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Resumen

La bioprospeccion de hongos ha demostrado ser una herramienta importante para la exploracion, descubrimiento e
identificacion de compuestos bioactivos a partir de organismos vivos. Estos compuestos, principalmente metabolitos
secundarios, tienen aplicaciones en el sector farmacéutico, microbioldgico, biotecnologico, de alimentos y de textiles,
siendo de suma importancia para el mejoramiento y eficiencia de procesos industriales, asi como el desarrollo de nuevos
productos funcionales. En este trabajo se realizé la bioprospeccion de hongos edaficos de la Universidad Iberoamericana
Puebla. Se tomaron muestras de tres zonas de la universidad para la obtencion de hifas por medio del método de Warcup
y del método de tratamiento acido,las muestras se incubaron a 25°C por un lapso de 5 a 7 dias. Para el aislamiento de
las hifas se llevaron a cabo tres resiembras en medio PDA. Para comprobar la actividad de enzimas amilasa, catalasa,
proteasa, peroxidasa y lacasa se cultivaron las hifas aisladas en medios de cultivo de agar PDA, PCA, leche, lacasa y
azo por triplicado. Finalmente la evaluacion de la actividad enzimatica se hizo cualitativamente, registrando cambios
de coloracion en el medio de cultivo, formacion de halos alrdedor de las colonias y cambios fisicos en las colonias. Los
resultados para la obtencion de hongos indicaron que hubo una mayor rapidez de crecimiento y densidad de hifas en
Warcup comparando con Tratamiento Acido y, en las pruebas enzimaticas, los aislados mostraron por lo menos una
actividad enzimaética de cuatro enzimas a evaluar. Dos hifas mostraron tres actividades enizmaticas, potenciales para
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exploracion e investigacion.
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Introduccion

La bioprospeccion estd definida como la busqueda
sistematica de componentes naturales y organismos
completos de la biodiversidad con el fin de otorgarles un
valor para el desarrollo de productos. La bioprospeccion de
metabolitos secundarios ya sea de bacterias, hongos, plantas,
etc., otorga una gran riqueza ya que de estos se pueden
obtener metabolitos con alto valor agregado. Esta rama
genera productos que tienen relacion con industrias como la
industria  farmacéutica, biotecnologica, agroquimica,
alimentos, textil, entre muchas otras [1].

Los hongos edaficos, también conocidos como hongos de
suelo u hongos microscopicos, tienen un importante valor
ecologico ya que contribuyen al ciclo de nutrientes al
descomponer materia organica, a la regulacion y crecimiento
de poblaciones de plantas y en la generacion de productos
(metabolitos secundarios) que pueden ser utiles para
investigacion 'y desarrollo de nuevas tecnologias
relacionadas al campo de la biotecnologia. Son tolerantes a
grandes concentraciones de contaminantes y a bajos niveles
de pH, lo cual hace que trabajar con hongos edéficos sea
relevante para varios sectores de la industria y de la
investigacion cientifica [2].

Estos hongos se distribuyen principalmente en el horizonte
O y el horizonte A (fig 1) del perfil edafico, donde se
encuentra la mayor parte de materia organica en
descomposicion y una parte importante de humedad en el
suelo, favoreciendo la aparicion de microorganismos
presentes en suelo [3]. Bajo ciertas condiciones ambientales,
los hongos edaficos sintetizan diversos metabolitos
secundarios como compuestos nitrogenados, esteroides,
compuestos fenolicos, terpenoides, quinonas y enzimas de
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uso biotecnologico [4]. Existen diversas investigaciones
donde se aislan hongos edaficos y se buscan metabolitos
secundarios como es el caso de [4] y [5] donde en muestras
de suelo y en cepas previamente aisladas se extraen
productos  formados de  hongos, identificando
molecularmente el tipo de metabolito presente en esas cepas,
el perfil del metabolito de cepas especificas junto con la
caracterizacion morfologica de los hongos, siendo las
enzimas por su potencial industrial el producto mas
relevante.

HORIZONTE 0
HORIZONTE A

HORIZONTE E

HORIZONTE B

HORIZONTE C
HORIZONTE R

Fig. 1. Representacion grafica de los horizontes del suelo.

