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Se sabe que e Trichoderma spp. actda como un biocontrolador natural de hongos patdgenos, es por eso que este
estudio se enmarca en las potencialidades de su actividad enzimética hidrolitica. En este trabajo, primero se de-
terminé que la velocidad de crecimiento de Trichoderma inhamatum cepa BOL-12QD es de 9 horas. Después,
proponemos un método simple, sensible basado en € uso de medio basal (MB) con quitina coloidal como Unica
fuente de carbono suplementado con purpura de bromocresol para la determinacién cualitativa de actividad quiti-
nasa. Por otro lado se determind la actividad celulolitica, protedlitica de Trichoderma inhamatum cepa BOL-
12QD, se observo que la agitacion € tipo, la concentracion de sustrato son factores determinantes en la produccion
enzimética. Asi, se evalud la actividad celulalitica de Trichoderma inhamatum cepa BOL-12QD en agitacion y
estanco usando como sustrato carboximetilcelulosa (CMC), encontrdndose que usando un 2% de sustrato se
registra la mayor actividad a los 8 dias de incubacién en agitacion con un valor de 99.23 UI/L. En relacion a los
resultados de estanco € valor 6ptimo es al cuarto dia con un valor de 92.76 UI/L.

La actividad proteasa se determiné tomando en cuenta variables de agitacion y estanco, usando diferentes tipos y
concentraciones de sustrato a 2%, 4% y 6% (p/v) de extracto de carne, 1%, 3%, 5% (p/v) de gelatina, 1%, 2%, 4%
(p/v) de caseina. La actividad proteasa més alta se obtuvo a cabo del séptimo dia, encontréandose una actividad
enzimética de 3075.45 UI/L en estanco a una concentracion de 6% (p/v) en extracto de carne, usando gelatina al
3% (p/v) en estanco se encontré una actividad 568.36 UI/L a décimo dia y en agitacion se obtuvo un valor de
547.27 1U/L al doceavo dia, mientras que usando caseina a 1% (p/v) en estanco se alcanza una actividad de
407.06 UI/L al quinto dia, en agitacion a 4% (p/v) de caseina a noveno dia un valor de 269.88 UI/L.

La alta actividad de estas enzimas hace que Trichoderma inhamatum cepa BOL-12QD sea un biocontrolador por
sus propiedades enziméticas junto a una gama de mecanismos biol dgicos.
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It is known that Trichoderma spp. acts as a natural biocontroller of pathogen fungi, is for this reason, that this
research studies the potential of its hydrolytic enzyme activity. In this article, first we determined that the speed of
growth of Trichoderma inhamatum cepa BOL-12QD is 9 hours. Later, we proposed a simple and sensitive method
based in the use of basal media (BM) with coloidal chitin as the only carbon resource and supplemented with
bromocresol purple for the qualitative determination of chitinase activity. On the other hand, it was determined the
celullolytic and proteolytic activities of Trichoderma inhamatum cepa BOL-12QD and it was observed that agite-
tion, type and concentration of sustrate are determinant factors in enzymatic production. Then, we evaluated the
cellulolytic activity of Trichoderma inhamatum cepa BOL-12QD in agitation and stationary using carboxymethyl-
cellulose (CMC) as sustrate, finding that using a 2% of sustrate the highest activity is registered at 8 days of
incubation in agitation with a value of 99.23 IU/L. In relation to the results at stationary the optimal valueis at the
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fourth day with avalue of 92.76 IU/L.

The protease activity it was determined taking in consideration variables of agitation and stetionary, using differ-
ent types and concentration of sustrate at 2%, 4% y 6% (w/v) of meat extract, 1%, 3%, 5% (w/v) of jelly and 1%,
2%, 4% (wi/v) of casein. The highest protease activity was obtained at the end of the seventh day with an enzymat-
ic activity of 3075.45 IU/L at stationary using a concentration of 6% (w/v) of meat extract, and using jelly at 3%
(w/v) at stationary it was found an activity of 568.36 1U/L on the tenth day and in agitation a value of 547.27 IU/L
was reached on the twelveth day, while using casein at 1% (w/v) at stationary an activity of 407.06 IU/L is
reached in the fifth day, and in agitation at 4% (w/v) of casein a value of 547.27 |U/L is obtained on the twelfth
day, while using casein at 1% (w/v) in stationary an activity of 407.06 |U/L is reached on the fifth day, and in
agitation at 4% (w/v) of casein in the ninth day a value of 269.88 IU/L is reached.

The high activity of these enzymes made of Trichoderma inhamatum cepa BOL-12QD an biocontroller because of

their enzymatic properties along a number of biological mechanisms.

© 2016. Journal of the Selva Andina Research Society. Bolivia. All rightsreserved.

