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Abstract

The cadmium absorption by cacao plant and increased in beans accumulation, represents a problem for the exports of cacao beans and
chocolate industry. In this study, native strains of Trichoderma spp. were evaluated for their capacity of tolerate and removal to Cd, collected
from rhizospheric soil of cacao trees. In order to evaluate such capacities under in vitro conditions, 10 native strains of Trichoderma spp.
were inoculated in potato dextrose agar (PDA) culture medium contaminated with three concentrations of Cd (25 ppm, 100 ppm and 250
ppm) and in potato dextrose (PD) culture medium contaminated with 5 ppm Cd. With data of growth rhythm (RC) of the fungus colony in
Cd presence and percentage of Cd removal (RCd), the analysis of variance was performed, and the means were compared with Scott-
knott test (p = 0.05). The results showed that, Trichoderma spp. were sensitive to Cd presence and capable of Cd removing. Among the
strains with high significant removal Cd capacity (p < 0.05) were T. brevicompactum MA43D (83.1%), T. harzianum M1P (67.0%) and T. spirale
M55SM (65.8%). While the most tolerant strains were T. harzianum M1P and T. koningiopsis M3B, in comparison to the control treatment
without Cd. Therefore, T. brevicompactum M43D and T. spirale M55SM unite to the list of Trichoderma species as potential new Cd
bioremediation agents that can be explored.
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Resumen

La absorcién de cadmio (Cd) por la planta de cacao y la mayor acumulacién en granos, representa un problema para las exportaciones y
la industria chocolatera. En este estudio, se evaluaron cepas de Trichoderma spp. nativas con capacidad de remocién y tolerancia a Cd,
colectadas del suelo rizosférico de &rboles de cacao. Para evaluar tales capacidades en condiciones in vitro, fueron inoculadas 10 cepas
Trichoderma spp. nativas en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) contaminado con tres concentraciones de Cd (25 ppm, 100 ppm
y 250 ppm) y en medio de cultivo papa dextrosa (PD) contaminado con 5 ppm de Cd. Con los datos de ritmo de crecimiento (RC) de la
colonia del hongo en presencia de Cd y porcentaje de remocion de Cd (RCd), se realizaron el anlisis de varianza y las medias se
compararon con la prueba de Scott-knott (p = 0,05). Los resultados mostraron que Trichoderma spp. fueron sensibles a la presencia de
Cd y capaces de remover Cd. Entre las cepas con alta capacidad de remocion significativa (p < 0,05) de Cd fueron T. brevicompactum
M43D (83,1%), T. harzianum M1P (67,0%) y T. spirale M55SM (65,8%). Mientras, las cepas mas tolerantes fueron T. harzianum M1P y T.
koningiopsis M3B, en comparacion al tratamiento control sin Cd. Por lo tanto, T. brevicompactum M43D y T. spirale M55SM se suman a la
lista de especies de Trichoderma como nuevos agentes potenciales de biorremediacion de Cd que pueden ser explorados.
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1. Introducciéon

Los granos de cacao son fuente de materia prima para la
elaboracion del chocolate, uno de los commodities agricola
con mayor incremento en consumo de los Ultimos afios.
La demanda en cantidad y calidad ha sostenido un
aumento en el precio de la almendra fermentada y seca
(Intriago et al., 2019; Lara et al., 2016), sin embargo, los
requerimientos de calidad son muy altos y demandantes.
Uno de los parametros més importantes de calidad es la
concentracion de contaminantes y metales pesados,
particularmente el cadmio (Cd), que en el caso del cacao
parecen ser por naturaleza mas altos que con otros
cultivos (Llatance et al., 2018; Lara et al., 2016). La Unién
Europea, principal destino de las exportaciones de cacao
en grano del Per, ha fijado los limites maximos de Cd en
cacaoy chocolate en un rango de 0,10 a 0,80 ug g™ (Meter
et al,, 2019). El Cd es el metal pesado con mas atencion
porque se transfiere y se acumula en el cuerpo afectando
nuestra salud, ademés de su extremado bajo valor
tolerable, que esta en el rango de 0,2 - 0,5 ppm para los
alimentos terminados, como el caso de granos de cacao
(Meter et al., 2019; Arévalo-Gardini et al., 2017; Lara et al.,
2016). Arévalo-Gardini et al. (2017) reportd que arboles de
cacao en Pery muestran acumulacion de Cd tanto en
hojas como en granos y representa un problema para las
exportaciones de granos de cacao y la industria chocola-
tera (Assa et al., 2018; Arévalo-Gardini et al., 2017). La pre-
sencia de altos niveles de Cd en el cacao cultivado princi-
palmente en las regiones de Amazonas, Piura y Tumbes
es una preocupacion para los cacaoteros (Arévalo-Gardini
etal.,, 2017). El incumplimiento del reglamento de la Unidn
Europea estd generando consecuencias econdémicas y
sociales importantes para los productores cacaoteros de
Per( y paises vecinos.

