,294 0,308 0,304
T. aureoviride TLYO?2 0,251 0,244 0,231 0,242
T. harzianum 0,354 0,373 0,383 0,371

Por analisis de varianza, los cultivos de Trichoderma
aislados del valle de Tacna presentaron en la
produccion de proteinas totales diferencias
significativas entre los promedios obtenidos a un
nivel de confianza del 95%.

Por la prueba de significancia de Duncan los

cultivos de Trichoderma presentaron diferencias de
promedios; siendo los cultivos con mas alto valor T.
harzianum con 0,371 mg mL? de proteinas totales,
seguido de Trichoderma sp. TY1 con 0,315 mg mL 'y
de T. harzianum TP1 con 0,309 mg mL?, y los de mas
bajo valor Trichoderma sp. TTO1 con 0,168 mg mL!y
T. viride TCO3 con 0,151 mg mL* (Tabla 6).

Tabla 6. Prueba de significancia de Duncan para las proteinas totales producidas por los cultivos de Trichoderma

aislados en el valle de Tacna

Numero Cultivos Promedios (mg mL-1) Significancia (0,05)
1 T. harzianum 0,371 a
2 Trichoderma sp. TYO1 0,315 b
3 T. harzianum TPO1 0,309 bc
4 T. harzianum TLYO1 0,304 bcd
5 Trichoderr_lr_r_lt_]oazureoviride 0,284 Bede
6 T. harzianum TMO3 0,262 Bcdef
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Numero Cultivos Promedios (mg mL-1) Significancia (0,05)

7 Trichoderma sp. TCO2 0,254 Bcdefg

8 T. aureoviride TLYO2 0,242 Defgh

9 T. harzianum TCO1 0,238 Defgh

10 Trichoderma sp. TPYO1 0,225 Fgh

11 T. harzianum TMO2 0,215 Fghi

12 T. harzianum TMO1 0,214 Ghi

13 Trichoderma sp. TTO1 0,168 |

14 T. viride TCO3 0,151 |

Por el andlisis de varianza los promedios de la
actividad enzimatica de la B — galactosidasa de
los cultivos de Trichoderma mostraron diferencias
significativas a un nivel de confianza del 95%.

Por la prueba de significancia de Duncan para la
actividad enzimatica de la B — galactosidasa de
los cultivos de Trichoderma se encontré que hubo

diferencia de promedios entre ellas hasta en diez
niveles; siendo que el cultivo Trichoderma sp. TP0O1,
tuvo la mejor actividad enzimdtica con 18,512 U
mg?! de proteina seguido de Trichoderma sp. TC02
con 17,031 U mg?, a diferencia de los cultivos de
Trichoderma sp. TPYO1 y T. harzianum TLYO1l que
presentaron la menor actividad enzimatica (Tabla 7).

Tabla 7. Prueba de significancia de Duncan para la actividad enzimatica de la § — galactosidasa producida por

los cultivos de Trichoderma aisladas en el valle de Tacna

Numero Tratamientos Promedios (U mg*proteina) Significancia
1 Trichoderma sp. TTO1 18,512 A
2 Trichoderma sp. TCO2 17,031 Ab
3 T. harzianum TMO1 16,368 Abc
4 T. harzianum TMO2 14,468 Cd
5 T. viride TCO3 12,048 De
6 T. harzianum TCO1 11,823 E
7 TrichoderrTnfoazureoviride 11,760 £
8 T. aureoviride TLYO?2 10,673 Efg
9 T. harzianum 9,176 Gh
10 T. harzianum TMO03 8,013 Ghi
11 T. harzianum TPO1 6,381 j
12 Trichoderma sp. TYO1 4,474 Jk
13 Trichoderma sp. TPYO1 3,382 K
14 T. harzianum TLY01 3,00 K
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DISCUSION

En la actualidad se conoce la existencia de
microorganismos  procariontes y eucariontes,
como las bacterias, actinomicetos y hongos, que
son utilizados en la microbiologia industrial para la
produccion de compuestos farmacéuticos, aditivos
alimentarios, enzimas y compuestos quimicos; lo
cual ha llevado a la blusqueda de nuevas cepas de
interés industrial con el fin de evaluar su capacidad
y mejorarlas mediante procesos de mutacién o
recombinacion @),

Los hongos son un grupo de organismos eucariontes
gue agrupan a las levaduras y mohos filamentosos,
caracterizados por presentar una pared celular
rigida, reproduccidn sexual y asexual, metabolismo
externo, debido a que liberan sus enzimas sobre
los substratos para obtener energia y fuentes de
carbono y a la vez pueden ser aislados de diferentes

ambientes en donde forman grandes comunidades
(4,15, 23, 24, 25)

Los mohos filamentosos mas utilizados industrialmente
pertenecen a los géneros Penicillium, Aspergillus,
Humicola, Cephalosporium y Trichoderma ®; Kubicek
& Harman ™ mencionan que las especies del género
Trichoderma producen un gran ndmero de enzimas
intracelulares y extracelulares de interés industrial
como las dextranasas, celulasas, xilanasas, entre otras;
razén por la cual, en este se busco cultivos nativos
de Trichoderma capaces de producir la enzima B —
galactosidasa y seleccionar a las mejores para que con
estudios posteriores complementarios puedan ser
utilizados en el deslactosado de la leche.

