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El estudio de la Biologia del suelo es de mucho interés e importan
cia, dado que de su conocimiento se obtendrd siempre una contribucidn al
bienestar de la humanidad.

El suelo es depdsito de vida y el laboratorio dentro del cual tienen
lugar la mayor parte de los cambios gue permiten la continuacién de la =
misma. En él se encuentran las raices de nuestras plantas, los mamiferos
cavadores y otros animales, asi como numerosos microorganismos dentro de
los que podemos mencicnar las bacterias y los hongos. En el suelo ocurren
las transformaciones mis complejas de la materia ¥y durante estos c&mbioa,
esos microorganismos juegan un papel significativo,

El hombre conociendo la capacidad metabdlica de los hongos, se ha en
cargado de pramover ciertas actividades bajo condiciones controladas en -
el laboratorio y la industria, con lo cual aprovecha los productos que se
obtienen de su crecimiento y esto constituye 1la base de una cantidad de
procesos de fermentacidn, tales como la elaboracidn del pan, vino, cerveza
y licores en general, la produccién comercial de muchos Acidos orgdnicos
y la manufactura de sustancias antibibticas, entre las cuales destaca la
penicilina (6-20-15). Numerosos productos alimenticios pueden también -
obtenerse de la actividad de los hongos y es asi como se ha creado una -
industria lactea con una importante produccién especialmente de quesos;
se ha logrado la fermentacién de diversas semillas como las del cacao, -

se ha llegado a la elaboracién de diversas comidas tipicas, de algunos




pueblos de la tierra, en las que la accidn de los hongos sobre granos como
arroz y otros cereales han creado hibitos alimenticios particulares. Es
también conocida la aficién del hnmh?e a ingerir directamente esos hongos,
dada la gran variedad de los mismos y de sus sabores.

Las sustancias antibiéticas producidas, convenientemente utilizadas,
han contribuido al control de las enfermedades infecciosas, las cuales -
Son causadas especialmente por bacterias Yy esto ha sido el motivo de un
profundo impacto en el mundo actual al aumentar considerablemente el pro
medio de vida de los seres humancs, La gran demanda de esas sustancias
con motivo de la Segunda Guerra Mundial, llevd a intensificar los estu -
dios sobre las mismas y los organismos capaces de producirlas, encontran
dose en algunos hongos, bacterias, algas y plantas superiores, Cén un -
mejor conocimiento de esos antibidticos, se ha logrado obtenerlos ain -
por sintesis quimica (8,24).

El trabajo que les presento, se llevé a cabo con la finalidad de -
aislar hongos productores de antibidticos antibacterianos de muestras de
suelo, recogidas en la Provincia de San Josa Y constituye el primer ensayo
de esta naturaleza hecho en Costa Rica.

Esparo que el mismo sea un estimulo para la realizacién posterior -
de nuevas investigaciones sobre el mismo tema o en campos relacionados y
mas especializados, los que pueden ser fuente de conocimientos de ingre-

sos y de trabajo en nuestro pais,



REVISION DE LITERATURA

Los hongos han sido reconocidos desde el inicio de la humanidad y -
su estudio fue relacionado slempre a sus usos y aplicaciones como fuente
de alimentos, en las fermentaciones y en medicina POr su capacidad de pro
vocar intoxicaciones en algunas personas que los ingerian o bien por pro
ducir infeccicnes y alergias que pueden afectar los tejidos de hombres y
animales aln causando la muerte.

Linneo, que fue el padre de la biclogia sistemitica, colocd los hon
gos en el reino vegetal yalli permanecieron por mucho tiempo. No cbstante
cada vez fue mis claro que la frontera entre los reinos animal y, vegetal
no era unica, y que muchos grupos de organismos, como los hongos, se su
perponian a esta divisidn hecha por el hombre,

Haeckel (1866) propuso un tercer reino, los Protistos, para ineluir
alli todos los organimos que claramente no pertenecian al reino vegetal
ni al reino animal. Esta idea ha sido anﬁliaﬁa por otros bidlogos, y asi
Copeland (1956) y Barkley (1968), han pPropuesto cuatro reinos de organis
mos vivos (2).

Wnittaker (1969) propuso un sistema de cinco reinos (2). En el sis
tema antiguo los hongos se clasificaban en el reino de las plantas camo
una division o phylum thallophyta (Subphylum Fungi - Algae)., luego se
considerd como un subreino y actualmente se le da el rango de reino (6),

El cuadro No. 1 resume la tesis de algunos autores,




Cuadro No. 1

REINCS BIOLOGICOS ACEPTADOS POR ALGUNOS AUTORES Y
' LA POSICION DE LOS HONGOS (3)

Haeckel Copeland Barkley Whittaker

(1866* 1894) (1938* 1956) (1939* 1970) (1947 1969)
Vira

Protophyta Mychota Monera Monera

Protozoa Protoctista Protista Protista

Metaphyta

Phylum:

Thallophyta Phylum: Inophyta  Phylum: Fungi
Mycophyta
Fungi

{Algae, Mycetes (hongos)

{hongos), Liquenes)

Phyla: Diaphyta Plantae Plantae Plantae

Anthophyta

Metazoa Animalia Animalia Animalia

* Fecha en la cual el sistama fue presentado



La clasificacion de estos microorganismos presenta innumerables difi

cultades, pues las diferencias de opinién entre los micologos scbre la -
misma son tan numerosas y, a menudo, tan grandes, que en la literatura
especializada se encusntran serias discrepancias.

Por ejemplo Alexopoulos (6) incluye a los hongos en el reino Myceteae
gue consta de tres divisiones:

Divisién I Gymnomycota con las subdivisiones: Acrasiogymnomycotira y
Plasmodiogymnomycotina.

Divisién IT Mastigamycota con las subdivisiones: Haplomastigomycotina
y Diplomastigomycotina.

Division ITT Amastigomycota con las subdivisiones: Zygomycotina, -
Ascamycotina, Basidiomycotinay Deuteromycotina.

Sin embargo la Divisi6n I de Alexopoulos es cuestionada por otros -
autores que consideran que los organismos inclufdos en esta divisidn per
tenecen al reino Protoctista (3).