Introduccion

El control bioldgico involucra el uso de organismos
beneficiosos, sus productos, como metabolitos se-
cundarios reduce los efectos patogénicos de fitopa-
tégenos en plantas y promueve una respuesta favo-
rable por parte de esta Trichoderma spp.

Ha sido ampliamente utilizada como un agente
antagonico controlador, contra varias enfermedades
producidas en plantas y frutos (Espinal 2009).

Las especies del género Trichoderma spp. han sido
ampliamente estudiadas por sus efectos como agen-
te de control biolégico de hongos fitopatdgenos
(Jayalakshmi et al. 2009). Se han identificado ais-
lamientos con aplicaciones potenciales en el mangjo
de los hongos fitopatdgenos en diversos cultivos de
importancia economica empleandose exitosamente
como bioplaguicidas en casas de cultivo y en apli-
caciones en campo (Kugik & Kyvang 2008).

Los hongos del género Trichoderma spp. estan pre-
sentes en casi todos los suelos agricolas. El interés
de su estudio proviene esencialmente de sus propie-
dades enziméticas, estas facultades de antagonismo
de Trichoderma spp. han sido descritas por diferen-
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tes autores y actualmente es uno de los microorga-
nismos mayormente utilizados en el campo agricola.
Trichoderma spp. actda como biocontrolador afec-
tando la pared celular de otros hongos, proceso que
lo realiza mediante la hidrdlisis enzimética, durante
este proceso, secreta enzimas hidroliticas como
proteasas quitinasas, glucanasas, gque hidrolizan la
pared celular del hongo patégeno desnaturalizando
de esta manera la pared del hongo patégeno (Kubi-
cek et al. 2001) Trichoderma spp. secreta enzimas
hidroliticas cuando detecta presencia de otro hongo
en su medio, produciéndose un fenébmeno de res
puesta enzimatica (Kubicek et al. 2001).

Ademés de los efectos beneficiosos que ocurren en
las interacciones con agentes patdgenos, agunas
especies de Trichoderma spp. también pueden colo-
nizar la superficie de la raiz y causar cambios sus-
tanciales en el metabolismo de la planta. Se estable-
ci6 también que agunas interacciones sobre la plan-
ta, incrementa el crecimiento, aumento la disponibi-
lidad nutriente, mejora la cosecha la produccién y
refuerza la resistencia a la enfermedad (Harman et
al. 2004).

Estas enzimas, quitinasas, glucanasas degradan
parcialmente la pared celular de diversos hongos
(Zeilinger & Omann 2007), pueden ser inducidas
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artificialmente, cuando estos hongos son cultivados
en medios liquidos suplementados con mondémeros
de quitina N-acetilglucosamina o con polimeros
tales como laminarina, quitina o paredes celulares
de hongos (Zeilinger & Omann 2007).

Evaluar la actividad quitinasa implica aplicar méto-
dos colorimétricos (Monreal & Reese 1969) que son
tediosos y no aplicables para identificar las cepas
microbianas pobres en actividad quitinolitica, ensa-
yos mas simples y rapidos con quitina coloidal
(fuente de carbono principal) suplementado en me-
dio basal solido observando un halo caracteristico
con un cambio de color debido a la digestion de
quitina son las medidas de la actividad quitinasa
mas confiable, ademés econdmica (Rojas-Avelizapa
et al. 2002). Sin embargo, este método también
tiene una baja sensibilidad y sus resultados depen-
den de la concentracion y el tamafio de las particu-
las de quitina coloidal, el grosor de los medios y la
cantidad y tipo de inodculo (O’Brien & Collwell
1987. Entre los organismos con mayor actividad
celulolitica se encuentran los hongos, estos presen-
tan caracteristicas importantes como répida coloni-
zacion del sustrato y remocion de productos e hidro-
lisis, descomponen de forma primaria la materia
organica, por lo tanto su recuperacion se realiza en
el suelo y en materides de compostagje (Ponce &
Pérez 2002).

La hidrolisis de la celulosa se realiza mediante un
complegjo enzimético llamado celulasas, constituido
principalmente por tres enzimas. endoglucanasa,
exoglucanasa y B-glucosidasas, que son producidas
por algunos hongos y bacterias en condiciones nor-
males, generando glucosa, principal producto que
puede ser utilizado como fuente de carbono y ener-
gia por otros microorganismos fermentadores (Pon-
ce & Pérez 2002).

La interaccion de Trichoderma spp. contra € hongo
patdgeno se produce por un atague litico, en esta
etapa ocurre la produccion de enzimas liticas extra-
celulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas
y proteasas, que degradan las paredes celulares del
hospedante y posibilitan la penetracion de las hifas
del antagonista. Por 10s puntos de contacto donde se
produce la lisis y aparecen los orificios, penetra la
hifa del micoparésito en las del hongo hospedante.
La actividad enzimética en Trichoderma spp. ha
sido estudiada extensamente, asi como las posibles
funciones que desenvuelven en e micoparasitismo
(Infante 2009).

