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RESUMEN

En este trabajo se seleccionaron hongos fitopatdgenos que presentaran actividad
quitina desacetilasa (CDA) en cultivo en medio liquido. Una vez elegida la cepa,
Colletotrichum gloeosporioides, se procedié a determinar las actividades CDA en
cultivo en medio solido evaluando el efecto de la relacion C/N del medio sobre la
produccién de CDAs del hongo, obteniéndose los mejores resultados con C/N 13.8.

Posteriormente, se estudié el efecto de la adiciobn de quitosano (36% acetilado),
glucosamina, N-acetil glucosamina, acido giberélico, acido indol acético y é&cido
abscisico al medio de cultivo, asi como la presencia de hoja de limén en el sistema
de cultivo y se obtuvo que todas presentaron un efecto inductor de actividad CDA en
al menos un tiempo de la cinética, las cinéticas de actividad CDA en conjunto con lo
reportado en la literatura proporcionaron la posibilidad de reducir el tiempo de cultivo
a 72h, a este tiempo los mejores inductores fueron las fitohormonas acido giberélico
y acido abscisico a concentraciones de 2.3y 23 mg/L. En zimogramas se observaron
dos bandas de proteinas con actividad CDA en el extracto crudo enzimatico obtenido

de cultivos inducidos con acido giberélico y acido abscisico.

Se obtuvieron micrografias de microscopia electrénica de barrido de las heridas de la
hoja de limén invadidas por el hongo, asi como de secciones de crecimiento del
hongo sobre agrolita y hoja de limén, en donde se observé que el hongo fue capaz
de invadir la hoja sin heridas en condiciones de alta humedad (79.9 + 3.37%) y se

observaron estructuras especializadas de infeccion a 72h de cultivo.



ABSTRACT

In the present study phytopathogenic fungi cultured in liquid medium were selected
based on their chitin deacetylase (CDA) activities. Colletotrichum gloeosporioides
was selected and employed for further work in solid state culture. The effect of C/N
ratio of the media on the production of CDAs of the fungus was evaluated. The

highest activities were determined with C/N ratio of 13.8.

Subsequently, the effect of the addition of chitosan (36% Degree of acetylation),
glucosamine, N-acetyl glucosamine, gibberelic acid, indol acetic acid and abscisic
acid to the culture media, as well as the presence of lemon leaf in the culture system.
It was found that all compounds including lemon leaf presented CDA activity-inducing
effect. The kinetics of CDA activity along with those reported in the literature provided
the possibility to reduce the time of culture to 72h. The best inducers were the
phytohormones gibberelic acid and abscisic acid at concentrations of 2.3 and 23 mg/L
at this time. Two bands with CDA activity in the crude extract enzymatic obtained
from induced cultures with gibberelic acid and abscisic acid were observed in

zymograms.

Scanning electron micrographs of the wounds of lemon leaf invaded by the fungus, as
well as sections of fungal growth on agrolite and lemon leaf were carried out. Fungi
were able to grow into the leaf without injured in high humidity conditions (79.9 *

3.37%) and specialized infection structures were observed at 72h of culture.
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1. INTRODUCCION

1.1.Quitina

La quitina es un polisacarido cristalino compuesto de unidades de -1,4 N-acetil-D-
glucosamina, es un componente caracteristico del exoesqueleto de invertebrados y
de la pared celular de los grupos taxonémicos Zygo-, Asco-, Basidio- y
Deuteromicetos (Vetter, 2007), después de la celulosa, la quitina es uno de los
biopolimeros renovables mas abundantes y de facil obtencién.

La quitina se produce industrialmente a partir del exoesqueleto de camardn y
cangrejo, mediante un proceso quimico que emplea acidos y bases fuertes, sin
embargo también puede ser obtenida a partir del mismo material mediante procesos
biologicos o semibiologicos. La quitina comercial tiene un grado de acetilacion del
90% y un peso molecular de 300 a 1000 kDa, tiene alto grado de cristalinidad y
capacidad antimicrobiana baja debido a su bajo grado de acetilacion (Shahidi y
Abuzaytoun, 2005; Rinaudo, 2006).

La segunda fuente de obtencion de la quitina es la pared celular de algunos hongos,
se obtiene mediante extraccion quimica, sin embargo las diferencias en la
composicion de la pared celular de hongos y las variaciones en los proceso de
extraccion, hacen imposible la comparacion de especies como fuente potencial de

quitina/quitosano (Tan y col, 1996).

La quitina y el quitosano tienen propiedades de importancia, por lo que estos
materiales deben ser caracterizados para identificar su area de aplicacion, tales
como, grado de pureza, grado de acetilaciébn, peso molecular, cristalinidad vy

capacidad antimicrobiana (Prashant y col, 2007).

Debido a la presencia y abundancia de los grupos hidroxilo y amino en la molécula
de quitina, esta tiende a la formacién de puentes de hidrégeno intra e inter

moleculares que favorecen la formacion de agregados lineales de alta cristalinidad



(Prashanth y col., 2007). Obtener un alto grado de desacetilacion enzimatica resulta
complicado debido a la insolubilidad y cristalinidad de la quitina, una estructura
amorfa y abierta es deseable para el acceso de la enzima a una area mayor, esto
puede lograrse modificando la quitina a formas mas solubles (Ramirez-Coutifio y col.,
2006). La cristalinidad no representa un problema para la desacetilacién quimica con
hidréxido de sodio, puesto que la molécula es muy pequefia y penetra en la
estructura solida de la quitina (Beaney y col., 2007).

La desacetilacién de la quitina da como resultado el quitosano, ésta puede ser
guimica mediante un proceso termo alcalino, bioquimica mediante el uso de enzimas

0 una combinacion de ambos métodos (Shahidi y Abuzaytoun, 2005).

1.2.Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal de B-1,4-glucosamina, se encuentra en la
naturaleza como un componente importante de la pared celular en distintos
momentos durante el ciclo de vida de algunas especies de hongos, se obtiene por N-
desacetilacion de quitina. Es un material mucho mas tratable debido a que es soluble

en medios acuosos acidos a diferencia de la quitina (Rinaudo, 2006).

El quitosano tiene wuna estructura quimica definida, puede ser quimica y
enzimaticamente modificado, es fisica y biologicamente funcional, es biodegradable y
biocompatible y puede ser transformado en varios productos, incluidos copos, polvos
finos, perlas, membranas, esponjas, algodén, fibras y geles, estas caracteristicas
hacen del quitosano un polimero ventajoso para numerosas aplicaciones (Chatterjee
y col., 2005). Al igual que la quitina a este biopolimero se le determinan
caracteristicas como grado de acetilacion o desacetilacion, peso molecular,

cristalinidad y actividad antimicrobiana.

Se han descrito dos metodologias para obtencion del quitosano: hidrdlisis alcalina e
hidrolisis enzimatica. La hidrolisis enzimatica no ha sido muy estudiada sin embargo,

se ha probado que las caracteristicas de grado de desacetilacion tamafio de la



cadena, conformacion estructural y conformacion de grupos acetilos es diferente

segun el método de obtencién (Shahidi y Abuzaytoun, 2005).

Davis y Bartnicki-Garcia en 1984 proponen que en el hongo M. rouxii, el quitosano es
sintetizado por dos reacciones consecutivas, la transferencia del grupo glicosil por la
quitina sintetasa para formar cadenas de quitina y la desacetilacion de las cadenas

nacientes de quitina por la quitina desacetilasa.

La produccién de quitina y quitosano a partir de hongos ha adquirido mayor atencion
en los ultimos afios debido a las ventajas potenciales con respecto a los desechos de
crustaceos, que es la fuente mas utilizada (Wu y col., 2004). Los residuos de
crustaceos estan limitados a temporadas y a la localizacion de industrias pesqueras,
mientras que el micelio de los hongos se puede obtener por fermentacion en
cualquier localizacion. El micelio de los hongos tiene bajos niveles de materiales
inorganicos comparados con los crustaceos y por lo tanto no requiere de
tratamientos de desmineralizacion durante el proceso (White y col.,, 1979). La
obtencion de quitosano de hongos es ventajosa debido a que se obtiene quitosano
libre de proteinas alergénicas, el grado de acetilacion y peso molecular pueden ser
controlados variando las condiciones de fermentacion (Nwe y Stevens, 2002). Se han
realizado estudios para la obtencion de quitosano de hongos, en los cuales las
variables han sido el hongo, medio de cultivo y condiciones de cultivo (Tan y col.
1996; Pochanavanich y Suntornsuk, 2002; Hu y col. 2004; Chatterjee y col. 2005; Di
Mario y col. 2008; Tajdini y col. 2010). Pochanavanich y Suntornsuk en 2002,
trabajaron con especies representativas de hongos filamentosos y levaduras,
investigaron la capacidad de produccién de quitosano por parte de estos hongos en
medio complejo. Obtuvieron entre 10 y 140 mg de quitosano por gramo de biomasa
seca, con un grado de desacetilacion del 84 al 90% y con peso molecular de 27 a
190 kDa. Rhizopus oryzae fue el mayor productor de quitosano, concluyendo que se
puede obtener un polimero con caracteristicas comerciales a partir de micelio de

hongos.



Hu y colaboradores en 2004 hicieron una seleccién de hongos productores de
guitosano a partir de 33 cepas de las cuatro clases de hongos, encontraron que
todas las cepas eran capaces de producir quitosano pero en diferentes cantidades
desde 8 a 646 mg/L, los mejores productores de quitosano fueron: Absidia glauca,

Aspergillus nidulans, Mucor hiemalis, Mucor rouxii y Penicillium digitatum.

En 2005 Chatterjee y colaboradores, obtuvieron quitosano a partir de biomasa de M.
rouxii cultivado en tres medios de cultivo: melaza sal, levadura peptona glucosa y
caldo papa dextrosa, los medios se ajustaron a pH 5 y se incubaron a 30°C a
diferentes tiempos. Los quitosanos obtenidos tenian grado de desacetilacion superior
a 80%, especificamente el obtenido de caldo papa dextrosa fue de 89.7%, sin
embargo concluyen que el mejor medio es el que contiene melaza, esto debido a que
en conjunto las caracteristicas obtenidas son mejores que las de los otros quitosano

aparte de que el medio es econémico.

Wang y colaboradores en 2008 obtuvieron quitosano de A. coerulea, M. rouxii y R.
oryzae los tres con un grado de desacetilacion mayor a 80% y una pureza de 85%,

los pesos moleculares fueron de 6.6, 560, 190 kDa respectivamente.

Chatterjee y colaboradores en 2008 cultivaron a Rhizopus oryzae en medio con
suero de leche, pH 5.4, 30°C por 72 horas y probaron el efecto de la adicion de
hormonas vegetales, obteniendo 1.1 g de quitosano por litro de medio adicionado

con hormona, esto es 50% mas que lo obtenido en el medio control.

En 2010 Tayel y colaboradores obtuvieron quitosanos de M. rouxii con grados de
desacetilacion de 83-95%, pesos moleculares entre 21 y 190 KDa; la actividad
bactericida fue probada y se concluyé que pueden ser utilizados a pH 4 y 37°C para

un efectivo control de bacterias patdgenas.



1.3.Quitina desacetilasa (CDA)

La quitina desacetilasa es la enzima que cataliza la conversion de quitina a quitosano
por desacetilacién de [(-1,4 N-acetilglucosamina, recientemente ha aumentado el
interés en ella debido a que es posible su aplicacion para obtencion de oligomeros de
quitosano de diferentes tamafios, que han tenido una considerable atencion en la
industria farmacéutica y el campo biomédico, debido a sus caracteristicas favorables,
tales como la biocompatibilidad, biodegradabilidad, accion antimicrobiana y la no
toxicidad en animales (Nicolella y col., 2000).

En la Figura 1 se muestra que en presencia de agua la enzima quitina desacetilasa

rompe el enlace N-acetamido de la quitina dando como productos quitosano y acido

aceético.
OH ) ~ g JOH
r I-IIHnC( ) Quitina desacetilasa | H.C N
L= -0 A G -0
HO — HURN (EC 3.5.1.41) RO~ \H T\
HOSC__?_F_ o—OH| +HO HO-N b —OH | +CH.COOH
LN ' I NH, I
\_ H \C: H Jn H H ’n
H,C
Quitina Quitosano

Figural. Reaccién catalizada por quitina desacetilasa (Tsigos y col., 2000).

Araki e Ito en 1975 purificaron una CDA del medio de cultivo de M. rouxii mostrando
un pH optimo de 5.5 y removidé aproximadamente el 30% de los grupos acetilo de

glicol quitina mostrando una K, de 0.87 g/L para este sustrato.

A diferencia de la actividad CDA de Mucor rouxii, la actividad CDA de C.
lindemuthianum es de 6 a 25 veces mayor en el liquido de cultivo que en el micelio.
Sin embargo, al igual que la enzima de las especies de Mucor, la actividad es mayor
con sustratos solubles (oligdmeros de quitina, glicol quitina) que con quitina coloidal

regenerados y reprecipitados (Siegrist y Kauss, 1990).

En 2006 Blair y colaboradores estudiaron la estructura y mecanismo de accion de la

enzima quitina desacetilasa del hongo fitopatégeno Colletotrichum lindemuthianum,



mencionan que esta enzima posee un sitio de fijacion del sustrato altamente
conservado, con alteraciones muy sutiles que influyen en la especificidad y afinidad
con el sustrato. En la Figura 2 se muestra la estructura 3D de la enzima CDA de C.
lindemuthianum, en donde se observa que tiene interacciones con iones acetato,

cloro, fosfato y zinc.

Figura 2. Estructura de la quitina desacetilasa del hongo fitopatégeno C. lindemuthianum (Base
de datos Carbohydrate Active Enzymes)

Los autores probaron como sustrato el dimero, trimero y tetrdmero de la quitina
obteniendo para este ultimo un K,=0.125, posteriormente utilizaron el tetramero
halogenado con Bromo, Cloro y Fluor, mostrando en los tres casos un K, muy

similar, lo que sugiere que no hay impedimento estérico.

Se sabe que los iones metdlicos actian como activadores o inhibidores de la
actividad enzimatica. Los iones metélicos, tales como Co?*, Mn*, Na* o EDTA
pueden actuar como activadores o inhibidores de CDA en funcién de su
concentracién. El Zn* (ImM) promovié ligeramente la actividad de CDA en C.
lindemuthianum, sin embargo un aumento en la concentracion (10mM) inhibié la

actividad de la enzima (Ghormade y col., 2010).
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El modo de accion ha sido reportado especificamente para la quitina desacetilasa de
M. rouxii sobre quitooligosacéridos con grado de polimerizacion uno a siete; uno de
los puntos que concluyen es el hecho de que la enzima actiia muy dificilmente sobre
sustratos de quitina insolubles, y esta aumenta considerablemente sobre
quitooligbmeros ya que estos son solubles en soluciones acuosas y por tanto mas
accesibles. Por otra parte mencionan que la enzima no desacetila eficientemente
oligbmeros con grados de polimerizacion menores a cuatro, los tetra y
pentaoligbmeros son totalmente desacetilados mientras que en el caso de los hexa y
heptaoligdbmeros el extremo reductor permanece intacto. La enzima en un inicio
remueve el grupo acetil del extremo no reductor y posteriormente sigue la hidrolisis
secuencial de los grupos acetamido, posteriormente se disocia y forma un complejo
con un nuevo quitinoligdmero (Tsigos y col., 1999). Este modo de accion resulta muy
similar al de la CDA de C. lindemuthianum publicado por Tsigos y Bouriotis en 1995.

Para un mejor entendimiento del mecanismo de accion se ha propuesto que la
enzima tiene 4 subsitios (-2, -1, 0, 1) y uUnicamente el subsitio -2 reconoce
fuertemente al grupo N-Acetilglucosamina, como ya se menciond la enzima
dificilmente actla sobre oligdmeros con grado de polimerizacion menor a cuatro,
debido a que no hay reconocimiento (Tokuyasu y col., 2000), los subsitios cataliticos

se observan en la Figura 3.

Centro Activo

Subsitios

Figura 3. Accion catalitica de la enzima quitina desacetilasa (Martinou y col., 2001).