Los hongos muestran semejanzas y diferencias que permiten su iden-
tificacidn e inclusidn en las diversas clasificaciones hechas, Entre -
las caracteristicas que se pueden mencionar tenemos:

Son organismos heterotréficos, no tienen la capacidad de producir
Su propio alimento, dado que carecen de pigmentos foto o quimiosintéti-
cos, por lo que deben obtenerlo por un proceso de absorcidn. Para uti-
lizar ciertas fracciones de materiales nutritivos de su medic ambiente,

ellos secretan enzimas a su alrededor, con las que degradan diversas sus




tancias hasta compuestos que pueden ser absorbiilos a través de su membrana
celular (15).

Son eucaridticos, presentando niicleos bien definidos rodeados por -
una membrana, También, con raras excepciones, tienen paredes celulares
definidas, las cuales sin embargo muestran una composicion quimica dife-
rente a las de las plantas verdes. Son generalmente inmbviles, aungue -
en algunos estadios de su ciclo vital pueden observarse células reproduc
toras méviles. No poseen tallos, raices ni hojas y carecen de un sistema
vascular desarrollado como los tipos vegetales mas evolucionados., Son
por lo general filamentosos y sus estructuras somaticas muestran poca -
diferenciacién y practicamente ninguna divisién de trabajo (6). Algunos
tienen solo un talo unicelular camo es el caso de las levaduras. _

Las estructuras somaticas estan formadas tipicamente por hilos o fi
lamentos microscopicos cuyas ramas dispuestas en todas direcciones se ex
tienden scbre o dentro del sustrato utilizado camo alimento. Se denomina
a cada uno de estos filamentos con el nambre de hifa. La hifa estéd cons
titulda por una pared tubular delgada, transparente, interiormente llena
o solo revestida por un estrato de protoplasma de espesor variable., Se-
gin la especie de que se trate, el protoplasma puede ser continuo o en -
la hifa se presentan septos transversales que no impiden el paso del pro
toplasma (6).

En cuanto a su habitat, se clasifican como pardsitos o saprofitos,
pero la mayoria, son capaces de vivir sobre materia organica muerte, -

como lo demuestra el hecho de poder cultivarlos en el laboratorio sobre

madios artificales,



Los hongos que viviendo sobre la sustancia muerta son incapaces de
infectar los organismos vivos, se llaman saprobios obligados; en tanto
gue aguellos gue segun las circunstancias pueden causar enfermedad o vi
vir schre sustancia organica muerta, se llaman parasitos facultativos -
(o saprobios facultativos); y los que sdlo pueden vivir sobre protoplasma
vivo, parasitos obligados (6).

La distribucion de los hongos es cosmopolita (2). Son microorga-
nismos aerdbicos y en condiciones de anaercbiosis pueden, en muchos ca
sos, modificar su metabolismo hacia procesos de fermentacitn mas que de
aumento del volumen de la materia que la componen, como ocurre con la -
levadura. Regquieren de carbono, hidrogeno, nitrdgeno y los macro y mi
croelementos en grados variables. (15).

Los hongos del suelo prefieren un medio acido para su crecimiento,
siendo el optimo alrededor de pH6.

Obkros facf:ores que influyen en el crecimiento son edaficos, climg
ticos y algunos bidticos como en el caso de la presencia o ausencia de
raices. (7, 13).

La mayoria de los hongos crecen entre 0 y 35 grados centigrados,
pero las temperaturas optimas se ubican entre 20 y 30 grados centigra
dos (6, 15).

Aungue la luz no es necesaria para su crecimiento, resulta esen-
cial para la esporulacidn de muchas especies (6).

Tipicamente se reproducen tanto sexual camo asexualmente. En -

general, la reproduccidn asexual es mas importante para la propaga-




cién de la especie, ya que origina la produccidn de numercsos individuos,
particularmente porque el ciclo asexual por lo comiin se repite varias ve
ces al afo, en tanto gue el estado sexual de muchos hongos se presenta
stlo una vez (40, 6).

Por las caracteristicas antes descritas, los hongos son crganismos
que se prestan para realizar investigaciones en el laboratorio, pues su
crecimiento es rapido y se pueden cultivar en medics .rtificiales, Por
este motivo y con el deseo de dejar una clara visidi de los estudios -
gue han sido hechos en aislamiento de hongos del suclo, parece de inte
rés presentar un resumen en el cual se agrupan esos hongos de acuerdo

a la experiencia de Gilman (20), tal y camo aparece en el cuadro No. Z.



Clase

Ordan

Familia

Género

1. Phycamycetes

Mucorales

Peronosporales

Mucoraceae

Pythiaceae

Absidia, Rhizopus
Mucor

Pythium

2. Ascomycetes

Sphaeriales

Chaetomiaceae

Chaetomium
Saccharomyces

i. Fungi imperfecti

Moniliales

Sphaeropsidales

Melanconiales

Moniliaceae

Dematiaceae

Tuberculariaceae
Sphaeropsidaceae

Melanconiaceaa

Trichoderma
Asperqgillus, Oospora
Monilia, Botrytis
Penicillium
Verticillium

Pullularia, Humicola
Curvularia. Torula
Dicoccum, Alternaria

Fusarium

Fhoma, Sphaercnaema

tanela

4. Mycelia sterilia

Rhizoctonia

Sclerotium
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Las caracteristicas principales de 1:= clases que incluyen hongos -
del sueloen las cuales no se c::ntérrplan los Basidiomycetes se resumen
como sigue: ¢
1. Phycomycetes:

Cuerpo vegetativo no especializado Yy convertido totalmente en un
érgano reproductive llevando a veces rizoides fusiformes, o bien de -
tipo miceliar y muy extenso.

Esporas asexuales producidas en esporangios o como pseudoconidios
moviles o inmbviles. Reproduccidn sexual por conjugacidén de gametangios
similares para formar zigdsporas, por conjugacién de planogametos, o me
diante la fertilizacidn de una célula huevo por anterozoides moviles -
para fomar cosporas. En todos los Casos, las esporas sexuales son el

resultado directo de fusién nuclear v celular,

2. Ascomycetes:

Micelio bien desarrollado (excepto en las sacaramicetaceas y alqu
nas Tafrindceas), filiforme, por lo general muy ramificado y septado,
Presencia de esporas asexuales formadas por distintos métodos v de es
poras sexuales tipicamente dentro de un saco, el asca, el cual general
mente esta protegido por fruct ficaciones conocidas como ascocarpos.
Estas esporas en la mayorfa de los casos estin en niimero definido den

tro de cada saco, genemliente miltiplo de dos.

