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Determinacion cualitativa de la
actividad quitinolitica de Trichoderma sp.
(Sordariomycetes: Hypocreales) crecido en
medio con quitina de camaron

Juan Carlos Vasquez Martinez!, Mario Antonio Alvarado Mota!,
Dioselina Diaz Sénchez' & Francisco Ruiz Ruiz2*

Resumen

La actividad de las enzimas quitinoliticas de
Trichoderma sp. ha sido utilizada con diferen-
tes fines biotecnolégicos. Considerando las gran-
des cantidades de desechos de camaron que se generan
por la industria pesquera en la region, hemos visto la
necesidad de utilizarlos como una fuente de quitina
y probar si las enzimas de Trichoderma sp. son capa-
ces de aprovecharla. Para determinar esta actividad,
realizamos un ensayo cualitativo en medios mini-
mos suplementados con esta quitina como fuente de
carbono para el hongo y verde de bromocresol como
colorante indicador de pH. Los resultados obtenidos
mostraron una actividad quitinolitica positiva y la
proyeccion del aprovechamiento de quitina mediante
la evaluacion semicuantitativa del viraje de colo-
racion y el crecimiento del hongo en los medios de
cultivo.

Palabras clave: hidrélisis, hongo fitopatégeno,
N-acetilglucosamina, quitinasas, verde de
bromocresol.
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Abstract

The activity of the chitinolytic enzymes of
Trichoderma sp. has been used for different
biotechnological purposes. Considering the large
amounts of shrimp waste that are generated by the
fishing industry in the region, we have seen the need
to use them as a source of chitin and to test if the
enzymes of Trichoderma sp. are able to make use of
mediums it. To determine this activity, we performed
a qualitative test in minimal media supplemented
with the chitin as a carbon source for the fungus and
bromocresol green as a pH indicator dye. The results
obtained showed positive chitinolytic activity, as well
as projection of the chitin use through semiquantita-
tive evaluation of the color change and the growth of
the fungus in the culture medium.

Key words: hydrolysis, phytopathogenic
fungus, N-acetilglucosamine, chitinases, bro-
mocresol green.

Aceptado: 15 de marzo de 2019

Puerto, Puerto Escondido, 71980, Oaxaca, México.

Puerto Escondido, 71980, Oaxaca, México.

* Autor de correspondencia: ruiz_ruiz_francisco@hotmail.com (FGRR)

! Licenciatura en Biologia, Universidad del Mar campus Puerto Escondido. Km 1.5 carretera Puerto Escondido - Sola de Vega

2 Instituto de Genética, Universidad del Mar campus Puerto Escondido. Km 1.5 carretera Puerto Escondido - Sola de Vega Puerto,

Ciencia y Mar 2019, XXIII (67): 29-34

\®}
O



Ciencia y Mar 2019, XXIII (67): 29-34

(%)
[e)

Introduccion

La quitina es uno de los polisacaridos mas
abundantes en la naturaleza, después de la
celulosa (Tolaimate et al. 2003). De manera
natural, se encuentra en forma de microfibri-
llas cristalinas y constituye estructuralmente a
los exosqueletos de artrépodos y a las paredes
celulares de los hongos verdaderos (Younes &
Rinaudo 2005). Se han desarrollado diferentes
métodos para su extraccion (Percot et al. 2003,
Chaussard & Domard 2004, Qin et al. 2010)
teniendo en cuenta el potencial biotecnolégico
de este compuesto y sus derivados (Hirano
1996). El proceso industrial mas utilizado,
consiste en la obtencién de quitina a partir de
exoesqueletos de cangrejo y camarén, a través
métodos quimicos con tratamientos de desmi-
neralizacién y desproteinizacion con &cidos
y bases, respectivamente (Younes & Rinaudo
2005).

Los hongos del género Trichoderma son cos-
mopolitas del suelo, algunas de sus especies
son utilizadas con fines de control biolégico
de hongos fitopatégenos, porque compi-
ten por los nutrientes y espacio en la planta
(Rollano-Pefialoza et al. 2018), o por su habito
micoparésito. Se ha demostrado que las espe-
cies como T. harzianum y T. inhamatum son
capaces de liberar enzimas hidroliticas, como
las quitinasas (Lorito et al. 1993; Garcia-Espejo
et al. 2016), lo que les confiere una ventaja adi-
cional para penetrar la pared celular de otros
hongos (De la Cruz et al. 1992; Harman 2006;
Seidl et al. 2006) o exoesqueletos de insectos
(Vallejos et al. 2014). La actividad quitinolitica
ha sido evaluada mediante el uso de coloran-
tes indicadores de cambios de pH, uno de los
mas comunes es el purpura de bromocresol
(Agrawal & Kotasthane 2012; Garcia-Espejo et
al. 2016; Khatri et al. 2017).