La quitina desacetilasa es una enzima que ha sido purificada y caracterizada de
algunos hongos como: Mucor rouxii, Absidia coeruela, Aspergillus nidulans y
Colletotrichum lindemuthianum; en estos microorganismos se ha encontrado que
puede tener un peso molecular de entre 24 y 150 KDa, presentan un pH 6ptimo de
4.5 a 11.5 segun el microorganismo, de manera general para las que fueron
halladas en el periplasma el pH éptimo es acido entre 4 y 5, mientras que para las
gue fueron obtenidas a partir de un medio de cultivo el pH éptimo es basico de 7 a
11.5. Sin embargo en todos los casos se encontré que la temperatura 6ptima es de
50°C (Tsigos y col., 2000).

Las quitina desacetilasas son producidas por los hongos, ya sea en el espacio
periplasmico o extracelularmente segun la funcion (Ghormade y col, 2010) y se

relaciona a dos posibles roles biolégicos:

e Interviene en la formacion de pared celular

e Se relaciona con interacciones planta-fitopatogeno.

La enzima quitina desacetilasa de bacterias marinas también ha sido estudiada, se
he encontrado que algunas bacterias marinas ampliamente distribuidas en el océano
son tal vez las responsables de reciclar el nitrégeno de materiales quitinosos
sedimentados, esto ha sido adjudicado a la familia Vibrionaceae, todas las cepas
estudiadas crecieron en presencia de N-Acetilglucosamina y la mayoria crecieron en
concha de cangrejo, todas crecieron en B—quitina y solo una mayoria crecié en a-

guitina esto debido a la mejor accesibilidad en la beta estructura (Zhao y col., 2010).



1.4.Fitopatogénesis

Durante la patogénesis una de las estrategias del hongo es desarrollar estructuras de
infeccién especializadas llamadas apresorios para entrar al hospedero y ganar
acceso a las fuentes de nutrientes dentro de las células de la planta. Las especies de
Colletotrichum cambian de crecimiento inicialmente biotréfico a necrotréfico, las
especies biotroficas obligadas tienen la capacidad de formar la hifa mas
especializada, el haustorio, penetra la pared celular pero no la membrana plasmética.

Las hidrofobinas del hongo probablemente actiGan como un sensor de la
hidrofobicidad de la superficie de las hojas y contribuyen al reconocimiento de la
superficie (Deising y col., 2000; Mendgen y Hahn, 2002).

La quitina se encuentra generalmente en la superficie de las paredes celulares de los
tubulos germinales y apresorios de hongos fitopatdogenos. Algunas quitinasas y
glucanasas se expresan en el tejido de la planta y son secretadas a la pared celular o
a la vacuola. Hay estudios que concluyen que estas enzimas hidrolizan las paredes
celulares de las hifas fungicas penetrantes y son las capas periféricas de la pared
celular de los hongos los objetivos iniciales de las hidrolasas antimicrobianas
sintetizadas por la planta en respuesta al ataque del patdégeno (Deising y Siegrist,
1995; El Gueddari y col., 2002).

El quitosano es un sustrato pobre para las quitinasas, la quitina de la superficie
expuesta de las paredes celulares de algunos hongos, es desacetilada a quitosano
durante la penetracion y el crecimiento invasivo dentro del tejido del huésped, esta
conversion de quitina en quitosano durante el crecimiento intercelular protege las
hifas del hongo patdgeno de ser hidrolizadas por las quitinasas extracelulares de la

planta.

Se ha determinado que el quitosano no es directamente sintetizado en la pared
celular de los hongos, la enzima quitina desacetilasa interviene desacetilando las
cadenas nacientes de quitina para la obtencion de quitosano y por otra parte se ha

reportado que hay cambios en la relacién quitina/quitosano en la pared celular
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dependiendo de la fase de crecimiento en que se encuentre el hongo (Banks y col.,
2005).

Durante la patogénesis el hongo patégeno produce varias enzimas para la hidrélisis
del tejido vegetal, entre éstas se encuentran las poligalacturonasas, pectin liasas,
enzimas celuloliticas (Fernando y col., 2001). En la Figura 4 se muestra en que
estructura se producen enzimas degradadoras de pared celular, durante la
patogénesis por Uromyces viciae-fabae.

b Quitina desacetilasa

*

- —> Proteasas

i > Celulasasacidas

a > Pectin metilesterasas

— Celulasasneutras

L 3
A

I~ Poligalacturonato liasa

o———— Aminoacido permeasa

0
oo P Sy
QOO0

. )
R
Jlnanes oo, e

Uredospora

Almohadilla de
adhesion

Tubo germinativo
Apresorio

Hifa de penetracién - Hifa de infeccion

Célulamadredel Haustorio

haustorio

Vesicula substomatica —

Figura 4. Estructuras de infeccién y produccion de enzimas degradadoras de pared celular
vegetal (Mendgen y col., 1996).

Un sistema de ataque y defensa similar es el de un hongo entomopatégeno a
insectos, en el cual, las quitina desacetilasas tienen un rol dual en la modificacion de
la quitina de la cuticula del insecto asi como en la modificacion de sus propias
paredes celulares como defensa de las quitinasas del insecto, sin embargo en este

caso la melanina incorporada en la exo y endocuticula del insecto obstaculiza la
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accion quitinasa reduciendo la actividad a un 58%, mientras que la actividad quitina
desacetilasa no se inhibe (Nahar y col., 2004).

1.5.Respuesta de la planta al dafio mecanico

Los polimeros de la pared celular de las plantas tienen una funciéon dual, como
barrera a la penetracion del patbgeno y como sustrato para las enzimas
extracelulares secretadas por bacterias y hongos fitopatdgenos. El rol de estas
enzimas degradadoras de pared celular incluye algunos aspectos como la
penetracion, maceracion de tejido, adquisicion de nutrientes, expresion de sintomas

e induccién de la defesan de la planta (Akimitsu y col., 2004).

Cuando las plantas son atacadas por patégenos una serie de medidas de proteccion

son activadas, consisten en defensas quimicas y fisicas (Gomez-Gomez, 2004).

Una defensa fisica profundamente estudiada es la sintesis de callosa (polimero
formado por B-glucanos, cuyas deposiciones locales en planta estan asociadas a
heridas, infeccion por patdgenos y a estres fisiologico)(Voigt y col., 2006), durante la
infeccion fungica la callosa es depositada en la pared celular debajo del sitio de
penetracion formando las llamadas papilas que bloquean la entrada del patégeno,
éstas se forman entre la membrana plasmatica y la pared celular y pueden ser

formadas antes de la penetracion de la pared celular (Asselbergh y Hofte, 2007).

Para diferentes plantas se ha reportado una diversidad de respuestas al dafio
mecanico, en tomate se generan especies reactivas de oxigeno resultando en
peroxido que actia como un mensajero secundario para la activacion de los genes
de defensa, en hojas de frijol lima hay depolarizacion del potencial de membrana,
emision de mezclas volatiles asi como una afluencia de calcio intracelular en el sitio
de dafo. Se ha determinado que volatiles de seis carbonos o volatiles de hoja verde
como son llamados son liberados de las hojas de las plantas inmediatamente

después de la herida (Arimuray col., 2005).
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La planta también tiene la capacidad de sintetizar una variedad de alcaloides y
terpenoides (Wittstock y Gershenzon, 2002). Se han determinado los volatiles
emitidos por diferentes partes de la planta de limon y se propone un rol de defensa
para el limoneno y aldehidos de terpenos (i.e. geranial), emitidos por hojas jovenes
(Flamini y col., 2007).

La respuesta a dafio mecénico ya sea local o sistémica, implica la generacion,
traslado, percepcion y transduccion de sefiales de la herida para activar la expresion

de genes inducidos por la herida.

Aunque el papel central para el &cido jasménico (JA) en las respuestas de la planta
a las heridas esta bien establecido, otros compuestos como oligosacaridos y otras
fitohormonas como el 4cido abscisico (ABA) y etileno, asi como factores fisicos como
la presion hidraulica o los pulsos eléctricos, también se han propuesto para

desempeiiar un papel en la sefalizacion de la herida.

El ABA estéa relacionado con la desecacion de la hoja herida y es sabido que un paso
en la biosintesis de ABA es activado por dafio mecanico. Por otra parte se ha
concluido que el dafio mecéanico al tejido de la hoja causa un incremento en ABA
gue activa la biosintesis de JA que resulta en la activacion de expresion de genes
inducibles por herida (Dammann y col., 1997) sin embargo Birkenmeier y Ryan en
1998 proponen que ABA puede ser acumulado solo por desecacion y que no es un

componente de la ruta de transduccién de los genes inducibles por herida.

El JA es sintetizado por la ruta de octadecanoide del precursor acido a-linolénico, la
aplicacion de éste en plantas de tomate induce la expresion del mismo grupo de

genes que el JA por si mismo.

La auxinas como el acido indol acético (IAA) tiene un efecto negativo en la induccién

de genes por herida (Ledn y col., 2001).

Se ha reportado para pétalos de citricos infectados con Colletotrichum acutatum, una
acumulacion de etileno, IAA y cis-JA, mientras que no hubo diferencia significativa en
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el contenido de ABA y trans-JA, lo cual significa que fitohormonas como IAA 'y cis-JA

estan relacionadas a la infeccion y desarrollo de sintomas (Lahey y col., 2004).

Asselbergh y Hofte en 2007 plantean que la deficiencia de ABA en planta incrementa
la resistencia a determinados patdgenos.

Collins y colaboradores en 2001 proponen que hexenoles de las plantas inducen la
formacion de apresorios, esto sugiere que quimicos secretados por la planta en
condiciones basales tienen la capacidad de inducir la infeccion y probablemente las
actividades enzimaticas relacionadas con este proceso.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Hongos productores de quitina desacetilasas.

El hongo Mucor rouxii ha sido ampliamente estudiado y se ha reportado como
productor de quitosano con diferentes caracteristicas de peso molecular, grado de
desacetilacion, cristalinidad y solubilidad en diferentes medios de cultivo, debido a
gue la sintesis de quitosano en hongos estd estrechamente relacionada con la
actividad CDA (Davis y Bartniki-Garcia, 1984; Banks y col., 2005), este hecho nos
permite pensar que CDAs de M. rouxii pueden ser inducidas por algiin componente
del medio de cultivo (Tabla 1). Existen estudios de producciéon de quitina
desacetilasas por parte de este zygomiceto. (Araki e Ito, 1975; Tsigos y col., 1999;
Chatterjee y col., 2005). La enzima purificada de este hongo es activa en varios
sustratos quitinosos, requiere un minimo de quitotetraosa para su catalisis y es
inhibida por acidos carboxilicos especialmente acido acético (Kafetzopoulos y col.
1993).

Colletotrichum lindemuthianum ha sido estudiado como productor de quitina
desacetilasas (Tsigos y Bouriotis, 1995; Tokuyasu y col. 1997; Tsigos y col., 1999).
Algunos estudios han revelado que su enzima quitina desacetilasa no es inhibida por
acido acético y que requiere un minimo de quitobiasa para su catalisis (Tsigos y col.,
2000). De manera general se ha observado que es un buen productor de quitina

desacetilasas, en diferentes medios de cultivo (Tabla 1).

Colletotrichum gloeosporioides es el hongo responsable de la antracnosis en frutos
como: papaya, mango, aguacate y platano (Tabla 1). Recientemente Pacheco (2010)
informo6 sobre la produccion de quitina desacetilasas de C. gloeosporioides, la cual

no fue inhibida por acido acético.

Algunas especies del género Colletotrichum son responsables de la caida de hojas
del éarbol del caucho, durante el proceso de patogénesis conidios pueden ser

encontrados en todos los 6rganos del arbol, en lesiones jovenes se forman acérvulos
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y el crecimiento se mantiene en lesiones viejas en condiciones de alta humedad; se
han investigado factores epidemioldgicos como tamafio de indculo, concentracion de

esporas y efecto de la duracion de la humedad sobre la hoja (Guyot y col., 2005).

El género Rhizopus se ha investigado ampliamente como productor de quitosano y
quitina desacetilasas y la presencia tanto del polisacarido como de la enzima han
sido inducidas por algunos compuestos. Se ha estudiado la produccién la CDA de R.
stolonifer con adicion de quitosano, carboximetil quitosano, polietilenimina,
poligalacturonato o D-glucosamina, los tres primeros intensificaron bandas de 33, 40
y 110 kDa, mientras que los dos ultimos no tuvieron efecto. La enzima CDA de R.
nigricans ha sido purificada y caracterizada, mostrando que su secuencia de amino
acidos tiene una alta identidad con otros zygomicetos como Phycomyces
blakesleeanus, Gongronella butleri, Rhizopus oryzae y Mucor rouxii. La produccién
de quitosano por el hongo R. oryzae ha sido estudiada en presencia de hormonas
vegetales como inductores y proponen que el aumento de quitosano en el hongo

implica un aumento en la actividad quitina desacetilasa (Tabla 1).

Se ha reportado que Aspergillus nidulans presenta actividad quitina desacetilasa en
condiciones basales y con adicion de celulosa microcristalina (C), laminarina (L),
pectina (P), extracto de semillas de Lycopersicum esculentum (PL), quitina de
camaron (Q) y xilano (X), sin embargo C, L, P, Q y X presentan una actividad de 0.48
muU/mg, lo cual es menor a lo obtenido en condiciones basales (1.44 mU/mg) y en
presencia de PL la actividad aumenta respecto a las otras condiciones (5.76 muU/mg),
su enzima fue purificada y caracterizada y se determind que no se inhibe con &cido

acético (Tabla 1).
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Tabla 1.

Microorganismo

Condiciones de cultivo

Principal hallazgo

Hongos reportados como productores de quitina desacetilasas.

Referencias

Aspergillus Medio  con glucosa, | Purificaron una CDA termoestable (30- | Alfonso y col.,
nidulans tartrato de amonio, | 100°C) y proponen que esta enzima | 1995.
extracto de levadura vy | participa en la degradacion de la pared | Tsigos y col.,
elementos traza. celular del hongo. 2000.
Colletotrichum Fue cultivado en medio | Recientemente fue reportado como | Pacheco,
gloeosporioides | liquido con acido | productor de quitina desacetilasas. 2010.
glutamico por 72h a 25°C. | La enzima semi-purificada fue probada
sobre quitosano reacetilado.
Colletotrichum Fue cultivado por 72h a | Purificaron una CDA de 150 kDa. Tsigos y
lindemuthianum | 25°C  en medio con | Con glicol quitina como sustrato su | Bouriotis,
glucosa y acido | temperatura y pH o6ptimos son 60°C y | 1995.
glutamico. De igual forma | 11.5-12. Tokuyasu vy
a se ha empleado medio | Purificaron CDA de aprox. 33 kDa. col., 1997.

con extracto de malta,
extracto de levadura y

glucosa por 432h.

Con dlicol quitina como sustrato su
temperatura y pH 6ptimos son 60°C y
11.5-12.

Mucor rouxii El hongo fue crecido en | Purifican una CDA intracelular de 75 | Kafetzopoulo
cultivo liquido con &cido | kDa. Con glicol quitina como sustrato su | sy col. 1993.
glutdmico y  glucosa | temperatura y pH 6ptimos son 50°C y | Tsigos y col.,
durante 96h a 30°C. 4.5. 1999.

Rhizopus El hongo crecié en Medio | Purificaron una CDA intracelular de 100 | Jeraj y col.,
nigricans Nutritivo Liquido por 18 h. | kDa. 2006.
Rhizopus oryzae | El hongo fue cultivado en | La actividad CDA intra y extracelular | Chatterjee y
medio suero de leche con | aumenté 26% en presencia de acido | col., 2008.
extracto de levadura a | giberélico.
30°C por 72h.
Rhizopus Medio caldo papa | La adicién de quitosano al medio de | EI Ghaouth y
stolonifer dextrosa. cultivo, indujo la presencia de CDAs | col., 1992.

A 25°C y 160rpm por 72h.

extracelulares de diferentes pesos

moleculares.
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2.2.Inductores de la actividad quitina desacetilasa

El fitopatégeno C. gloeosporioides ataca en primera instancia ramas y peciolos,
posteriormente la lluvia puede llevarlo al fruto, donde en condiciones de humedad
cercana a 100%, forma apresorios y penetra la cascara, lo cual permite pensar que
en la cascara encuentra la fuente de carbono necesaria para crecer y penetrar. Se
tiene conocimiento de que C. lindemuthianum y C. gloeosporioides, son
fitopatbgenos especificamente causantes de antracnosis en plantas y frutos. Existen
estudios sobre el ataque del patdgeno al huésped, en el cual este Ultimo excreta
quitina desacetilasas que cambian la composicion de sus paredes celulares, i.e.
quitina a quitosano, como mecanismo de defensa. Se ha observado que C.
lindemuthianum incrementa la secrecion de enzimas degradadoras de polisacaridos
(a-galactosidasas) en presencia de aislados de diferentes partes de la planta del frijol
comun (Englishy col., 1971) (Tabla 2).

