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RESUMEN: Los hongos pertenecientes al género Trichoderma secretan enzimas hidroliticas que
le permiten penetrar la pared celular de los hongos fitopatégenos. Las glucanasas son enzimas que
hidrolizan los B-glucanos de la pared celular de fitopatdégenos como Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia
solani y Pythium sp. El objetivo de este trabajo fue realizar la dinamica de induccién de glucanasas
de diez aislamientos de Trichoderma spp. evaluando la actividad enzimatica especifica de estas
enzimas al primer, tercer, quinto y séptimo dias, en los sobrenadantes de los cultivos en tres medios
liquidos distintos: medio basal, medio basal suplementado con quitina al 0,5% y medio basal
suplementado con gelatina al 0,2%. L os aislamientos 1, 13 y 17 alcanzaron los mayores niveles de
actividad enzimatica especifica glucanasa durante la induccién con el medio suplementado con
gelatina. EI medio basal también resultd ser un buen inductor de estas enzimas.
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BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF PROMISING | SOLATESOF Trichoderma spp.
ASBIOLOGICAL CONTROL AGENTS. I1.EXPRESSION OF GLUCANASEACTIVITY

ABSTRACT: Trichoderma species fungi secret hydrolytic enzymes which allow them to penetrate
the cell walls of phytopathogenic fungi. The glucanases are enzymes that hydrolyze the B-glucans
of the cell wall of phytopathogens such as Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani and Pythium sp. The
aim of this work was to carry out the dynamics of glucanase induction of ten Trichoderma spp. isolates
evaluating the enzymatic activities at the first, third, fifth and seventh days of the cultures in three
liquid media: basal medium, basal medium supplemented with chitin 0,5% and basal medium
supplemented with gelatine 0,2% . The isolates 1, 13 y 17 reached the highest levels of glucanase
specific activity during the induction with the basal medium supplemented with gelatine. The basal
medium also resulted to be a good inductor of those enzymes.
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INTRODUCCION

Los hongos del género Trichoderma son activos
contra una amplia gama de patdgenos foliares y del
suelo econémicamente importantes, y se utilizan
exitosamente como bioplaguicidas en aplicaciones
tanto en casas de cultivo como en campo (1, 2). Estos

hongos emplean el micoparasitismo como uno de sus
mecanismos para ejercer el control bioldgico, pene-
trando la pared celular del hongo hospedante y utili-
zando su contenido celular, mediante enzimas
hidroliticas tales como las quitinasas, glucanasas y
proteasas, las cuales se inducen, al menos parcial-
mente, ante el contacto directo con el hospedante (3).
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Las glucanasas son enzimas que degradan (-
glucanos y se clasifican en dos grandes grupos segun
los mecanismos que utilizan para hidrolizar el sustrato,
identificados por los productos de hidrdlisis: (i) las exo-
B-glucanasas, las cuales hidrolizan el sustrato por rup-
tura secuencial de residuos de glucosa desde el extre-
mo no reductor, y (ii) las endo- B-glucanasas, que rom-
pen aleatoriamente los sitios de enlace 3 de la cadena
polisacaridica, liberando pequefios oligosacéaridos. La
degradacion de los B-glucanos por los hongos se acom-
pafa frecuentemente de la accion sinérgica de las
endo- y exo-B-glucanasas (4).

Por otra parte, las paredes celulares de los
fitopatdgenos Sclerotium rolfsii (Sacc), Rhizoctonia solani
(Kuthn), y Pythium sp. estédn en su mayoria compuestos
de 1,3-B-glucanos y quitina, y algunos como los
Oomycetes (ejemplo, Pythium sp.), que poseen los 1,3-
B-glucanos, también contienen celulosa en lugar de quitina
(5), lo que explica laimportancia de estas enzimas en la
capacidad antagonica de Trichoderma y por lo tanto en
su utilidad como bioplaguicida. El objetivo de este trabajo
fue realizar la dinAmica de induccion de las enzimas f3-
1,3-glucanasas de un grupo de aislamientos de
Trichoderma candidatos a biofungicidas (6) utilizando tres
medios liquidos con diferente efecto inductor: medio basal,
medio basal suplementado con quitina al 0,5% y medio
basal suplementado con gelatina al 0,2%.