Las enzimas con actividad quitinolitica
presentes en Trichoderma spp. han despertado
el interés de muchos investigadores (Ulhoa &
Peberdy 1991, De la Cruz et al. 1992, Lorito et
al. 1993, Seidl et al. 2006, Vallejos et al. 2014,
Garcia-Espejo 2016), principalmente por su
importancia biotecnolégica. Se utilizan en
la fabricacion de biopesticidas, en prepara-
ciones oftdlmicas, como aditivos en cremas

y lociones antiftingicas, y para el control de
algunos insectos que atentan contra la salud
humana (Dahiya et al. 2006).

El objetivo de este trabajo es determinar
cualitativamente la actividad quitinolitica de
Trichoderma sp. mediante el indicador de pH
verde de bromocresol en medios suplementa-
dos con quitina de camarén extraida a través
de métodos quimicos.

Material y métodos

En este estudio se trabajo con la cepa R1, iden-
tificada a nivel de género como Trichoderma.
La cepa Trichoderma sp. fue proporcionada por
el Laboratorio de Genética de la Universidad
del Mar, Campus Puerto Escondido. La cepa
estaba preservada en discos de agar suspen-
didos en agua destilada estéril dentro de crio-
viales de 1.5 ml a temperatura ambiente.

Se prepar6 un volumen de 200 ml de medio
de cultivo papa dextrosa agar (PDA), el cual
se esteriliz6 a 121 ° C durante 15 min. Una
vez terminada la esterilizacion, se realiz6 el
vaciado del medio de cultivo en 10 cajas Petri
estériles. Se dej6 solidificar por media hora
y después se sellaron las cajas para evitar la
contaminacion.

- Aislamiento de Trichoderma sp.

Se inocul6 la cepa R1 de Trichoderma sp., colo-
cando los discos de agar en cajas de Petri
individuales con medio PDA y se incubaron a
temperatura ambiente durante siete dias.

Transcurrido el tiempo de crecimiento del
hongo sobre el medio sélido PDA, se proce-
di6 a recuperar la cepa. Para ello se tomaron
con navajas de bisturi estériles, pequefios
fragmentos de agar con micelio de la region
periférica de crecimiento. Posteriormente,
estos fragmentos fueron inoculados en nuevas
cajas Petri con PDA, mismas que se sellaron
e incubaron en las condiciones anteriormente
descritas.

- Obtencién de cultivos monospéricos

Con la finalidad de obtener cultivos axénicos
(Castellanos & Mosquera 2013) los cuales son
cultivos puros, que solo contienen un solo tipo
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de microorganismo y que permiten que solo
esté presente el organismo de interés (Rojas-
Trevifio 2011), se eligieron los cultivos que
presentaron mayor crecimiento y una colo-
racion mas verde, para realizar la extracciéon
de esporas. Para ello, se utiliz6 un mililitro de
agua destilada estéril desionizada, y se vaci6
con una micropipeta de 1000 pl, desde uno de
los bordes de la caja Petri, inclinandola ligera-
mente para que el agua llegara al otro borde,
con otra micropipeta se recuper6 la soluciéon
acuosa de esporas y se resguardé en crioviales
estériles de 1.5 ml a temperatura ambiente.

- Cuantificacién de esporas

Las esporas obtenidas fueron cuantificadas
utilizando cdmaras Neubauer, se extrajo con
micropipetas 20 pl de la solucién acuosa de
esporas, las cuales fueron observadas en un
microscopio Optico (Carl Zeiss Serie-Nr).
Estas se cuantificaron mediante la férmula:

Concentraciéon (células/ml)= ndamero de
células observadas en los cuadros x 10000

Se realizaron disoluciones hasta llevarlas a
una concentraciéon de 1x10° esporas/ 100 ml,
una vez obtenidas se guardaron en matraces
sellados de 100 ml y se dejaron en reposo a
temperatura ambiente.