El quitosano empleado como antimicrobiano tiene como primer efecto la reduccion
del decaimiento de los frutos y como efecto secundario induce severos cambios
morfologicos en R. stolonifer. Se ha reportado que el quitosano estimula el nivel de
quitina desacetilasa en R. stolonifer, esto puede conducir a un cambio en la
proporcion quitina-quitosano en las paredes celulares de los hongos, no mencionan
las caracteristicas del quitosano (El Ghaouth y col., 1992), sin embargo tomando en
consideracion las propiedades del quitosano, proponemos que sea de bajo peso
molecular, con grado de desacetilacion entre 40 y 75% para que sea soluble pero no
tenga efecto antimicrobiano y en pH basico para evitar que las cadenas se protonen
(Tabla 2).

Como ya se menciond, el quitosano estimula la actividad gquitina desacetilasa, el
grado de acetilacion del quitosano usualmente va de 15 a 30%, el resto del polimero
son unidades de glucosamina sin acetilar. Resulta de interés probar el efecto de N-
acetilglucosamina y glucosamina sobre la actividad quitina desacetilasa, para
determinar que parte del polimero tiene la capacidad de incrementar la actividad

CDA.
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La produccion de quitosano por R. oryzae en medio suero de leche desproteinizado
con la adicion de hormonas vegetales ha sido investigado. Se encontré que la
presencia de hormonas tales como acido giberélico, acido indol-3 acético, acido
indol-3 butirico y kinetina, aumentan el contenido de quitosano del micelio en un
porcentaje relativamente pequefio (1.7-14.3%) con respecto al control. La mayor
induccion fue observada con acido giberélico, con un aumento de hasta un 50% de
quitosano. La concentracion inductora por acido giberélico fue de 0.1 mg/L mientras
gue concentraciones mayores tuvieron un efecto inhibitorio de crecimiento y
contenido de quitosano en micelio referencia. Se encontr6 que las hormonas acido
indol-3 acético, acido indol-3 butirico y kinetina en concentraciones entre 2 y 3 mg/L
mejoran la actividad quitina desacetilasa de R. oryzae de 1.067 hasta 1.267 veces y
puede ser una de las razones de aumento de produccion de quitosano (Chatterjee y
col. 2008) (Tabla 2).

En un estudio de desacetilacion de N-acetilquitooligomeros se explica que el modo
de accion de las quitina desacetilasas de M. rouxii sobre los N-
acetilquitooligosacaridos con grado de polimerizacion mayor a dos, donde se
remueve inicialmente el grupo acetil del extremo no reductor y posteriormente
comienza la catalisis de la hidrdlisis de los grupos acetamido. En este estudio se
obtuvo que con penta-N-acetilquitopentaosa como sustrato, incrementé la tasa de
desacetilacion en comparacion con otros N-acetilquitooligdmeros, debido a que la
geometria enzima-sustrato favorece la desacetilacion, mientras que con (NAcGIc)s el

extremo no reducido queda intacto (Tsigos y col., 1999).

En una investigacion realizada por Kafetzopoulos y colaboradores en 1993, sobre la
bioconversion de quitina en quitosano por una enzima quitina desacetilasa de M.
rouxii, se obtuvo que con el hexaoligdmero de la quitina se removié 2.5 veces mas
acido acético y hubo mayor actividad relativa, con respecto al pentaoligdmero de la
quitina (Tabla 2).
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Se ha estudiado la produccion de quitosano por M. rouxii en un medio de melaza y
sales con adicion de hormonas vegetales tales como &acido indol acético, acido indol
butirico, acido giberélico y kinetina. Se observé que la presencia de hormonas
aumentd el crecimiento del hongo asi como la cantidad de quitosano. El &cido
giberélico incrementd en 43.78% la produccién de quitosano a una concentracion
optima de 3 mg/L, mientras que el &cido indol acético aumentd la produccion de
guitosano en un 36% a una concentracion optima de 1 mg/L. El &cido indol acético a
una concentracion de 10 mg/L tiene un efecto toxico sobre el hongo, disminuyendo
los parametros de control (Chatterjee y col. 2009) (Tabla 2).

Se ha reportado que la adicibn de acido abscisico en heridas inoculadas con
Colletotrichum acutatum en chile pimiento (Capsicum annuum) incrementa la
antracnosis aumentando el tamafio de la herida asi como la incidencia de la

enfermedad en frutos sueltos (Hwang y col. 2008).

Tabla2. Inductores de actividad quitina desacetilasa reportados en hongos.

‘ Inductor Principales hallazgos Referencias
Hoi En agar vaina de frijol el patégeno C. lindemuthianum retiene su
oj)as ol . S .

virulencia mientras que la pierde en agar papa dextrosa. ]

cascaras de ] English y col.
Las paredes celulares como fuente de carbono incrementan la

plantas y ] ] o 1971.
secrecion de diversas enzimas degradadoras de polisacéridos de

hospederas
la pared celular vegetal.
La adicién de quitosano (3 mg/ml) al medio de cultivo de R.
stolonifer, produce un incremento de quitina desacetilasas. Los

] ] ) i . El Ghaouth y
Quitosano autores atribuyen este incremento al caracter policatiénico del | 1992
col., .

quitosano, debido a que con polianiones y moléculas neutras no
hubo un efecto inductor.
Con (GIcNAc)s y (GIcNAc)s se obtiene el mismo nimero de | Martinou y col.,

(NACGIC) desacetilaciones, sin embargo, con (GIcNAc)5 se tiene la certeza | 1995.

CGIC)s i .

de que el extremo no reducido es desacetilado.
Con (GIcNAc)s el extremo reducido no se desacetila. Tsigos y col.,
La enzima es inactiva con N-acetilglucosamina. 1999.
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Acido
Giberélico
(GAs) y
Acido Indol

Acético (IAA)

Se ha reportado que algunas hormonas de plantas incrementan la
actividad CDA, especialmente el GA; que la incrementa hasta en
un 26%. Estos estudios demostraron que las hormonas no tienen
ninguna influencia en el grado de desacetilacion de quitosano,
pero aumentan la calidad del quitosano mediante el aumento de
peso molecular medio y la disminucidon de polidispersidad. En
este reporte relacionan el aumento de quitosano en biomasa

fangica con el aumento en la actividad CDA.

Chatterjee vy
col., 2008.
Chatterjee vy
col., 2009.

Acido
Abscisico
(ABA)

La adicion de ABA exdgeno derivd en un rapido incremento del
tamafio de lesién 4 dias después del tratamiento con 10mM de
ABA.

Por otra parte la patogenicidad de diferentes aislados de
incrementa notoriamente al

Colletotrichum acutatum se ser

inoculado conjuntamente con 2mM de ABA.

Hwang y col.,
2008.

Para la obtencion de quitosano a partir de hongos se han probado diversos medios
gue de igual forma podrian ser de utilidad para la produccién de quitina desacetilasa,
ya que la presencia de quitosano en la pared celular estad relacionada con la
presencia de estas enzimas, por lo que Unicamente consideramos los medios
mostrados en la Tabla 3, debido principalmente a su amplia aplicacion y su bajo
costo. El medio con acido glutamico es particularmente interesante, debido a que ya

fue utilizado para la purificacion de la enzima quitina desacetilasa y a que es un

medio definido a diferencia de los otros propuestos.
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Tabla 3.

Medios de cultivo para obtener actividad quitina desacetilasa de hongos.

Medio de cultivo

Condiciones de cultivo y principales hallazgos

Referencias

Fue empleado para el crecimiento de hongos por Trudel
) ) . o rude y
Caldo  Extracto | aproximadamente 72h para la posterior deteccién de actividad Asseli
sselin,
de Malta CDA en geles de poliacrilamida donde se pudo observar actividad 1990
en condiciones nativas y desnaturalizantes. '
. - - . . . Tsigos vy
Medio Acido | Medio utilizado para crecer a Colletotrichum lindemuthianum para Bouriofi
ouriotis,
Glutamico posterior purificacion y caracterizacion de enzima CDA. 1995
Ha sido utilizado para probar el efecto de la adicion de quitosano y
otros poliones sobre la produccién de quitina desacetilasas. El Ghaouth
De igual forma se ha empleado para la obtencion de quitosano a | y col., 1992.
Caldo Papa i . )
partir de Mucor rouxii, en este caso no todos los quitosanos
Dextrosa

obtenidos fueron muy cristalinos, sin embargo todos tenian un
grado de acetilacién mayor a 80% y un peso molecular entre 25y
56 KDa.

Chatterjee vy
col., 2005.
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3. JUSTIFICACION

La quitina y el quitosano comparten algunas propiedades que los hacen polimeros de
gran utilidad para diversas aplicaciones, sin embargo el quitosano a diferencia de la
quitina, presenta solubilidad en soluciones &cidas, lo cual facilita su aplicacion.

El quitosano ha despertado notable interés debido a su actividad biolégica, como
antimicrobiano y antitumoral (Wu y col., 2005). Recientemente se ha introducido en el
mercado de los suplementos nutricionales, como ayuda para la pérdida de peso y
para reducir el colesterol. Por otra parte tiene un efecto hidratante que es comparable
al de una soluciébn acuosa al 20% de propilenglicol o una solucién de &cido
hialurénico, de igual forma protege la piel de las infecciones microbianas. Debido a
Su caracter cationico y a la presencia de los grupos reactivos funcionales también se
ha utilizado en el desarrollo de tecnologias de liberacién controlada (Tsigos y col.,
2000).

El quitosano y sus oligdmeros recientemente han tenido una importante atencion en
la industria farmaceéutica y el campo biomédico, debido a sus caracteristicas
favorables, tales como la biocompatibilidad, biodegradabilidad, accidon antimicrobiana
y la no toxicidad para los animales (Nicolella y col., 2000). Es por ello que tiene
aplicaciones en areas tales como biomedicina, ingredientes alimentarios, cosméticos,
productos farmacéuticos asi como en biotecnologia ambiental para la remocién de
iones metdlicos toxicos y colorantes de aguas residuales (Shahidi y Abuzaytoun,
2005).

El uso de enzimas en los procesos tiene ventajas sobre los procesos quimicos
convencionales ya que, estos tiene un mejor control, son menos degradativos, son
ambientalmente mas seguros y es posible regular el amplio rango de productos

heterogéneos que se obtienen (Kafetzopoulos y col., 1993).

Estudios sobre la produccién de quitina desacetilasas son de interés ya que

contribuyen al conocimiento de esta enzima para su posible aplicacion en la
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obtencién de quitosano y sus derivados, logrando asi procesos mas eficientes y

amigables con el ambiente.

Las investigaciones de las quitina desacetilasas de hongos fitopatégenos han sido
realizadas en medio liquido y en su mayoria se han limitado a la purificacion de la
enzima (Martinou y col., 1995; Tsigos y Bouriotis, 1995; Tokuyasu y col., 1997,
Tsigos y col., 1999, Cai y col., 2006; Jeraj y col., 2006), por lo que hacen falta
estudios sobre la produccién de quitina desacetilasa en medio sélido.

Debido a lo anterior se propone un estudio de la produccion de quitina desacetilasas
de hongos fitopatdégenos en cultivo en medio sélido utilizando inductores de actividad

quitina desacetilasa.
4, OBJETIVOS

4.1.Objetivo General:

Evaluar la produccion de quitina desacetilasas de hongo fitopatdgeno en cultivo en

medio solido en presencia de inductores.

4.2.0bjetivos Particulares:

->Seleccionar un hongo productor de quitina desacetilasa.

—~>Establecer la relacion C/N para crecimiento y produccion de las quitina

desacetilasas.
—>Evaluar la adiciéon de inductores al medio para la produccion enzimatica.

—>Determinar la formacion de estructuras especializadas de invasién en cultivo en

medio sélido con inductor.

—>Establecer protocolo de extraccion de quitosano de la biomasa fangica y

caracterizar los compuestos obtenidos.
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5. HIPOTESIS

Al menos uno de los hongos estudiados presenta actividad quitina desacetilasa
constitutiva. La actividad CDA aumentara bajo la presencia de al menos un inductor.

6. METODOLOGIA

6.1. Preparacién de in6culos
Los in6culos se prepararon por propagacion en agar papa dextrosa (PDA) con
produccién de esporas a 25 °C por 10 dias. Los géneros estudiados fueron: Mucor,
Colletotrichum, Aspergillus, Rhizopus, que fueron aislados de plantas y frutos.

6.2. Suspension de esporas
La suspension de esporas se prepar6 a partir de cultivos esporulados de siete dias

en PDA, por agitacion con agua estéril y 0.1% (p/v) de Tween 80.

Se determind la cantidad de esporas en la suspension obtenida, mediante conteo
directo en una camara de Neubauer y se empled la dilucion adecuada para una

concentracion de 10’esporas/mL.

6.3. Seleccién de hongos productores de quitina desacetilasa
Se realizaron cinéticas con duracion de 5 dias en tubos de vidrio con 4.5mL de medio
acido glutamico el cual se muestra en la Tabla 4 como el medio con C/N de 13.8
(Tsigos y Bouriotis, 1995), muestreando cada 24h y determinando la actividad quitina

desacetilasa por el método colorimétrico de Kauss y Bauch (1988).

6.4. Determinacion de actividad quitina desacetilasa
Se utilizé una modificacion del método propuesto por Kauss y Bauch (1988), en el

cual se combind 50uL del extracto crudo enziméatico con 100uL de solucion
amortiguadora de tetraborato 50mM pH 8.5 y 100uL de etilén glicol quitina (EGC), se
incubaron a 37°C durante 30 min, para detener la reaccion se agregaron 250uL de
KHSO4 5% (p/v), 250uL de NaNO, 5% (p/v), se dejoé reposar 15 min después de los

cuales se agregaron 250uL de N2He¢SO3, pasados 5 min se adicionaron 250uL de 3-
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metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH) 0.5% (p/v). Los tubos se pusieron a
ebullicion por 3 min y se enfriaron con agua helada, enseguida se agreg6 250uL de
FeCl; 0.5% (p/v). Se determind la absorbancia a 650nm en espectrofotbmetro
(Jenway 6305, UK). Por cada determinacion se hicieron testigos a los cuales se les
detuvo la reaccion inmediatamente antes de ser incubados, la absorbancia empleada
para los célculos es la absorbancia de la muestra menos la absorbancia del testigo
de la misma. Una unidad de enzima se considera como la que libera 1umol de
acetato del etilen glicol quitina (EGC) por minuto (Nahar y col., 2004). Se realizé una

curva patron utilizando glucosamina como estandar (Anexo ).

6.5. Deteccion de acido liberado al medio
Se colocaron 100uL de extracto crudo enzimatico en un pozo de microplaca se
adicionan 100uL de solucion de quitina coloidal 2% (p/v) y se incubaron por 30min a
37 °C, posteriormente se colocaron 30uL de solucién de resazurina 0.01% (p/v) y se
determind la absorbancia a 690nm (Palomino y col.,, 2002). Para determinar la
concentracion de acido se realizé una curva de calibracion con acido acético (Anexo
1).

6.6. Determinacion de proteina
Se utilizaron dos métodos de determinacién de proteina, método de Bradford
(Bradford y col., 1976) y Método de Lowry-Peterson (Lowry-Peterson, 1977), el
primero fue empleado en la seleccion del hongo productor de quitina desacetilasas
(cultivo liquido) y el segundo del establecimiento de relaciéon C/N en adelante (cultivo
sélido), esto debido a que el método de Bradford tendria mayor interferencia debida
al pH basico del medio y en cultivo solido debido probablemente a la cantidad de

proteina producida.
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6.6.1. Microensayo de Bradford
Se determind por un método basado en la técnica de microensayo de Bradford. Se
utilizaron microplacas con pozos de capacidad 300uL, agregando 160uL de extracto
crudo enzimatico, 40uL de reactivo de Bradford en cada pozo, se procedi6é a leer
absorbancia a 595nm en el lector ELISA. Se utilizé una curva patron para determinar

la concentracion de proteina utilizando seroalbumina bovina como estandar (Anexo

).