3. Fungi imperfecti:
Micelio formado de hifas septadas, hialinas o coloreadas, o de

células que se reproducen por gemacion. Hifas claramente individuales
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0, a veces, entretejidas formando un tejido plectenquimatoso. Estromas
frecuentemente presentes. Fructificacidn consistente en conididforos -
solitarios o bien agrupados en laminillas o en receptdculos conidiales
(picnidios). Nunca basidios o ascos tipidos. Los hongos imperfectos

no presentan esporas sexuales conocidas y son las formas asexuales de -

mienbros de otras divisiones, principalmente ascomicetes.

4, Mycelia sterilia:

Hongos que carecen de esporas sexuales o asexuales. Se agrupan -
dos géneros que producen scbre el micelio esclerocios de forma definida
o indefinida.

El otro grupo de sumo interés que no es analizado por Gilman es el
de los Basidiamycetes, los cuales se caracterizan por la formacién de
esporas sexuales en una estructura de aspecto globoso, la basidia, que
forma esterigmas al extremo de los cuales se presentan las basididsporas.

Todos estos grupos de hongos presentan representantes capaces de --
producir sustancias de tipo antibidtico, las cuales como ya se menciond
han revolucionado la terapeltica general de las enfermedades infecciosas,
ya que constituyen armas realmente eficaces contra azotes camo la tuber
culosis y la sifilis, frente a los que la medicina era pricticamente im
potente (32).

Los antibidticos son metabolitos secundarios de ciertos microorga-

nismos yue interfieren con el metabolismo y crecimiento de otros (23).
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La importancia practica de sustancias con esas caracteristicas, -
probablemente fue descubierta por Pasteur y Joubert 1877, quienes cbser

varon, en los cultivos, el antagonismo entre el Bacillus anthracis y --

olras bacterias, Ese conocimiento dio base para el descubrimiento de -
la piocianasa, antibidtico soluble en agua obtenido de Pseudomonas ae-
nijinosa por Bmmerck y Low en 1859 (13, 24).

A la palabra antibicsis se le daba un sentido muy amplio en la 1li-
teratura bioldgica antigua. Dicha palabra proviene de la definicidn -
dada por Vuillemin que dice; "le damos el nombre de antibidtico al --
agente activo cuando un ser vivo destruye la vida de otros".

Marchal Ward 1889 aplico el término antibidtico a una asociacidn -
de organismos en la que uno de ellos lesiona al otro. En 1928 Papacos
tas y Gaté resumieron los conocimientos gue se tenian scbre las asocia
ciones microbianas y propusieron que se definiera la palabra "antibio-
sig" del modo sigulente:

"Cuando en un cultivo se presentan diversas especies bacterianas y
se mezclan deliberadamente, la accidn nociva gue un organismo ejerce so
bre otro se le llama antibiosis" (44, 39, 24).

Este campo de investigacién quedd estancado y la posibilidad de -
producir agentes quimioterapicos a partir de micrcorganismos, no se vol
vid a tamar en consideracion hasta que aparecieron los trabajos de Fle-
ming (1929) y Dubos (1939) (21).

Fleming partid de una observacidn casual. Una placa de agar - san

gre cultivada con estafilococos, se contamind accidentalmente con un --



hongo del género Penicillium el que produjo alrededor de la colonia una

amplia zona de inhibicién en el desarrollo del estafilococo. El hongo

se identificd luego como Penicillium notatum y el principio activo peni

cilina (18).

En 1941 la penicilina fue introducida como un importante agente --
quimioterapico.

En 1942 Waksman propuso el empleo del término antibidtico para de-
finir "aquellas sustancias guimicas de origen microbiano dotadas de ac
tividad antimicrobiana".

Al progresar la blisqueda de nuevos antibidticos, el sentido de esta
denaminacion se ha ido ampliando para incluir en ella no solamente las
sustancias quimicas de origen microbiano, sino aguellas pmceﬂenteé de
tejidos vegetales, animales y hongos (39).

Mis de tres mil antibidticos han sido descritos, de los cuales cerca
del veinticineco por ciento son producidos por hongos. Umagran proporcion
son producidos por bacterias, especialmente por Actinomycetes, El cua-
dro No. 3 resume la produccion de antibidticos camercialmente importan-

tes.




Cuadro No. 3

PRODUCCION DE ANTTBIOTIOOS COMERCIALMENTE TMPORTANTES (8)

Grupo de Organismos Nimero total de Anti  Nimero de los usa-
bicticos descubiertos dos comercialmente

Myxanycota i 0

Bumycota (total antibidticos 768)

1. Mastigo y Zygamycotina 14 0
2. Ascamycotina 61 a
3. Basidiamycotina 140 0
4. Deuteromycotina 553 1]

Penicillium (123)
Aspergillus (115)
Fusarium (946)

Trichoderma (13)

Actincmycetes 2.078 72

Bacterias
Otros 372 10

Plantas verdes y animales B54 0
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golo ocho de los antibidticos naturales de hongos, han sido usados
comercialmente; tal y como se observa en el cuadro No. 3. Estos anti-
bidticos son: Penicilina G, V y O, cefalosporina C(CPC) griseofulvina,
fumagilina, acido fusidico, sicanina, variotina y xantocilina, de estos
solamente los antibiéticos griseofulvina, dcido fusidico, y los Beta -
lactimicos tienen importancia clinica (25, 8).

La familia Aspergillaceae incluye los géneros Penicillium y Asper-

gillus, los cuales producen la gran mayoria de antibidticos importantes
(8, 25). El cuadro No. 4 presenta algunas de las caracteristicas de -

los antibidticos producidos por estos dos géneros de hongos.