Con base a estos argumentos, la presente investiga-
cion tiene como objetivo € determinar las variables
gue influyen en la produccion de enzimas hidroliti-
cas importantes en e mecanismo de biocontrol en la
cepa Trichoder ma inhamatum BOL-12QD.

Materialesy métodos

Aislamiento de Trichoderma inhamatum cepa BOL
12 QD. Se trabgjé con la cepa liofilizada BOL-
12QD del cepario del Laboratorio de Biotecnologia
Fangica (LBF) que pertenece a Instituto de Investi-
gaciones Farmaco Bioquimicas (11FB).

Se activd aproximadamente 2uug de la cepa Tricho-
derma inhamatum BOL-12QD con un asa bacterio-
l6gica estéril, se inoculd en un frasco de 100 mL
conteniendo 50 mL de caldo papa dextrosa (CPD)
(250 g papa, 20 g glucosa, 1000 mL agua), se incu-
bo a 30 °C en condiciones estanco y de agitacion a
100 rpm (Shaker Innova 44) durante 7 dias hasta
crecimiento micelial (Castellanos et al. 2013). Para
asegurar un correcto aislamiento se sigui6 € proto-
colo propuesto por Espinal 2009 con algunas modi-
ficaciones. Se tomaron 10 pL de caldo de ambos
cultivos, se sembraron en placas Petri conteniendo
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agar papa dextrosa (PDA) (250 g papa, 20 g gluco-
sa, 20 g agar, 1000 mL agua). En una segunda re-
siembra se tomaron 5 mm de agar con micelio de la
placa Petri con un sacabocados estéril, se sembré en
una nueva placa Petri con el mismo medio, la mis-
ma se degj6 incubando a 30 °C durante 7 dias hasta
observar crecimiento.

Lavado monospérico. Esta técnica se reaizo6 con la
finalidad de conseguir un cultivo axénico (Castella-
nos et al. 2013). Se colocaron en una placa Petri 20
ML de agua estéril en seis puntos equidistantes de la
caja Petri de tal manera que queden diametralmente
opuestaunadelaotra(Fig. 1).

Figura 1 Distribucién de diluciones en pozos en placa
Petri para lavado monospérico de Trichoderma inhama-
tum cepa BOL 12-QD.

10 ul de 1x10% esp/iml

©

Se inocul 6 en la primera gota 10 pL de la dilucion
de esporas con una concentracion de 1x10° espo-
ra¥mL, a continuacion se redlizaron diluciones
seriadas en cada gota de agua estéril, hasta llegar a
una concentracion de 3.1x10° esporas/mL, de la
Ultima dilucién (Ultima gota) se inoculé 20 uL en
una placa Petri estéril se colocd agar 10 mL de PDA
fresco de manera que quede una capa delgada, se
esper6é a que este se solidifique. Finalmente se ob-
servé a microscopio con objetivo 40x la espora mas
aidada, se tomé la muestra de la espora con un sa-
cabocado estéril de 0.5 mm, seinoculé en otra placa
23

Petri con medio PDA, se incubo a 30 °C por 14
dias.

Cinética de crecimiento. Para medir la cinética (ve-
locidad) de crecimiento, con un sacabocados estéril
se hizo pozos de 0.5 cm en el agar PDA, se inocul6
1x10° esporas/mL de la cepa de Trichoderma inha-
matum BOL-12QD en & pozo, se incubo la placa
Petri a 30 °C hasta que € micelio detuviera su cre-
cimiento por contacto directo con los bordes de la
caja Petri. Se utilizo la placa Petri de 19 cm de di&
metro (Apaza 2005).

El crecimiento del frente hifal se midi6 por € rever-
so de la placa Petri desde € borde del inéculo hasta
la punta del micelio. El crecimiento se midid cada
24 h con unaregla en milimetros (Apaza 2005).

Control de pH. Para monitorear una baja en e pH
de medio que indicaria la actividad enzimética de
celulasay proteasa, cada dia se tomé una muestra de
1.5 mL (CDP) y se midi6é en pH-metro (Oakton)
(Nutricion personalizada 2010).

Determinacion de proteinas totales. Para la deter-
minacion de proteinas totales se utilizé € método de
Biuret (Quiroga-Flores 2011). En un tubo se adi-
ciono 100 uL de la muestra filtrada previamente en
un filtro de nitrocelulosa de 0.22 pm de poro. Se
colocd 1 mL de reactivo de Biuret, se agito en un
vortex, se incubo 30 min a temperatura ambiente
(~20 °C), la prueba se realizd por triplicado, se
realiz6 la lectura a 540 nm en el espectro de Elisa
(BIOTEK.ELx800) & blanco utilizado fue €l reacti-
vo sin laadicién de la muestra.

