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Resumen. La utilidad de medios de cultivos sin-
téticos, es proporcionar una mezcla de nutrientes
requeridos por los microorganismos que optimicen
su crecimiento. Rhizopus stolonifer, es causante
de la enfermedad llamada pudricién blanda. Se
evaluo in vitro la produccion de biomasa (mg) y
ergosterol (%) de dos aislados de R. stolonifer de
fresa (Fragaria x ananassa) y jitomate (Solanum
lycopersicum) incubados en seis medios de culti-
vos con diferente composicion de C/N, durante
25 dias a 28 °C. Previamente, se caracterizaron
(contenido de carbohidratos, proteinas y C/N) los
medios evaluados. Los datos se analizaron a través
de un disefio experimental completamente al azar
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y una prueba de comparacioén de medias de Tukey
(p=0.05). Los resultados mostraron que los extrac-
tos de Malta y Sabouraud (SAB), presentaron de 3
a 50% mas carbohidratos que los demas medios de
cultivo. El medio SAB presento de 50 a 100% ma-
yor cantidad de proteinas, mientras que, en la rela-
cion C/N el medio mineralizado (MN) fue en el que
se cuantifico el mayor valor (100.5). Respecto a la
produccion de biomasa, con el extracto de jugo V8,
ambos aislados de R. stolonifer tuvieron la mayor
produccion (c.a 40 mg). La mayor cuantificacion
de ergosterol (0.00012%) fue en el medio MN.

Palabras clave: carbono, nitrégeno, C/N, peso
seco, in vitro

Abstract. The utility of synthetic culture media
is to provide a blend of nutrients required by mi-
croorganisms to optimize their growth. The disea-
se called soft rot is caused by Rhizopus stolonifer.
The biomass (mg) and ergosterol (%) production
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of two isolates of R. stolonifer of strawberry (Fra-
garia x ananassa) and tomato (Solanum lycopersi-
cum) incubated in six culture media with different
C/N composition was evaluated in vitro for 25 days
at 28 °C. Previously, the culture media evaluated
were characterized (carbohydrate, protein and C
/' N content). The data were analyzed through a
completely randomized experimental design and a
Tukey means comparison test (p<0.05). The results
showed that the extracts of Malta and Sabouraud
(SAB) had 3 to 50% more carbohydrates than the
other culture media. The SAB medium showed 50
to 100% more proteins, while in the C/N ratio of
the mineralized medium (MN) had the highest va-
lue (100.5). Regarding biomass production, with
the V8 juice extract, both of R. stolonifer isolates
had the highest production (c.a 40 mg). The highest
quantification of ergosterol (0.00012%) was with
the MN medium.

Key words: carbon, nitrogen, C/N, dry weight, in
Vitro

Para el crecimiento in vitro de los hongos se
utilizan diferentes medios de cultivo, los cuales
sustituyen parcialmente las propiedades nutricio-
nales del hospedante o sustrato natural del hongo
por cultivar. La finalidad del medio es proporcionar
energia al microorganismo, para que se desarrolle
de manera normal. Ademas, en la preparacion y di-
sefio de un medio de cultivo, se busca proporcionar
una mezcla adecuada de nutrientes requeridos por
los microorganismos a una concentracion que op-
timice su crecimiento (Merck, 2004). No obstante,
el crecimiento y composicion de los microorganis-
mos se puede modificar por efecto del medio de
cultivo. Para el crecimiento in vitro de Rhizopus
stolonifer se han reportado medios de cultivo sélidos
como papa dextrosa agar, agar extracto de levadura,
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peptona dextrosa, agar dextrosa Sabouraud y medio
minimo (Lennartsson y Taherzadeh, 2014). Tam-
bién, se reporta el uso de medios liquidos como el
caldo papa dextrosa. La composicion del medio de
cultivo puede influir sobre diferentes aspectos en
la fisiologia del microorganismo, tales como, nu-
tricion, multiplicacidon y produccion de metabolitos
primarios y secundarios (Bernal ef al., 2002). Den-
tro de los indicadores del crecimiento fungico se
considera la biomasa y produccion de ergosterol.
Este ultimo es el componente mayoritario del hon-
go y se localiza en la membrana plasmatica de la
célula (Frey et al., 1994).