La baja frecuencia del numero de aislamientos de
Trichoderma (Tabla 3) puede deberse, en parte, a los
factores medioambientales en las zonas de cultivo
durantelaestaciondeverano,dondehubovariaciones
de marcada humedad relativa y temperatura; segun
Deacon® los hongos necesitan una humedad
relativa del 70% para desarrollarse, y que valores por
debajo de este disminuye su crecimiento, nosotros
recolectamos las muestras de suelo en la estacidn
de verano donde la humedad relativa promedio fue
del 62,4% de acuerdo a los datos meteoroldgicos del
SENAMHI; ademas, las zonas de cultivo se secaban
rdpidamente a consecuencia de la alta radiacion
solar y riesgos distanciados.
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Por otro lado, la temperatura méaxima promedio
oscilé entre 27,6 a 29,5 °C y segtin Deacon ?¥ y Atlas
@8 |a mayoria de los hongos mesdfilos crecen en el
rango de 25 a 35 °C; estas variaciones de humedad
y temperatura pudieron inducir a la formacién de
estructuras de resistencia como clamisdosporas y
limitar su nimero poblacional; del mismo modo,
Kubicek & Harman® indican que la temperatura
Optima para Trichoderma estd en el rango de 25
a 30 °C y que las diferentes especies desarrollan
Optimamente a diferentes valores de temperatura,
como en T. hamatum, T. koningii y T. harzianum
especies que crecen rapidamente a 25 °Cdesplazando
a otras; a diferencia de T. viride y T. polysporum que
son mas competitivos a temperaturas inferiores a
25 °C; estas variaciones de temperatura pudieron
incidir en nuestros resultados debido a que aislamos
seis especies de T. harzianum, dos de T. aureoviride
y una de T. viride (Tabla 4); ademas, el aislamiento
primario se realizé bajo condiciones de laboratorio
donde la temperatura varié entre 25 a 26 °C.

El nimero limitado de especies de Trichoderma
aisladas puede deberse a varias razones. Los suelos
de las localidades en donde se realiz6 el muestreo
son escasos en materia organica y la fertilizacién es
exclusivamente a base de compuestos inorganicos,
esto limita el crecimiento del hongo debido a que
Trichoderma es un saprofito que se encuentra y
desarrolla en la materia organica en descomposicion

formando comunidades con otros microorganismos
(1,15, 24)

También se puede sospechar de la presencia
de fungistaticos o fungicidas empleados en
campainas anteriores para mitigar el ataque de
mohos fitopatégenos como Fusarium, Phytium
y Rhizoctonia; lo cual pudo reducir su presencia,
al respecto Agrios ®" manifiesta que el uso de
compuestos a base de cobre y heterociclicos
como las acilacininas (Ridomil) o benzimidazoles
(Benlate) son fungicidas de amplio espectro que
tienen un efecto directo sobre los fitopatdgenos y
saprofitos, segln algunos agricultores son los mas
utilizados en el valle de Tacna, a préposito Kubicek &
Harma®¥ indican que muchas esporas responden
mediante mecanismos de defensa inhibiendo su
germinacion y que alrededor del 10% de las conidias
se forman no viables y son dificiles de reactivar.
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Rifai © y Kubicek & Harman ® indican que el género
Trichoderma es ubicuo, encontrandola en casi todas
las regiones del mundo, lo cual fue corroborado
en nuestra investigacion al aislar tres especies del
género Trichoderma (Tabla 4): T. harzianum, T.
aureoviride y T. viride, segin Garcia ®® y Castillo ©°
reportan la especie de T. aureoviride en la localidad
de la Yarada 5 y 6 lo que corrobora que es una
especie nativa de esa localidad, la presencia de seis
cultivos de T. harzianum en las zonas de muestreo
puede deberse a que sean oriunda de esas zonas o
qgue hayan ingresado como parte del programa de
control biolégico promovido por el SENASA a nivel
nacional al vender a los agricultores preparados
fungicos a base de T. harzianum, esto a razén de que
existen reportes previos que indican la presencia de
esta especie en los suelos de la regidn de Tacna.

Para Gacesa & Hubble ©, la produccion de B —
galactosidasa o lactasa a partir de levaduras y
mohos filamentosos utilizando leche o suero de
leche como medio de fermentacién, ha despertado
gran interés en la industria alimentaria ya que se
obtiene un producto de mayor dulzor a consecuencia
de la glucosa y galactosa; mejora su solubilidad,
digestibilidad y representa una conversion adecuada
a bajo costo en la industria alimentaria; esto motivd
la realizacién de evaluaciones sobre la produccion
de B — galactosidasa por los cultivos de Trichoderma
aislados en el valle de Tacna.