La curva de calibracion del método se realizd con
Albumina de Suero Bovino (BSA) preparando es-
tandares de concentracionesde 1 a10 g/mL.
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Actividad Enzimatica

Actividad Celulolitica. La evaluacion de la influen-
cia de la concentracién de sustrato se realizd em-
pleando medio minimo basal (MMB) que contenia
para 1000 mL de agua NA;HPO, 6.0g, KH,PO4 3.0
g, (NH4)2SO4 2.64 g, MgSO4 7H20 0.5g, CaC|2
0.015g, MnSO4 3.0g, ZnSO4 3.0g. En este procedi-
miento se empled botellas de vidrio de 100 mL, se
alicuotd un volumen de 70 mL de MMB, que poste-
riormente fue autoclavado a 121 °C y 1.5 atm por
15 min, unavez frio e medio de cultivo se procedio
ainocular un volumen de 100 pL de suspension de
esporas T. inhamatum cepa BOL-12QD a una con-
centracion de 10° esporas/mL.

Se consideraron 3 repeticiones por pruebay la acti-
vidad se evaluo por 15 dias. Para determinar la acti-
vidad celulasa, se utiliz6 como sustrato Carboxime-
tilcelulosa (CMC) a concentraciones de 2% (p/v) en
buffer citrato 0.05 M pH 5 en cada frasco de vidrio
seinocul6 70 uL de sustrato (Chévez 2006):

La actividad se midi6 por la técnica de DNS segin
Miller (1959), consiste en un tubo blanco, tubo con-
trol, tubo test. El tubo blanco contiene sustrato de
quitina coloidal 450 pL, agua 50 pL. El tubo control
450 pL de sustrato CMC, € tubo test contiene 50
pL de lamuestra de cultivo previamente filtrada con
filtros de celulosa de 0.22 um, 450 pL de sustrato
CMC. Se incubd los tubos a 50 °C por 60 min, los
tubos se colocaron directamente en hielo, luego se
anadio a cada tubo seguin € orden siguiente: a tubo
blanco se afadio la solucion de DNS 750 L, a
tubo control muestra del sobrenadante del cultivo 50
pL, solucion de DNS 750 uL, a tubo test solucion
de DNS 750 pL, se incubaron los tubos a 90 °C por
5 min se dg6 enfriando a temperatura ambiente. Se
ley6 & espectrofotometro de ELISA (BIO-
TEK.ELx800) a540 nm.

Actividad Proteolitica. Para la determinacion de la
actividad proteasa se utilizaron 70 L de extracto de
carne a concentraciones de 2%, 4% y 6% (p/v), de
gelatina 1%, 3%, 5% (p/v), caseina 1%, 2%, 4%
(p/v), las cuales fueron inoculadas en frascos de 100
mL conteniendo 70 mL de MMB.

Para determinar la actividad proteasa se utilizd €
método de la Azocaseina (Manoj et al. 1988). A 1
mL de la muestra previamente filtrada en un filtro
de 0.22 umy 1 mL a 0.5% (p/v) de azocaseina en
buffer trissHCI (200 mM pH 7.4). Se incub6 por 60
min a 30 °C. La reaccion se detuvo adicionando 2
mL a 10% (p/v) de &cido tricloroacético. La mues-
tra se centrifugd a 10000 rpm por 10 min. Se tomo
el sobrenadante y se lee a 380 nm en un equipo de
Elisa (BIOTEK.ELx800).

Actividad quitinolitica

Preparacién de quitina coloidal. Para determinar la
actividad quitinasa se preparé quitina coloidal como
sustrato, se pesd 1 g de quitina coloidal se afadié 10
mL de HCI concentrado, se dejo reposando 6 h. Se
anadié 250 mL de etanal frio a 70 % en agitacién
continua de 10 a 20 min aproximadamente, se espe-
ré a que la mezcla se estabilice, se gjusté € pH a
7.0. Se centrifug6 a 8000 rpm 30 min 4 °C. El se-
dimento se lavd con agua destilada estéril mediante
centrifugacién a 3000 rpm durante 5 min a 4 °C
hasta que € olor aacohol se eliminé completamen-
te. La quitina coloidal obtenida tenia una suavidad,
consistencia pastosa y se dmacend a 4 °C hasta su
uso posterior (Agrawa & Kotasthane 2012).