Los microrganismos del suelo constituyen una alterna-
tiva amigable para minimizar la absorcion de Cd por la
planta de cacao desde el suelo. Hongos, bacterias y le-
vaduras habitantes del suelo pueden absorber los me-
tales pesados, ellos utilizan los contaminantes como
fuente de nutrientes y energfa, convirtiendo en sustan-
cias solubles (Qiu-Yun et al., 2016; Svecova et al., 2006;
Xiezhi et al., 2005). Los microrganismos inmovilizan iones
metélicos mediante su unidn con sus paredes celulares
(Vankar et al.,, 2008; Akhtar et al., 1996), como el caso del
hongo Trichoderma que puede absorber Cd (Qiu-Yun et
al., 2016; Dugal & Gangawane, 2012). Las especies de
Trichoderma se encuentran cominmente en todos los
tipos de suelos y son ampliamente estudiados como
agentes antagonicos de fitopatdégenos, sin embargo,
solo Trichoderma virens, T. asperellum, T. harzianum

y T.simmonsii, han sido reportados con capacidad de
absorcion de iones de Cd con las paredes celulares del
hongo y colonizando dominios que contienen metales
toxicos (Yaghoubian et al., 2019; Hoseinzadeh et al., 2017;
Mohsenzadeh & Shahrokhi, 2014; Dixit et al., 2011; Fomina
et al,, 2003). Las especies mencionadas de Trichoderma y
otras pueden explotarse como agentes de
biorremediacion de campos agricolas contaminados
con Cd, bajo diversas condiciones de pH (Nongmaithem
et al,, 2016; Vankar & Bajpai, 2008; Fomina et al., 2003).
Los estudios son limitados sobre el uso de Trichoderma
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spp. nativas como agentes biolégicos para el manejo de
Cd en plantaciones de cacao.

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue
analizar las especies de Trichoderma nativas del suelo
rizosférico de éarboles de cacao, con capacidad de
remocion y tolerancia a Cd y su potencial uso como
agentes de biorremediacion.

2. Materiales y métodos

Este estudio fue realizado en el Laboratorio de
Fitopatologia del Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana, en Perl (6° 35' 28" S, 76° 18" 47" W;
altitud 330 msnm). Para aislar Trichoderma spp. nativas se
colecto suelo rizosférico de arboles de cacao, en parcelas
de diez provincias de la region San Martin, Pert (Tabla 1).
Las muestras fueron tomadas al azar, haciendo un
recorrido en zigzag. De cada muestra se tomo6 5 g de
suelo y se colocaron en matraces estériles con 95 ml de
agua destilada estéril. Se agitaron los matraces con las
muestras a 120 rpm durante 30 min y de cada matraz con
la muestra se procedid a realizar diluciones seriadas. De
la dilucion 107 se extrajo 1 mly se inoculd en placas de
Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) + 0,5
g de oxitetraciclina L. Las placas fueron incubadas a 25
°C en oscuridad hasta observar el crecimiento de las
colonias de Trichoderma (48 -72 horas), posteriormente
se someti¢ a luz artificial para estimular la esporulacion de
los hongos. Las colonias emergentes se subcultivaron y
purificaron  individualmente. Los aislamientos de
Trichoderma spp. se cultivaron en placas de Petri con
medio de cultivo PDA DifcoTM, a 25 °C durante 5 dias
(Mérquez-Dévila et al., 2020). Se logrd aislar un total de
56 cepas de Trichoderma spp., de estas se eligid diez
cepas (una cepa representante por provincia) para el
estudio de tolerancia y remocion de Cd (Figura 1).