Dentro de este panorama, realizar estudios de actividad
enzimatica de hongos edaficos es de suma importancia ya
que ofrece observaciones valiosas sobre la diversidad
funcional y las capacidades biotecnologicas de estos
organismos. A través de la busqueda de los componentes que
definen a la bioprospeccion (obtencion de cepas, aislamiento
de las cepas, evaluacion de sus metabolitos secundarios y
desarrollo de productos) se pueden implentar nuevas
aplicaciones biotecnologicas que contribuyan
significativamente al avance del conocimiento cientifico en
el ambito de la microbiologia y la bioquimica. Este
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documento realiz6 un estudio de bioprospeccion de hongos
edaficos realizado en la Universidad Iberoamericana Puebla,
con el fin de recabar informaciéon valiosa acerca de la
diversidad que existe en estos entornos de la universidad, asi
como el potencial biotecnolégico derivado de los productos
obtenidos de hongos edaficos.

Metodologia

Area de estudio

Se escogieron tres areas de estudio dentro de la Universidad
Iberoamericana Puebla, ubicada en el municipio de San
Andres Cholula del estado de Puebla: 1) Zona A (zA):
jardines a un costado de la entrada principal del Instituto de
Disefio e Innovacion Tecnologica (IDIT) (19°1°48°°N,
98°14°31°°0); 2) zona B (zB): suelo a un costado del lago,
enfrente del edificio C (19°1°54”N, 98°14°2770); 3) zona C
(zC): suelos en las entradas entre el edificio G y el edificio
H, a un costado del estacionamiento techado (19°°1°53”N,
98°14°30” O) (Fig. 2). La vegetacion en las tres zonas
presenta las mismas especies vegetativas. Esta vegetacion se
caracteriza por la presencia de arboles como Ficus
benjamina, Cupressus, Pinus tadea, Pinus radiata y
Taxodium mucronatum.
Estas areas fueron tomadas en cuenta por contar con diversos
factores que pueden determinar la presencia de hongos
edaficos, como la irrigacion diaria o la vegetacion presente
en el suelo.

Sz
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Fig. 2. Mapa de la Universidad Iberoamericana Puebla marcado
con zonas para muestreo.

Recoleccion de muestras biologicas

Se recolectaron un total de tres muestras de suelo durante
el mes de marzo de 2024 correspondientes a: una muestra de
zA, una de zB y una de zC (Fig 2.), las muestras se tomaron
con ayuda de una pala de jardineria tomando 50 g del
horizonte del suelo O (tomando el suelo desde la superficie
hasta una profundidad de dos centimetros) y 50 g del

Expo Ibero Primavera 2024

horizonte de suelo A (desde una profundidad de dos hasta
diez centimetros) (fig.1). Las muestras se colocaron en
bolsas estériles marca Whirlpak, anotando en ellas la zona.
Posteriormente se cerraron y se mezclaron en un lapso de 5
minutos hasta homogeneizar haciendo movimientos rotarios
en la bolsa, una vez mezcladas se almacenaron en el
laboratorio de microbiologia de la  Universidad
Iberoamericana Puebla.