Determinacién cualitativa de actividad quitinasa.
Para la determinacion cualitativa de la actividad
quitinasa-positivo se preparé un medio basal (MB)
gue comprende 0.3 g de MgS0,.7H20, 3.0 g de
(NH4) 2S04, 2.0 g de KH2PO4, 1.0 g de &cido citrico
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monochidratado, 15 g de agar, 200 puL de Tween 80,
4.5 g de quitina coloidal y 0.15 g de parpura de
bromocresol, el pH se gjusté a 4.7 y luego esterili-
zado en autoclave a 121 °C durante 15 min. El me-
dio tibio se verti6 en placas Petri una vez solidifica-
do e medio se observé una coloracion amarilla
brillante, posterior a esto con un sacabocados estéril
se hizo un pozo de 0.5 cm en el medio de cultivo
que estaba en las placa Petri, se inocul6 1x10° espo-
ras de la cepa T. inhamatum BOL 12-QD en € po-
z0, se incubo las placas Petri a 30 °C. La prueba se
reaizo por triplicado se dej6 incubando hasta ob-
servar la formacion de zona de color, que debe
cambiar de amarrillo brillante a un violeta intenso
(Agrawal & Kotasthane 2012).

Resultados

Aislamiento. Una vez aidada la cepa Trichoderma
inhamatum BOL-12QD se identificaron las caracte-
risticas macroscopicas como microscopicas del
hongo mediante observacion.

Las colonias de la cepa Trichoderma inhamatum
BOL-12QD crecen y maduran alos 7 dias de incu-
bacion en PDA a30 °C.

Observacién macroscépica. Para la identificacion
de este hongo se evaluaron las caracteristicas mor-
folégicas que presentaban en la cgja Petri, de las
cuales se observo lo siguiente: i) Lado anverso pre-
senta caracteristicas de un crecimiento algodonoso
blanquecino que se compactan con € tiempo, €
crecimiento se realizo en periodos de luz y oscuri-
dad, se aprecia € crecimiento correspondiente a
cada periodo. El crecimiento empieza con un color
blanco algodonoso, continda €l crecimiento como
un halo de tonaidad verde con una apariencia de
anillos continua un color blanquecino y a continua-

cion un segundo halo color verde hasta completar la
25

caja Petri. ii) Lado reverso, presentaba un aspecto
de frente hifal liso sin pigmentacion respecto a
medio (Fig. 2).

Figura 2 Caracteristicas de crecimiento de Trichoderma
inhamatum cepa BOL12-QD en medio minimo basal. A.
alas 48 h luego de la siembra del inéculo se observa el
crecimiento algodonoso blanguecino. B. 72 h empiezan
la esporulacion, formando un halo verde caracteristico C.
Se observa alas 96 h el crecimiento de un segundo halo
completando latotalidad |a caja Petri.

Observacién microscopica. Para su identificacion se
realizo latincidn con colorante vegetal de color azul
y se observd a microscopio con €l objetivo 40x, la
morfologia a microscopio corresponde a hifas hia-
linas septadas, formando un angulo de 90° sus coni-
dios son hialinos, las fialides son hiainas estan dis-
puestas en racimos y producen los conidios en €
extremo. Sus conidios son unicelulares de forma
redonda.

Cinética de crecimiento. Para medir la cinética (ve-
locidad) de crecimiento se trabgé con medio de
cultivo PDA y se midi6 cada 24 h con una regla
milimetrada se rediz6 la medicion por Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) del reverso delacga
Petri desde e indculo hasta la punta del micelio de
19 cm de diametro, e frente hifal se midio en las
cuatro orientaciones (norte, sur, este, oeste) €l valor
de coeficiente de correlacion “r” obtenido en la
gréfica es 0.944 por lo tanto e valor obtenido para
lavelocidad de crecimiento esde 9 h (Fig. 3).
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Figura 3 Tiempo de crecimiento de las cepa Trichoder-
ma inhamatum cepa BOL-12QD en medio minimo basal
solido. Caracter de crecimiento lineal (r=0.907)
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Actividad Enzimética

Actividad Quitinasa. Para la deteccién de actividad
quitinasa se utilizé el MMB suplementado directa-
mente con quitina coloidal (4.5 g L) y purpura de
bromocresol (0.15 g L) el pH se gjusté a 4.7 con
solucién de HCl 3M. El medio resultante tenia un
color amarillo brillante cuando se inoculé con la
cepa e medio cambio de amarillo brillante a un
color violetaintenso (Fig. 4).

Figura 4. Determinacion cualitativa de la actividad quiti-
nasa de Trichoderma inhamatum cepa BOL-12QD. (A)
medio minimo basal suplementado con quitina coloidal
como sustrato y purpura de bromocresol como indicador
de un color amarillo brillante a (B) se observa € cambio
de color a violetaintenso con 7 dias de incubacion.