En la Tabla 6 se observa que el cultivo control T.
harzianum produce 0,371 mg mL! de proteinas
totales seguido del Trichoderma sp. TYO1 con 0,315
mg mL'y 0,309 en T. harzianum TPO1 a diferencia de
Trichoderma sp. TTO1 y T. viride TCO3 que presentan
los valores mas bajos con 0,168 mg mL!y 0,151 mg
mL? respectivamente. El orden de estos valores no
son correspondientes al de la actividad enzimatica
de cada Trichoderma (Tabla 7); el mas alto valor de
proteinas totales no significa que corresponda al mas
altovalor de actividad enzimatica; es que las proteinas
totales encontradas solo nos da una indicacion
probable de la produccion de la B — galactosidasa,
puede haber otros tipos mas de proteinas 9,

La determinacién de proteinas totales se realizd
tomando en cuenta los trabajos de Seyis & Aksoz Y,
quienes manifiestan que gran parte de las proteinas
evaluadas en el fermentador corresponden a la
enzima debido a que la lactosa induce su sintesis,

al servir como fuente de carbono la que utilizé el
hongo para su desarrollo, esto fue corroborado con
la prueba de la ONPG.

La presencia de peptona y extracto de levadura
como componentes del medio de fermentaciéon LPM
obviamente debid inducir al hongo a sintetizar otras
enzimas con el fin de captar una fuente nitrégeno y
carbono para formar estructuras en el anabolismo
microbiano. En bacterias y levaduras se tiene el
reportedelapresenciadelaB—galactosido permeasa,
enzima que interviene en el transporte de la lactosa
al interior de la célula; en los filtrados obtenidos de
caldos fermentativos de origen bacteriano lo cual
obviamente incrementa la presencia de proteinas
totales 9

Los valores de proteinas totales producidos por los
cultivos de Trichoderma son significativos (Tabla 6).
Seguin Crueger & Crueger ® esto indica que a nivel
de los mohos, el 80% de la enzima B — galactosidasa
es liberada al exterior a diferencia de las levaduras
Kluyveromyces lactis, K. fragilis y K. marxianus que
llevan a cabo la hidrélisis a nivel citoplasmatico,
lo que dificulta y encarece el aislamiento de esta
enzima.

En la Tabla 7 se muestran los valores promedio de
la actividad enzimdtica de la B — galactosidasa de
los cultivos de Trichoderma, donde Trichoderma sp.
TTO1 aislado de la localidad de Tacna ocupa el primer
lugar con 18,512 U mg* seguido de Trichoderma
sp. TCO2 procedente de calana con 17,031 U mgty
T. harzianum TMO1 de Magollo con 16,368 U mg?,
estos valores se encuentran dentro del rango normal
para cultivos nativos del género Trichoderma como lo
reporta Seyis & Aksoz® al evaluar cepas nativas de
Trichoderma, Aspergillus y Penicillium encontraron
que T. harzianum 1073D2, T. harzianum 1620D2 vy
T. viride presentan una actividad de 10 U mg'a 20U
mg?, valores similares a los nuestros, pero menores
a las cepas mejoradas de T. harzianum 1073D3 y T.
viride ATCC32098 que presentaron valores de 40
hasta 60 U mg de proteina.

Macris & Markakus ¥ reportaron que los cultivos
nativos de los géneros Fusarium, Rhizopus, Penicillium
y Aspergillus que ellos aislaron presentaron una
actividad entre 7,5 U mg! a 15 U mg, valores
intermedios a los nuestros.
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Los diferentes valores de actividad enzimatica de
la B — galactosidasa de los cultivos de Trichoderma
aislados, inclusive de aislamientos de un mismo
lugar que se muestran (Tabla 4) era de esperar;
Crueger & Crueger ®, Wainwright ®® y Madigan et
al. @ indican que los cultivos nativos muestran una
B — galactosidasa con poca actividad, debido a la
influencia del medioambiente donde se desarrollan;
se pueden encontrar microorganismos dentro de
un mismo género que producen la misma enzima
con diferente grado de estabilidad, a condiciones
extremas; esto puede apreciarse en el presente
trabajo, donde los cultivos aislados de una misma
localidad no tienen el mismo comportamiento,
ejemplo es el caso de Trichoderma sp. TTO1 que
tiene una actividad 18,512 U mg! en tanto que T.
aureoviride TT02 presenta una menor actividad
de 11,760 U mg! ambas aisladas de la localidad de
Tacna, observandose comportamientos similares en
los otros cultivos.

Dado que las B — galactosidasas producidas por los
cultivos de Trichoderma, aisladas de la localidad de
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