Aislamiento de hongos microscopicos

A partir de las muestras de suelo, se emplearon dos
metodologias. La primera se basa en el método de placa de
suelo Warcup [11] la cual consistié en agregar 100 mg de
suelo en tres caja petri estériles (cada caja para una muestra
de suelo) utilizando una espatula. Posteriormente se
afadieron entre 10 y 15 mL de medio de Agar Papa Dextrosa
(PDA) derretido y enfriado a una temperatura de 40°C a
45°C a cada caja petri conteniendo la muestra de suelo. Tras
la adicion del medio, se dispersaron las particulas de suelo a
lo largo de toda la superficie del medio mediante una
rotacion suave de las cajas de petri. Una vez dispersas, las
placas se solidificaron y se incubaron a una temperatura de
25°C durante un periodo de 5 a 7 dias en estufas de cultivo
para la formacion de hongos en las cajas de petri.
La segunda se denominé Tratamiento Acido (TA) [12], que
consistié en mezclar aproximadamente 3 g de suelo con 15
mL de acido acético al 5% en un tubo de ensayo, agitando de
manera manual con la ayuda de una espatula hasta lograr una
buena incorporacion de la solucion de acido con la muestra
de suelo. Se esperaron 20 minutos para permitir la
sedimentacion, se elimindé el sobrenadante y se lavo el suelo
una vez con 10 mL de agua destilada. Posteriormente se
tom6 1 mL de la suspension de suelo y se afiadié al medio de
cultivo PDA. Las muestras se incubaron durante 5 a 7 dias a
25°C hasta la formacion de las hifas. Este procedimiento se
repitio con las otras dos muestras de suelo.
Posterior al tiempo de incubacion se observo el crecimiento
de las hifas obtenidas por ambos métodos en las placas de
petri, después se aislé6 a cada una de las hifas formadas
tomando una pequefia muestra del PDA con un asa
bacterioldgica e inoculandola en medio de cultivo PDA
estéril. Una vez inoculado el medio, estos se incubaron
durante una semana a 25°C hasta observar el crecimiento de
hifas. De las hifas formadas se realizd una estimacion visual,
donde se seleccionaron y descartaron las hifas en cuanto a
repeticion o rareza de aparicion en las cajas de petri. Los
aislamientos se realizaron hasta obtener una cepa pura,
dependiendo del numero de hifas obtenidas y de la
frecuencia con que se presentaron. Para determinar las
similitudes entre los hongos edaficos aislados se emple6 una
tincion con azul de metileno y se examinaron los
aislamientos bajo el microscopio Optico Zeiss Primo Star
utilizando diversos objetivos (10x, 40x y 100x), siendo el
ultimo objetivo donde se utilizo aceite de imersion

Evaluacion de enzimas de los hongos microscopicos
obtenidos

Las enzimas que se identificaron fueron las siguientes:
amilasa, catalasa, proteasa, peroxidasa y lacasa. Para
identificar la presencia de amilasa (medio PCA) se
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mezclaron 2.5g/L. de extracto de levadura, 5 g/L. de peptona
de caseina, 15g/L. de agar-agar y 2 g/L de almidon, el
reactivo fue Lugol. Para la identificacion de catalasa se
agregaron 39g/L. de medio PDA y el reactivo fue peroxido
de hidrégeno. Para la identificacion de proteasa (medio agar
leche) se mezclaron 2.5g/L. de extracto de levadura, 5g/L de
peptona, 15g/L de agar-agar, 1g/L. de glucosa y 28g/L de
leche baja en grasa y alta en proteinas, el reactivo fue acido
acético. Para la peroxidasa (medio azo) se mezclaron 6g/L
de peptona, 15g/L de agar-agar, 20g/L de glucosa, 20g/L de
extracto de malta y 200mg/L de colorante azoico. Para la
identificacion de lacasa (medio lacasa-guaiacol) se
mezclaron 15g/L de agar extracto de malta, 2g/L de extracto
de levadura, 2g/L de peptona de caseina, 0.014g/L de sulfato
de cobre y 0.274 pL de Guaiacol. Todas las evaluaciones se
realizaron en placas petri, a una temperatura de 30°C con
todos los hongos obtenidos previamente. La formulacion de
los medios se obtuvo con datos referenciados
[14][15][16][17].

Resultados y discusiones

De los métodos probados: Warcup y TA se observd
visualmente que el primero tuvo una mayor eficiencia para
que se formaran y crecieran los hongos provenientes de zA,
zB y zC en un periodo corto de tiempo en comparacion con
el método TA donde hubo crecimiento de hongos
provenientes de zA y zB, mientras que de zC hubo presencia
de un solo tipo de hongo después de 6 dias de incubacion
(ver Fig. 3). En la Fig. 4, se presenta la evolucion de los
métodos empleados en el crecimiento de las hifas obtenidas,
mostrando del lado izquierdo el dia cero de la siembra y el
lado derecho el crecimiento del dia 6. La Fig. 4b. muestra el
crecimiento de dos especies de hongos, uno de ellos presentd
hifas de color negro, textura porosa o grumosa y no crecio en
toda la superficie del medio de cultivo. El segundo hongo fue
el producto de micelio contaminado por esporas de otro
hongo, modificando el color del micelio y desarrollandose
en la mayoria de la superficie del medio. En la Fig. 4d. la hifa
es de color blanco (color general del micelio), su textura es
similar a la de algodon por sus filamentos y desde el primer
dia de incubacion hasta el Gltimo no hubo cambios en su
coloracion o en su apariencia fisica. En la Fig. 4f. la hifa
present6 un color amarillo-blanco con textura filamentosa y
crecid en el centro de la placa de petri, el segundo hongo
presente en la placa fue micelio contaminado por esporas
verdes rodeando al primer hongo, su textura fue grumosa.
En la Fig. 4i. la incubacién hasta el sexto dia presentd un
hongo formado en el centro de la caja de petri, de color verde
en su centro y con bordes blancos con gris, no hubo
esparcimiento por todo el medio de cultivo. Se hizo omision
de varias muestras por su apariencia repetida, sin embargo se
puede consultar el archivo fotografico del proyecto donde se
presenta la totalidad de las muestras (zA1, zA2, zA3, zBI,
zB2, zC1, zC2, zZTAC1 y ZTAC2), junto con su crecimiento
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y la descripcion visual. [23]