Actividad Celulolitica. La actividad celulolitica se
expresa en términos de (UI/L). Las variables agita-
cion y estanco fueron analizadas en este estudio con

una concentracion de sustrato de 2% (Fig. 5). Cada
unidad de actividad enzimética fue definida como la
cantidad de enzima requerida para liberar 1
pumol/min de azUcar reductor expresado como equi-
valentes de glucosa. La mayor actividad se observa
alos 8 dias de incubacién en agitacién con un valor
de 99.23 UI/L este valor disminuye a décimo diaa
35.53 UI/L, se observa gque esta actividad enziméti-
ca va en aumento en el onceavo dia de evaluacion
con valores de 57.08 UI/L y en el dia 13 un valor de
67.62 UI/L en estos resultados se observa que se
presenta un trayecto ascendente y progresivo hasta
el Ultimo dia de evaluacion. En los resultados de
estanco el valor optimo es a cuarto dia con un valor
de 92.76 UI/L, desciende al sexto dia a 33.62 UI/L,
a octavo dia 80.55 IU/L, estos valores presentan
valores ascendentes (Fig. 5).

Figura 5 Actividad enzimética celulolitica de Tricho-
derma inhamatum cepa BOL-12QD en estanco y agita-
cién. La actividad enzimética se midié cada 2 dias duran-
te 24 dias (I1FB-2014). CME= Carboximetilcelulosa en
estanco, CM A= Carboximetilcelulosa en agitacién
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Actividad Proteolitica. La actividad general protea-
sa se midio diariamente. La actividad de proteasa se
expresa en términos de unidades equivaente a la
actividad de un peso dado por la papaina (1 unidad
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= 1mg papaina). La actividad proteasa se determino
en UI/L, tomando en cuenta variables de agitacion y
estanco, como también |a concentracion de sustrato
2%, 4%, 6% (p/v) de extracto de carne.

Figura 6 Actividad enzimatica proteolitica de Tricho-
derma inhamatum cepa BOL-12 QD en estanco en medio
minimo basal a concentraciones de 2, 4, 6% (p/v) (11 FB-
2014). EC= extracto de carne
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Figura 7 Actividad enzimatica proteolitica de Tricho-
derma inhamatum cepa BOL-12QD en agitacion en me-
dio minimo basal en agitacién a concentraciones de 2, 4,
6% (p/v) (1IFB-2014). EC= Extracto de carne
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La mayor actividad proteasa en estanco fue de
3075.45 UI/L que se obtuvo el séptimo dia usando

una concentracion de 6% (p/v) de extracto de carne,
27

este valor desciende el octavo diaa 2963.73 Ul/L y
el noveno dia a 2553.53 UI/L (Fig.7), los valores
presentan un trayecto descendente. En relacion alos
datos de concentracion sustrato a 4% y 2% los var
lores no son relevantes (Fig. 6).

Figura 8 Actividad enzimatica proteolitica de Tricho-
derma inhamatum cepa BOL-12QD en medio minimo
basal en estanco a concentraciones de 1, 3, 5% (p/v)
(IIFB-2014). GEL= Gelatina.
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Se observan resultados de 568.36 UI/L a décimo
dia en estanco con € sustrato gelatina a 3% y un
valor de 431.63 UI/L a 5%, estos valores presentan
el mismo patrén ascendente y descendente y un
valor de 212.35 UI/L a 1% a noveno dia como se
observa en Fig. 8. En la variable de agitacién se
observa un valor de 546.27 UI/L en € dia doce con
sustrato a 1%, este es un valor elevado con relacién
al onceavo dia donde se observé una actividad de
410.37 UI/L d 3%y 441.77 UI/L a quinto dia con
sustrato a 5% (Fig. 9).

En relacion alos datos de caseina el valor 6ptimo se
alcanzd € quinto dia con un valor de 407.04 UI/L
en estanco usando una concentracién de 1% de ca-
seina como sustrato al 2% de sustrato los valores
son invariables, se observa un valor de 161.91 UI/L
a quinto diaa 4% (Fig. 10).
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Figura 9 Actividad enzimatica proteolitica de Tricho-
derma inhamatum cepa BOL-12QD en medio minimo
basal en agitacion a concentraciones de 1, 3, 5% (p/v)
(I1FB-2014). GEL= Gelatina

Figura 11 Actividad enzimatica proteolitica de Tricho-
derma inhamatum cepa BOL-12QD en medio minimo
basal en agitacion a concentraciones de 1, 2, 4% (p/v)
(I1FB-2014). CAS= Caseina.
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En agitacion se observa un valor alto 269.88 UI/L &
noveno dia a una concentracion de caseina a 4%
este valor desciende a 261.13 UI/L. Usando 1% de
caseina como sustrato e valor més alto se obtuvo el
segundo dia alcanzando 238.20 UI/L. Usando el 2%
de caseina se observan los valores mas bgjos obte-
niéndose el méximo el quinto dia a canzando 42.68
Ul/L (Fig. 11).