6.6.2. Lowry-Peterson
Se determiné por la técnica colorimétrica de Lowry-Peterson. Se agregd 1mL de
extracto crudo enzimatico en cada tubo, posteriormente se adiciond 0.5mL de
reactivo A (Anexo Il), se incubo durante 10 min a 25°C, después se agregé 1mL de
reactivo B (Anexo II) se agita en un vortex y se incuban 30 min a 25°C.
Posteriormente se determind absorbancia a 750nm es un espectrofotometro. Se

realizé una curva de calibracion con seroalbumina bovina como estandar (Anexo ).

6.7. Determinacion de azucares reductores
Se determind por la técnica colorimétrica de acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller,
1959). Se agregd 0.5mL de extracto crudo enzimatico en cada tubo, después se
agregaron 0.5mL de reactivo DNS, se pusieron a ebullicion por 5 minutos, se
adicionaron 4mL de agua destilada y se leyé en un espectrofotbmetro a 575nm. Se

realiz6 una curva patron utilizando glucosa como estandar (Anexo I).

6.8. Determinacion de Biomasa
Se colocaron las cajas de petri con 4g de agrolita en horno a 100°C hasta peso

constante, estos pesos se registraron, por cada tiempo de la cinética se tomaron dos
cajas y se metieron a horno a 100°C hasta peso constante, estos pesos fueron

registrados y la biomasa se determiné como la diferencia de pesos.
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6.9. Cultivo en medio sélido
El cultivo en medio sdlido fue realizado en sistema tipo koji el cual consisti6 en
colocar 4g de agrolita en caja Petri y afiadir 11mL de medio acido glutdmico
inoculados con 1X10° esporas/mL de Colletotrichum gloeosporioides.

6.10. Establecimiento de la relacion C/N
Se probaron cinco relaciones C/N, modificando Unicamente la fuente de carbono,

como se muestra en la Tabla 4, los niveles probados fueron los siguientes: 6.5, 13.8,
20, 30y 40.

Tabla4. Medios de cultivo para diferentes C/N basados en el medio de acido glutamico

reportado por Tsigos y Bouriotis (1995).

e | O *  ZnSO, FeSOs MnSO,s I Acido
2 f u lamina
e H TH0  9H,0 7H,0 ) /L; mal) Nicotinico
mg mg
(g/L) IL mg/L mg/L mg/L mg/L
(/L) g (mg/L) | (mg/L)  (mg/L) (mg/L)
6.5 7.95 6.6 1 05 18 1 0.3 0.4 1 1
13.8 15 6.6 1 05 18 1 03 0.4 1 1
20 24.67 6.6 1 05 18 1 03 0.4 1 1
30 40.37 6.6 1 05 18 1 03 0.4 1 1
40 56.07 6.6 1 05 18 1 03 0.4 1 1
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6.11. Efecto de inductores de quitina desacetilasas
Se probaron los siguientes inductores de actividad quitina desacetilasa: hoja de limén
(Citrus limon var Eureka), N-acetil-D-glucosamina (NAcGlc), glucosamina (Glc),
quitosano 36% acetilado (Q36%DA), acido giberélico (GAs3), acido abscisico (ABA) y
acido indol acético (IAA), las concentraciones empleadas se muestran en la Tabla 5.

Tabla5. Posibles inductores y concentraciones probadas.

‘INDUCTOR CONCENTRACION

NAcGIc 0.36 g/L
Glc 0.768 g/L
Q36%DA 1lg/L
GA;z 0.23 mg/L
ABA 0.23 mg/L
IAA 0.23 mg/L

La hoja de limon con heridas por presion, se coloco por el haz sobre la agrolita como
se muestra en la Figura 5 y después del tiempo de incubacion, se procesaron

algunas secciones para microscopia electrénica de barrido.
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Herida por presion

Figura 5. Sistema experimental utilizado: caja Petri con una base de agrolita y hoja de limoén con

heridas por presion.

6.12. Procesamiento de muestras para microscopia electrénica de
barrido (SEM)

Las muestras fueron fijadas con solucion de glutaraldehido al 5% en amortiguador
de fosfatos 0.1M a pH 7.4 durante 24 h, posteriormente se les agrego tetradxido de
osmio en amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.4, se dejaron reaccionar por 2h y se
deshidrataron en series de etanol en concentraciones de 30 a 100% en pasos de 30
min, posteriormente se secaron a punto critico, se cubrieron con oro y se observaron
en microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-5900 LV, Tokyo) (Zulfigar y col.,
1996).

6.13. Obtencion del extracto crudo enzimatico
La agrolita con hongo fue molida en un mortero con pistilo, con solucion

amortiguadora de fosfatos de potasio 0.1M pH 6.5 en una relacion 1:1 y se paso por
filtro de 0.45um, y el liquido filtrado fue considerado como el extracto crudo

enzimatico.
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6.14. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
Se prepararon geles de poliacrilamida (50 X 140 X0.75 mm) 12% (p/v) segun Laemli
(1970). La muestra fue preparada de la siguiente forma: en un tubo eppendorf se
agregaron 15ulL de extracto crudo enzimatico y 15uL de amortiguador Tris/HCI
125mM a pH 6.8 con 5% (p/v) de B-mercaptoetanol, la mezcla se puso a ebullicion

por 4 minutos y se cargaron 20ug de proteina por pozo.

6.15. Zimogramas de actividad quitina desacetilasa

Se prepararon geles de poliacrilamida (50 X 140 X0.75 mm) 12% (P/V) con 0.01%
(p/v) glicol quitina. La muestra fue preparada de la siguiente forma: en un tubo
eppendorf se agregaron 15uL de extracto crudo enzimatico y 15uL de amortiguador
Tris/HCI 125mM a pH 6.8 con 5% (p/v) de B-mercaptoetanol y se cargaron 20ug de
proteina por pozo. Después de electroforesis los geles se incubaron a 37°C por 24
horas con agitacion continua en buffer 50mM Hepes-KOH pH 7 con 1% (v/v) de
Triton X-100. Para revelar el gel se colocé por 3 minutos en solucion 0.5 M Tris-HCI
pH 9 con 0.01% (p/v) de blanco de calcofltor, se realizaron lavados con agua
desionizada hasta que disminuy6 la intensidad de tincién y se observaron bandas
(Trudel y Asselin, 1990).

6.16. Extraccion de quitosano de biomasa fungica en cultivos en medio
solido
Se molié la biomasa creciendo en agrolita y se hicieron lavados con agua destilada
hasta neutralidad del filtrado, se liofiliz6 y almacend a 4°C. La biomasa se mezclo
con 40 partes de NaOH 1 N por una parte de biomasa, se homogenizd y se coloco
en una autoclave a 121°C por 15 minutos, se centrifugé a 9500rpm por 20 minutos,
se elimind el sobrenadante y el pellet se homogenizé con agua destilada, se re-
centrifugé a 9500rpm por 20 min para obtener la materia insoluble alcalina (AIM) y
esta se almaceno a -70°C. En matraz con refrigerante se mezclé AIMy HCI 1 N a
95°C por 3 h en una relacién 1:40 respecto al estimado de biomasa. Se centrifugo a
10,000 rpm por 45 minutos. Se transfirié sobrenadante a tubo nuevo y se ajust6 pH a
12 con NaOH 8 M. Se centrifug6 de nuevo y se decant6é sobrenadante, se liofilizo el
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pellet. Para purificar el quitosano, el liofilizado se disolvié en 150mL de solucion de
acido acético 0.25 M durante 12 horas, se paso la solucion por un filtro de 0.45um, el
material extraido precipitd del filtrado ajustando el pH a 10 aproximadamente con
hidréxido de amonio (Hu y col., 2004).

Se prob6 una segunda metodologia de extraccion en la cual la biomasa se mezcld
con 40 partes de NaOH 1 N por una parte de biomasa, se homogeniz6 y se dej6 por
16h a 40°C con agitacion, se centrifugd a 9500rpm por 20 minutos, se elimind el
sobrenadante y el pellet se homogenizé con agua destilada, se re-centrifugé a
9500rpm por 20 min para obtener la materia insoluble alcalina (AIM) y esta se
mezclé con 200mL de solucién de acido acético 0.35M por gramo de biomasa, se
dejé 16h a 40°C con agitacién (Nwe y col., 2002). Se centrifugo a 10,000 rpm por 45
minutos. Se transfirié sobrenadante a tubo nuevo y se ajustd pH a 12 con NaOH 8 M.
Se centrifugd de nuevo y se decant6 sobrenadante, se liofilizo el pellet. Para purificar
el quitosano, el liofilizado se disolvio en 150mL de solucién de HCI 0.25M, la solucién
se filtré a 0.45um, el material extraido precipitd del filtrado ajustando el pH a 10

aproximadamente con hidréxido de amonio.

6.17. Espectroscopiainfrarroja con transformada de Fourier con sistema de
Refractancia total atenuada (ATR-FTIR)

Las muestras obtenidas de extracciones se colocaron en la platina con aditamento
para polvos de un espectrofotdmetro (Spectrum 100), se aplico presion con el brazo
mecénico y se obtuvieron los espectros en un intervalo de 600-4000cm™, para

identificar la naturaleza de los enlaces (Nwe y col., 2008).

6.18. Resonancia magnética nuclear *Hy ?’Al (RMN)
Se pesaron 7-10mg de muestra y se agregaron con 700uL de D20 y 20uL de HCl en
un frasco con tapa, la mezcla se dej6 con agitacion magnética durante 12 h y se
procesé en un espectrémetro Broker AC 200 a 200Mhz para *H y *’Al a 298 °K (Hirai
y col., 1991).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Seleccion del hongo productor de quitina desacetilasas
Los cinco aislamientos de Aspergillus, dos aislamientos de Colletotrichum, dos
aislamientos de Rhizopus y un aislamiento de Mucor fueron analizados en cuanto a
su actividad CDA. En las Figuras 6, 7 y 8 se muestran las actividades enzimaticas
expresadas como unidades de actividad quitina desacetilasa por gramo de sustrato
sélido inicial (U/ g SSI), asi como el acido acético y la proteina producidos por las
cepas Aspergillus.

- @ - M2T2

—A— M6T4

U/g SsI

--A-- M9T6

—S—H11

—o— M9T4

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (h)

Figura 6. Cinéticas de actividades enziméaticas CDA (U/g SSI) de las cepas Aspergillus en
cultivo liquido con el medio de acido glutamico.
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Figura 7. Produccién de acido acético por las cepas Aspergillus durante la cinética, como una
medicién de acidificacién del medio en cultivo liquido con medio de &cido glutamico.
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Figura 8. Cinética de produccién de proteina en el extracto crudo enzimético de las cepas
Aspergillus en cultivo liquido con medio de acido glutamico.
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En la Figura 6 se observa que todas las cepas Aspergillus presentaron actividad
quitina desacetilasa de igual forma todas las cepas Aspergillus liberan acido como se
muestra en la Figura 7. Las cepas M2T2 y M9T4 mantienen una actividad por debajo
de 0.6 U/g SSI durante toda la cinética, las cepas M6T4 y M9T6 presentan dos picos
de actividad a las 24 y 120h, mientras que la cepa H11 muestra un comportamiento
destacado, con actividad superior a las 0.8 U/g SSI a las 24 y 96h. Practicamente
todas las cepas presentan un aumento de proteina a excepcion de M9T6 que se
mantuvo alrededor de los 0.02 mg/mL durante la cinética.

En las Figuras 9, 10 y 11 se presentan las actividades enziméticas CDA como U/ g
SSI, acido acético y proteina producidos por las cepas Colletotrichum.

1.2 4

- M7T5
—=—-M2T3

u/g sl

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

Figura 9. Cinética de actividades enzimaticas CDA (U/g SSI) de las cepas Colletotrichum en
cultivo liquido con medio de acido glutamico.

34



4500 -~

4000

3500

3000

2500
—— M7T5

—=-M2T3

2000

Acido acético(mg/L)

1500

1000

500

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

Figura 10. Produccién de acido acético por las cepas Colletotrichum como una medicién indirecta
de actividad CDA en cultivo liquido con medio de &cido glutamico.
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Figura 11. Cinética de produccién de proteina en el extracto crudo enzimético de las cepas
Colletotrichum en cultivo liquido con medio de &cido glutamico.
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En la Figura 9 se observa que M7T5 presenta mayor actividad CDA y esta es
superior a 0.3 U/g SSl a las 24, 48, 72 y 120h, lo que podria representar una ventaja
respecto a las cepas que presentan un unico pico de actividad durante la cinética,
este comportamiento de actividad CDA es debido al mantenimiento de la produccion
de proteina (Figura 11).

En las Figuras 12, 13 y 14 se observa el comportamiento de actividad enzimatica en
U por gramo de SSI, acido acético y proteina de las cepas Rhizopus.

U/g ssl

—©—H10
——H5

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (h)

Figura 12. Cinética de actividades enziméticas CDA (U/g SSI) de las cepas Rhizopus en cultivo
liquido con medio de acido glutamico.
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Figura 13. Produccién de acido acético por las cepas Rhizopus como una medicion indirecta de
actividad CDA en cultivo liquido con medio de acido glutamico.
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Figura 14. Cinética de produccién de proteina en el extracto crudo enzimético de las cepas
Rhizopus en cultivo liquido con medio de acido glutdmico.
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Las cepas de Rhizopus presentaron produccion de acido, mostrando un aumento a
las 48h, por lo que se esperaba que cualquiera presentara actividad quitina
desacetilasa, como se observa en la Figura 12, Rhizopus H10 tiene la mayor
actividad CDA a las 24h, posteriormente no hay actividad detectable. Rhizopus H10

mantiene proteina constante, mientras que Rhizopus H5 tiene un aumento constante.

En las Figuras 15, 16 y 17 se presentan el comportamiento de actividad enzimatica

quitina desacetilasa por gramo de SSI, produccién de acido y proteina de la cepa
Mucor.

0.9 ~

U/g SSl

O T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
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Figura 15. Cinética de actividades enzimaticas CDA (U/g SSI) de las cepas Mucor en cultivo
liquido con medio de acido glutamico.
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Figura 16. Produccién de acido acético por la cepa Mucor como una medicion indirecta de
actividad CDA en cultivo liquido con medio de &cido glutamico.
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Figura 17. Cinética de produccion de proteina en el extracto crudo enzimético de la cepa Mucor
en cultivo liquido con medio de acido glutdmico.
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Mucor H42 presenta un unico pico de actividad a las 48 h, la actividad enzimética por
gramo de SSI es mayor a 0.3 U/g SSI a las 24, 48 y 72h, su actividad no es
significativamente diferente a la de Aspergillus M9T6 sin embargo esta Ultima cepa
mantiene su actividad por arriba de la media (0.4 U/mg) durante toda la cinética a
diferencia de Mucor H42. Esta cepa muestra un aumento constante en la produccién
de acido (Figura 16), mientras que la proteina aumenta hasta 0.02 mg/mL en la
primeras 24h y posteriormente se mantiene constante (Figura 17).

De manera general las actividades CDA de los hongos son muy variables a lo largo
de la cinética y entre las cepas, esto puede ser debido a que las velocidades de
crecimiento son diferentes y la produccion de esta enzima puede estar relacionada a
determinada fase de crecimiento, como reportan para Saccharomyces cerevisiae,
cuyos genes para CDAs se expresan en distintos tiempos durante la esporulacion
(Christodoulidou y col., 1996).

En general los hongos produjeron entre 0.02 y 0.04mg/mL de proteina, las cepas
Aspergillus M6T4 y H11 produjeron hasta 0.05mg/mL de proteina, lo cual es el doble
de lo obtenido por las cepas Rhizopus y Mucor, esta diferencia puede deberse a la
diferencia de géneros asi como a las proteasas producidas por cada cepa y segun lo
observado la acidificacion del medio no guarda ninguna relacién con la produccion de

proteina soluble.

La determinacion de acido acético con resazurina perseguia determinar
indirectamente la actividad quitina desacetilasa, por cuantificacion de acido acético
liberado, sin embargo esta determinacion es inespecifica y s6lo permite determinar
acidificacion del medio, debido a que la resazurina es reducida a resofurina en
presencia de acido, debido a que en algunos estudios se ha determinado que hongos
creciendo en cultivo liquido producen acido férmico, oxalico, malico, maldnico,
tartarico (Plassard y Fransson, 2009), probablemente se determine la presencia de

cualquier tipo de acido que liberen estos hongos.
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Se ha propuesto que los &cidos organicos producidos por los hongos tienen muchos
roles en los procesos de descomposicion de la madera, la degradacion de la
lignocelulosa, en los procesos de patogénesis a la planta, asi como en la adquisicion

de nutrientes.

