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Resumen

Algunas especies de Trichoderma pueden producir grandes cantidades de enzimas hidroliticas, tales como
celulasas, las cuales poseen multiples aplicaciones industriales y biotecnoldgicas. El objetivo del presente trabajo
fue seleccionar las condiciones de cultivo en medio liquido que favorezcan la secrecion de endoglucanasas por
cepas del género Trichoderma nativas de la provincia de Misiones. Se llevaron a cabo experimentos utilizando
carboximetilcelulosa 0,5% (p/v) como fuente de carbono y medio Mandels como complejo nitrogenado completo
y se ensayaron diferentes condiciones de cultivo utilizando como variables el tiempo de incubacion, la forma
de indculo y el sistema de control del pH del medio de cultivo. El presente trabajo permitio establecer que la
inoculacion en forma de suspension de esporas y el tamponado del medio con buffer succinato de sodio pH 4,8
representan las condiciones de cultivo en medio liquido méas adecuadas para la secrecion de endoglucanasas por

cepas nativas de T. harzianumy T. koningiopsis.
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Abstract

Some Trichoderma strains produce large amounts of hydrolytic enzymes, such as lendoglucanases,which have
many industrial and biotechnological applications. The aim of the present work was to select the culture conditions
favouring the secretion of cellulolytic enzymes of Trichoderma native strains from the Province of Misiones.
Several experiments were done with carboxymethylcellulose 0.5% (w/v) as carbon source and Mandel’s medium
containing a complex nitrogen source. Inoculation method, buffer composition and incubation time were selected
as independent variables. This work allowed us to establish that the inoculation as spore suspension, and the
buffered medium with sodium succinate buffer pH 4.8 represent the most suitable growing conditions in a liquid
medium for endoglucanases secretion by native strains of T. harzianum and T. koningiopsis..
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Introduccion

Las especies pertenecientes al género Trichoderma se
caracterizan por ser hongos saprofitos, que sobreviven
en suelos con diferentes cantidades de materia orgénica,
siendo capaces de descomponerla y en determinadas
condiciones pueden ser anaerobios facultativos, lo que
les permite mostrar una mayor plasticidad ecologica. Se
encuentran presentes en todas las latitudes, desde las zonas
polares hasta la ecuatorial. Esta distribucion tan amplia y
su plasticidad ecologica estan estrechamente relacionadas
con la alta capacidad enzimatica que poseen para degradar
sustratos, a su metabolismo versatil y a su resistencia a
inhibidores microbianos [1]. La capacidad de algunas

especies, como 7. viride y T. reesei para producir grandes
cantidades de enzimas hidroliticas, tales como celulasas,
se aplica comercialmente en areas tan diversas como en
la produccion de detergentes, en la industria textil, en la
industria de pulpa y papel y en la produccién de biocom-
bustibles [2; 3; 4].

Todos los organismos capaces de degradar celulosa
cristalina secretan un conjunto de enzimas extracelulares con
diferentes especificidades y modo de accion, que intervienen
en la hidrolisis de la celulosa. Dicho conjunto se denomina
sistema o complejo celulasas [5] y la degradacion total de la
celulosa requiere la accion sinérgica de los tres componentes
enzimaticos de las celulasas [6]. Las celulasas incluyen a las
endoglucanasas (EGs) o endo-1,4-p-glucanasas, celobiohi-
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drolasas (CBHs) o exoglucanasas y -glucosidasas (BGLs).
Estas enzimas catalizan la bioconversion de celulosa insoluble
a soluble en agua con la subsecuente liberacion de glucosa
[7]. Las EGs inician el ataque, rompiendo los enlaces -1,4-
glucosidicos en forma aleatoria principalmente en las regiones
amorfas del interior de las moléculas de celulosa, produciendo
nuevos extremos terminales no reductores. Las CBHs atacan
gradualmente las moléculas de celulosa en los extremos
terminales no reductores liberando subunidades de celobiosa.
Finalmente, las BGLs hidrolizan la celobiosa a glucosa [6].

La biotecnologia pretende hacer uso de la biodiversidad
del planeta para desarrollar nuevos productos y procesos
claves [8], sin embargo para evaluar y seleccionar nuevas
cepas microbianas nativas capaces de producir celulasas
primeramente es esencial optimizar los pardmetros nutricio-
nales y de operacion (medios de cultivo, tipos de sustratos,
condiciones operativas, pH, temperatura, cofactores, entre
otros) que garanticen los maximos rendimientos de enzimas.