Figura 10 Actividad enzimatica proteolitica de Tricho-
derma inhamatum cepa BOL-12Q0D en medio
b3vgminimo basal en estanco a concentraciones de 1, 2,
4% (p/v) (11FB-2014). CAS= Caseina
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En la produccion de enzimas celulaliticas las condi-
ciones de estanco son més favorables si bien el va-
lor més ato se obtiene en agitacion este se acanza
al cabo de ocho dias en cambio en condiciones de
estanco se acanza la maxima actividad enzimética
€l cuarto dia habiendo una diferencia de aproxima
damente el 7% entre ambas.

En e caso de enzimas proteasas se observo que €
mejor sustrato es el extracto de carne al 6%, en este
caso la agitacion si hace que la actividad enzimética
aparezca en forma més temprana.

Discusion

En nuestro trabajo la cepa Trichoderma inhamatum
BOL-12QD crece a séptimo dia a 30 °C en agar
PDA se observo las zonas de crecimiento en presen-
cia de luz y oscuridad dando apariencias de anillos
concéntricos (Sanchez 2009) (Fig. 2), que son ca-
racteristicas de crecimiento caracteristico del género
Trichoderma que coincide con lo sefidado por San-
chez (2009).
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En relacion alos resultados obtenidos para determi-
nar la actividad enzimética de Trichoderma inhama-
tum Cepa BOL-12QD en la produccion de las enzi-
mas quitinasa, celulasa y proteasa. Se mostré que
existe actividad quitinasa debido a que se evidencio
un cambio de color en e medio sdlido con quitina
coloidal como sustrato y como indicador purpura de
bromocresol, este cambio de color se observa a
momento del crecimiento de la cepa, hasta su espo-
rulacién, e medio minimo basal suplementado con
quitina coloidal como sustrato ha sido utilizado
anteriormente para € aislamiento de microorganis-
mos con actividad quitinolitica (Cody 1989). La
evaluacion de la actividad quitinasa con indicador
de pH con purpura de bromocresol es propuesta por,
Agrawal (2012). Un cambio del pH evidencia acti-
vidad quitinasa la cual se corrobora con un cambio
de color de amarillo a parpura arededor del in6cu-
lo sembrado, este cambio de color se debe a la de-
gradacion de quitina en N-acetil glucosamina (Fig.
4). Este método tiene ventgjas importantes a dife-
rencia de otros métodos donde las técnicas més
sensibles requieren sustratos mas caros. De acuerdo
a los resultados obtenidos en este estudio es un mé-
todo muy préctico y sencillo para determinar la
actividad quitinasa, puede ser utilizado para un gran
nimero de hongos de interés con actividad quitino-
litica. Se podria modificar este método cambiando
€l sustrato lo cual permitiria hacer un screening mas
completo de microorganismos productores de enzi-
mas de interés comercial.

En el andisis de la produccion de la actividad celu-
lolitica se midieron la liberacion de azicares reduc-
tores la cual se basa en la utilizacién de écido 3.5-
dinitrosalicilico que provocara la oxidacién de los
azUcares y a mismo tiempo su propia reduccién, la
curva estédndar generada con glucosa se utilizd para
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determinar la reduccién de concentracion de azlca-
res.