La tolerancia a Cd y capacidad de remocion de 10 cepas
de Trichoderma, fue estudiada mediante el ritmo de
crecimiento (RC) de las colonias y su efecto de remocion,
en condiciones in vitro en medio de cultivo contaminado
con Cd.

Para evaluar el RC de las cepas de Trichoderma spp., se
prepard PDA DifcoTM con tres concentraciones de Cd (25
ppm, 100 ppm y 250 ppm), a partir de una solucion
concentrada de 5000 ppm de Cd (Mohsenzadeh &
Shahrokhi, 2014). El medio de cultivo PDA + Cd fue
ajustado a pH neutro y agitado para homogenizar al
contaminante.  Posteriormente fue esterilizado en
autoclave vertical durante 25 minutos a 121 °C y 15 libras
de presion. El medio de cultivo contaminado estéril fue
distribuido a placas de Petri de 80 x 15 mm en condiciones
asépticas dentro de la cabina de flujo laminar. Se
considerd cinco placas por cepa del hongo para cada
concentracion de Cd y como testigo PDA sin Cd. La
siembra de Trichoderma spp., fue mediante un disco de 5
mm de PDA con micelio del hongo. Después de 48 h de
incubacion en oscuridad a 25 °C, se registré la medida del
didmetro de la colonia y con ese dato se calculd el RC,
dividiendo el didmetro total de la colonia con el tiempo
(Nongmaithem et al., 2016; French & Hebert, 1980). El
ensayo in vitro para medir el RC fue repetida dos veces.
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Figura 1. Colonias de las especies de Trichoderma nativas en medio de cultivo PDA a los 8 dias de incubacion. A) T. harzianum M1P, B) T.
koningiopsis M3B, C) T. harzianum M17MC, D) T. spirale M19T, E) T. spirale M25AM, F) T. koningiopsis M33L, G) T. virens M40H, H) T.
brevicompactum M43D, 1) Trichoderma sp. M52BR y J) T. spirale M55SM.

La remocion de Cd por Trichoderma spp., fue evaluada
siguiendo la metodologia adaptada de Mohsenzadeh &
Shahrokhi (2014) y Hoseinzadeh et al. (2017). Se prepard
el medio de cultivo liquido papa dextrosa (PD); 250 g de
papa cocida en un recipiente con 1L de agua destilada
durante 20 min, el caldo fue colado en un frasco de vidrio
graduado, al caldo se agregd 20 g de dextrosa agitando
constantemente. El medio PD fue distribuido a 33
matraces (200 ml por matraz), cada matraz fue
contaminado con 5 ppm de Cd. Los matraces con medio
contaminado fueron esterilizados en autoclave vertical
durante 20 minutos a 121 °C y 15 libras de presion. Cada
matraz fue inoculado con cuatro discos de 5 mm de agar
con el micelio de Trichoderma spp (tres matraces por
cepa) méas tres matraces control sin  Trichoderma,
posteriormente se sometid a incubacion en agitacion a
150 rpm durante 15 dias y a temperatura ambiente del
laboratorio 25 °C (+2). Después de la incubacion, el
micelio fue separado del medio de cultivo por filtrado en
algododn estéril dentro de la cabina flujo laminar. Los
filtrados fueron sometidos a digestién himeda en acido
nitrico a 130 °C por 5 h (Guldas, 2008), la solucién digerida
se filtrd a través de un papel filtro Whatman N° 42 y se
diluyo antes del analisis. La concentracién final de Cd en
el filtrado se determind usando un espectrofotémetro de
absorcion atémica (SAA; modelo Varian "Spectra 558"
Hecho en Australia). Para lograr la calidad analitica, se
llevaron a cabo tres repeticiones para cada muestra
(Arévalo-Gardini et al., 2017). Con la concentracion inicial
en PD y concentracion final de Cd en el filtrado, se calculd
el porcentaje de remocion (RCd) por las cepas de
Trichoderma spp. (Hoseinzadeh et al.,, 2017; Mohsenzadeh
& Shahrokhi, 2014), segun la formula siguiente: R = [(Po —
Pe)/Po]*100; dénde R = porcentaje de Cd removido por
Trichoderma; Po = concentracién inicial de Cd en medio
de cultivo (ppm) y Pe = concentracion final del Cd en
medio de cultivo (ppm).