Rhizopus stolonifer se considera como uno de
los principales hongos fitopatdogenos que provoca
la enfermedad Ilamada ‘pudricion blanda’ (Bau-
tista-Bafos et al., 2016). Este hongo crece en di-
versos hospedantes como el jitomate y la fresa, los
cuales son productos agricolas de importancia eco-
némica en México. Por ejemplo, se ha reportado
que R. stolonifer causa pérdidas en poscosecha que
ascienden hasta un 80%, las cuales se manifiestan
principalmente durante el transporte y la comercia-
lizacion de los productos agricolas (Bautista-Bafios
et al., 2008).

El objetivo de esta investigacion fue caracteri-
zar los medios nutritivos y evaluar el contenido de
biomasa y ergosterol en dos aislados de R. stoloni-
fer durante 25 dias de incubacién a 28 °C.

Obtencion de Rhizopus stolonifer. E1 hongo uti-
lizado fue proporcionado por el cepario del La-
boratorio de Tecnologia Poscosecha de Productos
Agricolas del CEPROBI y para su reactivacion se
re-inocul6 en frutos de jitomate y fresa (pruebas de
patogenicidad), de acuerdo con los postulados de
Koch. Posteriormente, el hongo se aisl6 de cada
fruto y se incubd en medio papa dextrosa agar (PDA)
(Bioxon® Becton Dickinson de México) en cajas Petri
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de 10 cm a 20 + 2 °C durante 5 dias. La caracteri-
zacion molecular indic6 que ambas cepas corres-
ponden a R. stolonifer. Este analisis molecular se
llevo a cabo en el Laboratorio de Diagnostico In-
tegral Fitosanitario del Colegio de Postgraduados
(LADIFIT). Se utilizaron primers universales [TS4
(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") ¢
ITSS (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Para
la amplificacion de los genes se empled un ciclo
de 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 45
segundos, 57 °C por 45 segundos, 72 °C por 1 mi-
nuto y una extension final de 72 °C por 5 minutos
(White et al., 1990). Las secuencias de los nucledti-
dos obtenidos se analizaron con el programa Basic
Local Aligment Search Tool (BLAST) y se compa-
raron con las secuencias reportadas en la base de
datos del banco de genes del NCBI (National Cen-
ter of Biotechnology Information) obteniéndose
una homologia del 96% y una similitud del 90.1%.

Preparacion de la suspension de esporas. Des-
pués del periodo de incubacion, se adicionaron 20
mL de agua destilada estéril a la caja Petri, y con
una aguja de diseccion se raspo el micelio con la fi-
nalidad de desprender las esporas (globosas, ovales
y lisas), mismas que se recuperaron en un matraz
Erlenmeyer. La cuantificacion de esporas se llevo
acabo en una camara de Neubauer y se ajustd a una
concentracion de 10° esporas mL™.

Preparacion de los medios de cultivo. Se utili-
zaron seis diferentes medios de cultivo liquidos:
caldo extracto de malta (EM) (Bioxon®, México),
caldo dextrosa Sabouraud (EDS) (BD Difco™,
USA), medio mineralizado (MN), jugo comercial
V8 Splash (JV8) (Campbell’s), jugo de jitomate
(JJ) y jugo de fresa (JF). Los medios de cultivo se
prepararon de manera distinta, de acuerdo con
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las especificaciones del proveedor. EI medio MN
consistio en 10 g de glucosa, 2.5 g de NH,-tartra-
to, 0.015 g de MgSO,-7H,0, 0.06636 g de CaCl,,
16.78 g de FeCll 100 mL de tiamina, 0.25 g de
(NH,),SO,, 0.5 g de KH,PO, y 0.025 g de NaCl en
1000 mL de agua destilada. La mezcla se dejo en
agitacion en una parrilla de calentamiento Cima-
rec (Thermo Scientific, China), hasta ebullicion, y
después se esterilizd. Los jugos de fresa y jitomate
se obtuvieron a partir de frutos sanos, los cuales se
lavaron con una soluciéon de hipoclorito de sodio
al 3%, durante 1 min y posteriormente con agua
destilada. Con un extractor de jugos (EURO LINE
modelo-ETW-9800) se obtuvo el producto a utili-
zar.