Particularmente para determinar cuantitativamente la
actividad celulolitica [9], es necesario hacer crecer los
microorganismos en un medio de cultivo que contenga una
fuente de carbono y de nitrégeno que permitan la secrecion
extracelular de celulasas. Varios autores consideran a la
carboximetilcelulosa (CMC) como una fuente de carbono
optima para la secrecion de celulasas [8; 10; 11], y al
medio de cultivo Mandels como un complejo nitrogenado
completo que induce dicha secrecion [12; 13; 14]. Como
resultado de estas observaciones algunos métodos han sido
propuestos para la deteccidon de la actividad celulolitica
en diferentes microorganismos, ya sea cualitativa como
cuantitativamente [9; 10; 15; 16; 17; 18]. Actualmente los
métodos mas empleados y citados son el método cuali-
tativo utilizando un medio selectivo conteniendo CMC,
como unica fuente de carbono, y revelando la presencia de
celulasas mediante el agregado de una solucion del colo-
rante azoico rojo Congo [10; 11; 19; 20; 21]; y el método
cuantitativo que determina la liberacion enzimatica de
azucares reductores durante la hidrélisis del CMC, como
sustrato, mediante la técnica del acido dinitrosalicilico
(DNS) [9; 22; 23; 24; 25]. Sin embargo, se puede observar
en la literatura que existen grandes variaciones entre los
diferentes autores en cuanto a la forma de indculo utilizada,
al tiempo de incubacidn, y a las caracteristicas del medio,
ya sea pH, sistemas buffers, entre otros [12; 11; 14].

Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue seleccio-
nar las condiciones de cultivo que favorezcan la secrecion
de enzimas endoglucanasas en cepas del género Trichoder-
ma nativas de la provincia de Misiones.

Materiales y Métodos

Microorganismos y condiciones de mantenimiento

Se trabajo con dos cepas pertenecientes al género
Trichoderma aisladas a partir de suelos en ecosistemas
naturales de la provincia de Misiones (Tabla 1).
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codigo | Lugar de aislamiento Localizacion GPS Especie
PROF-2 Profundidad, S 27°33'32.26" Trichoderma
Candelaria, Mnes. 0 55° 42" 29.32" harzianum
NAN- Nacanguazu, Gob. S 27°06' 57" Trichoderma
11 Roca, Mnes. 0 55°22" 37" koningiopsis

Tabla 1: Identificacion del lugar de procedencia de las cepas evalua-
das.

Los cultivos de stock fueron mantenidos a 4 °C en tubos
de 1,5 mL con agar papa dextrosa (PDA) como medio de
cultivo.

Composicion del medio de cultivo

Los cultivos se prepararon utilizando como fuente de
carbono CMC 0,5% (p/v), y como complejo nitrogenado
completo el medio Mandels [12].

Se realizaron dos experimentos independientes (expe-
rimento N° 1 y experimento N° 2) para estandarizar las
condiciones de cultivo utilizando como variables el tiempo
de incubacion, la forma de in6culo y el sistema de control
del pH del medio:

ExpPERIMENTO N° 1: Se prepararon medios de cultivo
compuestos por 50 mL de medio Mandels [8] (p/v) +
CMC 0,5% (p/v), en frascos Erlenmeyer de 250 mL. El
pH del medio fue ajustado a 5 mediante la adicion de acido
acético, previo a su esterilizacion, y fue registrado a lo
largo del periodo de incubacion mediante el control de
acidez-alcalinidad en liquidos (DF Universal, test paper,
colorimetro, pH 1-14). Como forma de indculo fueron uti-
lizados 5 tacos de micelio joven (10mm) a partir de medio
de cultivo s6lido PDA con la cepa reactivada 5 dias antes.
Los cultivos fueron incubados a 29 °C con luz continua
durante 10 dias en condiciones estaticas, y cada 3 dias se
extrajo una alicuota de 1 mL de sobrenadante de cultivo
para determinar la cinética de su actividad enzimatica.
Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