Fig. 3. Placas de petri con hongos obtenidos por métodos de
Warcup y TA. De la a), ¢) y e) se observan muestras de zA, zB y
zC por Warcup; de la b), e) y f) se observan muestras de zA, zB y

zC por método TA.
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Fig. 4. Aislados de hongos edaficos con los métodos de Warcup y
TA. De la a) a la f) se muestran los aislados por el método de
Warcup; de la h) a la i) los del método TA. De la izquierda
muestran el dia 0, mientras que el de la derecha al sexto dia de la
incubacion.

En la Fig. 5, se presentan los hongos obtenidos en su
aislamiento final, donde se hizo una visualizacion de los
hongos para descartarlos por repeticion de aparicion,
seleccionando 4 tipos de hongo. De la Fig. 5a se observa el
hongo formado de color negro de textura porosa que se
extendio por todo el medio de cultivo al cual se le asigno la
clave zZAA1 para su identificacion. En la Fig. 5c se encuentra
la hifa con clave zZA A3 la cual present6 un color verde olivo
en toda su estructura, de textura grumosa extendiéndose por
casi toda la superficie de la caja de petri, la colonia en el
centro presenta una mayor formacion y densidad en sus
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estructuras que las que se encuentran en su alrededor. El
hongo que se encuentra en la Fig. 5e fue asignado con la
clave zBB2, el cual fue de color blanco, de textura
algodonosa y que se extendi6 en todo el medio de cultivo,
puede ser considerado como micelio por su parecido con el
color y la textura del mismo. Por ultimo esta el hongo con
clave ZTACCI en la Fig. 5g, el cual present6 un color verde
olivo en el centro de la colonia rodeado de filamentos
blancos con gris, su textura era arenosa en el area de color
verde, desarrollandose en pequefias colonias individuales en
la mayor parte del medio de cultivo.

Fig. 5. Hongos aislados. De a) y b) se observa el hongo zAAL; de
la ¢) y d) se observa el hongo zAA3; de la e) y f) se observa el
hongo zBB2 y de la g) y h) se observa el hongo zZTCC1.

En la Fig. 6 se presentan a los aislados finales junto con la
observacion a 100x bajo el microscopio Optico con tincion
de azul de metileno, las muestras fueron observadas previo a
la realizaciéon de las pruebas enzimaticas. Las muestras
fueron vistas con los objetivos de 10x, 40x y 100x, siendo el
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objetivo de 100x el mejor para observar a profundidad las
estructuras de las hifas y las esporas de los cuatro hongos
obtenidos. El orden de aparicion de las muestras fue, del lado
izquierdo, zZAA1, zAA3, zBB2 y zZTACCI (ver Fig. 6a, 6¢,
6e y 6h) mientras que del lado derecho se observan las
estructuras microscopicamente (ver Fig. 6b, 6d, 6f y 61) de
hifas y esporas, diferenciandose entre si ya que las esporas
son de forma circular, pequefias y aglomeradas o separadas,
mientras que las hifas son estructuras filamentosas largas que
tienen divisiones claras que las separan de otras estructuras.

Esporas

Hifas

Esporas

Hifa

Fig. 6. Observacion microscopica de hifas y esporas en objetivo
100x.