Los mas importantes productores de acidos organicos son las cepas de Aspergillus,
usadas comercialmente para la produccion de acido citrico, esto es congruente con
lo mostrado en la Figuras 7 y 10 donde se observa que las cepas Aspergillus y
Colletotrichum producen mayores cantidades de acido respecto a las cepas de
Rhizopus y Mucor.

Las determinaciones de actividad CDA de cada tiempo se realizaron por duplicado y
se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) con el programa SPSS Statistics 17.0, se
procesaron los datos de todos los hongos a todos los tiempos (Anexo llI).

Se seleccionaron los hongos Aspergillus M9T6, Aspergillus M6T4, Aspergillus H11 y
Colletotrichum M7T5, cuyas medias de actividad CDA por gramo de SSI fueron
superiores a la media de actividad enzimatica total por g de SSI (0.4 U/g SSI),

representada por linea horizontal en la Figura 18.
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Figura 18. Dispersion de todos los datos de cinética de actividad CDA (U/g SSI) en cultivo liquido
con medio acido glutdmico de cada cepa (* ), los histogramas representan la media de cada
cinética (—3) y la linea horizontal representa la media total considerando 120
determinaciones (= - =).

La cepa Aspergillus H11 a las 96 h tiene una actividad volumétrica de 0.05 + 0.00
U/mL lo cual es 5.5 veces mayor que la actividad obtenida en el primer paso de
purificacion de una CDA de Aspergillus nidulans en un medio de autdlisis a 25 dias
de cultivo (0.0092 U/mL). La media de la actividad volumétrica presentada por
Colletotrichum M7T5 a 72h de cultivo (0.011U/mL) es 56 veces inferior a la reportada
en el primer paso de purificacion de la enzima quitina desacetilasa de Colletotrichum
lindemuthianum (0.622 U/ml) (Tsigos y Bouriotis, 1995).

Las cepas Rhizopus H10 y Mucor H42 presentan un anico pico a las 24h (1.19 U/g
SSI) y 48h (0.817 U/g SSI) respectivamente, mientras que Colletotrichum M7T5
mantiene una actividad superior a 0.4 U/g SSI durante la cinética excepto a las 96h,
por lo cual se considera mejor productor de esta actividad enzimatica. Estos

resultados pueden deberse a que las enzimas quitina desacetilasas de este género y
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especie de hongos no se inhiben con la presencia de acido acético (Tsigos y col.,
2000; Pacheco, 2010).

De los aislamientos seleccionados, se continud el estudio con Colletotrichum M7T5,
debido a las siguientes consideraciones:

-Al tratarse del género Colletotrichum probablemente la enzima no se inhibe con
acido aceético de acuerdo a los reportes de la literatura (Tsigos y col., 2000).

-Algunos de los productos metabolicos de la invasion de Aspergillus son toxicos tanto
para el ser humano como para otros animales (Blumenthal, 2004).

-Las quitina desacetilasas de Colletotrichum gloeosporioides no han sido estudiadas
a diferencia de las del género Aspergillus nidulans (Alfonso y col., 1995).

-En este trabajo no hay diferencia significativa entre la actividad CDA producida por
las cepas Aspergillus y la cepa Colletotrichum gloeosporioides.

7.2. Efecto de larelacion C/N en el crecimiento y produccion
enzimatica
La relacion C/N del medio empleado fue de 13.8, durante las cinéticas control, se
observo que el crecimiento era lento, esto podia deberse a que el sistema es solido y
probablemente los nutrientes no se encuentran tan disponibles, y debido a que no se
tenia la seguridad de que la actividad CDA estuviera directamente relacionada con el
crecimiento de biomasa del hongo, se procedio a evaluar la actividad con diferentes

relaciones C/N.

De manera general al modificar la relacion C/N, lo que se varia es la cantidad de
nitrégeno, debido a que en algunos estudios se observa que tiene mayor efecto que
el carbono (Gao y col., 2007), sin embargo, en este estudio considerando que la
unidad experimental tiene sélo 11mL de medio lo que se buscaba era una mayor

disponibilidad de carbono por lo que se modificé la cantidad de glucosa.
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Figura 19. Cinéticas de actividad especifica de C. gloeosporioides en cultivo sélido con medio de
acido glutdmico a diferentes relaciones C/N.

Como se observa en la Figura 19, las CDAs tienen un comportamiento muy
caracteristico con picos a las 24 y 72h, mas pronunciados segun disminuye la
relacion C/N, excepto para C/N 6.5 para la cual sélo se detecta actividad a las 48h. El
consumo de glucosa y la produccion de proteina incrementan segun aumenta la
relacion C/N (Figuras 20y 21).
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Figura 20. Cinética de produccion de proteina en extracto crudo enzimatico de C. gloeosporioides
en cultivo sélido con medio de acido glutamico a diferentes relaciones C/N.
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Figura 21. Consumo de glucosa de C. gloeosporioides en cultivo sélido con medio de acido
glutamico a diferentes relaciones C/N.
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Figura 22. Biomasa de C. gloeosporioides en cultivo sé6lido con medio de &cido glutamico a
diferentes relaciones C/N.

La biomasa muestra un comportamiento usual, ya que aumenta drasticamente de 0 a
24h y posteriormente se mantiene constante o incluso disminuye, debido a que no se
realizaron mediciones entre las 0 y 24h, la fase lag no se aprecia y esta etapa se
observa como fase de crecimiento exponencial, con todas las relaciones C/N a las

24h el hongo ya ha alcanzado la fase estacionaria.

De manera general la biomasa aumenta segun aumenta la relacion C/N siendo la
mejor relacién para la produccion de biomasa C/N 30, la actividad especifica CDA no
esta directamente relacionada a la produccion de biomasa ya que la mejor relacion

para la actividad especifica CDA es de C/N 13.8 como se muestra en la Figura 19.

Como se observa en la Figura 19, los picos de actividad se encuentran a las 24 y
72h, se realiz6 un andlisis de varianza, considerando de 24 a 96h y se obtuvo que no

hay diferencia significativa entre las actividades especificas de C/N 13.8 y 20, entre
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las C/N 30y 40 y entre C/N 6.5 y 40, sin embargo si hay diferencia significativa entre

los grupos (Anexo Ill), como se observa en la Figura 23.
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Figura 23. Dispersion de actividad especifica CDA de C. gloeosporioides considerando todos los
datos de cinética en cultivo sélido con medio de acido glutamico a diferentes C/N (* ), los
histogramas representan la media de cada cinética (==).

Se selecciondé C/N 13.8 como la mejor para crecimiento y produccion de actividad

especifica quitina desacetilasa.

Colletotrichum gloeosporioides (M7T5) a 72h de cultivo liquido con C/N 13.8 muestra
una actividad CDA de 0.398 + 0.099 U/g SSI, mientras que en las mismas
condiciones pero en cultivo sélido tiene actividad CDA de 0.296 + 0.053 U/g SSI, lo

cual no es significativamente diferente (Anexo lII).
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7.3. Efecto de inductores
Con el fin de tratar de aumentar la produccion de la CDA y de acuerdo a la literatura
se procedio a utilizar compuestos que probablemente tienen efecto inductor de dicha
actividad, como se observa en la Figura 24, la presencia de hoja de limon increment6
la actividad CDA a las 72h, mientras que las fitohormonas no mostraron mejoras
respecto al control, tinicamente ABA a 96h muestra mayor actividad.
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T
£
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<
o
o
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&
0
o 0.06 -=A-- ABA
u
®
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0.02
0k
0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Figura 24. Cinética de actividades quitina desacetilasa especificas de C. gloeosporioides a C/N
13.8 en cultivo sélido con medio de acido glutamico en presencia de inductores.

En la Figura 25 se observa que el comportamiento durante la cinética fue muy similar
entre: N-acetil glucosamina, glucosamina y quitosano. Lo anterior permite concluir
gue tanto el polimero como los monémeros que lo constituyen tienen igual efecto
sobre la actividad CDA.
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Figura 25. Cinética de actividades quitina desacetilasa especificas a C/N 13.8 en cultivo sélido
con medio de acido glutdmico en presencia de inductores.

En la Tabla 6 se muestran las actividades enzimaticas por gramo de SSI producidas

por C. gloeosporioides en cultivo de 72h con medio acido glutdmico a C/N 13.8.

A las concentraciones probadas con NAcGIc, Glc y Q36%DA se observa actividad
enzimatica CDA (U/g SSI) un orden de magnitud mayor a la actividad sin inductor,
todos los posibles inductores a excepcion de IAA presentan diferencias significativas

respecto al cultivo control sélido (Anexo llI).
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Tabla6. Comparacion de U/g SSI en condiciones control e inducidas a 72h de cultivo solido.

Inductor U/g SSI
Sin Inductor 0.296 + 0.053 ¢
Hoja 4.69 £0.160 @

NAcGIc (360 mg/L) 3.16 £0.323°"

Glc (768 mg/L) 3.358 +0.243"

Q36%DA (1000 mg/L) | 3.093 +0.470°

GA; (0.23 mg/L) 0.878 +0.383 °

IAA (0.23 mg/L) 0.080 + 0.120 °

ABA (0.23 mg/L) 0.768 +0.311 °

Valores con la misma letra no presentan diferencia significativa a p< 0.05 (Tukey Kramer).

En la Figura 26, se observa que la proteina en los casos de induccion aumenta de

manera sigmoidal llegando al maximo a las 72h, a excepcion de IAA.

En la Figura 27, se observa que la proteina aumenta de manera sigmoidal, con
maxima produccion de 48 a 96h en los casos de NAcGIc y Glc y con maximo a las
72h con Q36%DA.
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Figura 26. Cinéticas de produccién de proteina en extractos enziméticos de cultivo sélido de C.
gloeosporioides a C/N 13.8 con medio &cido glutamico en presencia de inductores.
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Figura 27. Cinéticas de produccién de proteina en extractos enzimaticos de cultivo sélido de C.
gloeosporioides a C/N 13.8 con medio acido glutAmico en presencia de inductores.
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En presencia de carboximetil quitosano, quitosano (3g/L) o polietilenimina (0.5g/L), El
Ghaouth y colaboradores (1992) determinaron actividad CDA mediante zimogramas,
en esta investigacion obtienen una banda de CDA de aproximadamente 40 kDa
incrementa su intensidad, y Unicamente en presencia de quitosano se intensifican
bandas de 110 kDa y 33kDa, mientras que en presencia de glucosamina no se
observa induccion, este incremento se atribuye a la naturaleza policatiénica de estos
polimeros. En dicho trabajo la concentracion de quitosano utilizada podria inhibir el
crecimiento del hongo (Mufioz y col., 2009; Tajdini y col., 2010; Tayel y col., 2010),
por otra parte se basa Unicamente en la intensidad de las bandas en geles y no

cuantifican la actividad enzimaética.

En este trabajo en presencia de quitosano y glucosamina a una concentracion de

1g/L, el hongo C. gloeosporioides mostro una induccion de CDA de las 48 a las 96h.

En las Figuras 28 y 29, se observa que el comportamiento de consumo de sustrato y

el incremento de biomasa, son muy similares en presencia y ausencia de inductores.

La presencia de hoja de limon incrementa mas de tres veces la biomasa producida,

esto puede deberse a que la hoja le proporciona nutrientes adicionales al hongo.

La biomasa aumenta drasticamente durante las primeras 24h y posteriormente se
mantiene constante o incluso disminuye, al igual que en la seleccion de relacion C/N
(Figura 22) esto puede deberse a que aproximadamente a las 24h el hongo entra a la
fase estacionaria y entre las 48 y 72h comienza a observarse un decremento lo cual

puede ser el comienzo de la fase de muerte.
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Figura 28. Consumo de sustrato de C. gloeosporioides a C/N 13.8 en cultivo sélido con medio
acido glutdmico en presencia de inductores.
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Figura 29. Biomasa fungica de C. gloeosporioides producida a C/N 13.8 en cultivo solido con
medio acido glutdmico en presencia de inductores.
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Se realiz6 ANOVA, considerando las actividades especificas CDA de las 24 a 96h de

cultivo (Anexo ll).

Se encontr6 que la actividad con GAs e IAA no es significativamente diferente al
control sin inductor, con ABA hay induccion respecto al control sin embargo ésta es
diferente y menor a la induccion producida en presencia de Hoja de limén, NAcGlc,
Glc y Q36%DA, entre las cuales no hay diferencia significativa.

El comportamiento anterior se observa en la Figura 30 donde se muestra la
dispersion de los datos de cada cinética y los histogramas de las medias de actividad

especifica CDA.
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Figura 30. Dispersién de actividad especifica CDA de C. gloeosporioides considerando todos los
datos de cinética en cultivo sélido con medio acido glutamico en presencia y ausencia de
inductores (* ), los histogramas representan la media de cada cinética (==).
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En cultivo sélido hubo induccion de actividad CDA con NAcGIc, Glc y Q36%DA, el
primero es un producto de alto precio y por ello ha sido descontinuado, debido a que
el efecto fue el mismo, no resulta de interés continuar utilizandolo, sin embargo la
glucosamina y quitosano son productos obtenidos a partir del desecho de camarén,
por lo cual seria interesante probar ambos inductores a diferentes concentraciones y

en cultivo liquido con fines comparativos.

Las hormonas vegetales no mostraron induccion de actividad especifica CDA
respecto al control (Anexo Ill), esto puede deberse a que fueron probadas en
concentraciones muy bajas, para poder comparar el efecto de los inductores es
necesario tener las mismas condiciones, por lo cual mas adelante se realizaron

experimentos probando el efecto de diferentes concentraciones de inductores.

La actividad CDA con NAcGIc, Glc y Q36%DA, es estable durante 48h, lo cual
resulta ventajoso en comparacion con la hoja de limon que presenta un unico tiempo
de actividad, aunado a esto la hoja de limon se agrego al sistema como una unidad y
no como una concentracién, por lo cual se descarta como inductor para los
siguientes experimentos, sin embargo, si se observd una induccion por parte de la
hoja a 72h de cultivo y en esta etapa del trabajo se realizaron algunas micrografias
del crecimiento del hongo en la hoja de limon, lo cual resulta de interés para
continuar con estudios sobre la patogénesis de este hongo para su posible

biocontrol.
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7.4. Crecimiento de Colletotrichum en hoja de limén (Citrus limon)
Se realiz6 un cultivo control del hongo sobre hoja de limon, el hongo fue inoculado
directamente sobre la hoja en las heridas por presion y en el haz intacto en un
sistema como el mostrado en la Figura 5 pero sin la cama de agrolita con medio de
cultivo, para determinar si el hongo invadia la hoja en condiciones in vitro, se observo
gue es necesario herir la hoja para que el fitopatégeno se desarrolle en ausencia de

un medio de cultivo o nutrientes exdgenos.

En los experimentos en cultivo sélido se observé que el hongo invadié zonas de la
hoja sin heridas, esto se puede deber a que en estos experimentos el hongo fue
inoculado en el medio de cultivo en la agrolita en contacto con la hoja de limén, lo
cual permitié el desarrollo del hongo inicialmente sobre la agrolita y el sistema se
mantuvo a temperatura de 25.82 + 1.13 °C, actividad de agua de 0.995 + 0.005 y
humedad de 79 + 3.44% lo cual promovio la infeccion del hongo hacia la hoja (Figura
31) lo anterior se apoya en que se ha reportado que un factor determinante para la
invasiéon del hongo a su hospedero es la humedad, que debe ser cercana a 100%
(Binyamini y Schiffmann-Nadel, 1971).

Agrolita

Heridas
Micelio

Figura 31. C. gloeosporioides creciendo en agrolita-hoja a 72 h de cultivo sélido con medio &cido
glutamico a C/N 13.8.
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7.5. Microscopia Optica y Electrénica
Se realizaron observaciones de las heridas al microscopio, verificando la invasion del

hongo a las heridas, como se muestra en la Figura 32.

Figura 32. Desarrollo de Colletotrichum gloeosporioides en heridas de hoja de limén a 72h de
cultivo solido con medio acido glutamico, tincion con azul de metileno y observado a 100X: (A)
Apresorio, hifas y esporas y (B) Esporas e hifas.