ExpERIMENTO N° 2: Se prepararon medios de cultivo
compuestos por 50 mL de medio Mandels [8] (p/v) + CMC
0,5% (p/v) + 5 mL de buffer succinato de sodio pH 4,8 100
mM, en frascos erlenmeyer de 250 mL. Para corroborar el
mantenimiento de las condiciones acidas, el pH fue regis-
trado a lo largo del periodo de incubacién mediante el con-
trol de acidez-alcalinidad en liquidos (DF Universal, test
paper, colorimetro, pH 1-14).La forma de in6culo utilizada
fue una suspension de esporas (107 esporas/mL), la cual se
dej6 incubar a 29 °C con luz continua durante 15 dias en
condiciones estaticas, extrayéndose una alicuota de 1mL
de sobrenadante de cultivo cada 2 dias para determinar
la cinética de su actividad enzimatica. Todos los ensayos
fueron realizados por duplicado.

La suspension de esporas fue preparada a partir de
cepas cultivadas en medio PDA durante 5 a 7 dias a 29 °C
con luz continua. Una vez lograda la esporulacion, se
prepar6 una suspension de esporas en una solucion de
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agua destilada estéril con agregado de Tween 80 0,1% (v/v)
estéril. El recuento de esporas se realizé con camara de
Neubauer utilizando como base la técnica propuesta por
Alves y Farias [26]. El inoculo consistio en 1 mL de esta
suspension de esporas a una concentracion de 107 esporas/
mL.

Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacion de la actividad enzimatica de EGs
se realiz6 en espectrofotometro Shimadzu UV-3600 a una
absorbancia de 540 nm, mediante el empleo de celulosa
cristalina al 2% como sustrato del ensayo. La cantidad
de azucares reducidos generados durante el ensayo se
estim6 mediante el método del acido DNS, reportado por
Miller [9] utilizando glucosa como estandard. La mezcla
de reaccion fue incubada a 50 °C por 30 min. Una unidad
internacional (U/L) de actividad enzimatica de EGs fue
definida como la cantidad de enzima que libera un pmol
de azucares reductores por min por L.

Andlisis estadistico

El analisis de ANOVA seguido por el test de Bonferroni
se realizo utilizando Graph Pad Prism version 6.0 para
Windows (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).

Resultados y Discusion

En las condiciones planteadas en el experimento N° 1
(siembra con tacos de 10mm de diametro) se observo
una variable actividad enzimatica EGs en el transcurso
del tiempo de cultivo para las dos cepas ensayadas en
los dos experimentos independientes correspondientes
al experimento N° 1 (duplicados), sin mostrar diferencias
significativas entre las mismas (p>0,05). Los resultados
obtenidos en el experimento N° 1 se muestran en la Figura 1.
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Figura 1: Cinética de la secrecion de EGs por las cepas NAN-11 () y
PROF-2 (e) cultivadas en las condiciones del experimento N° 1 (medio
Mandels con CMC 0,5% (p/v), pH ajustado mediante la adicién de acido
acético e incubacion a 29 °C con luz continua) en dos experimentos
independientes. Se grafican los valores de actividad enziméatica EGs en
U/L en funcién de los dias de cultivo.

En este experimento, no fue posible determinar un
patrén de secrecion en las dos cepas analizadas, ni entre
los duplicados del experimento, lo cual podria haber sido
posible debido a la forma de indculo utilizada, que no
permite cuantificar exactamente la cantidad del mismo
que fue adicionada a cada ensayo. Asi mismo, a medida
que pasaba el tiempo de cultivo, se observo que el pH iba
incrementandose; esta alcalinizacion del medio podria ser
la causa de un cambio en las condiciones aptas para el
crecimiento fungico, hecho que influiria en la secrecion de
enzimas [27] (Tabla 2).

Tabla 2: Variacion del pH con los dias de cultivo en las condiciones del
experimento N°1.

pH del medio de cultivo
Dia de cultivo NAN 11 PROF 2
3 7 6,5
6 6 7
9 8,5 8,5

Por tanto, de los resultados obtenidos del experimento
N° 1 se pudo inferir que era necesario ensayar por un
lado, otra forma de indculo, mas exacta y comparable,
que permita obtener repetitividad del ensayo y esclarecer
con certeza el dia de maxima actividad enzimatica, como
podria ser la suspension de esporas [28]. Por otro lado,
era necesario ensayar alguna forma de cultivo que permita
mantener el pH del medio en niveles constantes, como
podria ser la adicion de algin sistema buffer mas eficiente
para que actue tamponando el pH de cultivo en condicio-
nes acidas [27; 29]. Asi mismo, seria importante ademas
realizar las extracciones de las alicuotas de sobrenadante
de cultivo a intervalos mas pequefios para poder observar
realmente la dindmica enzimatica y llegar a estandarizar el
dia de maxima secrecion para EGs en las cepas estudiadas.

