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Efecto de la temperatura y el pH
en el crecimiento superficial de
Botryodiplodia theobromae RC1
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Resumen

El estudio del crecimiento superficial de un hongo es un método basico para

definir su comportamiento frente a diferentes condiciones de cultivo.

En este trabajo, con vistas a conocer las caracteristicas del crecimiento
superficial del hongo Botryodiplodia theobromae RC1, se estudio la influencia
de la temperatura y el pH inicial en la velocidad radial y densidad de
crecimiento. Los estudios revelaron que la temperatura no afecté de manera
significativa la velocidad radial, excepto a 40 °C. Por otro lado, el medio

de cultivo y la temperatura si afectaron de forma significativa la densidad de
crecimiento, mientras que el pH inicial del medio de cultivo no influyé de forma
significativa en estas variables.
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A survey of temperature and pH effect on colonial
growth of Botryodiplodia theobromae RC1

Summary

Study of fungal colonial growth is a basic method to examine their behaviour

in different cultivation conditions. The influence of temperature and initial pH on
growth radial velocity and growth density of Botryodiplodia theobromae RC1,
was studied in order to show the growth characteristics of this fungus.

Both temperature and culture medium influenced growth density, but radial
velocity of growth was only affected by temperatures above 40 °C. In addition,
initial pH of culture media did not affect either parameter.
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El crecimiento superficial en medios sélidos es uno
de los métodos bdsicos para estudiar la fisiologia de los
microorganismos [1], debido a que el didmetro de las colo-
nias y la velocidad radial de crecimiento son parametros
muy empleados en bioensayos y en investigaciones fisio-
logicas [2].

Resulta de mucho interés en el estudio de la fisio-
logia de un microorganismo ensayar la utilizacion de dife-
rentes medios de cultivos y, de forma simultanea, diferen-
tes valores de temperatura dentro del intervalo éptimo
establecido para el crecimiento. Se esperan velocidades de
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crecimiento mayores con el aumento de la riqueza del
medio empleado y la temperatura adecuada.

Botryodiplodia theobromae es un hongo fitopatoge-
no de zonas tropicales y subtropicales que causa la putre-
faccién de plantas y frutos [3], describiéndose como pro-
ductor de reguladores de crecimiento de las plantas, como
el 4cido jasmonico y sus derivados (resultado de su meta-
bolismo secundario), producidos a escala de laboratorio
con rendimientos satisfactorios [4,5].

Los estudios de la fisiologia de B. theobromae se
han desarrollado, sobre todo, con vista a conocer sus ca-
racteristicas infectivas en las plantas y frutos. Se ha obser-
vado que en funcién del origen de la cepa, B. theobromae
presenta variaciones en su temperatura éptima de creci-
miento y las caracteristicas de crecimiento [6]. También se
ha podido apreciar que la complejidad del medio influye
marcadamente sobre el crecimiento del micelio y, por
tanto, en su velocidad de crecimiento y produccién de bio-
masa [7-9]. Considerando las premisas anteriores se reali-
zaron estudios, con diferentes medios de cultivo, del efecto
de la temperatura y el pH inicial del medio sobre la velo-
cidad radial y la densidad de crecimiento en el cultivo
superficial de B. theobromae RC1 con el objetivo de cono-
cer su fisiologia en medio s6lido y con vistas a iniciar los
estudios de produccion de dcido jasmoénico por fermenta-
cion en estado sdlido.



Materiales y métodos

Microorganismo. El presente trabajo se llevé a cabo
con una cepa de B. theobromae identificada como RCl,
procedente de la coleccion de cepas del Instituto Nacional
de Investigaciones Fundamentales de Agricultura Tropical
(INTFAT), La Habana, Cuba. La cepa fue aislada de resi-
duos de naranja (Citrus cinensis Osbeck cv Valencia) y
crecida en tubos inclinados con medio agar extracto de
malta, EMA (Merck) durante tres dias a 25 °C. La cepa se
conservo en los tubos inclinados con EMA a una tempera-
tura de 4 °C, resembrandose cada 4 semanas, y en las mis-
mas condiciones, a lo largo de seis meses. Concluido este
tiempo, se resembro en residuos de naranja para regenerar
sus propiedades de patogenicidad y de produccion de dcido
jasmonico.

Inéculo. El indéculo se obtuvo de cultivos superfi-
ciales en cajas Petri de 100 mm de didmetro, conteniendo
25 ml de EMA, inoculadas por estria con micelio de
B. theobromae RC1, incubando durante tres dias a 30 °C
(temperatura a la cual se favorece la produccién de acido
jasménico en cultivo sumergido [4]).