MATERIALESY METODOS

Parala induccion de las glucanasas, se emplearon
los aislamientos de Trichoderma y los medios liquidos
referidos por Gonzalez et al. (7). Se realiz6 la
cuantificacion de proteinas totales siguiendo el méto-
do descrito por Bradford (8) utilizando el sobrenadante
de los cultivos. Para realizar la determinacion de la
actividad enzimética de las p-1,3-glucanasas se utili-
z6 una variante en microplacas de 96 pozos desarro-
llada por Zheng y Wozniak (9).

La actividad especifica se determind segun la ex-
presion:
Actividad enzimética
concentracion de proteinas (mg.mL™)

Actividad especifica=

Se realizaron tres repeticiones del experimento y
tres réplicas para cada determinacién de proteinas to-
talesy de la actividad enziméticas.

Para determinar los aislamientos que presentaron
los mayores niveles de actividad especifica glucanasa
en cada uno de los medios de cultivo se empled anali-
sis de varianza simple y la comparacion entre las me-
dias se realiz6 haciendo uso de la prueba de rangos
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multiples de Duncan en los casos donde existieron
diferencias (p<0.05). Para identificar los medios y dias
de cultivo que favorecen la induccién de la actividad
glucanasa se realiz6 un analisis de componentes prin-
cipales. Estos analisis se realizaron con el paquete
estadistico InfoStat versién 2009 (10).

RESULTADOSY DISCUSION

Las enzimas gluconoliticas estan ampliamente dis-
tribuidas entre las plantas superiores, bacterias y hon-
gos y tienen varias funciones fisioldgicas en depen-
dencia de su procedencia. Las p-glucanasas fungicas
son reconocidas por realizar un gran nimero de funcio-
nes entre las que se encuentran la movilizacion de los
glucanos de la pared celular y el almacenamiento de
carbohidratos en situaciones de escasez de nutrientes
(11), la degradacién de calosa de plantas por los
fitopatdgenos, la nutricion de saprofitos, y la participa-
cion en el mecanismo de ataque y nutricion del
micoparasito (12). Las -1,3-glucanasas son unade las
enzimas claves responsables de la lisis y la degrada-
cién de la pared celular y la pared del esclerotio de los
hongos (13,14) y de ahi, laimportancia de su estudio.

En un trabajo previo realizado por Gonzélez et al.
(7), se emplearon medios de cultivo con diferente efec-
to inductor de enzimas hidroliticas, el cual mostr6 que
el medio liquido basal suplementado con quitina era
capaz de inducir elevados niveles de actividad quitinasa
en los aislamientos de Trichoderma spp. El-Katatny et
al. (15) indujeron la produccion de quitinasas y p-1,3-
glucanasas extracelulares en Trichoderma harzianum
Rifai y Pythium oligandrum Drechsler utilizando me-
dios liquidos suplementados con quitina o micelio seco
de hongos probados fito-patogénicamente (Fusarium
oxysporum Schlechtend.:Fry Pythium ultimum Trow)
como fuente de carbono. Los micelios secos de F.
oxysporum Schlechtend.:Fr fueron la fuente de carbo-
no mas selectiva para la produccion de enzimas por P.
oligandrum Drechslery T. harzianum Rifai.

Las actividades enziméticas especificas para las
B-1,3-glucanasas de Trichoderma spp. se comporta-
ron de forma desigual en dependencia de la fuente de
carbono empleada (7) (Tablas 1, 2 y 3). Contrario alo
esperado, el medio basal indujo una elevada secrecién
de esta enzima en los aislamientos 13, 17, 75, 25y 1
respectivamente (Tabla 1). El medio basal suplemen-
tado con gelatina indujo los mayores valores de las
actividades enzimaticas de las -1,3-glucanasas en
los sobrenadantes de los cultivos correspondientes a
los aislamientos 13, 1y 17 (Tabla 2). Por su parte, el
medio basal que fue suplementado con quitina resulto
ser el peor inductor de estas enzimas (Tabla 3).