Siembra del hongo en los medios nutritivos Se
colocaron 4 mL del medio de cultivo y/o jugo, en
viales de vidrio de 20 mL, previamente esteriliza-
dos. Posteriormente, los viales se inocularon con
80 mL de la solucion de esporas (10° esporas mL") y
no se utilizd un control negativo (medios sin ino-
cular). Se emplearon tres repeticiones por cada
medio de cultivo. Los viales se colocaron en una
incubadora modelo Innova 40 (New Brunswick,
USA) con agitacion constante a 150 rpm y 28 +
2 °C. Las evaluaciones se realizaron a los 5, 10, 15,
20 y 25 dias, excepto el analisis de composicion
del medio de cultivo que se determino al inicio del
experimento.

Caracterizacion de los medios de cultivo

Cuantificacion de carbohidratos por DNS (aci-
do 3,5-dinitrosalicilico). La metodologia que se
utilizd para la cuantificacioén de los carbohidratos
fue la de Miller (1959). Se peso 0.1 g de muestra
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del medio de cultivo y se depositaron en tubos de
ensayo a los cuales se les agregd 10 mL de agua
destilada y 1 mL de DNS y la mezcla se homoge-
nizo6 perfectamente con el uso de un vortex Genie
2 (Scientific Industries, USA). Todos los tubos se
sometieron a ebulliciéon durante 5 min, al término
de este tiempo se enfriaron en bafio de hielo y se
les adicionaron 8 mL de agua destilada, se agitaron
y se midio6 la absorbancia en un espectrofotoémetro
Genesis 10S UV-VIS (Thermo Scientific, USA) a
una longitud de onda de A=575nm. La cuantifica-
cion de los carbohidratos se report6é en gramos.

Contenido de proteinas. La determinacion de
proteina se realizé mediante el método de kjed-
hal (AOAC, 1990). Consisti6 en pesar 0.5 g de la
muestra en un matraz kjeldhal, a la cual se agregd
1 g de mezcla digestora y 5 mL de acido sulfurico
(H,SO,) concentrado. Los matraces se colocaron
en un digestor hasta la obtencion de una coloracion
verde cristalina, el material digerido se transfirio a
un matraz de destilacion y se le agregaron 20 mL
de agua y 20 mL de hidréxido de sodio; en el ex-
tremo del condensador se colocd un matraz Erlen-
meyer de 125 mL el cual contenia 15 mL de acido
borico al 4% y dos gotas de indicador. El extremo
del condensador quedd sumergido dentro de la so-
lucién valorada de HCL 0.1 N. se siguié el mismo
procedimiento para el blanco sin agregar la mues-
tra. Se calcul6 primeramente el porcentaje (%) de
nitrogeno total, y una vez obtenido se procedid a
calcular el porcentaje (%) de proteina contenida en
la muestra.

Relacion carbono/nitréogeno. Se obtuvo la rela-
cion carbono/nitrégeno (C/N) mediante la division
de estos valores.
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Cuantificacion de la biomasa. La biomasa fingi-
ca se determin6 por diferencia de peso seco, para
ello se verti6 el contenido total de cada vial de cris-
tal a través de un papel filtro Whatman No.1. Pos-
teriormente, el papel filtro y la muestra se secaron
en un horno Binder No. 10-21821 (Alemania) a una
temperatura de 90-100 °C, hasta obtener un peso
constante. La biomasa fiingica se expresd en gra-
mos de peso seco (Oshoma y Ikenebomeh, 2005).