AGENTES ANTIBIOTICOS ORIGINADGS [E HONGOS (39, 21, 8)
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Cuadro No. 4

Antibidtico

Organismo

Descubridor

Actividad contra

Acido penicilico

Penicilina

Citrina

Fumigatina
Claviformina

Fumigacina

Clavacina

Acido aspergilico
Flavicina

Acido helvolico
Patulina

Acido gigantico
Flavacidina

Griseofulvinag

Penicillium puberulum

Penicillium notatum

Penicillium chrysogenun

P. citrinum

Aspergillus fumigatus

P. claviforme

1=

. fumigatus

A. clavatus
A. flavus

A. flavus

A. fumigatus
P. patulum

A. giganteus

A. flavus

B. griseofulvum

Alsberg y Black, 1913
Fleming, 1929

Hetherington, et al,
1931

Anslow y Raistrick

Chain, Florey y
Jennings, 1942

Waksman, Horning vy
Spencer, 1942

Waksmar, Horning y
Spencer, 1942

White y Hill, 1943
Bush y Goth, 1943
Chain, et al, 1943
Raistrick, et al, 1943
Philpot, 1943

Mckee, et al, 1944

Oxford, et al, 1939

Gram Positivo

Gram Positivo Y
algunos Gram ne
gativos

Gram Positivo

Gram Positivo

Gram Positivo v
Negativo

Gram Positivo
Gram Positivo Y
Negativo

Gram Positivo Y

Negativo
Gram Positivo

Gram Positivo

Gram Positivo y
Negativo
Gram Positivo

Gram Positivo

Hongos
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Es interesante notar en el cuadro No. 4 que de un hongo se pued: ex -
traer mas de un antibiético, asimismo se ha ohservado que los principales
antibioticos sintetizados por hongos son todos producidos por mas de un -
género (25). Actualmente otro gran numero de antibidticos de que se dis-
pone se obtienen no de hongos verdaderos, sino de Actinomycetes,

La composicion quimica de un antibiotico es muy compleja y variada e
incluye lipidos, almidones, derivados de proteinas (polipéptidos que con-
tienen aminodcidos que no se encuentran en proteinas normales, por ejem-
plo: gramicidina S con el aminoicido ornitina), compuestos de azufre y de
hierro (26). Estas sustancias ademis, presentan diferencias en sus pro-
piedades fisicas y farmacoldgicas, en el espectro antibacteriano y en el
mecanismo de accidn (21). -

El mecanismo de accidn en general de los antibidticos, cualquiera que
sen sU procedencia, se clasifica en:

a) Antibidticos que inhiben la sintesis de la pared de la célula bac
teriana. Ejemplos: penicilinas, cefalotina, cicloserina, bacitracina, -

cefalosparina.

b) Agentes gue modifican la permeabilidad de la membrana celular. Ejem

plos: polimixinas, anfotericina, colistimetato.

c) Agentes que inhiben principalmente la sintesis de proteinas por sus
efectos scbre los ribosomas. Ejemplos: cloranfenicol, tetraciclinas, ami
noglucosidos, acido fusidico.

d) Agentes que afectan el metabolismo del &cido nucleico. Ejemplos: ri

fanpicina, acido nalidixico, griseofulvina.




Objetivos de la Investiqacidn

Aislar e identificar hongos presentes en muestras de suelo,
Relacicnar las caracteristicas del suelo con la presencia de hongos -
y bacterias,

Estudiar la actividad antibiética de esos hongos sobre diferentes ce-
pas bacterianas de interés médico,

Analizar la posible relacién entre hongos productores de antibidticos

¥ la presencia de bacterias en el suelo.



MATERTALES Y METODOS

El trabajo de investigacidn de esta tesis se llevé a cabo en los Ia-
boratorios de Micologfa de la Facultad de Microbiologia, Universidad de
Oosta Rica,

Se recolectaron cien muestras de suelo de diferentes lugares en 1a
Provincia de San José, vy se anotaron para cada una de ellas las caracte-
risticas de humedad, color y consistencia,

Para el aislamiento de los hongos se hicieron suspensiones de cada -
una de las muestras, mediante el pesaje de un gramo de suelo que fue adi
cicnado a tubos conteniendo diez centimetros clbicos de solucién salina.
De esta solucidn 1:10 peso/volumen, se procedid a hacer diluciones volu-
men/volumen de uno en diez mil -:1:104:-, uno en cien mil {l:HJE} Y unoc en
un millén {1:106].

Un centimetro clibico de cada una de las diluciones fue sembrado por
vaciado en placas de Petri a las que se agregaron los medios de cultivo
Sabouraud Glucosa Agar y Papa Dextrosa Agar, ambos producidos por la Casa
Bioxon de México. Todas las placas as{ sembradas se incuberon a tempera-
tura ambiente, por un pericdo de seis dias, durante los cuales se cbservg
el crecimiento de los microorganismos y se efectuaron conteos de hongos v
bacterias para establecer una relacién en cuanto al nimero presente en las
muestras de suelo, Los hongos que crecieron por ese método, se aislaron

camo cultivo puro en tubos de ensayo conteniendo medio de Sabouraud Glu-




cosa Agar y posteriormente se procedi6 a la identificacién de los mis-

mos. Para esto, se utilizd un montaje directo entre porta y cubrechje
tos y se usd como colorante el azul de lactofenol. Ademis, en todos
los casos en que no se observd presencia de esporas u otras estructu
ras caracteristicas, se procedid a efectuar un cultivo en lamina en
medio de Sabouraud Glucosado para lo cual se sembraron las cepas en -
una placa de Petri, conteniendo un tridngulo de vidrio y un portacbje
tos estériles, sobre el que se colocd el medio de cultivo cortado en
cubos de un centimetro de lado. Una vez sembrado el hongo, se puso -
scbre la preparacién un cubrecbjetos estéril, se adicionaron cinco cen
timetros clbices de agua destilada ¥ se incubd a temperatura ambiente
hasta observar la madurez de los cultivos, momento en que los r:uh.rec;g
jetos con el hongo adherido a ellos se montaron en azul de lactofenol.

El género a'esm«cie de los hongos estudiados, se establecid de -
acuerdo a las claves presentadas por diversos autores (2, 20).

Las pruebas de antibiosis se efectuaron con bacterias Gram posi-
tivas y Gram negativas, que se obtuvieron de materiales clinicos de -
pacientes internados en uno de los Hospitales de San José.

Estas bacterias fueron Staphylococcus daureus y Streptococcus sp.,

camo Gram positivas y Escherichia coli Y Klebsiella sp., como Gram ne

gativas. Todos los cultivos se efectuaron en el medio de Mueller-Hin
ton y con periodos de incubacién a 37 grados centigrados por 24 y 48
horas.