Todos los datos se registraron en una base de Excel. Antes
del analisis de varianza, se realizé la prueba de Shapiro-
Wilk (a 0,05) para confirmar la normalidad de los datos.
Los datos de RC fueron normales y en el caso de los datos
porcentuales, los datos originales se transformaron a log
(x + 2) segun lo recomendado por Sheskin (2011). Las

medias se compararon con la prueba de Scott-knott a un
nivel de significancia de 0,05 utilizando el software
estadistico R estudio, version 2015 (R Core Team, 2015).

Tabla 1
Procedencia de las especies de Trichoderma nativas evaluadas

Trichoderma spp. Cepa  Procedencia

T. harzianum M1P Picota, San Martin - Perd

T. koningiopsis M3B  Bellavista, San Martin - Perdi

T harzianum MATMC Marjscal Caceres, San Martin -
Perd

T. spirale M19T  Tocache, San Martin - Pert

T. spirale M25AM  Moyobamba, San Martin - Per(

T. koningiopsis M33L  Lamas, San Martin - Pert

T. virens M40H  Huallaga, San Martin - Peru

T. brevicompactum ~ M43D  El Dorado, San Martin - Pert
Trichoderma sp. M52BR  Rigja, San Martin - Pert
T. spirale M55SM  San Martin, San Martin - Pert

3. Resultados y discusién

Las cepas de Trichoderma estudiadas, fueron previamente
identificadas mediante marcadores moleculares, segun el
analisis de secuencias nucleotidicas de las regiones 1y 2
del espaciador transcrito interno ITS del ADN ribosémico.
La secuencia de cada cepa tuvo 99% de similitud,
comparada con secuencias depositadas en la base de
datos del Genbak (NCBI) (Druzhinina et al., 2005). Los
resultados in vitro del efecto de tres concentraciones de
Cd (25 ppm, 100 ppm y 250 ppm), sobre el RC como
parametro de tolerancia, muestran sensibilidad de
Trichoderma spp. a la presencia de Cd (Figura 2). El
incremento de concentracién de Cd en placas Petri con
PDA reduce significativamente el RC de Trichoderma spp.
(25 ppm = 17, 100 ppm = 42% y 250 ppm = 61%),
comprado con el control sin Cd.

La tolerancia de Trichoderma spp. a la presencia a Cd
disminuye con el incremento de la concentracion (hasta
61% a 250 ppm). Hoseinzadeh et al. (2017) reporta que
Trichoderma es sensible a la presencia de Cd, puede
tolerar y sobrevivir a una concentracion maxima, y dos
especies lograron sobrevivir a 200 mg/L de Cd. La
tolerancia de cepas de Trichoderma spp. a la presencia de
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Cd, es un indicador de la influencia sobre la absorcion del
metal desde el suelo por las plantas de cacao (Meter et
al., 2019) y puede desarrollarse como agentes tolerantes
al estrés por Cd (Mohsenzadeh & Shahrokhi, 2014). La
tolerancia de Trichoderma a un rango de concentraciones
de metales pesados fueron estudiadas mediante pruebas
in vitro, demostrando que cepas nativas o mutantes de
Trichoderma tienen el potencial de tolerar el estrés por
metales pesados (Kredics et al, 2001a, 2001b). Otro
estudio observd menor concentracion de Cd, mayor
biomasa vegetal y un aumento significativo en la clorofila
en plantas de arroz tratada con Trichoderma sp. cepa MT-
4 (Nongmaithem et al., 2017).

a
b
3
E c
e
= d
| %

0 ppm 25 ppm

100 ppm 250 ppm

Concentracion de Cd

Figura 2. Efecto de concentraciones de cadmio (0, 25, 100 y 250
ppm) sobre el ritmo de crecimiento de Trichoderma spp. en medio
de cultivo PDA. Las cajas con letras distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05).

