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Abstract

The genus Verticillium has been reported as heterogeneous group with great academic interest for its potential
in biocontrol, since it contains parasitic species of insects, plants and fungi. In this study, chitinolytic and
proteolytic activities of 22 strains of Verticillium were evaluated in superficial agar media (colloidal chitin
and casein). Other screening was carried out by submerged cultures with added chitin from prawn waste
silage, in order to determine activities in the extracts. Strains USDA 4519 and ATCC 26854 have been chosen
for further chitinases production for achievement of enzyme yield; and purification due to low production of
proteases that might provide more stable enzymatic extract. For biocontrol applications strains USDA 974 and
USDA 2460 are convenient because produce proteases and chitinases which their combined action is essential
during the infection process of the pathogen.

Introduccion.

Los microorganismos que degradan la quitina se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Por
su insolubilidad, tamafio, complejidad molecular y composicion heterogénea, la quitina no es degradada
dentro de la célula, sino los microorganismos recurren a la excrecion de enzimas con diferente especificidad,
para transformarlos o hidrolizarlos. La hidrolisis enzimatica de la quitina es llevada a cabo por dos sistemas
sinérgicos y consecutivos: Endoquitinasas la que produce oligomeros solubles de N-acetilglucosamina, esta
actividad involucra rompimientos al azar en puntos internos de la cadena. Exoquitinasa, N-acetil-p3-
glucosaminidasa y quitobiosa, las cuales actian progresivamente en los extremos no reductores de la cadena
liberando N-acetilglucosamina, la cual es utilizada por los microorganismos como nutriente'.

Verticillium es reconocido como un potente productor de quitinasas utilizando quitina proveniente de
diferentes fuentes en fermentacion en medio liquido y sélido’, ademés de que es un hongo entomopatdgeno en
la naturaleza con uso en biocontrol.

El propoésito de este trabajo fue evaluar la produccion de quitinasas y proteasas por diferentes cepas de
Verticillium usando quitina cruda como inductor para la produccion de enzimas en cultivo superficial y
sumergido.

Metodologia.

La seleccion de cepas de los hongos productores de quitinasas y proteasas, se realizd mediante inoculacion de
21 cepas de Verticillium (USDA, ATCC) en medios de cultivo: agar Czapeck con 10 g/L de quitina coloidal y
agar de leche descremada 15 g/L; pH 6, incubando a 25 °C, el control contenia sacarosa. La quitina cruda fue
obtenida mediante fermentacién lactica de desechos de camarén®, secada y molida hasta un tamario de 0.177
mm.

La seleccion en cultivo sumergido se llevo a cabo en matraces erlenmeyer de 250 mL con 75 mL de medio
Czapeck modificado con 10 g/L de quitina cruda, se inocularon con 10’ esporas/mL, incubandose a 25 °C y
180 rpm. A los 5 dias de fermentacion, la biomasa fue separada por centrifugacion a 14000 g durante 15
minutos a 4°C. A los sobrenadantes se les midi6 actividad quitinolitica’ y proteolitica”.

Resultados y Discusion.

Zonas claras alrededor del crecimiento del hongo fueron medidas para evaluar la hidrélisis de la quitina
coloidal y la caseina, indicando la produccion de quitinasas y proteasas de los diferentes hongos probados.

En cultivo sumergido la seleccion de la cepa se llevo a cabo, utilizando quitina cruda, esta contiene azicares y
proteinas, 0.04 y 14.3 % respectivamente. La composicion de la quitina puede favorecer la produccion de
proteasas debido a las proteinas presentes, por otra parte los azicares favorecen el crecimiento microbiano,
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sin inhibicion en la produccion de quitinasas ya que se encuentran en bajas concentraciones. Para mejorar la
disponibilidad del sustrato para el microorganismo esta fue pulverizada y suspendida en el medio de cultivo.
El uso de desechos de camardn que han sido purificados parcialmente a quitina (quitina cruda) permitid la
producciéon de enzimas con uso potencial en biocontrol, proteasas y quitinasas. Las cepas que presentaron
mayor actividad quitinolitica fueron la cepa 974 (200 U/mg de proteina), 2460 (125 U/mg de proteina), 4519
(425 U/mg de proteina) y ATCC 26854 (180 U/mg de proteina) (Figura 1).

Mientras que las cepas que presentaron mayor actividad proteolitica fueron: 974 (4705.5 U/mg de proteina),
2009 (U/mg de proteina), 2460 (6200 U/mg de proteina) y 5129 (6725 U/mg de proteina) (Figura 2).

La cepa 4519, resulto ser la mejor productora de quitinasas, aunque no de proteasas las que se detectaron en
bajas concentraciones. Esta cepa es un hongo, micoparasito del champifién que fue cultivada en un reactor de
2 L para la produccion de quitinasas y proteasas, obteniéndose mayores rendimientos en menos tiempo.
Agradecimientos.

Los autores agradecen a CONACyT por el apoyo financiero otorgado a través del proyecto No. 400200-5-
J33566-E.

ASOO 7500
© 450 7000
~% 400 6500
5 __ 6000
o %0 T 5500
2300 S 5000
3 20 £ 4500
O 200 o 4000
£ o 3500
= 150
3 E 3000
=100 2 2500
w 5 w2000
< o < 500
5 8§ ¢ g g g &8 3 & 8 129
- I i « ) 0 § 5 5 508
Cepas g 538835838282 88283588¢
N L. X . ‘—NNNNNNN(‘)VU’K}%SiiEE%
Figura 1. Actividad especifica de quitinasas de Cepas 88
los diferentes microorganismos en cultivo <=
sumergido en medio Czapeck modificado con 10 Figura 2. Actividad especifica de proteasas de los
g/L de quitina cruda a 25°C y 180 rpm a los 5 dias diferentes microorganismos en cultivo sumergido
de fermentacion. en medio Czapeck modificado con 10 g/L de
quitina cruda a 25°C y 180 rpm a los 5 dias de

fermentacion.
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