25

TABLA 1. Actividades enziméticas especificas de B-1,3-glucanasas (AE/g de proteinas) en € medio basal (MB) &
primer, tercer, quinto y séptimo dia de cultivo./ Specific enzymatic activities f-1,3-glucanases (AE/g of proteins) in the

basal medium (MB) at the first, third, fifth and seventh days of culture

Aidamientos MB1 MB3 MB5 MB7
1 2510,1 dA 429,75 fB 173,94 dC 0fD
13 3816,79 aA 648,64 cB 114,54 eC 0fD
17 3417,22 bA 760,44 aB 179,05 cD 350,15 bcC
25 3099,03 cA 679,49 bB 185,37 bD 304,74 cdC
75 3415,18 bA 445,25 fC 215,59 aD 753,49 aB
78 0eC 612,42 dA 0fC 403,94 bB
79 0eB 474,78 eA 0fB 0fB
85 0eC 600,19 dA 0fC 254,46 dB
90 0eC 635,36 CA 0fC 163,35 eB
TS3 0eB 774,14 aA 0fB 0fB

Las letras minusculas representan las diferencias entre los aislamientos y las mayUscul as entre los dias (p<0.05)

TABLA 2. Actividades enziméticas especificas de B-1,3-glucanasas (AE/g de proteinas) en el medio basa
suplementado con gelatina (MB+G) al primer, tercer, quinto y séptimo dia de cultivo./ Specific enzymatic activities -
1,3-glucanases (AE/g of proteins) in the basal medium supplemented with gelatin (MB+G) at the first, third, fifth and

seventh days of culture

Aidamientos MB+G1 MB+G3 MB+G5 MB+G7
1 4884,96 bA 371,44 eB 0cC 0dC
13 5927,26 aA 483,32 bB 0cC 0dC
17 3879,20 cA 447,44 cB 0cC 0dC
25 0dB 412,08 dA 0cB 0dB
75 0dC 407,2 dA 108,52 hB 0dC
78 0dD 501,97 aA 330,78 aB 61,87 hC
79 0dC 408,60 dA 0cC 54,71 cB
85 0dB 382,43 eA 0cB 0dB
90 0dA 0fA 0CcA 0dA
TS3 0dB 0fB 0cB 88,49 aA

Las letras minGsculas representan las diferencias entre |os aislamientos y |as mayUscul as entre los dias (p<0.05)

TABLA 3 Actividades enzimaticas especificas de -1,3-glucanasas (AE/g de proteinas) en el medio basal suplementado
con quitina (MB+Q) al primer, tercer, quinto y séptimo dia de cultivo./ Specific enzymatic activities f-1,3-glucanases
(AE/g of proteins) in the basal medium supplemented with chitin (MB+Q) at the first, third, fifth and seventh days of

culture

Aidamientos MB+Q1 MB+Q3 MB+Q5 MB+Q7
1 0aC 7,26 gB 0gC 21,30 bA
13 0aC 8,44 B 0gC 14,19 eA
17 0aC 8,47 fB 0gC 15,54 dA
25 0aC 6,67 hB 0gC 12,73 fA

75 0aC 15,59 aA 10,72 dB 0gC

78 0aB 0iB 13,41 bA 0gB

79 0aC 10,99 cA 6,18 fB 0gC
85 0aD 9,88 dB 9,24 eC 24,01 aA
90 0aA 11,89 bC 14,32 aB 23,84 aA
TS3 0aA 9,17 eC 12,00 cB 19,60 cA

Las letras minUsculas representan las diferencias entre los aislamientos y las mayusculas entre | os dias (p<0.05)
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El tiempo al cual se alcanza la méxima actividad
resulté ser dependiente del medio empleado y del ais-
lamiento estudiado. Se observ que tanto para el me-
dio basal suplementado con gelatina como para el
medio basal, la actividad enzimatica fue superior en el
primer y tercer dia de cultivo, y posteriormente se en-
contré una tendencia a disminuir en el tiempo. Sin
embargo, en el medio con quitina al séptimo dia de
cultivo, los aislamientos 85 y 90, fundamentalmente,
alcanzaron la mayor actividad enzimatica la cual, si se
compara con los resultados obtenidos en los restan-
tes medios de cultivo utilizados, fue extremadamente
baja. De forma similar, la produccion de estas enzimas
cuando T. harzianum Rifai y P. oligandrum Drechsler
crecieron en medio liquido suplementado con quitina o
micelio seco de hongos, fue elevada al tercer dia de
incubacién, entonces decreci6 gradualmente con los
incrementos de los periodos de incubacion (15). De
ahi que resulten importantes estos estudios de dina-
mica, pues latoma de muestras en tiempos muy pos-
teriores a la inoculacion del medio con el hongo pudie-
ra traer como consecuencia la pérdida de la deteccion
de valores importantes y una seleccion o caracteriza-
cion inadecuada de los aislamientos estudiados.