Se observaron los efectos significativos de las
concentraciones de Cd sobre la tolerancia por las especies

de Trichoderma (Figura 3). En ausencia de Cd,
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observamos dos grupos y una cepa diferente segun el RC.
Primer grupo de crecimiento rapido formados por T.
harzianum M1P, T. koningiopsis M3B y Trichoderma sp
M52BR. Segundo grupo de crecimiento intermedio
formados por T. harzianum M17MC, T. koningiopsis M33L,
T. virens M40H y T. spirale cepas M19T, M25AM y M55SM,
y de crecimiento lento solo T. brevicompactum M43D.

La tolerancia a Cd por las especies de Trichoderma mostrd
variabilidad con el incremento de la concentracion. Con
25 ppm de Cd, observamos dos grupos, el primero de
mayor tolerancia (7. harzianum M17MC, T. spirale M19T y
T. koningiopsis M33L) y el segundo por cepas de menor
tolerancia. Con 100 ppm de Cd, observamos tres grupos,
el primero por cepas de tolerancia alta (7. harzianum M1P,
T. koningiopsis M3B, T. harzianum M1/MC, T. spirale
M25AM, T. koningiopsis M33L y Trichoderma sp. M52BR),
segundo de tolerancia media (7. virens M40H y T. spirale
cepas M19T y M55SM); vy tercero de tolerancia baja (T.
brevicompactum M43D). Mientras con 250 ppm de Cd, las
cepas de tolerancia alta fueron T. harzianum M1P, T.
koningiopsis M3B, T. koningiopsis M33L'y Trichoderma sp.
M52BR; de tolerancia media T. spirale (M19T y M25AM), y
T. virens M40H; y de tolerancia baja T. harzianum M17MC,
T. brevicompactum M43D y T. spirale M55SM.

En general T. harzianum M1P y T. koningiopsis M3B
tuvieron alta tolerancia a Cd (RC = 2,54 cmy 2,45 cm,
respectivamente). Mientras con tolerancia media fueron T.
harzianum M17MC, T. koningiopsis M33L y Trichoderma
sp. M52BR (RC entre 2,39 cm y 2,33 cm); y de tolerancia
baja T. virens M40H, T. spirale cepas M19T, M25AM y
M55SM (RC entre 2,25 cm y 2,03 c¢m); sin embargo,
observamos tolerancia muy baja de T. brevicompactum
M43D (Figura 4).
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Figura 3. Efecto de concentraciones de Cd en la tolerancia de cepas de Trichoderma spp. Los puntos en las lineas con letras distintas
indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las cepas de Trichoderma spp.
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Figura 4. Tolerancia de Trichoderma spp a cadmio. Los puntos en
las lineas con letras distintas indican diferencias significativas (p <
0,05).

Los resultados muestran una notable capacidad de
remocion de Cd por las cepas Trichoderma spp.
alcanzando valores de 31,8% a 83,1% comparado con el
control medio PD contaminado con Cd sin Trichoderma
(Figura 5). Observamos dos grupos cepas de Trichoderma
spp segun la capacidad de remocion de Cd del medio PD.
El primer grupo identificado, corresponde a cepas con
porcentajes mas altos de remocion de Cd in vitro; T.
brevicompactum M43D (83,1%), T. harzianum M1P (67,0%)
y T. spirale M55SM (65,8%), estas cepas se constituyen en
potenciales candidatos para remocion de Cd. El segundo
grupo corresponden a cepas con menores porcentajes de
remocion de Cd; T. koningiopsis M3B (49,1%), T.
koningiopsis M33L (43,6%), T. virens M40H (39,2%), T.
harzianum M1/MC (35,4%), Trichoderma sp M52BR
(32,7%), T. spirale M25AM (32,3%) y T. spirale M19T
(31,8%). Los resultados obtenidos revelan a tres especies
de Trichoderma (T. brevicompactum, T. harzianum y T.
spirale), como potenciales agentes de biorremediacion de
Cdy serfa el primer reporte para T. brevicompactum M43-
Dy T. spirale M55-SM con capacidad de remocion Cd.