- Extraccién de quitina

La quitina se obtuvo de exoesqueletos de
camarén blanco (Litopenaeus vannamei) que
fueron proporcionados por algunos restau-
rantes de la localidad de Puerto Escondido,
Oaxaca.

Los exoesqueletos se colocaron en una cha-
rola de metal y fueron puestos a secar al sol
durante cuatro dias con el fin de deshidratar-
los. Posteriormente, se pesaron en una balanza
analitica y se obtuvieron 15.24 gramos.

Para obtener la quitina se siguié la meto-
dologia de extraccién quimica planteada por
Percot et al. (2003), con algunas modifica-
ciones. Para ello primero se trituré el exoes-
queleto seco de camarén en un mortero de
porcelana, hasta obtener trozos pequefios. Con

el propésito de eliminar impurezas inorgéani-
cas (desmineralizacién) en los exoesqueletos,
éstos se agregaron en una disoluciéon de HCl
1 M, en proporcion: 40 ml por gramo pesado.
Posteriormente, se realizaron lavados para
retirar el exceso de acido e inmediatamente se
sometié la muestra a una hidrolisis alcalina;
la cual se llev6 a cabo empleando una disolu-
cion NaOH 1M, en proporcién 20 ml por cada
gramo de exoesqueleto, durante un periodo
de 16 horas, esto con el propésito de elimi-
nar las proteinas contenidas en la muestra. La
disolucién estuvo contenida en un desecador
el cual estuvo sumergido en un bafio maria a
70 °C. Una vez que se evaporo la mayor canti-
dad de NaOH, se agregaron disoluciones HCI
1 M hasta obtener un pH neutro. Seguido a
esto se realizaron tres lavados de agua des-
tilada a la quitina obtenida. Para separar el
exceso de agua de la quitina se centrifugé a
8000 rpm durante cinco minutos a una tempe-
ratura de 5 °C. La pasta obtenida se separ6 del
sobrenadante y empleando nitrégeno liquido
se finaliz6 la molienda, la cual se pasé por un
tamiz de malla namero 60.

Se obtuvieron 1.97 gramos de quitina, que
en términos de rendimiento equivale al 12.93%
del exoesqueleto seco pesado inicialmente, la
quitina se resguard6 en un ultracongelador a
una temperatura de -80 °C.

Determinacion cualitativa de actividad quitinasa

Para la determinacién cualitativa de la acti-
vidad quitinasa-positivo se sigui6é la metodo-
logia de Garcia-Espejo et al. (2016), con una
pequena modificacion. Se prepararon 175
ml medio minimo con quitina y bromocresol
(MQBC en adelante), lo equivalente a ocho
cajas Petri, con 0.0525 g de MgSO,.7H,O, 0.525
g de (NH,) 250,, 0.35 g de KH,PO,, 0.175 g de
acido citrico monohidratado, 2.625 g de agar,
35 uL de Tween 80, 0.79 g de quitina y 0.0262
g de verde de bromocresol (VBC en adelante).
Estas proporciones fueron calculadas res-
pecto al rendimiento final de quitina obtenido
mediante el método de Percot et al. (2003).

Una vez preparado el medio de cultivo, uti-
lizando un potenciémetro se ajust6 el pH a 4.7
y se esteriliz6 a 121 °C durante 15 min. Estos
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fueron plaqueados e inoculados por quin-
tuplicado con 10 pl de esporas (100 esporas)
de la cepa R1 de Trichoderma sp. en la region
central de las cajas Petri, con la finalidad de
hacer mas evidente el crecimiento radial; es
importante mencionar que no se inocularon
tres cajas Petri ya que estas funcionaron como
control. Las cajas Petri se incubaron a 30 °C
hasta observar la formacién de zona de color,
que debe cambiar de verde fuerte a azul, pro-
ducto del incremento de la alcalinidad en el
pH.

Resultados

Cinética de crecimiento

La cepa R1 de Trichoderma sp. fue inoculada en
el medio MQBC en el dia 0. Durante los dias
0-3 no mostr6 senales de crecimiento, para el
dia 4 cubria un area de 30 cm? de diametro y
en el dia 6, el micelio ocupaba toda el area de
la caja de Petri. Se obtuvo una linea de regre-
sién lineal para ver el comportamiento del
crecimiento respecto al tiempo y drea aprove-
chada por Trichoderma sp. (Fig. 1).