Contenido de ergosterol. El contenido de ergos-
terol se determind de acuerdo con la metodologia
propuesta por Tian et al. (2012). Este método con-
sisti¢ en adicionar 5 mL de una solucion alcoholica
de hidroxido de potasio al 25% (Sigma-Aldrich,
USA) a 1 g de biomasa hiumeda. La mezcla se ho-
mogeniz6 durante 5 min y después se incubd en
bafio maria a 85 °C durante 4 h. Posteriormente,
se extrajeron los esteroles de cada muestra adicio-
nando 2 mL de agua destilada y 5 mL de n-heptano
(Fermont, México). La mezcla obtenida se agito
por 2 min en un vortex y se dejoé reposar durante 1
h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo
se recuperd la fase cristalina o sin color y se midid
su absorbancia a 320 nm en un espectrofotometro
Genesis 10S UV-VIS (Thermo Scientific, USA).
La cantidad de ergosterol se calculd6 como un por-
centaje del peso humedo de las células y se basd
en la absorbancia y el peso himedo del sedimento
inicial. Los datos se reportaron como porcentaje de
ergosterol.

Analisis estadistico. Los datos se analizaron me-
diante un ANOVA con un disefio experimental
completamente al azar y una prueba de compara-
cion de medias de Tukey (p<0.05).
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Caracterizacion de los medios de cultivo.

Contenido de carbohidratos y proteinas. Los
medios de cultivo EM y EDS presentaron de 3 a
50% mas cantidad de carbohidratos que el resto de
los medios de cultivo. Por otra parte, el medio de
cultivo EDS present6 de 50 a 100% mayor cantidad
de proteinas con respecto al resto de los medios de
cultivo, mientras que, en la relacion C/N el medio
de cultivo MN fue en el que se cuantifico el valor
mayor (100.5) (Cuadro 1).

Contenido de biomasa. El contenido de bioma-
sa de R. stolonifer se modifico significativamente
(p<0.05) por efecto del medio de cultivo con res-
pecto al tiempo (Figura 1 A y B). En general, la
biomasa en ambos aislados, se incrementd durante
el tiempo de incubacion e independientemente del
medio de cultivo. Cuando el medio de incubacion
fue JV8, hubo una mayor produccion de biomasa
en comparacion con el resto de los medios utiliza-
dos, obteniéndose de 4 a 5 veces mayor produccion
en comparacion con los medios EM y MN. Los va-
lores al término de la incubacion con el JVS8 fueron
de 28.6 £ 0.4 mgy 36.2 & 8.40 mg (fresa y jitomate,
respectivamente).

Contenido de ergosterol. Los resultados mostra-
ron un contenido sobresaliente de ergosterol de R.
stolonifer incubado en el medio adicionado con mi-
nerales (EM), independientemente si el hongo se
aislo del fruto de fresa o jitomate, mientras que, al
utilizar los medios nutritivos restantes, se observo
en su mayoria un comportamiento opuesto en am-
bos aislados (Figura 2 A, B).

En relacion al contenido de biomasa, Taher-
zadeh et al. (2003) indicaron que la composicion
del medio de cultivo tuvo un efecto notable en el
rendimiento de la biomasa producida por R. ory-
zae. Ellos reportaron valores de 0.18 y 0.43 g de
biomasa g después de 14 dias a 30 °C, teniendo la
glucosa como fuente de carbono. Adicionalmente,
Millati et al. (2005) reportaron que el contenido de
biomasa de 3 aislados de R. oryzae a partir de glu-
cosa fue diferente, a pesar de haber sido incubadas
en el mismo medio de cultivo. Los resultados de
biomasa pudieran estar mas bien relacionados por
la diferencia de la composicion nutrimental en la
que cada hongo se incubo. Al respecto, Cortés et
al. (2002) indicaron que la relacion C/N afecto el
crecimiento de R. nigricans ya que en ese estudio
se obtuvo la mayor produccion de biomasa (3.8 mg
mL™") en el medio de cultivo Melin-Norkrans con
una relacion C/N de 18.9, en comparacion con
2.8 mg mL"' de biomasa cuando la relacion C/N

Cuadro 1. Contenido inicial de proteinas, carbohidratos y relacion C/N de los medios de cultivo y jugos de frutas.