Medios de cultivo. Los experimentos llevados a
cabo para los estudios de la fisiologia de B. theobro-
mae RC1 fueron realizados con los siguientes medios:
Patata Dextrosa Agar, PDA (Bioxon), Czapek (Bioxon),
EMA (Merck) y un medio sintético (MP), siendo su
composicion (en g/l): sacarosa, 50; NaNOs, 0,2; KH:2POs,
0,2; MgS0+7H:0, 0,2; FeSO+7H:0, 0,2; KCI, 0,1;
ZnS0:7H:0, 0,01; MnSO:7H:0, 0,001; CuSO:5H:0,
0,001; Na:MoO4-2H-0, 0,001; Agar Bacterioldgico 10,
(Bioxon); pH 5,5-5,6. El pH fue ajustado con NaOH
1 M. Los ensayos se hicieron en cajas Petri 100 x 15 mm.
Las variables estudiadas para la cepa fueron: temperatura
de incubacion, medios de cultivo y pH inicial del medio de
cultivo. Para el estudio de la temperatura de incubacién se
ensayaron diferentes valores (26, 30, 35, y 40 °C) dentro
del intervalo 6ptimo de crecimiento de B. theobromae
segun se describe en la literatura [11-13], y para el pH los
siguientes valores iniciales: 5; 5,6; 7; 8; 9 y 10.

Velocidad radial de crecimiento. Para determinar la
velocidad radial de crecimiento de las cepas estudiadas se
realizé la medicion de la longitud del radio de la colonia
cada 12 h hasta el momento en que las cepas invadieron
toda la caja. Para calcular la velocidad radial de creci-
miento se utilizé la ecuacién enunciada por Trinci [2] y
Pirt [1], en la cual el radio de la colonia es una funcién
lineal del tiempo, y la pendiente se define como la veloci-
dad radial de crecimiento. Los valores de las pendientes se
calcularon en la fase de crecimiento constante, obteniendo
de esta manera sus unidades de longitud por tiempo y en
mm/dia.

Densidad de crecimiento (p:). La biomasa fue esti-
mada al tiempo final de los experimentos y el procedi-
miento se llevé a cabo fundiendo el medio de agar con el
hongo en agua destilada y filtrando el residuo sélido sobre
papel Whatman 41 (seco y previamente pesado), con pos-
terior secado en estufa a 60 °C durante 24 horas. La dife-
rencia entre el peso final y el peso inicial, dividido por el
drea de la colonia corresponde a la densidad de creci-
miento (px) expresada en mg/cm?.

Andlisis estadistico. Para determinar si existian
diferencias significativas entre las diferentes variables, se
realizé un andlisis de la varianza con un nivel de signifi-
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cacién de 0,01 (oo = 0,01). Los datos fueron analizados con
el uso de la prueba Tukey con un nivel de significacion de
0,05 (oo = 0,05) [10]. Los analisis de varianza y regresion
lineal se realizaron con el paquete estadistico Statgrafic
Statistical Graphics System.

Resultados

Efecto de la temperatura y el medio de cultivo. En
la tabla 1 se muestran los diferentes valores de velocidad
de crecimiento radial y densidad de crecimiento en funcion
de la temperatura y de los medios de cultivos ensaya-
dos. Puede apreciarse que a 40 °C B. theobromae RC1 no
presentd crecimiento alguno en ninguno de los medios
utilizados. Para las demds temperaturas, y en cada uno de
los medios, no se observaron diferencias significativas en
las velocidades de crecimiento radial, y si en los valores
de densidad de crecimiento. Estos eran maximos a 30 °C
en todos los medios, encontrandose también a 35 °C va-
lores altos. Los medios mas ricos para el crecimiento de
B. theobromae RC1 fueron PDA y EMA, en este orden,
obteniéndose la mayor densidad de crecimiento con el
medio EMA (5,418 mg/cm?).

Tabla 1. Efecto de la temperatura y el medio de cultivo en las velocidades
de crecimiento radial (VRC) y la densidad de crecimiento (px)
de Botryodiplodia theobromae RC1.

. Temperatura VRC x
Medio o) (mm/dia) (mg/om?)
Czapek 26 11.5502 1.243¢

30 14.0482 1.6322
35 14.260° 1.291°
40 0° 0¢
Czapek (pH=5.6) 26 13.951° 1.314°
30 14.2732 1.6322
35 13.985* 1.291°
40 0° (08
EMA 26 13.680* 2.712¢
30 12.3182 5.418°
35 12.2182 3.860°
40 00 0¢
MP 26 13.835* 0.686°
30 10.798* 1.735%
35 11.9742 1.448°
40 0° 0¢
PDA 26 12.972¢ 1.850¢
30 12.3172 3.6752
35 11.985° 3.072°
40 0¢ 0¢

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con
la prueba de Tukey (0:=0.05)

Efecto del pH inicial. El pH del medio de cultivo es
uno de los factores mds importantes que influyen sobre
el crecimiento de los microorganismos. Para determinar el
efecto del pH sobre la velocidad de crecimiento radial y la
densidad de crecimiento de la cepa en estudio se selec-
cion6 el EMA como medio de cultivo y una temperatura
de 30 °C, condiciones de cultivo éptimas determinadas
previamente. El pH se evalué en un rango de 5 a 10. Los
resultados obtenidos se presentan en la tabla 2. Puede
observarse que tanto la velocidad de crecimiento radial
como la densidad de crecimiento no son significativa-
mente diferentes en el rango de pH estudiado.
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Tabla 2. Efecto del pH inicial del medio de cultivo en la velocidad
radial de crecimiento (VRC) y la densidad de crecimiento (px)
de Botryodiplodia theobromae RC1

pH inicial VRC o

(mm/dia) (mg/cm?)
50 13,032° 5,573
56 13,048° 5,779
7.0 13,075¢ 5,890°
8.0 13,062° 5,897°
9,0 13,065° 5,880°
10,0 13,102° 5,567°