La capacidad de antibiosis de los hongos aislados se estudid m

diante dos sistemas diferentes:




a. Los hongos aislados se sembraron en placas de Petri conteniendo me-

dio de Sabouraud Glucosado, mediante una estria en el centro de las mi
mas, incubdndose a temperatura ambiente durante cuarenta y ocho horas
o mis de acuerdo a la velocidad de crecimiento del hongo. Después de
ese periodo, se sembraron las bacterias en estrias transversales al ra
yado del hongo y se incubaron las placas de Petri a 37 grados centigra
dos, por un pericdo de hasta setenta ¥y dos horas, con cbservacién dia-

ria de las mismas,

b. Los hongos aislados se sembraron en tubos de ensayo conteniendo -

diez centimetros cibicos de Sabouraud Glucosado sin agar y se mantuvie
ron en incubacién a temperatura ambiente por 15 dias. A los tres y --
luego a los quince dias de incubacidn, discos de papel de filtro esté

riles de un centimetro de didmetro fueron humedecidos con el medio 11

quido y colocados en placas de Petri con medio de Mueller-Hinton , €N

cuya superficie habia sido previamente sembrada cada una de las bacte

rias en estudio. Estas placas fueron incubadas a 37 grados centigra-

dos por 48 horas observindose también a las 24 horas,

Como parte de la investigacién, se tratd de aralizarla campeten-
cia biolégica que pueden mostrar los hongos Yy las bacterias, para lo
cual se hicieron suspensiones en solucién salina de las bacterias y
de cinco de los hongos aislados.

Placas de Petri conteniendo tierra estéril fueron inoculadas con
un centimetro cilbico de las suspensiones Yy con mezclas de suspensiones

de bacterias y hongos. Para establecer el nimero de microorgani smos




=

colocados en cada placa, se hicieron de inmediato suspensiones de las
tierras inoculadas y por vaciado se sembraron placas de medioc de cul
tivo apropiado. Nuevos rEﬂ‘.‘uEI‘ltﬂs. de microorganismos se realizaron a
los ocho vy quince dias de la incubacion a temperatura ambiente. Tanto
estos computos como los efectuados con las muestras de suelo inicia-

les, se hicieron con la ayuda de un contador de bacterias Quebec,




La recoleccién de las muestras de suelo se efectud en los luga-

res indicados en la figura No.1, en la cual se nota una variada ubi-
cacidén de las zonas estudiadas, con la finalidad de cubrir una gran
extension de la provincia de San José.

Las caracteristicas macroscopicas del suelo se presentan en el
cuadro No. 5. Debido a la constante repeticion de esas caracteris-
ticas en los tres grupos establecidos de acuerdo a la textura, {ni-
camente hemos incluido 25 muestras, con las gque podemos ver r:::rrn las
arcillosa, en las cuales el contenido de materia organica es pr ba-
blemente bajo, son las gue retienen un alto grado de humedad, en -
tanto que los tipos arenocsos o con aspecto de limo, en general fue

ron aun mas secas.
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Nimero Localizacidn Textura  Color Grado de
Muestra Humedad
5 Correo Central Arcillosa Café e
15 Curridabat, frente Iglesia Arcillosa Café claro  +++
20 Sabana, frente Datsun Arcillosa Café o
44 Tibas, Cinco Esquinas Arcillosa Café 4+
48 Desamparados Centro Arcillosa Negra et
58 Sabana Oeste, lote vacio Arcillosa Gris 4
61 San Sebastian Arcillosa Café i+
2 Parque La Merced Arenosa Negra v
19 Sabar:a, orilla del Lago Arenosa Negra +
47 Tibas, cafetal Arenosa Negra +
51 Desamparados, frente Jorén Arenosa Gris -
55 Desamparados, cafetal Arenosa Negra o
63 Santa Ana, Plaza Deportes Arenosa  Café -
69 Santa Ana, Rio de Oro Arenosa Negra ++
70 Paso Ancho _Arenosa Negra +
4 Parque Central Limo Negra +
13 Parque Morazan Limo Negra ++
22 Sabana Oeste, lote vacio Limo Negra +



Nimero Localizacion Textura  Color Crado de
Muestra Humedad
27 Sabana, Bar Chicote Limo Negra +
3 Sabana, frente Los Ranchos Limo Gris e+
35 Sabana, Estatua Lecn Cortés Limo MNegra ++
49 Desamparados, Col. Monsenor Cdio Limo Negra +
52 Desamparados, Parque Limo Café +
54 Desamparados, Iglesia Bta Limo Cafée -

65 Santa Ana Centro Limo Negra +

- Seca + Poca humedad- ++ Normal +++ Muy himeda

En el cuadro No. 6 se presentan los resultados de las muestras de suelo
analizadas y se deduce de &l, gue las muestras arcillosas tienen en general

un menor contenido de microorganismos en tanto gue nimeros variables se cb-

tienen en los otros tipos de suelo.



Cuadro No. 6

NUMERO DE MICROORGANTISMOS PRESENTES

EN VARICS DE LOS SUELOS ESTUDIADOS

ﬁ&é‘; ?ade Namero de hacterias*hmr gramo Nimero de hmgns*fmr gramo

5 2.000 2.000
15 7.000 4,000
20 4.000 3.000
44 5.000 7.000
48 19,000 4.000
58 8.000 1.000
61 10,000 9,000
2 20.000 70.000
19 4,000 41.000
47 220,000 6.000
51 20,000 23.000
55 40,000 7.000
63 4,000 2.000
69 13.000 8,000
70 10.000 30.000
4 176.000 40,000



¥
Namero de  Nimero de bacterias /por gramo

Muestra
13 20.000
22 12.000
27 13.000
i1 168.000
35 75.000
49 76.000
52 20.000
54 7.000
65 125.000

Numero de hnngns*fpnr gramo

25
10.

Tt

15;

000
000
000

.000
. 000G
. 000
000

.000

0oo

&
Particulas formadoras de colonias



Después del recuento de microorganismos se procedid al aislamiento

e identificacién de los hongos; las caracteristicas de cada uno de ellos

se anotan a continuacion:

1. Absidia glauca

(olonia de crecimiento rapido, algodonosa, con micelio café amari-
llento. Microscopicamente presenta estolones irregqulares, a veces le-
vantados y alargados indefinidamente; en otros casos encorvados hacia
el sustrato al cual estan unidos sus extremos por medio de un conjunto
de rizoides; o erectos y con esporangio terminal. Las ramas fértiles
estan aisladas, o en grupos de dos, tres o cuatro. Columelas redondea
das, mamiformes provistas de una protuberancia muy corta. Esporas re-
dondas incoloras.