Se realizaron observaciones con microscopio electrénico de barrido, de heridas y
zonas en las que ocurri6 lo que se observa en la Figura 31, en donde el hongo crecié
simultdneamente en la hoja y agrolita, las micrografias obtenidas se muestran en las
Figuras 33, 34, 35y 36.
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Figura 33. Micrografias electrénicas de barrido de hoja de limoén a 72h de cultivo en contacto con
agrolita inoculada con C. gloeosporioides en medio acido glutamico: (A) Herida por presion y
(B) Limbo sin herida.
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Figura 34. Micrografias electrénicas de barrido de hoja de limén a 72h de incubacion en contacto
con agrolita inoculada con C. gloeosporioides en medio acido glutdmico: (C) Crecimiento de
hifas en herida y (D) Apresorio con biopolimero.
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El estudio del desarrollo de estructuras de infeccion resulta de interés debido a que
se ha reportado que en hojas de pepino inoculadas con suspensién de esporas de
C. lagenarium hubo un aumento de actividad CDA a 24h de cultivo, cuando las
esporas han germinado y las hifas jovenes crecen en la superficie de la hoja para
formar apresorios. Durante los siguientes dos dias, en los cuales hay penetracion y
formacion de hifas intracelulares primarias, la actividad CDA se mantuvo estatica e
incluso disminuyo6 ligeramente. Sin embargo hay un notable aumento en la actividad
posteriormente, en paralelo con el desarrollo de la lesion, un periodo en el que las
hifas secundarias se propagan de una célula a otra y a través del tejido. La maxima
actividad CDA se da durante las etapas iniciales de la infeccion, durante la formacién
de apresorios y aumenta con lesiones. Lo anterior sugiere que la CDA es formada
cuando el hongo (C. lagenarium) establece contacto intimo con la planta hospedera
gue contiene quitinasas constitutivas en el apoplasto (Siegrist y Kauss, 1990).

Por otra parte Deising y Siegrist (1995) reportan que el hongo de la roya de haba
(Uromyces viciae-fabae) presentdé CDAs con pesos moleculares diferentes, cuyas
bandas aparecen en zimogramas de extractos de material extracelular aislado de
estructuras bien diferenciadas y no en tubos germinales, adjudican la produccion de
esta enzima a la diferenciacion de estructuras de infeccion, proponen que estructuras
gue crecen sobre la hoja como hifas y apresorios tienen mayor cantidad de quitina

gue las estructuras que se desarrollan en el espacio intercelular como los haustorios.

En las micrografias del hongo sobre la hoja y agrolita (Figuras 35 y 36) observamos
hifas y apresorios a 72h de cultivo, justamente a este tiempo es que se da la
induccion de actividad CDA en presencia de la hoja, lo anterior permite pensar que
aunque no se observan estructuras que se desarrollan en el espacio intercelular, la
enzima es producida también en la etapa en la que el hongo forma apresorios y
comienza a desarrollarse sobre su hospedero, esto se apoya en el trabajo de Howard
y colaboradores (1991) donde demuestran bioconversion de quitina a quitosano del

apresorio de M. grisea. Se ha reportado que M. grisea y C. gloeosporioides
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comparten modos de vida y estrategias de infeccion, particularmente durante el
estado de patogénesis temprana (Nesher y col., 2008).

Figura 35. Micrografias electronicas de barrido de hoja de limén a 72h de incubacion en contacto
con agrolita inoculada con C. gloeosporioides en medio acido glutamico: (E) Huella de
agrolita sobre hoja y (F) Hifas enlace agrolita-hoja.

K
CR

Figura 36. Micrografias electrénicas de barrido de agrolita con crecimiento de C gloeosporioides
a 72h de incubacién en contacto con hoja de limén: (G) Hongo creciendo en agrolita y (H)
Hifas, esporas y apresorio sobre agrolita.

Como se observa en la Figura 36G C. gloeosporioides crece de manera envolvente
sobre la agrolita, en la Figura 36H se observa un apresorio sobre agrolita esto puede

deberse a dos aspectos, en primera instancia Collins y colaboradores (1997)
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proponen que los apresorios pueden ser inducidos in vitro por sefiales topograficas,
Rawling y colaboradores (2007) sustentan que el contacto de la espora con
superficies fuertes es importante para la germinacion y formacién de apresorios, por
otra parte Deising y colaboradores (2000) proponen que la percepcion de sencillas
sefiales quimicas presentes en la superficie de la planta tal vez son suficiente para
detonar la expresion de un arreglo de genes requeridos para la formacion e
apresorio, hay transduccion de sefiales a través del plasmalema, que inducen

diferenciacién y desarrollo patogénico.

7.6. Efecto de la concentracion de inductores
Para esta etapa experimental se descart6 NAcGIc por su alto costo y no se incluyd la
hoja debido a que esta no fue adicionada al medio en una concentracion sino que se

agrego al sistema (Figura 5).
Se fij6 72h como tiempo de cultivo debido a las siguientes consideraciones:

¢ En cultivos control se observa pico de actividad a este tiempo.
¢ De los cinco inductores que mostraron un efecto positivo, cuatro muestran induccion
alas 72h.

e El Ghaouth y colaboradores (1992) estudian efecto de quitosano en CDA a 72h de

cultivo.

e Chatterjee y colaboradores (2008) trabajan con hormonas vegetales y las

relacionan con el incremento de quitosano fungico en cultivo de 72h.

En las Figuras 37 y 38 se muestra el efecto de la concentracion de los diferentes

inductores a 72h de cultivo.
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Figura 37. Actividad especifica CDA de C. gloeosporioides a 72h de cultivo sélido con medio
acido glutamico con diferentes concentraciones de GAs, ABA e I1AA.
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Figura 38. Actividad especifica CDA de C. gloeosporioides a 72h de cultivo sélido con medio
acido glutdmico con diferentes concentraciones de Glc y Q36%DA.
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Se realiz6 MANOVA con a = 0.05 en el programa NCSS 7.1.14., considerando las
actividades especificas CDA de cultivo solido de 72h en presencia de inductores a
diferentes concentraciones, en el andlisis se concluye que la concentraciéon es una
variable significativa y la mejor interaccién (Inductor-Concentracion) es ABA-23mg/L,
sin embargo no hay diferencia significativa con ABA-2.3mg/L, GA3-2.3mg/L y GAs-
23mg/L (Anexo ).

En la Tabla 7 se muestran las actividades enzimaticas en U/ g SSI producidas por C.
gloeosporioides a 72h de cultivo control liquido y sélido y en presencia de GA; y ABA
a diferentes concentraciones.

Tabla7. Comparativa de U/g SSI producidas por C. gloeosporioides sin inductores y a
diferentes concentraciones de GA; y ABA.

Cultivo | Inductor Concentracién (mg/L) U/g SSI

Liquido | Sin inductor| - 0.398 + 0.099 ¢
Sélido |SinInductor| - 0.296 + 0.053 ¢
Sélido GA; 0.23 0.878+0.383°
Sélido ABA 0.23 0.768 +0.311 °
Sélido GA; 2.3 5.091 + 0.268 *
Sélido ABA 2.3 4102 +0.734 %
Sélido GAs 23 2.624 +0.231°
Sélido ABA 23 4731 +0.462 2

Valores con la misma letra no presentan diferencia significativa a p< 0.05 (Tukey Kramer).
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Como se observa en la Tabla 7, la actividad CDA aumenta hasta 500% con 2.3mg/L
de GA;3; y hasta 600% con 23 mg/L de ABA, respecto a 0.23mg/L de estas
fitohormonas, esto permite concluir que la concentracion probada inicialmente para
las fitohormonas no era suficiente para observar induccion, es por ello que en la

Figura 24 no se aprecia actividad quitina desacetilasa.

Se ha reportado la produccion de CDAs de C. lindemuthianum en cultivo soélido,
empleando como soporte salvado de trigo y como inductor 1%(p/p) de quitosano
85% desacetilado, a 96h de cultivo obtienen el maximo rendimiento (460.4+14.7 U/g
SSI), de igual forma utilizaron particulas de cefalotérax de camardn como soporte sin
inductor, obteniendo como maximo 392.0+6.4 U/g SSI a las 192h de cultivo, en el
presente trabajo con 1g/L de quitosano 64% desacetilado como inductor a las 72h de
cultivo C. gloeosporioides tiene un rendimiento de 1.296 = 0.030 U/g SSI y con
0.023g/L de ABA a las 72h se obtiene un rendimiento de 4.731 + 0.462 U/g SSI lo
cual es tres ordenes de magnitud menor a lo obtenido por Suresh y colaboradores en
2011, esto puede deberse a que el cefalotorax de camardn y el salvado de trigo

actuan como soportes sustratos.

En la Tabla 8 se comparan las actividades especificas CDA reportadas en la

literatura y las obtenidas en el presente trabajo con C. gloeosporioides.
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Tabla8. Comparacion actividad CDA especifica.

Actividad

: . . Concentracion CDA .
Microorganismo Cultivo Inductor Referencia

cultivo (mg/L) Especifica
(h) (U/mg)

Rhizopus oryzae | Liquido 72 GA; 0.1 O'g_ ‘(1;355 * (ii;zli-t,tezr(j)%gy
Rhizopus oryzae | Liquido | 72 IAA 3 O'g‘é%é * ir;?tfezg%gy
T o 1w | |
g(fooe"g;;t:r‘i’:i‘ére"s Solido | 72 GAs 23 O'%fgf * | Este trabajo
g?ooe"f;gt:r?:ilé?s Solido | 72 IAA 23 O'fg’f * | Este trabajo
g?ooe"f;gt:r?:ilé?s Solido | 72 ABA 23 06%0312; Este trabajo
g?ootllc?;gtc:ir?:ilé:s Liquido 2 I O(')(.)(:)L(S)QBi Este trabajo
T oaoo| 72 | = | owr | L
ST oo 2 | |
81123!323555 Liquido | 96 quitina 800 0.035 Cazig’o‘é‘.’"'

Como se observa en la Tabla 8, la actividad especifica CDA producida por C.
gloeosporioides sin inductor a 72h es un orden de magnitud mayor que la obtenida
por C. lindemuthianum en las mismas condiciones de cultivo y es igual a la obtenida
antes de comenzar el tren de purificacion después de 432h de cultivo, esto es
congruente con lo obtenido en el presente trabajo donde la actividad CDA en liquido

y sélido es igual.
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En la literatura la adicion de estas fitohormonas relacionada al incremento de
quitosano y de actividad CDA so6lo ha sido probadas en el fitopatbgeno Rhizopus
oryzae, la actividad especifica CDA de Rhizopus oryzae en presencia de GA; e I1AA
en cultivo liquido es casi 300% menor que la obtenida por C. gloeosporioides en
cultivo sdlido con 23mg/L de estas fitohormonas, esto se puede deber a la diferencia
de sistema de cultivo y a que la concentracion probada (23mg/L) es 230 y 8 veces
mayor a las concentraciones propuestas como Optimas de GAsz e IAA
respectivamente por Chatterjee y colaboradores (2008).

El fitopatogeno Rhizopus nigricans a 18h de cultivo sin inductor produce casi 15
veces la actividad producida por C. gloeosporioides a 72h de cultivo en presencia de

fitohormona.

7.6.1. Actividad CDA de C. gloeosporioides en cultivo solido con condiciones
de induccion seleccionadas

Se sabe que el GA;z puede ser inactivado irreversiblemente por hidroxilacion del
carbono 2 del anillo aromatico y reversiblemente por conjugacion con glucosa, de
igual forma el I1AA pude ser inactivado por foto-oxidacién, por oxidacion enzimatica o
formando enlaces con glucosa, proteinas o amino acidos, a diferencia de ABA que
puede reaccionar con glucosa formando un éster que tiene actividad similar, lo cual

representa una desventaja para las fitohormonas GA; e I1AA (Sinha R. K., 2004).

Para observar si la actividad CDA disminuia debido a la inactivacion de GAs; en
presencia de glucosa, se realizaron cinéticas de actividad CDA especifica con GAz y

ABA, esto se muestra en la siguiente figura.
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Figura 39. Actividad Especifica CDA de C. gloeosporioides en cultivo sélido con medio acido
glutdmico adicionado con 23 mg/L de ABA y GA:s.

Como se observa en la Figura 39, hay una clara induccién a partir de las 48h por
ambas fitohormonas. La actividad especifica a las 72h no es igual a la determinada

en el experimento anterior (Figura 37), sin embargo siguen siendo los mejores

inductores.
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7.7. SDS-PAGE y Zimogramas de Actividad CDA

En el gel SDS-PAGE (Figura 40) en los carriles de extractos inducidos de 48, 72 y
96h se observan bandas de aproximadamente 150kDa y 23kDa que en los carriles
de extractos control e inducido de 24h (extractos con baja o nula actividad CDA) no
se distinguen. Por otra parte en el zimograma (Figura 41) en todos los carriles hay
una banda opaca que en el caso de los extractos de 24h corrié y en los otros se
quedo en la parte superior de gel, esta banda puede ser la misma que se observa en
el gel en condiciones desnaturalizantes (=50kDa), sabiendo que el sustrato del
zimograma es etilen glicol quitina se puede pensar que se trata de una quitinasa
(Trudel y Asselin, 1989).

PM 24h 48h 72h 96h Control Control
(kDa) Marcador 23 mg/L 23 mg/L 23mg/L 23mg/L 24h 72h

208 -

51.1-

354 -

28 -

20 -

Figura 40. SDS-PAGE de extractos enzimaticos de C. gloeosporioides en cultivo sélido con
medio acido glutdmico adicionado con 23 mg/L de GAs;.
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GA:; GA; GA: Control Control
24h 72h 96h 24h 72h

quitinasa —>

CDA —>

quitinasa —>

CDA —>

Figura 41. Zimograma de actividad CDA de extractos enzimaticos de C. gloeosporioides en
cultivo solido con medio acido glutamico adicionado con 23 mg/L de GAs.

En la Figura 41 se observan claramente dos bandas con actividad CDA en los
extractos de 72 y 96h con 23mg/L de GA;3, estas mismas bandas se observan en el
extracto control de 72h, sin embargo la intensidad de fluorescencia es menor ya que

se trata de un extracto con actividad enzimatica constitutiva.
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En la Figura 42 se sefiala una banda de aproximadamente 23 kDa que se observa
Unicamente en los extractos con actividad CDA mientras que en el carril del extracto
control no esta presente, esta banda tiene un peso molecular cercano al de la CDA
de C. lindemuthianum purificada por Tokuyasu y colaboradores en 1997 (31.5kDa) y
a la purificada por Shrestha y colaboradores en 2004 (25kDa). Lo anterior es
congruente con el zimograma de la Figura 43, en el cual se observan dos bandas de
actividad en cada extracto y la banda de menor peso molecular tiene mayor

intensidad.

Control 72h 96h 96h
kDa Marcador 24h  23mglL  23mg/L 23 mglL

208 -
119 -

94 -

51.1-

354 -

28 -

20 -
7-

Figura 42. SDS-PAGE de extractos enzimaticos de C. gloeosporioides en cultivo sélido con
medio &cido glutamico adicionado con 2.3 y 23 mg/L de ABA.
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Control 72h 96h 96h
24h 23 mg/L 23 mg/L 2.3 mg/L

Figura 43. Zimograma de actividad CDA de extractos enzimaticos de C. gloeosporioides en
cultivo solido con medio acido glutamico adicionado con 2.3 y 23 mg/L de ABA.

<—— quitinasa

<—CDA

<—CDA

El zimograma de extractos con ABA muestra el mismo patrén que el zimograma de

extractos con GAs;.

La quitina desacetilasa de C. lindemuthianum es una metaloenzima mononuclear y
se sugiere que es una proteina monomérica (Tokuyasu y col, 1997; Blair y col.,
2006). De manera general en trabajos de purificacion y caracterizacion de enzimas
CDAs se han reportado pesos moleculares unicos en cada cultivo, sin embargo
Deising y Siegrist en 1995 obtienen cinco isoformas de CDAs de Uromyces viciae-
fabae con pesos aparentes de: 48.1, 30.7, 25.2, 15.2 y 12.7 kDa y las relacionan con

el desarrollo de estructuras de infeccidbn por parte del fitopatogeno. Segun lo
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observado en las Figuras 41 y 43, en los cultivos realizados se encuentran presentes
dos CDAs de diferentes pesos moleculares.

Christodoulidou y colaboradores en 1996 aislaron dos CDAs de Saccharomyces
cerevisiae, observaron que la delecion del gen de una de las enzimas provocaba que
la actividad disminuyera en 50% por lo cual concluyen que su actividad es aditiva,
ambas enzimas son expresadas especificamente durante la esporulacién lo cual
concuerda con la existencia de quitosano Unicamente en la etapa de desarrollo. Esta
levadura pertenece a los Ascomicetos al igual C. gloeosporioides, lo cual permite
suponer que las CDAs de este fitopatdgeno en condiciones constitutivas estan
asociadas a la etapa de esporulacion.