El medio a emplear también resulta un factor im-
portante en estos estudios. Huang et al. (2009), reali-
zaron experimentos donde evaluaron la influencia de
diferentes fuentes de carbono sobre los patrones de
expresion del gen de la endoglucanasa egVlll en
Trichoderma viride (Pers, ex Fr.) AS3.3711. Con gluco-
sa (2%) o fructosa (2%) como fuente de carbono, no
se detectaron, en ningin momento, transcriptos de
egVIll en micelios cultivados. Por otra parte, cuando
la sacarosa o el tallo de maiz fueron la fuente de car-

bono, el RNAmM de egVlIl alcanz6 los mayores niveles
a los cuatro dias de incubacién, mientras que no se
detectd sefial al primer dia. Con celulosa microcristalina,
como la fuente de carbono, se observaron resultados
similares. Sin embargo, la sefial m&s fuerte se obser-
vO con CMC-Na (Carboxi Metil Celulosa-Na) como fuen-
te de carbono: la expresion fue inducida por CMC-Na
al primer dia, el pico a los cuatro dias y decreci6 des-
pués de los cuatro dias. (16).

Con dos nuevas variables (componentes principa-
les 1y 2) fue posible explicar el 61.27% de las asocia-
ciones que se presentaron entre los aislamientos de-
mostrando que el tiempo al cual se alcanza la méxima
actividad result6 ser dependiente del medio empleado
y del aislamiento estudiado. La primera componente
mostrd, por su correlacion con las variables originales,
gue algunos aislamientos tenian mayores valores de
actividad enziméatica glucanasa en los medios basal al
primer y quinto dia y basal suplementado con gelatina
al primer dia en contraposicion de los que presentaran
mejor comportamiento en los medios suplementado
con gelatina al séptimo dia y suplementado con quitina
al quinto dia. De manera que los medios suplementa-
dos ofrecieron mayor actividad enzimética a medida
gue pasaron los dias. La segunda componente mostro
gue algunos aislamientos tuvieron mejor comportamien-
to en el medio basal a los siete dias, basal mas gela-
tina al tercer y quinto dias contrario a los que obtuvie-
ron altos valores a los siete dias en el medio basal
suplementado con quitina (Tabla 4).

Estas asociaciones representadas graficamente
mostraron que de forma general, los aislamientos 1,
13y 17 seguidos del aislamiento 25 presentaron los

TABLA 4. Correlaciones de los componentes con las variables originales/ Correlations between the components and

the original variables

M edio/Dia de cultivo Componente 1 Componente 2 Componente 3
MB1 0,934861 -0,122820 0,030107
MB3 -0,174989 0,392851 -0,353241
MB5 0,881425 -0,208833 0,184303
MB7 0,127536 -0,724561 0,478204

MB+G1 0,728851 0,268586 -0,428062
MB+G3 0,555595 -0,630802 -0,344133
MB+G5 -0,349915 -0,826173 -0,271703
MB+G7 -0,752495 -0,098151 -0,353956
MB+Q3 0,151558 0,252905 0,881711
MB+Q5 -0,858659 -0,192484 0,356392
MB+Q7 0,055929 0,861769 0,013616
Var Explicada 36.27 24.94 16.30
Var Acumulada 36.27 61.21 77.52
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mayores niveles de expresion de B-1,3-glucanasas,
siendo el medio basal suplementado con gelatina jun-
to al medio basal, los més eficaces para realizar la
induccioén de estas enzimas; ambos durante el primer
dia de cultivo. El aislamiento 75 también presento ele-
vados niveles de produccion de glucanasas en estos
medios pero con la necesidad de esperar hasta el ter-
cer dia de cultivo en el medio basal suplementado con
gelatina y hasta el séptimo en el medio basal sin su-
plemento (Fig. 1). Estos resultados tienen estrecha
relacion con los obtenidos por Martinez et al. (6), los
cuales obtuvieron que los aislamientos 17 y 75 eran
efectivos para el control de R. solani (Kiihn) en campo.