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con
la prueba de Tukey (0:=0,05)

Discusion

Los valores de velocidad de crecimiento radial de
B. theobromae RC1 expresados en la tabla 1, evidencian
que estas velocidades son, en promedio, muy similares en
el intervalo de 26 a 35 °C. Este comportamiento pudiera
explicarse sobre la base de que posiblemente esta variable
no provoca cambios fisioldgicos en el crecimiento sobre la
superficie de la caja, permitiendo un incremento similar en
el radio de la colonia. Sin embargo, a temperaturas supe-
riores a 35 °C se comienza a limitar el desarrollo del mice-
lio hasta que se hace nulo a 40 °C.

La densidad de crecimiento de B. theobromae RC1
fue maxima a 30 °C en todos los casos, resultado que no
coincide con lo encontrado por Verma y Singh [11], quie-
nes describen un mayor crecimiento miceliar a 27 °C con
una determinada cepa, y un rango de crecimiento entre los
18 y 39 °C. Sin embargo, Uduebo [12] describe el aisla-
miento de una cepa de este hongo, donde el crecimiento
miceliar es mds favorable a los 30 °C, siendo pobre a 20 y
35 °C. También, Nwufo y Mba [13] encontraron que la
cepa aislada por ellos presentd un rango 6ptimo de creci-
miento entre los 30 y 35 °C, pudiendo crecer entre los 10
y 40 °C.

Un andlisis del efecto de la temperatura en cada
medio en la velocidad de crecimiento radial y la densidad
de crecimiento muestra que la velocidad a la que se ex-
pande la colonia es similar, en promedio, en todas las tem-
peraturas ensayadas (excepto a 40 °C), mientras que para
la densidad de crecimiento se alcanzé el valor mdximo a
30 °C. Este comportamiento podria explicarse por una
mayor ramificacién de las hifas a dicha temperatura, per-
mitiendo de esta forma la produccién de mds biomasa en
la misma area de medio [14].

Las velocidades de crecimiento radial mostraron
valores entre 10 y 14 mm/dia, lo cual indica que es un
hongo de crecimiento relativamente rapido si lo compara-
mos con microorganismos de crecimiento lento como, por
ejemplo, los hongos micorricicos. Volke [15] describe en un
estudio con las cepas Suillus granalatus H13, Amanita
rubescens H38 y Pisolithus tinctorius P3 velocidades
de crecimiento radial entre 1,60 y 2,90 mm/dia, siendo de
3,367 mm/dia a 25 °C para Gibberella fujikuroi. Los valo-
res de velocidad de crecimiento radial obtenidos para
B. theobromae RC1 podrian resultar beneficiosos para la
produccién de acido jasmonico por fermentacion en estado
solido, permitiendo que no se produjeran contaminaciones
con otros microorganismos.

Por otro lado, el crecimiento de B. theobromae RC1
no vari6 de manera apreciable por el pH del medio de cul-
tivo para el rango de estudio, como se observa en la tabla
2. Los resultados anteriores concuerdan con los descritos
por Yaguchi y Nakamura [16], donde el efecto del pH del
medio en el crecimiento de Lasiodiplodia theobromae en
PDA no fue significativo, mostrando un buen crecimiento
en un rango de pH de 4 a 10. Sin embargo, Gabr y cola-
boradores [9] describen dos cepas de B. theobromae que
crecieron en medio liquido Czapek con cloruro de amonio
como fuente de nitrégeno y suplementado con extracto de
levadura en un rango de pH de 3 a 9, observdndose dos
maximos de crecimiento a pH 4 y 8. Hewitt y colaborado-
res [17] observaron dos maximos de crecimiento en hon-
gos de esta especie crecidos en PDA, el primero se pre-
sentd en un rango de pH entre 4,5y 5, y el otro a 7,1. Con
anterioridad, Tandon y Srivastava [18] habian encontrado
que este hongo cultivado en un medio similar, pero con
nitrato de sodio, crecia en un rango de 6 a 9 de pH, con un
6ptimo de 7,6.

Conclusiones

Las temperaturas ensayadas no afectan de mane-
ra significativa las velocidades de crecimiento radial de
B. theobromae RC1. Para el medio de EMA y a una tem-
peratura de 30 °C se obtiene la mayor densidad de creci-
miento de B. theobromae con respecto a las demds condi-
ciones experimentales ensayadas. El pH inicial del medio
de EMA, a una temperatura de 30 °C, no influyé de forma
significativa en la densidad de crecimiento o la velocidad
de crecimiento radial de B. theobromae RC1.
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