2. Absidia sp

Colonia de crecimiento rapido, algodonosa con micelio blanco gri-
sdceo. MicroscOpicamente presenta estolones y rizoides. Los esporan-
gios se localizan en los estolones, en grupos de dos. Esporas hialinas

ovales,

3. Aspergillus sp

Colonias de crecimiento rapido, pulverulentas con micelio blanco
al principio a azul - verde, amarillo a verde o a negro o puede perma
necer del color inicial. Microscopicamente presenta hifas septadas -
ramificadas, con células de pie que originan la estructura conidial,
los conididforos cano ramas aproximadamente perpendicualres al eje -

longitudinal de la célula de pie. Conididforos simples o septados,-
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alargandose hacia el dpice y ensachindose en vesiculas elipticas, se-
miesférica o globosas, fértiles, las cuales producen fiilides paralelas
o racemosas en grupos terminales o irradia toda la superficie de coni-
dios que varian considerablemente en color, tamafio, forma'y ornamenta
ciones, formando cadenas simples dispuestas en cabezuelas radiadas o

reunidas en masas columnares,

4, Aspergillus niger

Colonias de crecimiento rapido, pulverulentas con micelio blanco .
Microscopicamente presenta conididforos que nacen directamente del sus
trato, liscs, simples, de longitud y didmetro muy variable.

Cabezuelas conidiales globosas de color café negruzco, fidlides -
tipicamente en dos series cubriendo densamente la vesicula de conidios

globosos.

5. CQurvularia sp

Coleonias de crecimiento rapido, glabra, vellosas o membrancsas
con micelio negro, café u oliva oscuro. Microscopicamente presenta
hifas septadas, conidioforos filamentosos, simples, septadds. Coni-
dios apicales dispuestos en verticilos, de coler olivo o café; cur-

vados, con tres o cuatro septos.

6. Clasterosporium sp

Colonias de crecimiento lento, membrancsas, con micelio negro.

Microscopicamente presenta hifas septadas, ramificadas de color -
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oscuro.
Conididforos erectos cortos, septados, con conidics terminales,

ovales.

7. Dicoccum sp’

Colonia de crecimiento rapido, algodonosa con micelio al principio
blanco, luego rojo y con el tiempo oscurc a casi negro. Microscépica-
mente presente hifis rastreras, ramificadas, septadas de color oscuro.
Conidios Gnicamente en el extremo de ramas laterales cortas y erectas,

bicelulares redondeados, con pared espinosa.

8. Pusarium solani

Colonia de crecimiento rapido, algodonosa con micelio rosado, Mi
croscopicamente presenta hifas septadas y conidiéforos simples, los -
macroconidios aproximadamente cilindricos en la parte media, con cla

midosporas intercalares.

9. Fusarium sp

Colonias de crecimiento rapido, algodonosa o afelpadas con mice-
lio gris, amarillo o pirpura. Microscopicamente presenta microconi -
dios tipicamente globosos en forma de limdn o piriformes y macroconi-

dios largos fusiformes, elipsoides o en forma de hoz.

10. Graphium sp

Colonia de crecimiento moderado, pulverulenta con micelio blanco
al principio y negro con el tiempo. Microscopicamente presenta coni-
dios en cabezuelas mucilaginosas en los dpices del coremio, hialinos,

unicelulares,




11. Mucor sp

Colonias de crecimiento moderado, aterciopeladas, con micelio gris
o café. MicroscOpicamente presenta un micelio profusamente ramificado,
con ramas de grosor muy fino. Esporangioforos emergiendo individual -
mente del micelic, con esporangios terminales sencilles, o ramificados
con esporangios similares en todos los extremos de las ramas. Colume-
las presentes, de varias formas, incoloras o coloreadas. Esporas esfé

ricas con membrana lisa,

12. Paecilomyces

Colonias de crecimiento rapido, pulverulentas, con micelio varia-
ble de verde a café o violeta. Microscopicamente presenta hifas septa
das hialinas, conidiéforo con fialides en verticilos. Las fidlides son
més anchas en la base y se van adelgazando en el dpice. las esporas -

son esféricas, unicelulares.

13. Penicillium sp

Colonias de crecimiento rapido, pulverulentas, musgosas o algodo-
nosas, con micelio verde, azul - verdoso, violeta, rojo, negro, gris,
amarillo o blanco, al principio puede ser blanco y se colorea después
de madurar los conidics. Microscopicamente presenta hifas vegetativas
rastreras, septadas, ramificadas. Conidiéforos erectos, generalmente
simples, septados, con un verticilo apical de esterigmas o conpuestos
con ramas y métulas con verticilos de esterigmas nacidos directamente

del apice ligeramente abultado de los conidiéforos. Algunas veces se




producen conidiéforos secundarios que nacen en el dpice del conidiéforo

principal. Conidios en cadenas formando tipicamente una cabezuela en
escobilla, de diversas formas, globosos, ovales, o elipticos, lisos o
dsperos.

14, Rhizopus nigricans

Colonias de crecimiento rapido, granular, con micelio negro. Mi-
croscépicamente presenta tres tipos de hifas, las que sostienen el es-
porangio, les estolones que se difunden en el medio y los rizoides que
se adhieren al sustrato. Esporangiéforos rara vez solitarios, unidos
en grupos de tres a cinco. Columelas anchas, semiesféricas. Esporas

desiguales, irregularmente redondas u ovales de color azul gris.

-

15. Rhizopus sp
Colonia de crecimiento ripido, algodonosa con micelio gris. Mi-
croscbpicamente presenta tres tipos de hifas, dos sumergidas en el -
sustrato y otra aérea. Esporangioforos sencillos, o en grupos de dos,
tres omis. Los esporangios blancos al principio, se tornan negro -
azulosos en la madurez. Columelas semiesféricas, esporas redondas de

color café, con pared lisa.

16. Rhodotorula sp
tolonia de crecimiento moderado, levaduriforme, rojo - anaranjado.

Microscopicamente presenta un talo unicelular.
17. Sepedonium Sp
Colonia de crecimiento rapido, musgosa con micelio blanco, con el

tiempo amarillo. Microscopicamente presenta hifas rastreras, extendi-



das y muy ramificadas. Conidios solitarios, © dos o tres terminales,

globosos, hialinos, Verrucosos.

18, Torula sp

Colonia de crecimiento moderado o granular con micelio gris, negro
o verde olivaceo. Microscopicamente presenta hifas ramificadas, septa-
das, hj.alinas' u oscuras. Conidios formados por fragmentacién total -
del filamento en esporas que parecen yemas, consecuentemente unidos en
cadenas que se separan en células individuales, de color negro o verde,

globosos u ovales, lisos a verrucosos.