En este estudio T. brevicompactum M43D alcanzé hasta
83,1% de capacidad de remocion de Cd de medio
contaminado, superando a T. asperellum reportados por
Mohsenzadeh & Shahrokhi (2014) y Hoseinzadeh et al.
(2017) que, bajo condiciones similares de estudio logré
absorber Cd hasta 76,17%. Otro estudio reporta a T.
brevicompactum QYCD-6 como un hongo intestinal de
lombrices de tierra con capacidad de eliminar metales
pesados de lugares contaminados, el mecanismo como
elimina el metal ain se desconoce (Zhang et al., 2020). T.
spirale M55SM con 65,8% de remocion de Cd del medio
contaminado, este serfa, también el primer reporte para
la especie. T. spirale es un hongo con actividad de
biocontrol en lechuga contra Corynespora cassiicola
y Curvularia aeria causantes de manchas foliares (Baiyee
et al., 2019). También observamos que T. harzianum M1P
removio el Cd hasta 67,0%, al respecto Hoseinzadeh et al.
(2017) concluyeron que T. harzianum pueden sobrevivir a
concentraciones maximas de Cd (200 mg/L) y eliminarlo
absorbiendo Cd del medio de cultivo con las paredes
celulares del hongo durante el periodo de crecimiento. El
analisis del transcriptoma de T. harzianum en presencia

Cayotopa et al.

de Cd realizado por Oshiquiri et al. (2020), revelan varios
genes que codifican NmrA 'y su papel en la respuesta de
cadmio; represion del metabolismo de carbohidratos,
especialmente  los genes relacionados con el
micoparasitismo; y sugieren que la capacidad
micoparasitaria de T. harzianum podria verse afectada
durante la exposicion al Cd.

Este estudio también revela que T. koningiopsis, T. virens
y Trichoderma sp con potencial de remocion de Cd, pero
en menor proporcién. Un estudio relaciona a T.
koningiopsis con solubilizacion de fosforo mediante el
empleo diferentes mecanismos en condiciones in vitro
(Tandon et al., 2020). Otro estudio relaciona con la
resistencia sistémica inducida (ISR) y promocion de
crecimiento de plantas de tomate (Simbaqueba et al.,
20711). Para el caso de T. virens los estudios lo relacionan
con el control bioldgico de enfermedades de plantas, sin
embargo, Frank & Tamové (1993) observéd que Cd induce
mutacion sobre el crecimiento y la morfologfa, cuando
dejé crecer al hongo en medio de cultivo contaminado
con 10 mM de Cd++, resultando dos mutantes blancos
(no formaron conidiéforos) y un mutante amarillo
(conidios de diferentes colores y tasa de crecimiento mas
lenta). Dixit et al. (2011) concluye que plantas de tabaco
transgénicas que expresan un GST de T. virens son mas
tolerantes al Cd, sin aumentar su acumulacion en la
biomasa vegetal. Esta es otra evidencia que T. virens
involucra procesos de mutacion.

ﬁ a

| w8 e

R-Cd (%)
2

n

Control

T. brevicompactum Ma43D
T. harzianum M17MC

T. harzianum M1P

T. koningiopsis M33L

T. koningiopsis M3B

T. spirale M19T

T. spirale M25AM

T. spirale M555M

7. virens MA0H
Trichoderma sp. M52BR

Figura 5. Remocién de Cd por Trichoderma spp. nativas in vitro.
Las cajas con letras distintas indican diferencias significativas (p <
0,05).

4. Conclusiones

Las especies de Trichoderma evaluadas fueron sensibles a
la presencia de Cd, dependientes de la concentracion y
capaces de remover Cd. Los resultados obtenidos in vitro
revelan a T. brevicompactum M43D (83,1%), T. harzianum
M1P (67,0%) y T. spirale M55SM (65,8%), con alta
capacidad de remocion de Cd. Mientras a T. harzianum
M1P y T. koningiopsis M3B como los més tolerantes. T.
brevicompactum M43D y T. spirale M555M se suman a la
lista de especies de Trichoderma como nuevos agentes
potenciales de biorremediacion de Cd que pueden ser
explorados, en nuevos estudios.
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