En la evaluacion visual de las pruebas enzimaticas se
ensayaron 5 enzimas comunmente presentes en hongos
edaficos, las cuales fueron amilasa, catalasa, proteasa,
peroxidasa y lacasa. En la Fig. 7 se presentan los cinco
medios de cultivo formulados que se utilizaron para la
siembra de los aislados finales. Para realizar las pruebas
enzimaticas primero habia que evaluar el crecimiento de los
hongos en estos medios, donde se hizo un monitoreo diario
hasta 5 dias del crecimiento de cada hongo. Todos los hongos
se desarrollaron en su totalidad en los cinco medios de
cultivo, variando en tamafio de las hifas o la presencia de
esporas, como fue el caso de zAA1 donde en medio PCA y
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Fig 7. Pruebas enzinmaticas con hongos aislados obtenidos. De
izquierda a derecha se observan: medio PCA, medio leche, medio
PDA, medio azo y medio lacasa; de arriba hacia abajo se observa

hongo zAA1, zAA3, zBB2 y ZTACCI.

en medio leche no tuvo la misma densidad en relacion a las
hifas y esporas en comparacion con el medio PDA o medio
azo. Las muestras zAA3 y zBB2 tuvieron un
comportamiento de crecimiento normal en todos los medios
de cultivo, para zZTACC] el tamaiio del hongo varid en el
medio leche y el medio azo, donde se observa que el hongo
cubrio casi en su totalidad a las cajas de petri en comparacion
con el medio PCA y PDA donde solo se formé un hongo en
el centro de la caja. Para el medio lacasa-guaiacol hubo nulo
crecimiento en cada una de las siembras que se realizaron,
esto puede surgir de la formulacion y los ingredientes del
medio de cultivo como fue el sulfato de cobre y el guiaicol
aunque no hay certeza cierta de qué haya provocado que no
se generaran ninguno de los hongos aislados. La hifa
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zZTACCI que se formo6 en el medio lacasa-guaiacol no fue
tomada en cuenta para la evaluacion de su actividad

enzimatica ya que no demostraba lo que se queria obtener,
siendo la formacion total de la hifa en el medio de cultivo.

Tabla 1. Enzimas encontradas al realizar pruebas de actividad enzimética.

Actividad enzimatica de los hongos aislados obtenidos
Muestra Amilasa Catalasa Peroxidasa Proteasa Lacasa Total
zAA1 - + + - - 2
zAA3 + + + - - 3
zBB2 - + - - - 1
zZTACC1 + + - + - 3
Total 2 4 2 1 0

Para la identificacion de amilasa se agrego lugol a cada una
de las placas con medio PCA, tifiiendo el hongo, sin tefiir a
las enzimas haciendo una separacion entre la actividad
enzimatica y el medio de cultivo, el resultado positivo
muestra la formacion de halos transparentes alrededor de la
colonia, donde 2 hongos reportaron actividad amilasa (zAA3
y ZTACCI1). En la demostracion de la actividad catalasa el
resultado positivo muestra la formacion de burbujas y agua
agregando gotas de perdxido de hidrogeno al 30% encima de
la colonia, donde todos los hongos presentaron ese tipo de
actividad. Para la evaluacion de la actividad peroxidasa se
observo el cambio de coloracion en el hongo formado y
descoloracion del medio de cultivo, siendo zAA1 y zZAA3 las
que mostraron descoloracion del medio de cultivo y cambio
de tonalidad, pasando de un color verde olivo a una
combinacion de verde y amarillo. En el caso de la actividad
proteasa solo hubo presencia de enzimas en zZTACC1, donde
el acido acético distingue la formacion de halos transparentes
alrededor de la colonia. En las pruebas de actividad lacasa no
se pudo evaluar la actividad enzimatica por el poco o nulo
crecimiento de las muestras. Los hongos zAA3 y ZTACCI
fueron los que presentaron la mayor cantidad de enzimas
ensayadas, con 3 enzimas cada uno, siendo un factor a
considerar para que se puedan estudiar a profundidad y
eventualmente se haga investigacion ligada a esos dos
codigos.Todas las actividades enzimaticas se realizaron por
triplicado para confirmar los resultados previamente
descritos.
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