Puede suponerse que en el presente trabajo se observan quitina desacetilasas de
pesos moleculares similares a las de C. lindemuthianum (Tsigos y Bouriotis, 1995;
Shrestha y col., 2004). Resulta de interés saber si estas enzimas de C.
gloeosporioides tienen actividad aditiva, es decir, si la actividad enzimatica total
disminuye al no expresarse alguna de estas; a qué etapa del desarrollo estan
relacionadas y que porcentaje de glicosilacion presentan, se han purificado CDAs de
C. lindemuthianum de = 150kDa con un porcentaje de glicosilacion de 66.6% (Tsigos
y Bouriotis, 1995) y una CDA de C. lindemuthianum clonada y purificada en Pichia
pastoris de = 25kDa sin glicosilacion (Shrestha y col., 2004), la banda de = 22kDa
gue se observa en las Figuras 41 y 43 probablemente tiene un porcentaje de

glicosilacion menor que la banda de = 150kDa.
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7.8. Quitosano de biomasa fungica
Con el antecedente de que el GAsz y el IAA son susceptibles a inactivarse por
reaccién con glucosa a diferencia del ABA que no so6lo no se inactiva sino que
también se ha reportado que su presencia induce la antracnosis del chile pimiento
por C. acutatum (Hwang y col., 2008), para la obtencién de quitosano de la biomasa
fungica se adicionaron 23 mg/L de ABA como probable inductor de produccién de
guitosano.

Para verificar que la materia extraida de la biomasa flngica es quitosano, se
obtuvieron espectros de absorcion por espectrofotometria ATR-FTIR.

En la Figura 44 se muestran los espectros de los materiales obtenidos durante la
extraccion del quitosano de biomasa de C. gloeosporioides, la agrolita muestra una
banda de absorcién aproximadamente 990cm™ esta misma banda se observa en los
espectros b, ¢ y d, sin embargo durante la purificacion la materia soluble es filtrada
para separar restos de agrolita, por lo cual en el espectro ¢ y d esta banda es
referente al estiramiento C-O-C del material soluble, por otra parte la banda de
3200cm™ referente a estiramiento NH y las bandas de 1550 y 1420cm™
caracteristicas del grupo amino, se definen mejor en los espectros c y d respecto al
espectro b (materia precipitada). Se observan ligeramente bandas de absorcion
alrededor de 3400 y 2820cm™ caracteristica del grupo -OH y caracteristica del
estiramiento C-H del metilo respectivamente, el pico caracteristico del grupo amina
de la amida (=1600cm™) de la quitina no se observa lo cual significaria que el
polimero se encuentra en su mayoria desacetilado y la banda en 885cm™ apenas

visible, se refiere al B-andmero (Brugnerotto y col., 2001).
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Figura 44. Espectros de absorcién de: (a) agrolita, (b) quitosano precipitado, (c) materia obtenida
de cultivo sélido con medio acido glutamico y (d) materia obtenida de cultivo solido con medio
acido glutamico adicionado con 23 mg/L de ABA.
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Sin embargo, comparando los espectros de los compuestos obtenidos, quitina y
quitosano comercial no se observan las bandas caracteristicas por lo que no es

posible concluir que el material extraido sea quitosano (Figura 45).

Materia cultivo control

Materia cultivo inducido

'*.Quitosano Fluka

Quitina sigma

4000 3000 2000 1500 1000
cme-1

Figura 45. Espectros de absorcién (ATR-FTIR) de quitina comercial Sigma, quitosano comercial
de alto peso molecular Fluka y quitosanos obtenidos en cultivo sélido control y cultivo sélido
inducido con 23 mg/L de ABA.
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Por otra parte se realizé6 *H-RMN con el objetivo de determinar si efectivamente se
trataba de quitosano y conocer su grado de acetilacién, el espectro obtenido indico
gue no se solubilizé6 quitosano en D,O/HCI ya que se observaron Unicamente los
picos de agua (5 ppm), CHs (2 ppm) y el pico de referencia (0O ppm) (Figura 46A).
Para confirmar lo anterior se realiz6 *’AI-RMN en el que se observd pico
caracteristico de aluminio (Figura 46B), esto pudo deberse a que la agrolita esta
compuesta de diversos minerales entre ellos el 6xido de aluminio (Tabla 9), el cual

interfirié en el proceso de extraccion de quitosano flngico.

Tabla9. Composicion de agrolita (Agrolita de México S.A. de C.V.)

Elemento Oxido Porcentaje

Silice SiO, 75.30

Aluminio | Al,O3 13.92

Hierro Fe,O; 0.51

Sodio Na,O 4.98

Potasio K,0O 4-58
Calcio CaO 0.62
Otros 0.09
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PPH a0 8.0 7.0 6.0 50 40 30 20 1.0 00 -10

CursorFreg= 1.08519PPM Spectint= 362918 Vertical Scale = 0.12832

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

Figura 46. (A) Espectro de H-RMN de materia obtenida de cultivo control y (B) Espectro del
niicleo *’Al de materia obtenida de cultivo control.
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Lo que nos permite concluir que el material obtenido estd compuesto principalmente
de aluminio y que la cantidad de quitosano en la muestra es muy baja y que
posiblemente se encuentre interaccionando con el aluminio, debido a las

propiedades del quitosano para atrapar metales (Rinaudo, 2006).

Se realiz6 un control del proceso de extraccion de quitosano en el que se repitio el
procedimiento pero solo a agrolita, i.e. sin biomasa flngica. Se obtuvo un gel, el cual
se dej6é secar para obtener su espectro. En la Figura 47 se muestran espectros de
los compuestos extraidos de la agrolita y de geles de hidroxido de aluminio obtenidos
a diferentes valores de pH (Du y col.,, 2009) y gel de alimina en forma de
hidroxihidrogel (Meher y col., 2005). Los espectros presentan las mismas bandas
caracteristicas a aproximadamente 3400cm™ debida a la vibracién OH, 1600cm™
atribuida a momentos de flexiéon de H,0, 1400cm™ referente a la deformacién C-H y
1000cm™ debida al enlace Al-O (Saitoh y col., 2011). Esto sustenta la propuesta de

gue el material que se obtuvo contiene principalmente aluminio.
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Figura 47. Espectros de absorcién (ATR-FTIR): (a) gel de aluminio de agrolita, (b) gel de
hidréxido de aluminio precipitado a pH 9%, (c) gel de hidréxido de aluminio precipitado a pH 7*,
(d) gel de hidroxido de aluminio precipitado a pH 5*, (e) hidroxihidrogel°. (*Du y col., 2009;
°Meher y col., 2005)
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Con base a lo anterior se modificé el protocolo de extraccion de quitosano a
condiciones mas suaves de acuerdo a la metodologia propuesta por Nwe y
colaboradores en 2002, en la cual la temperatura y tiempo de reaccién son de 40°C y
16h, con el objetivo de que en condiciones de extraccidbn mas suaves la agrolita no

reaccionara, evitando la interferencia.

En la Figura 48 se muestran los espectros de geles obtenidos con temperaturas altas
(TA), 121°C en la extraccién con hidréxido de sodio y 95°C en la extraccion con HCI
y con temperatura baja (TB), 40°C para las extracciones con hidroxido de sodio y con
acido acetico.

4000 3000 2000 1500 1000
cm-1

Figura 48. Espectros de absorcion ATR-FTIR (a) y (b) compuestos obtenidos de cultivo control a
TA y TB, respectivamente; (c) y (d) compuestos obtenidos de cultivos inducidos a TA 'y TB,
respectivamente; (e) quitosano Fluka.
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Como se observa en la Figura 48, los espectros de los geles de cultivo control e
inducido obtenidos con ambas metodologias son muy similares, la diferencia radica
en que los espectros b y d (materiales obtenidos con metodologia a TB) presentan
una mejor definicion de las bandas de 1600 y 1400cm-1, sin embargo son en
compuestos con aluminio, por lo cual para obtener quitosano de cultivo sélido, es

necesario experimentar con otro tipo de soporte para evitar la interferencia.

Con la finalidad de obtener quitosano sin contaminantes metélicos se realizaron

cultivos liquidos, los rendimientos se resumen en la Tabla 10.

Tabla 10. Rendimientos de quitosano de cultivo liquido.

Cultivo Control | Cultivo Inducido

Biomasa (Q)

Materia extraida (g)

Rendimiento respecto a Biomasa (%)

Como se muestra en la Tabla 10, la presencia de ABA disminuye el crecimiento del
hongo mas de 50%, sin embargo hay un aumento de 45% en rendimiento de materia
extraida del cultivo inducido respecto al control, considerando que las actividades
quitina desacetilasa especificas a 72h de cultivo liquido control e inducido fueron
0.014 £ 0.002 y 0.054 + 0.011 U/mg respectivamente, se puede concluir que la
hipbtesis propuesta en este trabajo se cumple en su totalidad en cultivo sélido y

liquido.
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En la Figura 49 se muestran los espectros ATR-FTIR de quitosano comercial y
materiales obtenidos en cultivo liquido control e inducido, los materiales presentan
bandas caracteristicas del quitosano, no se definen las bandas de aproximadamente
1419 y 1310 cm™, esto puede ser por la influencia de los parametros de cristalinidad

y porcentaje de desacetilacion de los materiales (Guibal y col., 1999).

Quitosano Fluka

2869 1652 1555

3355 2913 1\ 1310
1419

1371

1025

Material obtenido de
cultivo control liquido

‘ 2847 1634

2919
1378

\L"..\ M‘h\ﬁ—ﬂq"ﬁ‘ﬁ”wmﬁ-\
I'\‘ r/’ )_,—“ \ / Py S \

)\
\ \
\ \ / \
\‘—(/ 1649 \ \ Material obtenido de
2847 1558 \ fJ/‘ T \\\ cultive inducide liquide
/ \~

o

Figura 49. Espectros de absorcion de quitosano comercial y quitosanos obtenidos en cultivos

liquidos control e inducido.
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Los materiales extraidos de la biomasa de C. gloeosporioides en cultivos liquidos

fueron analizados mediante *H-RMN, en la Figura 50 se muestran los espectros

obtenidos.
N-aceil
glucosamina Glucosamina
Glucosamina
fﬁ\ﬂ\ Acetilo
Glucosamina Glucosamina

——

Acetilo

Figura 50. Espectro de H-RMN de: (a) y (b) quitosanos de cultivos liquidos control e inducido.
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En los espectros mostrados se observa el pico caracteristico del grupo acetilo (2.1
ppm), aproximadamente a 3.2 ppm se observa triplete caracteristico de glucosamina,
se observa doblete caracteristico de glucosamina (3.4 ppm), de 3.6 a 4 ppm se
observan varios picos en su mayoria caracteristicos de glucosamina y algunos de N-
acetil glucosamina, en el espectro 50A se observa doblete caracteristico de N-acetil
glucosamina, el pico de D,0 va aproximadamente de 4.2 a 5.8 ppm, por lo cual no se
aprecian algunos otros picos caracteristicos de N-acetil glucosamina y glucosamina
gue se presentarian entre 5y 6 ppm (Einbu., 2007).

Los espectros obtenidos indican que el quitosano obtenido de la biomasa del hongo
fitopatogeno C. gloeosporioides se encuentra hidrolizado, esto se puede deber al

método de extraccion.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se realiz6 una seleccion del hongo productor de quitina desacetilasas
a partir de 10 aislados, obteniéndose que C. gloeosporioides fue el mejor productor,
se estudié el efecto de la relacion C/N del medio y el efecto de la adicién de

inductores.

El hongo C. gloeosporioides produce quitina desacetilasas constitutivamente en
cultivo liquido y sélido (0.398 + 0.099 y 0.296 + 0.053 U/g SSI respectivamente), en
cultivo solido la actividad CDA no esté directamente relacionada con la produccion de
biomasa ni con el aumento de la relacion C/N del medio de cultivo.

La actividad CDA es claramente inducida en cultivo solido en presencia de N-Acetil
Glucosamina, Glucosamina y Quitosano 36% desacetilado a una concentracion de
1000 mg/L mientras que las fitohormonas Acido Giberélico, Acido Abscisico y Acido
Indol Acético inducen actividad a concentraciones de 0.23 y 23 mg/L siendo esta

ltima la concentracion éptima.

La actividad CDA fue corroborada en zimogramas, en los cuales se observan
claramente dos bandas con actividad CDA en cada carril lo cual permite suponer que
en los extractos crudos enzimaticos se encuentran dos quitina desacetilasas de
diferentes pesos moleculares y apoyandose en el hecho de que en los geles SDS-
PAGE hay bandas presentes en los extractos con actividad y ausentes en los
extractos sin actividad podemos concluir que los pesos moleculares de estas
enzimas son aproximadamente 23 y 150 KDa, en el hongo fitopatogeno C.
lindemuthianum se han purificado CDAs con estos pesos moleculares en diferentes
trabajos (Zhao y col., 2010).

De manera constitutiva el hongo C. gloeosporioides tiene quitina como componente
de sus paredes celulares y la enzima CDA puede actuar sobre este biopolimero. No
es posible concluir que la mayor produccién de CDA en los cultivos con inductores
sea responsable de las diferencias en rendimiento entre el control (1.04%) y el

inductor, 23 mg/L de ABA, (1.47%), debido al método de extraccion probado.
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9. PERSPECTIVAS

En este trabajo se estudio la relacion C/N aumentando la cantidad de glucosa, es de
interés evaluar diferentes fuentes de nitrégeno para la produccion enzimatica, puesto

gue se ha publicado que este elemento tiene un mayor efecto que el carbono.

Se recomienda la construccion de una gréafica de desarrollo del hongo en las mismas
condiciones de cultivo para poder relacionar la produccién de esta enzima a
determinada etapa del desarrollo, de manera constitutiva.

Resulta de gran interés continuar con estudios sobre las interacciones y efectos de la
presencia de hoja en el sistema, en este caso se utiliz6 la hoja completa, sin
embargo puede probarse en trozos o como extracto. De igual forma se recomienda

utilizar cascara de frutos u otras partes de la planta.

Se probaron fitohormonas como inductores, debido a que se sabe que hay
acumulacion y/o liberacién de este tipo de sustancias durante el dafio mecanico a la
planta, sin embargo hay otro tipo de sustancias liberadas como acidos, terpenoides,
alcaloides, alcoholes o mezclas volatiles que podrian ser probadas en el sistema

propuesto.

Se utiliz6 como soporte agrolita, sin embargo reacciona facilmente y complica la
extraccion de quitosano, por lo cual se propone probar diversos soportes inertes y

sustratos soportes.

Por otra parte seria de utilidad la purificacion de las enzimas producidas para

estudiar su papel en condiciones basales, inducidas y durante la patogénesis.

Lo anterior con la finalidad de generar informacion para la obtencion de quitosano a
partir de quitina por métodos completamente biologicos, asi como para la formulacién

de productos para el control biolégico.
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ANEXO |. CURVAS DE CALIBRACION.
Curva de Proteina (Seroalbumina bovina)

Microensayo de Bradford
Procedimiento:

Se toman 2.50 mg de seroalbimina bovina (Sigma) se disuelven en 25ml de agua
destilada para preparar una solucion 100ug/mL.

Se diluye con agua destilada para preparar una serie de muestras con
concentraciones de 0 a 100pg/mL.

Se agregaron 160uL de la muestra preparada a la dilucion requerida y 40ulL de
reactivo de Bradford en cada pozo, se procedio a leer absorbancia a 595nm en el
lector ELISA.

<o
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Figura A.l.1. Curva de calibracion para determinacion de proteina con método de Bradford.
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Curva de Proteina (Seroalbumina bovina)
Método de Lowry-Peterson
Procedimiento:

Se toman 2.50 mg de seroalbumina bovina (Sigma) se disuelven en 25ml de agua
destilada para preparar una soluciéon 100ug/mL.

Se diluye con agua destilada para preparar una serie de muestras con
concentraciones de 0 a 100pg/mL.

Se adiciona 1mL de reactivo A se adiciona a 1mL de las muestras preparadas.

Se mezclan y se incuban a 30° C por 10 minutos. Posteriormente se agrega 0.5 mL
de reactivo B y se agita, incubandose a 30° C por 30 minutos.