La produccion de celulasa en medio minimo basal y
CMC como sustrato, mostro actividad a partir de 40
UI/L y 60 UI/L a dia de inicio de su evaluacion,
este factor posiblemente se debe a que € indculo
evaluado presentaba ya actividad en e medio de
cultivo. En agitacion se obtuvo un nivel méximo de
actividad alos 8 dias de incubacién con un valor de
99.23 UI/L. En los resultados de estanco € valor
Optimo es a cuarto dia con un valor de 92.77 UI/L,
en ambos casos se presentan valores ascendentes y
descendentes hasta el Ultimo dia de evaluacion (Fig.
5). Este comportamiento se debe a que € hongo
pasa por tres fases. fase logaritmica, estacionaria 'y
de declinacion en la fase logaritmica empieza €l
crecimiento acelerado, en la fase estacionaria cuan-
do comienza a disminuir el crecimiento, debido a
gue € sustrato ha sido metabolizado 0 empieza la
formacion de sustancias tdxicas para e microorga
nismo y e crecimiento decae y por lo tanto la pro-
duccion de sus metabolitos. La biomasa aumenta
solo gradualmente o permanece constante durante
esta fase estacionaria, debido alalisis son liberados
nuevos sustratos que pueden servir como fuente de
energia 'y por lo tanto vuelve aumentar la asimila-
cion del sustrato (Chéavez 2006). Esta actividad es
mayor a los resultados obtenidos de actividad celu-
lolitica de Trichoderma inhamatum por Espinal
2009, donde utiliza como variable de estudio agita-
cion-aeracion y presenta el mejor resultado a cabo
de 7 dias de iniciada la experimentacion, con una
actividad enzimética de 78.70 UI/L. En relacion a
los resultados de este estudio se obtuvo un valor
14.08% més ato que € reportado por Espinal 20009.
El hecho de utilizar un sustrato especifico como
CMC hace que exista mayor actividad incluso en
estanco a 30 °C de temperatura.
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En la actividad enzimética proteasa en estanco
usando concentracion de 6% (p/v) de extracto de
carne se observaron resultados optimos a cabo del
séptimo dia obteniéndose una actividad de 3075.45
UI/L, este valor desciende € octavo dia a 2963.73
UI/L, y € noveno continua el descenso de la activi-
dad llegando a 2553.53 UI/L (Fig. 7). Esos valores
son mas altos que los obtenidos usando € mismo
sustrato en agitacion (Fig.6) y més altos que la acti-
vidad proteolitica en comparacion a otras cepas
fangicas con actividad proteasa como se reporta en
Cruz (2008) con actividades de 8D Chaetomium sp.
22.6 Ul/L, 12D Sachybotrys sp. 37.9 UI/L, y 21D
Eladia saccula (E. Dale) 37.1 UI/L.

En los resultados con el sustrato gelatina se observo
un valor de 568.37 UI/L a cabo del décimo dia 3%
y 431.63 UI/L a 5%, un valor de 212.35 UI/L a 1%
como se observa en Fig. 8. El valor mas ato en la
variable de agitacion es 546.27 UI/L al dia doce con
1% de sustrato, este es un vaor eevado con rela-
cion al obtenido el onceavo dia con 410.37 UI/L a
una concentracion de 3% y 441.77 UI/L a quinto
dia en concentracién al 5% de sustrato (Fig. 9).

Se observa actividad enzimética en estanco con
sustrato gelatina a cabo del cuarto diay en agita-
cion empieza la actividad enzimatica a los dos dias.
Aparentemente la agitacién hace que los hongos
estimulen su actividad enzimatica que en condicio-
nes de estanco ya que los hongos son aerobios y con
agitacion estimulamos su actividad.

Con €l sustrato de caseina a 1% en estanco se ob-
tiene un valor de 407.04 UI/L al cabo del quinto dia
(Fig. 10), d 2% de sustrato los valores son invaria-
bles, se observa un valor de 161.91 Ul/L también &l
quinto dia a 4%. En agitacion se observa un valor
de 238.20 UI/L al cabo del segundo dia (Fig.11), d
1%, al 2% se repite & mismo patron que en estanco,

se observa un valor de 269.88 UI/L a noveno dia a
4%, valor que desciende a261.13 UI/L (Fig.11).
Con € sustrato de caseina se observa actividad a
partir del segundo dia en estanco y agitacién, pero
los valores no son tan buenos en relacién con los
sustratos de extracto de carne y gelatina. Es impor-
tante hacer notar que diferentes sustratos activan
diferentes proteasas siendo asi la proteasa que se
produce a usar extracto de carne como sustrato es
la més efectiva de acuerdo a nuestros resultados.
Las proteasas pueden actuar degradando a las celu-
lasas por lo cual recomendamos afiadir algdn inhi-
bidor de proteasas que nos permita obtener una acti-
vidad celulolitica mas alta.

El método cualitativo en medio sdlido para e ensa
yo de la actividad quitinasa es fécil, reproducible,
sensible y es una opcidn econdmica para determinar
actividad quitinolitica en caso un screening de cepas
con posible actividad biocotroladora.

En € estudio se observa que existe mayor actividad
proteolitica que celulolitica, esta elevada actividad
proteolitica es importante en biocontrol. No obstan-
te, para poder determinar cudl es la enzima mas
importante en biocontrol de hongos patégenos se
recomienda purificar las enzimas para hacer estu-
dios de confrontacién dual con la enzima pura con-
trael fitopatogeno.

El éxito de estas enzimas como producto de antago-
nismo de la cepa Trichoderma inhamatum BOL-
12QD frente a hongos patdgenos esta también rela-
cionado por otros mecanismos por el cual este hon-
go tiene capacidad controladora por confrontacion
directa con patégenosy lograr en estos el micopara-
sitismo (Howell 2003) todos estos factores hace el
género Trichoderma, sea un excelente controlador
biolbgico.

Estudios futuros podrian enfocarse en la clonacion
de los genes que codifican estas enzimas en micro-
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organismos en los que se pueda obtener una mayor
cantidad de |as mismas.
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