Medios de cultivo Carbohidratos Proteinas C/N
(® (®

Caldo extracto de malta 85.8 10.9 8.5
Caldo dextrosa Sabouraud 80 20.0 4.0
Medio mineralizado 33.1 0.33 100.5
Jugo comercial V8 Splash 32.0 0.0 -

Jugo de jitomate 3.5 0.8 4.3
Jugo de fresa 7.6 0.6 11.4

C/N= Relacion carbono/nitrogeno.
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Figura 1. Contenido de biomasa en R. stolonifer aislado de
fresa (A) y jitomate (B), incubado en diferentes
medios nutritivos a temperatura ambiente de 5
a 25 dias. EM = caldo extracto de malta, EDS
= caldo dextrosa Sabouraud, MN = medio mi-
neralizado, JV8 = jugo comercial V8 Splash, JJ
= jugo de jitomate, JF = jugo de fresa. Medias
marcadas con letras diferentes en cada medio de
cultivo indican que son estadisticamente diferen-
tes, usando la comparacion de medias de Tukey
(p<0.05).

fue de 38.4. En esta investigacion no hubo una re-
lacion directa entre la composicion C/N y la pro-
duccién de biomasa, ya que se observo que en el
medio nutritivo MN donde se obtuvo el maximo
valor de C/N (100.5) hubo una menor produccion
de biomasa (15 mg).

En relacion al porcentaje de ergosterol, los re-
sultados obtenidos en esta investigacion difieren de
lo reportado por Nout et al. (1987) quienes obtu-
vieron una mayor cantidad de este compuesto en R.
oligosporus en un sustrato natural (habas de soja),
en comparacion con el crecimiento de R. stolonifer
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Figura 2. Contenido de ergosterol en R. stolonifer aisla-
do de fresa (A) y jitomate (B), incubado en dife-
rentes medios nutritivos a temperatura ambien-
te de 5 a 25 dias. EM = caldo extracto de malta,
EDS = caldo dextrosa Sabouraud, MN = medio
mineralizado, JV8 = jugo comercial V8 Splash,
JJ = jugo de jitomate, JF = jugo de fresa. Me-
dias marcadas con letras diferentes en cada me-
dio de cultivo indican que son estadisticamente
diferentes, usando la comparacién de medias de
Tukey (p<0.05).

cuando se incubo en los medios de cultivo sintéti-
cos. Por otro lado, el contenido de ergosterol, ade-
mas de estar influenciado por la especie fungica,
considera otras variables, como la edad del hongo,
la disponibilidad de oxigeno, la temperatura y el
método de analisis para su obtencion (Trigos y
Ortega, 2002; Valdés-Duque, 2008). Al parecer el
contenido de carbohidratos de los sustratos evalua-
dos no fue el componente que indujo la produccion
de este compuesto lipidico. Ademas, es importante
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sefialar que no hubo un patrén notorio en la sintesis
del ergosterol durante el periodo de incubacion de
25 dias al que se sometid R. stolonifer de ambos
aislados.

En conclusion, la distinta composicion en car-
bohidratos y proteinas de los medios nutritivos
que se evaluaron, influy6 en el rendimiento de la
biomasa y la concentracion de ergosterol en ambos
aislados de R. stolonifer. Por otro lado, el tiempo de
incubacion de 25 dias en los medios nutritivos, no
influyo en las variables de biomasa.
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