Para determinar visualmente la actividad
quitinolitica positiva, se consideré el cambio
de color de verde a azul (+) en los medios. Esta
actividad se determiné como positiva hasta
el dia 4 (Fig. 2). La superficie ocupada por el
halo azul sirvi6 para determinar semicuan-
titativamente la utilizacién de la quitina en
los medios por Trichoderma sp. considerando
aprovechamiento: bajo, medio y elevado (+),
(++), (+++), respectivamente (Fig. 2).

Discusién

Agrawal & Kotasthane (2012), describen
que la actividad hidrolitica de las quitinasas
resulta en la escision de la quitina en mono-
sacaridos N-acetilglucosamina (en lo sucesivo
GlcNAc), unidos mediante enlaces -(1,4), lo
que deriva en un cambio de pH acidos a alca-
linos. Por su parte, Khatri et al. (2017) men-
cionan que estos residuos presentan en su
estructura grupos funcionales hidroxilo, car-
bonilo e imina, los cuales se pueden unir algan
indicador aniénico. Entre estos se encuentra

~R2=07914

Crecimiento miceliar (cm?)

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (Dias)

Figura 1. Cinética de crecimiento de Trichoderma sp. en
MQBC. El valor de R? muestra que la tasa de creci-
miento lineal no fue estrictamente uniforme. El mice-
lio se hizo evidente hasta el dia 4 y para el dia 6 el
micelio se habia expandido en los 63 cm? de la caja
de Petri.

Figura 2. Proyeccién del viraje para la determinacion de
la actividad quitinolitica de Trichoderma sp. a) Medio
minimo control. b-e) Del dia 0 al dia 3 de inocula-
cién, no se observé aprovechamiento de quitina por
parte del hongo. f) Indicios de aprovechamiento.
g) Incremento de la actividad quitinolitica. h-i)
Aprovechamiento total de quitina en el medio.

el parpura de bromocresol y el verde de bro-
mocresol (Cullum 1993). En nuestro estudio
utilizamos el VBC considerando que al ser un
compuesto aniénico en soluciones &cidas (el
estado inicial de nuestro medio MQBC y el
control fue a pH 4.7) puede ser un indicador
semicuantitativo del aprovechamiento de la
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quitina de camarén por parte de hongos qui-
tinoliticos como Trichoderma sp. teniendo en
cuenta que conjuga iones hidronio (H,O+) o
iones hidrégeno (H+) de los grupos funciona-
les de N-acetilglucosamina a medida que son
liberados por la hidrélisis mediada por las
quitinasas. Por su parte Jiang et al. (2017), indi-
can que el VBC posee un pKa de 4.9 que bajo
condiciones &cidas y bésicas, muestran una
proyeccion de tonos amarillos a turquesas,
respectivamente. De manera que si el pH esta
por arriba del pKa, la concentracion de la base
conjungada es mas elevada que la concentra-
cion del acido, el color asociado con la base
termina siendo mas evidente. Basdndonos
en esta propiedad de inflexion fisicoquimica
del VBC y observando una evidente colora-
cion dominante de la conjugaciéon basica en
el medio, podemos decir que los resultados
que reportamos comprueban exitosamente la
actividad positiva de quitinasas en los medios
MQBC.

Por otro lado, el GlcNAc al ser un cons-
tituyente del acido hialurénico el cual esta
involucrado en sefializacién celular en el sis-
tema inmune y forma parte de diferentes teji-
dos como el conectivo, el epitelial y neural
en humanos, recientemente el GlcNAc se ha
utilizado como suplemento alimenticio y en
otras terapias farmacoldgicas en desarrollo
(Chen et al. 2010). La quitina al ser uno de
los recursos de biomasa mas abundantes en
la naturaleza, hemos visto el potencial para
procesarse biotecnologicamente mediante
métodos enzimaticos a partir de los desperdi-
cios de exoesqueletos de crustaceos y de esta
manera servir como otra fuente para la obten-
cién enzimatica de GIcNAc.

Conclusion

El método Percot et al. (2003) utilizado para
la extraccion de quitina de camaroén, asi como
el uso de un colorante indicador de pH adi-
cionado a medios minimos, permitié obtener
un ensayo base para la determinacién cualita-
tiva de la accién quitinolitica de la cepa R1 del
hongo Trichoderma sp.
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