19. Trichoderma sp

Colonia de crecimiento rapido, algodonosa con micelic blanco. Mi
croschpicamente presenta hifas septadas originando un micelid aplanado
sélido. Conididéforos erectos, saliendo de ramas laterales corta rami-
ficadas, ramificacién comunmente opuesta, sin el dpice hinchado y pro-
duciendo de manera terminal cabezuelas de conidios. Conidios pequenos,

glebosos, hialinos.

20. Trichosporium sp

Colonia de crecimiento rapido, pulverulenta con micelio verde os-
curoc . Microscopicamente presenta hifas irregularmente ramificadas.

Conidios a los lados de las hifas, globosos, lisos de color café.

21, Verticilliastrum sp

Colonia de crecimiento moderado, musgosa, con micelio verde. Mi-

croscopicamente presenta hifas septadas, ramificadas. Conidioforos ra-



mificados verticilarmente, opuestos o altermnos.

Las ramas fértiles terminan en dos fialides claviformes las cuales
forman un angulo recto por su posicion y llevan un conidio en cada apice.

Conidios globosos hialinos.

22, Verticillium sp

Colonia de crecimiento lento, pulverulenta, con micelio blanco al
principio, luego verde oscuro. Microscopicamente presenta hifas septa-
das, ramificadas. Conididforos erectos, septados, ramificados. Ramas
primarias y secundarias verticiladas; ramitas terminales normalmente en
forma de botella con el dpice notablemente puntiagudo. Conidios uno en
cada ramita, redondos, débilmente coloreados.

Una vez identificados los hongos aislados se procedio a realizar
las pruebas de antibiosis a 50 cepas de hongos diferentes, por medio de
los sistemas mencionados; del primero se obtuvieron los resultados que
aparecen en el cuadro No. 7, donde seis hongos inhiben el crecimiento
de las bacterias mientras que 44 cepas no presentan este fendmeno, en

el sequndo método no se obtuvo ningln resultado positivo.




Cepa Microorganismos |E. coli Klebsiella sp | Staphylococcus| Streptococcus sSp
aureus
58.4 Penicillium sp X b4.9.4 ¢
65.4 Penicillium sp .94 XX
12.4 Penicillium sp XUXX XXX
15.3 Penicillium sp xX X X XX
13,5 Aspergillus sp XX XX WX 200X
23.4 Fusarium sp X0
X Inhibicién apenas visible 25% XX Inhibicifn 50%
X¥¥ Inhibicidn 75% XXXX Inhibicién 100%

De la experiencia sobre la competencia biolégica "in vitro", realizada me -
diante la incolulacion de muestras de suelo con bacterias, hongos o mezclas de

los microorganismos, se obtuvo el resultado que se presenta en el cuadro No. 8.



Cuadro No. 8

MI‘EHJ[EM[EMYMMM
DE SUELOS TNOCULADDOS EXPERIMENTALMENTE

Cultivos

Bacterias

Hongos

Cultivo Mixto

*
Control

Cultivo Mixto

Control

E coli + Aspergillus sp

IFJ

. coli + Penicillium sp

11‘111

. coli + Fusarium sp

| L

. aureus + Aspergillus sp

. aureus + Penicillium sp

L

. aurens + Fusarium sp

Klebsiella sp + Aspergillus sp
Klebsiella sp + Penicillium sp

Klebsiella sp + Fusarium sp

22
44
244

420

1448
83

360

365
365
365
554
554
554

65

65

65

20
14
27
16
14

28

15

26
26
39
26
26
39
26
26

39

*D.lltiuos puros de los microorganismos

Como Apéndice se presentan algunas fotografias de los hongos y de los

resultados de las pruebas de inhibicion de bacterias.




DISCUSTON Y QONCLUSTONES

Las propiedades del sustrato determinan la cantidad y diversidad
de microorganismos gue pueden desarrollarse en un mamento dado. Por
esta razon la camposicion de las tierras que sirvieron como muestra en
la investigacién es un factor determinante, y asi se chservd que en -
aquellas con alto grado de humedad y arcillosas, el crecimiento de hon
gos Y bacteria:s fue menor en comparacion con los otros tipos de muestras.

Al respecto, se ha observado que los hongos son capaces de repro-
ducirse en ambientes himedos, siendo la humedad relativa mas baja cer
cana al 70% (16). En algunos casos especificos, un aumento de esa hu
medad relativa puede ser perjudicial para un hongo, ya que pemitt_a la
reproduceidén de microorganismos, bacterias u otros hongos, que compi-
ten por el medio ambiente. De la misma manera la disponibilidad de -
materia organica es un factor de gran importancia; por lo tanto las -
muestras arcillosas, con alto grado de humedad y poco contenido orga-
nico, probablemente no permiten un crecimiento tan abundante como se
puede suponer en otros sustratos.

Los estudios que tienden a aislar seres vivos en condiciones de
laboratoric, pueden verse afectados por diferentes motivos, entre los
que se pueden citar sustancias nutritivas, temperatura, pH, concentra
cidn de oxigeno y antagonismo bioldgico, Todas estas caracteristicas,
en su estado natural, crean un ambiente definido el cual con frecuencia

no puede ser reproducido en su totalidad en el laboratorio,




Por este motivo, con el aislamiento efectuado en este trabajo se

tratd de cultivar las especies de hongos que crecen mas facilmente en
medios y condiciones artificiales, en el entendido de que, muchas otras
con requerimientos nutriciconales muy especificos o de lento crecimiento,
no pm:‘lieran.ser demostradas. Se logrd sin embargo el cultivo de hongos
de 22 géneros diferentes que incluyen aproximadamente 70 especies.

Es necesario aclarar gue en algunos casos al mencionar el nombre
de una especie, en realidad se habla de un grupo de hongos de morfolo-
gia muy semejante pero de especies distintas, tal es el caso que se -

presenta en el género Aspergillus, donde el término Aspergillus niger

se refiere a un grupo de cerca de diez especies distintas.