En el experimento N° 2, disefiado en funcidn a los re-
sultados obtenidos en el experimento N° 1, como forma de
inoculo se utilizé una suspension de esporas y un sistema
de tamponado basado en el buffer succinato de sodio pH
4,8 100 mM para mantener el cultivo en condiciones aci-
das. Este disefio permiti6 observar valores de actividad en-
zimatica EGs similares entre los duplicados de cada cepa y
adecuados entre las diferentes cepas ensayadas. Asi mismo,
fue posible inferir con este experimento que el primer pico
de mayor actividad para EGs se produce al 4to dia de culti-
vo, mostrando diferencias significativas con el resto de los
dias (p<0,001) (Figura 2). El comportamiento zigzagueante
observado para EGs puede ser explicado debido a que esta
enzima forma parte del complejo “celulasas™ donde actia
de manera sinérgica con las demas enzimas del mismo,
para poder hidrolizar completamente los componentes
celuloliticos en azlcares simples fermentables [30; 31; 32].
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Figura 2: Cinética de la secrecion de EGs por las cepas NAN-11 () y
PROF-2 (e) cultivadas en las condiciones del experimento N°2 (medio
Mandels con CMC 0,5% (p/v), pH ajustado mediante buffer succinato
de sodio pH 4,8 100 mM e incubacion a 29 °C con luz continua) en
dos experimentos independientes. Se grafican los valores de actividad
enzimatica EGs en U/L en funcion de los dias de cultivo.

La adicion de buffer succinato de sodio pH 4,8 100 mM
al medio de cultivo permitio mantener el pH del medio
en condiciones acidas durante el periodo de incubacion
correspondiente (Tabla 3).

Tabla 3: Registro de pH en las condiciones del experimento N° 2.

2 5 5
4 5 5
6 55 5
8 5,5 55
10 6 6
12 6 6
14 6 6

Por tanto, de los resultados obtenidos del experimento
N° 2 se pudo concluir que la utilizacion de una suspension
de esporas como forma de indculo y el agregado de buffer
succinato de sodio pH 4,8 100 mM al medio de cultivo,
fueron variantes ventajosas para estandarizar la secrecion
enzimatica de las cepas de Trichoderma analizadas.

La determinacion del pico de maxima actividad
combinado al menor tiempo de incubacidon permite que
el ensayo de seleccion (screening) pueda ser realizado de
una manera rapida, lograndose obtener resultados fiables
en corto tiempo [10; 11; 19; 20; 24]. Por esta razén, y en
funcion de los resultados obtenidos en los experimentos
anteriores, se analiz6 la secrecion de EGs de las cepas en
estudio a través del tiempo, siguiendo las condiciones del
experimento N°2.

Los resultados obtenidos (Figura 3) indican que el dia
de mayor actividad enzimatica para EGs corresponde al
4to dia de cultivo; por tal motivo posteriormente se decidid
ensayar y determinar las mismas condiciones hasta el 5to
dia de cultivo.
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Figura 3: Cinética enzimética EGs por las cepas NAN-11 (m) y PROF-2
(e) cultivadas en las condiciones del experimento 2 (medio Mandels
con CMC 0,5% (p/v) y pH ajustado mediante buffer succinato de sodio
pH 4,8 100 mM e incubacién a 29°C con luz continua). Se muestra el
promedio de dos experimentos independientes. Se grafican los valores
de actividad enziméatica media de EGs en U/L en funcién de los dias

de cultivo. Las barras verticales continuas corresponden al desvio
estandar entre los valores.

El presente trabajo permitié establecer que la inoculacion
en forma de suspension de esporas y el tamponado del medio
con buffer succinato de sodio pH 4,8 representan las condi-
ciones de cultivo en medio liquido més adecuadas para la
secrecion de EGs por cepas de 7. harzianum 'y T. koningiopsis.
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