Es importante tener en cuenta que este ensayo solo
permite determinar la actividad de las -1,3-glucanasas,
por lo que la produccién de -1,6-glucanasas también
pudo influir en la capacidad antagdnica de estos aisla-
mientos. Esto podria explicar por qué TS3 mostrd ba-
jos niveles de expresion de esta enzima a pesar de ser
altamente efectivo en el tratamiento de plantas orna-
mentales con sintomas de pudricion de laraiz y de la
base del tallo, asi como de la pudricion de color pardo
negruzca, enfermedades asociadas a la presencia de
R. solani Kiihn, Fusarium spp. y S. rolfsii Sacc, con
disminucion de la severidad de 100% (17). En laeva-
luacion realizada previamente por Gonzélez et al. (7)
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durante la dindmica de induccién de quitinasas, TS3
presentd niveles de actividad bajos de esta enzima, lo
que sugiere que la secrecion de estas enzimas
hidroliticas no es el mecanismo determinante de la
actividad antago6nica de TS3 contra los hongos
fitopatdgenos.

Sin embargo, Liu et al. (18) encontraron que la ex-
presion de genes que codifican para una endoquitinasa,
una exoquitinasa y una exo- B-1,3-glucanasa de
Trichoderma atroviride Bissett en arroz condujo a un
incremento de la resistencia a R. solani Kihn y
Magnaporthe grisea (T.T. Hebert) M.E. Barr (18, 19).
Estudios con otro agente de control biolégico
(Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin), basados en
la sobreexpresion de la quitinasa Bbchitl resultaron
en un incremento de la virulencia de este biocontrolador.
Los transformantes de B. bassiana (Balsamo) Vuillemin
gue segregaban una fusion de la proteasay la quitinasa
(CDEP1:Bbchitl), penetraron la cuticula del insecto
diana mucho mas rapido, con una reduccion de la do-
sis letal media en un 60,5% (20). Los resultados de
estos investigadores apuntaron hacia un efecto de
sinergismo entre las enzimas hidroliticas que intervie-
nen en el proceso de la patogénesis, aun cuando una
de ellas pudo ser el determinante principal de este atri-
buto fisiolégico. De ahi que también se deben tener en
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FIGURA 1. Comportamiento delos aislamientos de Trichoder ma en los diferentes tratamientos. MB: mediobasal (1; 3; 5y
7: diasde cultivo); MB+Q: medio basal suplementado con quitina; MB+G: mediobasal suplementadocon gelatina./ Behavior
of Trichoderma isolates in the different treatments. MB: basal medium (1st; 3rd; 5th and 7th: days of culture); MB+Q:
basal medium supplemented with chitin; MB+G: basal medium supplemented with gelatin.
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cuenta en la evaluacion de un aislado las diferentes
enzimas hidroliticas que puedan contribuir segn su
modo de accién a su eficacia como biocontrolador.

El aislamiento 75 present6 altos niveles de produc-
cion de quitinasas en medio basal y en medio basal
suplementado con quitina (7) y presenta ademas altos
niveles de glucanasa en idénticas condiciones experi-
mentales, caracteristicas muy positivas a tener en
cuenta segun la diana contra la cual pudiera enfrentar-
se. Esto mostro, por otra parte, que el medio basal
garantizo la expresion abundante de ambas enzimas,
las cuales son muy importantes para llevar a cabo el
micoparasitismo debido a que su accién de conjunto
con las proteasas son responsables de la lisis de las
hifas de fitopatégenos como R. solani Kiihn a través
de la digestion de la mayoria de los componentes de
la pared celular (21). Los resultados apuntan ademas
hacia la eficacia de los aislamientos 1, 13, 17, 25y
especialmente el 75 (por expresar niveles de actividad
quitinasa y glucanasa elevados) como aislamientos
promisorios para el control de hongos fitopatégenos.
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