Se determina absorbancia a 750 nm en un espectrofotdmetro (Jenway 6305).
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y=0.0016x +0.0123

0.08 1 R?=0.9821
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Figura A.1.2. Curva de calibracion para determinacion de proteina con método de Lowry-Peterson.
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Curva de Azucares reductores (Glucosa)

Método de Miller (DNS)

Procedimiento:

Preparar una solucion de Glucosa a una concentracion de 1g/L.
En tubos con rosca preparar diluciones de 0 a 1g/L.

Agregar a cada tubo 1mL de reactivo DNS, tapar y agitar.
Calentar los tubos en bafio maria por 5minutos y enfriar con agua.
Agregar 8mL de agua destilada a cada tubo.

Leer a 575nm en un espectrofotometro (Jenway 6305).
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Figura A.1.3. Curva de calibracion para determinacién de azlcares con método de Miller.
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Curva de acido (Acido acético)
Procedimiento:
Preparar soluciones patron de acido acético de 1000 y 5000ug/L

Se adicionan 100uL de solucién de acido acético a dilucion requerida en un pozo de
microplaca.

Se agregan 30uL de solucién de resazurina 0.01% (p/v).

Se determina la absorbancia a 690nm.

Absorbancia (690 nm)

y=0.0002x + 0.0383
R%?=0.9843

0 T T T T T T T T 1

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Acido Acético (ug/L)

Figura A.l.4. Curva de calibracion para determinacion de acido acético con resazurina.
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Curva de Glucosamina

Método de Kauss y Bauch.

Procedimiento:

Preparar una solucion de Glucosamina a una concentracion de 1ug/mL.
En tubos de ensaye preparar diluciones de 0 a 0.1ug/mL.

Proceder de igual forma que en la determinacion pero sustituyendo 50uL de extracto
enzimatico por solucion de glucosamina a diferentes diluciones.

Se determina absorbancia a 650nm.

1.2 -
1 _
X
0.8 -
E
c
2
8 06 -
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2 _
0.4 - RZ=0.9688
0.2 -
0 x T T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
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Figura A.1.5. Curva de calibracion para determinar glucosamina para determinacion de CDAs con
método de Kauss y Bauch.
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ANEXO II. PREPARACION DE REACTIVOS.

Reactivo A
Reactivos previos:
a) Solucién de carbonato de sodio tartrato de potasio
Se disuelven en 250mL de agua destilada: 25g de carbonato de sodio, 0.25g
de sulfato de cobre pentahidratado, 0.5g de tartrato de sodio y potasio.
b) Solucién de dodescil sulfato de sodio (SDS)
Se disuelven 25g de SDS en 250mL de agua destilada.
c) Solucién de hidroxido de sodio
Se disuelven 8g de hidroxido de sodio en 250mL de agua destilada.

Se mezclan las soluciones a, b y ¢ aforandose con agua destilada a 1L.

Reactivo B

Es una solucién de Fenol-Folin Ciocalteu y agua destilada en proporcion 1:1.

Reactivo DNS

Disolver:
e 2.5¢g de acido 3,5-dinitrosalicilico
e 2.5g de hidroxido de sodio
e 0.125¢g de sulfito de sodio anhidro
e 0.5¢g de fenol

Aforar a 1L con agua destilada

Almacenar por no mas de una semana, protegido de la luz.
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ANEXO IIl. ANALISIS ESTADISTICO.
Seleccion del hongo productor de quitina desacetilasas

Tabla A.lll.1. Claves de cepas utilizadas.

Género Clave  Clave de ANOVA
Aspergillus M2T2 1
Aspergillus M6T4 3
Aspergillus MIT6 4
Aspergillus H11 6
Aspergillus M9T4 10

Colletotrichum M7T5 2
Colletotrichum M2T3 9
Rhizopus H10 5
Rhizopus H5 8
Mucor H42 7

Tabla A.lll.2. Descriptivos de analisis estadistico de seleccion de hongo productor de CDAs.

95% Confidence Interval for
Wean
Eetween-
Camponent
I Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound | Minimum | Maximum Yariance
1.00 12 | 2944800 24961707 | 07205824 1358809 4530791 .noooa 74302
2.00 12 | 4780540 29799104 | 08602260 2887196 BEY385 02713 95246
3.00 12 | 5401708 A2186273 | 12178128 273N .8082087 .oaoaoa 1.35610
4.00 12 | 5586156 30338783 | 08758341 3668458 7513854 .oaoaoa 95627
5.00 12 | 3472387 42191480 | 12179631 0791639 6153076 .ooooa 1.27613
6.00 12 | BT30476 AB32T7235 | 16260272 A151614 1.2308338 .noooa 1.77116
7.00 12 | 2865468 30783898 | 0BEAG54E 0909553 4821384 .noooa 81918
8.00 12 | 2027327 33908482 | 08738524 -01271749 4181832 -.22800 72779
5.00 12 | 3510437 28030237 | 08091632 1728480 5291383 .oaoaoa 88772
10.00 12 | 0683841 10538215 | 03059441 0010463 13587218 .oaoaoa 27084
Total 120 | 4000311 39TAE128 | 03629221 3281689 4718833 -.22800 1.77116
Madel  Fixed Effects 34870695 | 03183244 3369467 4631156
Random Effects 07082531 2395856 SE0476T 04017180

Tabla A.lll.3. ANOVA de U/g SSI de todas las cepas durante la cinética (¢=0.05).

Sum of

Squares df Mean Sguare F Sig.
Between Groups 5.433 9 604 4 964 .0oo
Within Groups 13,376 110 22
Total 18.804 114
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Establecimiento de la relacion C/N

Tabla A.lll.4. Agrupacién de cepas segun Tukey y Duncan.

Subgetforalpha=0.05
WAROO003 1 2 3 4
Tukey HSDA 10,00 12 | 0683841
8.00 12 | 2027327 | 2027327
F.00 12 | 2865468 | 28654683
1.00 12 | 2944800 | 2944800
5.00 12 | 3472357 | 3472357
9.00 12 | 3510437 | 3510437
2.00 12 | 4780540 | 4780540 | 4780540
3.00 12 A4017F09 | 54017049
4.00 12 H586156 | 5586156
B.00 12 ABT30476
Sig. 125 280 158
Duncan? 10.00 12 | 0683841
8.00 12 | 2027327 | 2027327
T.00 12 | 2865468 | 2865463 | 28654E8
1.00 12 | 2944800 | 2944800 | 2944800
5.00 12 | 3472357 | 34723587 | 3472357
Q.00 12 | 3510437 | 3510437 | 3510437
2.00 12 ATB0540 | 4TE04540
3.00 12 8401709
4.00 12 586156
B.00 12 BT3047E
Sig. 085 0493 103 1.000

Tabla A.lIl.5. Descriptivos de analisis estadistico de establecimiento de relacién C/N.

95% Confidence Interval for
Between-
Component
il Mean Std. Deviation | Std Error | Lower Bound Upper Bound | Minimurm | Maximurm Wariance
6.40 8 | 016819 0057717 | 0020406 011994 021644 0073 0265
13.80 16 | 022588 0056204 | 0014051 019533 025583 0114 0309
20.00 16 | 026254 0142524 | 0035631 018659 033848 0109 0539
30.00 16 | 007312 0024234 | 0006058 006021 008603 .0040 0132
40.00 16 | .009294 0032610 | 0008153 007557 011032 0036 0138
Total 72| 016413 0108111 | 0012741 013872 0184953 0036 0539
Model  Fixed Effects 0077282 | 0009108 014585 01823
Randam Effects 0039750 005376 027449 0000713

Tabla A.lll.6. ANOVA de Actividad especifica de C. gloeosporioides a diferentes C/N (a=0.05).

Sum of

Sguares if Mean Square F Sin.
Between Groups 004 4 oo 17.986 .00a
Within Groups 004 BT Rujujn]
Total .ooa 71
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Tabla A.llIl.7. Agrupacion de relaciones C/N segun Tukey y Duncan.

Subsetfor alpha =0.05

[ I 1 2 3 4
TIEH{E!.-' HED? 30.00 16 | 007312

40.00 16 | 009294 | 009294

6.50 a 016819 [ 0MEB319

13.80 16 022588 | 022588

20.00 16 0262454

Sig. 964 A00 313 J37
Duncand.b 30.00 16 | 007312

40.00 16 | 009294

6.50 a 016814

13.80 16 022588 | 022588

20.00 16 026254

Sig. A10 0488 225

Efecto de Inductores

Tabla A.lll.8. Claves de Inductores utilizados

Clave de ANOVA Clave de MANOVA
Inductor Clave Efecto Inductores Efecto Inductores
Efecto de Concentracion Inductores
(cinética) (72h)
Control liquido 1
Control Soélido 2
Control 1
Hoja de limon Hoja 2 3
N-Acetil Glucosamina | NAcGIc 3 4
Glucosamina Glc 4 5 4
Quitosano DA 36% | Q36%DA 5 6 5
Acido Giberélico GAs 6 7 1
Acido Abscisico ABA 7 8 2
Acido Indol Acético IAA 8 9 3
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Efecto de Inductores en cinética

Tabla A.llIl.9. Descriptivos de analisis estadistico del efecto de inductores.

95% Confidence Interval for
Eetween-
Component
I+ Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound Minirmum | Waximum “ariance
1 3z 01457 010311 001823 01086 01829 .ooo 03
2 24 04708 046608 008514 02741 (06677 .aoo 134
3 32 08578 033870 005988 04357 [0BT99 .ooo 096
4 3z 05266 033134 005857 .04071 {06460 .ooo 045
a 32 06056 032837 005805 04872 07240 001 12
G 3z 01150 010818 001912 00760 01540 .ooo 033
7 3z 02978 034743 006142 01726 04231 .ooo 118
] 32 00984 010167 001797 00618 01351 .ooo 028
Total 248 03484 034802 002218 03048 03821 .ooo 134
Model  Fixed Effects 028806 001836 03123 03846
Randorm Effacts 007633 (01679 05289 000436

Tabla A.ll1.10. ANOVA de Actividad especifica de C. gloeosporioides con diferentes inductores

(«=0.05).
Sum of
Sguares if Mean Square F Sin.
Betiween Groups 00 7 014 17.148 oon
Within Groups 201 240 .0m
Total a0 247

Tabla A.lll.11. Agrupacion de relaciones inductores segin Tukey y Duncan.

Subsetfor alpha = 0.05

Trat ] 1 2 3
Tgkey H3D® 8 32 .00agd

6 32 01140

1 32 014587

7 32 .0z2arg .0z2a7g

2 24 04704 04708

4 32 05266

3 32 054578

5 32 JNB0SE

Sia. 27 273 B03
Duncand.b g 3z .0naa4

6 32 01140

1 32 014587

7 32 .0z2a7g

2 24 04708

4 32 05266

3 32 054578

5 32 JNB0SE

Sia. Aa0 1.000 097
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Efecto de Inductores a 72h de cultivo

Tabla A.lll.12. Descriptivos de andlisis estadistico de efecto de inductores a 72h de cultivo.

95% Confidence Interval for
Eetween-
Component
I Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound Minirmum | Waximum Wariance
1 2 .3984 09963 07045 - 4967 1.2835 .33 AT
2 g 2961 05405 01811 .2509 3413 24 40
3 5] 46311 16072 06561 45224 4.8587 449 4.88
4 g 3.1596 32372 11445 2.8890 3.4303 2.86 3.68
] 3 3.3578 .24308 08585 3.15847 3.8612 311 376
G a 3.0830 47057 16637 2.6896 3.4864 2.39 3.63
7 g BF7E 38348 13558 BET0 1.1882 .00 1.23
3 3 TE83 31186 11026 4075 1.0280 .25 1.19
] g 0803 12080 04271 -0z207 1813 .00 .29
Total 64 1.9063 1.60692 20086 1.5049 23077 .0a 4.88
Model  Fixed Effects 29136 03642 1.8334 1.8793
Random Effects ATTTT 4740 3.2387 279077

Tabla A.lll.13. ANOVA de U/g SSI de C. gloeosporioides a 72h de cultivo con inductor (¢=0.05).

Surm of
Sguares if Mean Square F Sin.
Between Groups 168.009 a 18.751 232 658 Aoon
YWithin Groups 4 664 a5 .084a
Taotal 162 678 f3
Tabla A.lll.14. Agrupacion de inductores segin Tukey y Duncan.
Suhzetfor alpha=0.05
[HOUCTOR I 1 2 3 4 g

Tukey HsD? 9 8 .0an3

2 2 2961 2961

1 2 3984 2984 3984

8 8 TRA3 7683

7 2 BFTE

G 2 3.0930

4 2 31596

5 8 3.35749

3 G 4 6911

Sig. 40 143 136 A5 1.000
Duncan?. b g 8 .0803

2 2 2961

1 2 3984

8 8 TRA3

7 2 B7TE

G 2 3.0930

4 a8 31596

5 8 3.3579

3 G 4 G911

Sig. .0as 24 A48 1.000
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Efecto Concentraciéon de Inductores a 72h de cultivo

Tabla A.Ill.15. Agrupacion de concentraciones segun Tukey y Duncan

Subset

Concentr il 1 2 3 4 5
Tykey H5Da-b 230.00 31 | 0120541

23 31 | 0135883

2000.00 12 0251178

1000.00 12 LOE1663T

2.30 b 0781619

23.00 31 08596551

Sig. 995 1.000 1.000 1.000 1.000
Duncand.b.e 230.00 31| 0120541

23 31 | 0135883

2000.00 12 0251178

1000.00 12 LOB1663T

2.30 31 0781619

23.00 31 886551

Sig. 618 1.000 1.000 1.000 1.000

Tabla A.lll.16. Agrupacion de inductores segiin Tukey y Duncan.

Subset
Indclgyve I 1 2 3
:Irgkey HgDa-b 5.00 40 | 0215356
4.00 36 | 0236244
3.00 24 0650048
1.00 24 07796458
2.00 24 0802676
Sig. 830 1.000 a0z
Duncand.b.e 5.00 40 | 0215386
4.00 36 | 0236244
3.00 24 0650048
1.00 24 07796458
2.00 24 0802676
Sig. 424 1.000 378
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Tabla A.lll.17. MANOVA de efecto de Actividad especifica a 72h de cultivo con inductor (a=0.05).

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level (Alpha=0.05)
A Inductor 4 2899322E-03 72483065E-04 011 0978368 0.067783
B: Concentracian g 01864382 372876302 ar180 0.000000*
AB 20 01343173 6.715865E-03 G698  0.000000%
5 118 1183111E-02 1.002637E-04
Total {Adjusted) 147 04328621
Total 148
* Term significant at alpha =0.05
Efecto de interaccion de Inductor y Concentracién.

Standard
Term Count Mean Error
AB: Inductor Concentracian
1023 6 1.641333E-02 4.087862E-03
123 B 01524133 4.087862E-03
1.23 B 0139 4.087862E-03
1.230 6 0004035 4.087862E-03
1.1000 ] 00608681 0
1.2000 ] -0.1609862 0
2023 6 2. 34166TE-02 4.087862E-03
223 B 01405483 4.087862E-03
223 B 01571083 4.087862E-03
2230 6 -2 B3BTAE-16 4.087862E-03
21000 ] 5144167E-02 ]
22000 ] -0 2692583 0
3023 6 2 20666TE-03 4.087862E-03
323 B 9570166E-02 4.087862E-03
3,23 B 01329433 4.087862E-03
3.230 6 2916833602 4.087862E-03
3.1000 ] 0.08061 0
3.2000 ] -6 236333E-02 0
4023 6 0025595 4.087862E-03
423 B 1482667E-02 4.087862E-03
423 B 0008475 4.087862E-03
4230 6 0006415 4.087862E-03
41000 6 5.78566TE-02 4.087862E-03
42000 6 2857833602 4.087862E-03
5023 7 220857T1E-03 3.784625E-03
523 [ 4 725714E-03 3.784625E-03
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ANEXO IV. ESPECTROS.
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Figura A.IV.1 Espectro "H-RMN de mezcla (1:1) de N-acetil glucosamina y glucosamina.
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TRABAJOS PRESENTADOS EN CONGRESO

XIV Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. 20 a 24 de Junio 2011.

Querétaro, México.
Trabajo: Seleccion de hongos fitopatdgenos productores de quitina desacetilasas.

Trabajo: Hoja de limén y quitosano como inductores para produccion de quitina
desacetilasas de Colletotrichum gloeosporioides en cultivo liquido y solido.

110
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