S hace dificil interpretar con los resultados obl:enidus_, cual
es la funcidn que en el suelo desarrollan esas especies de hongos. En
el cuadro No. 6, en que se indica la concentracion de bacterias y hon
gos en algunas de las muestras de suelo, se observa que hay en gene-
ral un mayor nimero de colonias bacterianas aisladas que de colonias
de hongos, lo cual puede ser simplemente un resultado debido a las -
caracteristicas propias de cada grupo de microorganismos. En estos
cultivos, lo que se puede medir es el nimero de "particulas formado
ras de colonias" y el hecho de que las bacterias sean seres unicelu
lares favorece la disgregacién de las colonias del suelo, dando asi
un recuento mis alto que el de hongos, los que por ser filamentosos
pueden formar colonias a partir de masas de micelio o conidios. En

el cuadro No. 8, en que se presenta la relacion de hongos y bacterias



en suelo estéril "in vitro", se encuentran resultados que parecen in-

dicar una actividad antagonista de los hongos contra las bacterias, -
dado gue en los controles el nimero de bacterias y hongos se mantuvo
constante en tanto que en las mezclas de E. coli y S. aureus con los
distintos hongos ese nimero fue siempre menor. Un resultado diferente,
sin embargo, fue el de Klebsiella sp cuyo nimero en algunas de las mez.
clas fue considerablemente mayor,

El objetivo principal de este trabajo fue la bisqueda de hongos
productores de antibiticos con accién en particular schre bacterias
patogenas. De los resultados cbtenidos al estudiar 50 cepas de hongos
de diferentes géneros, se desprenden varias conclusiones y la primera
de ellis no es realmente la que en un inicio se esperaba, ya' que sélo
seis cepas, cuatro del género Penicillium y una de Aspergillus y Fu-
sarium fueron capaces de inhibir el crecimiento bacteriano por el mé-
tedo en que se utilizd medios de cultivo sblidos. Es este doce por
ciento una representacién real de la capacidad de los hongos de inhi-
bir bacterias? o es, s6lo un resultado inducido por el medio de cul-
tive empleado?.

La experiencia adquirida no nos permite concluir sobre cuil es -
la respuesta correcta. Sin embargo, en el cuadro No. 3 se presenta
una imagen sobre el nimero de sustancias antibidticas producidas por
varios grup;s microbianos. Se puede cbservar como los honges produ

cen diversos principios antibiéticos de los cuales sdlo ocho tienen
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una aplicacion practica. Los Actinomycetes, bacterias filamentosas,
muestran una mayor capacidad para producir ese tipo de sustancias. Se
pueden plantear asi varias pregmf:as, alin a riesgo de gue sean consi-
deradas cano anatemas de la ciencia. Son los hongos en general pro-
ductores de antibidticos camo se considera corrientemente?; son sblo
unos pocos géneros de hongos los que t o entonces capacidad de pro
ducir esos principios?, el hecho de que los Actinomycetes fueron du -
rante mucho tiempo considerados hongos, influyd para que se tenga una
idea errbnea de la capacidad de los hongos verdaderos para producir -
antibidticos?.

Fue, como algunos autores lo indican, Alexander Fleming un hombre
afortunado al haber obtenido una contaminacidn por un hongo productor
de antibiGticos, en sus cultivos de bacterias susceptibles?. Cual --
quiera que sean las respuestas, si se puede asegurar gue gracias a -
ese hongo contaminante se abrid la puerta a lo gue podemos denominar
la "era de los antibidticos" en la cual el hombre ha tenido la opor
tunidad de lograr una importante victoria sobre muchas de las enfer-
medades infecciosas.

Otra conclusidén que se obtiene es que en la mayoria de los casos,
la accién antibiftica se presenta en mayor proporcitn contra bacterias

Gram positivas (Staphylococcus sp y Streptococcus sp) en tanto que sdlo

tres cepas muestran una actividad menor sobre bacterias Gram negativas

(Escherichia coli y Klebsiella sp).

Al relacionar los resultados del cuadr: . 7 con los que se pre




centaron en el cuadro No. 8 se encuentra una identidad en cuanto a la

actividad antibacteriana, con disminucién en el nimero de bacterias -
Gram positivas y un aumento inbﬂrtante del nimero de colonias de Kleb-
siella sp.

La produccién y purificacifn de un principio antibitico no pudo
ser demostrada de los cultivos gque se hicieron en medio liguido y —
con periodos de incubacion variables. Ninguno de esos cultivos de las
50 cepas de hongos inhibid el crecimiento bacteriano, lo que puede de
berse a una baja concentracidn de sustancias en esos medios o bien gue
el antagonismo observado sea el producto de alguno de los otros meca-
nismos de competencia biolégica que pueden darse entre los seres vivos,

cano pueden ser la competencia por nutrientes o produccidn de toxinas.

Para finalizar, quiero hacer la indicacién de que mis que res-
puestas a los fendmenos planteados en este trabajo, han surgido una -
serie de interrogantes sobre la actividad antagonica de los hongos.
Espero que estas preguntas, que ahora quedan planteadas, sirvan de
timulo para nuevas investigaciones que podrian establecerse sobre los
microorganismos como tales o bien sobre la importancia de los sustra-

tos y de los elementos nutritivos que los componen.
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Figura No. 3. Colonia de Absidia sp cubriendo toda la placa de petri



Figura No. 4, Colonia gigante de Aspergillus sp, grupo niger

Figura No. 5. Colonia gigante de Aspergillus sp, grupo niger



Figura No. 6. Colonia de Aspergillus sp

Figura No. 7. Colonia de Aspergillus sp



Figura No. 8. Colonia de Clasterosporium sp

Figura No. 9. Colonia de Fusarium Sp



Figura No. 10. Colonia de Paecilomyces sp

e

Figura No. 11. Penicillium sp, mostrando conidiéforo simple




Figura No.12. Penicillium sp, mostrando conididforo complejo

Figura No. 13. Aspergillus sp, mostrando conididforo y micelio



Figura No. 14. Fusarium sp, se gbserva macroconidios e hifas

Figura No: 15. Paecilomyces sp, se muestra conidioforo y micelio




Figura No. 16. Cultivo puro de Klebsiella sp .

Figura ‘No. 17. Cultivo de Fusarium sp




Figura No. 19. Pruehas de antibiosis
Penicillium sp. inhibiendo a Saureus (inferior derecha)
Streptococcus sp (inferior izquierda)




Figura No. 20. Penicillium sp. y Klebsiella sp., no ejercid inhibicidn

Figura No. 21. Penicillium sp. y S. aureus con inhibicin en un 25%




Figura No. 22. Penicillium SP., mostrando inhibicién a S. aureus
(superior izquierda) Y sStreptococcus(superior derecha)

Figura No. 23. Penicillium 5p., mostrando

inhibicicn a E. coli en
un 50%

1
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