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Abstract. Modern agriculture demands the use of biological control agents against phytopathogenic fungi, and
studies on fungal mycoparasitical strains are indeed needed. Accordingly, we investigated the production in
submerged culture of B-1,3-glucanases and chitinases by Verticillium fungicola, using different sources of carbon
and nitrogen, and antagonism with three genus of phytopathogenic fungi (Macrophomina, Aspergillus and
Penicillium) assessed in microcultures on dextrose potatoes agar. The presence of fungal walls and chitin elicited
the production of extracellular glucanases and chitinases. Besides, it was observed a positive effect on enzyme
induction by adding ammonium sulphate as an additional nitrogen source (figure 1). The confrontation on agar
plates of V fungicola and phytopathogenic fungi resulted on the formation of inhibition halos around V. fungicola
colonies (figure 2). At the microscopic scale, the presence of V. fungicola caused important damages on the hyphae
of all the phytopathogenic fungi tested, and it was possible to observe the formation of apresoria like structures,

that penetrated and ruptured of the phytopathogens cell walls (figures 3 and 4).

Introduccion. La agricultura requiere de la urgente disminucion o eliminacion del uso de productos quimicos tanto
en fertilizacion como en la lucha contra las enfermedades y plagas de las plantas. Una alternativa es el control
biologico, que incluye microorganismos y enzimas como quitinasas y [(1-3)-glucanasas en bioinsecticidas.
Ademas las B(1-3)-glucanasas tienen otras aplicaciones como clarificacion de cerveza y coadyuvante en la
filtracion del mosto en la elaboracion de vinos. Por otro lado, las quitinasas se han utilizado para hidrolizar quitina
y producir quitooligosacaridos y N-acetilglucosamina. El estudio del género Verticillium ha despertado gran interés
por la produccién de quitinasas en cultivo liquido y soélido [1], sin embargo reportes de [(1-3)-glucanasas
producidas por este hongo son escasos. El propoésito de este trabajo fue evaluar la produccion de quitinasas y B(1-
3)-glucanasas por Verticillium fungicola que ha sido reportado como micoparasito, con diferentes fuentes de

carbono y nitrogeno; y su interaccion con hongos fitopatéogenos como Macrophomina, Aspergillus y Penicillium.
Metodologia. Microcultivos duales. Se realizaron microcultivos antagénicos en agar de papa y dextrosa entre Verticillum fungicola y algunos
hongos fitopatogenos (Macrophomina cepas Mpl y Mp2, Aspergillus niger, y Penicillium (cepas PH10 y PH13) incubandose durante 3 dias a
25°C. Se hicieron observaciones con el microscopio Optico en la zona de contacto, midiéndose ademas los halos de inhibicion.

Produccion enzimdtica Verticillium fungicola (USDA 4519) fue utilizada para la produccién de enzimas, la cual se hizo en un reactor de 1.5 L
con medio Czapeck con paredes celulares al 0.02% y glucosa al 1% como fuentes de carbono (CPG), inoculando con esporas a una
concentraciéon de 1x10’esporas/mL, con tiempo de incubacion de 144 horas, a una temperatura de 25°C y 180 rpm de agitacién. La biomasa
producida fue colectada y utilizada para inocular matraces Erlenmeyer de 125 mL con el medio MN que era el medio Czapeck modificado con
glucosa al 0.1%, paredes celulares al 0.2%, quitina coloidal al 0.2%, (NH4),SO, (1.32 g/L), CaCl, (0.6g/L), MgSO,*7H20 (0.6g/L), K,HPO4
(5¢/L), y FeSO,*7H,0 (.005 g/L), con tiempo de incubacion de 144 horas, tomando muestras por duplicado cada 24 horas. Medio Czapeck fue
utilizado como control. La actividad quitinolitica se midid por la liberacion de p-nitrofenol [2]. La actividad de B(1,3)-glucanasas se midio por la
liberacion de azicares reductores a partir de laminarina [3] y la biomasa se midio por peso seco. Las paredes celulares se obtuvieron a partir de
Agaricus bisporus segin Zivanovich et al [4].

Resultados y Discusion. Verticillium fungicola (4519) es un hongo micoparasito aislado de A. bisporus, la
produccion de glucanasas y quitinasas fue determinada en cultivo sumergido en presencia de las paredes celulares
de A. bisporus como inductor (figura 1). La produccion de estas enzimas degradadoras de paredes celulares es parte
determinante en el proceso infectivo, esto fue confirmado al evaluar su interaccion y efecto antagonista contra
hongos fitopatdgenos (figuras 2, 3 y 4).

Comparando la produccion de enzimas degradadoras contra los controles, se observod que la produccion en estos
ultimos fue nula. Esto muestra que las paredes celulares y la quitina fueron inductores de B(1-3)-glucanasas y
quitinasas, respectivamente. En cuanto a las diferencias entre los dos medios de cultivo, MN y CPG, que contenian
inductores, de las actividades enzimaticas se observo que en el medio CPG la actividad gluconolitica fue detectada
a partir de las 96h, tiempo en el cual ya se habia consumido toda la glucosa y la méxima actividad de glucanasas
fue a las 120h (60mU/ml) (figura 1). La produccion de quitinasas solo se detectd después de las 120h, con muy
bajos rendimientos (300mU/ml), esto debido a que la produccion de quitinasas depende de la fuente de carbono en
el medio siendo inducida por quitina, y las paredes celulares utilizadas contienen mas glucano que quitina. La
biomasa obtenida en este reactor se inoculd a matraces con medio MN, en el cual se sustituyo el nitrato de sodio

679


mailto:smk@xanum.uam.mx

por sulfato de amonio. La presencia de sulfato de amonio (MN) presentd un efecto positivo en la produccion de las
enzimas degradadoras de pared celular, la interaccion de esta fuente de carbono con inductores fue previamente
reportada [5]. Por otra parte, con el uso de micelio previamente adaptado las enzimas fueron producidas desde las
primeras horas de cultivo y en mayor cantidad, es decir, se observo un incremento de los rendimientos obtenidos
para glucanasas (160mU/ml) y para quitinasas (1340mU/ml) (figura 1). En los controles (medio Czapeck) el
crecimiento fue mayor, mientras que la biomasa determinada en el medio MN fue baja debido a que el in6culo
utilizado se encontraba en su etapa estacionaria (figura 1).

Al evaluar el efecto antagonista de V. fungicola contra los fitopatégenos se observo la formacion de halos claros
donde posiblemente las enzimas degradadoras de pared celular inhibieron el crecimiento del fitopatégeno, el cual
evitd el contacto con Verticillium (figura 2). En las observaciones realizadas al microscopio dptico en los
microcultivos muestran el dafio al micelio y a la integridad celular del fitopatogeno, ligada a la aparicion de
estructuras reportadas como apresorio [6], que se adhieren a la superficie del fitopatdgeno, penetrando y
degradandolo (figuras 3 y 4)
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Figura 1. Actividades glucanolitcas MN ®, CPG A vy Figura 2. Actividad antagénica de V. fungicola contra
quitinoliticas MN B, CPG ¢ de V. fungicola a 25° C y 180 rpm. Macrophomina Mp 1.
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Figura 3. Observacion microscopica a 100x en microcultivo dual Figura 4. Observacion microscopica a 100x en microcultivo
de V. fungicola'y A. niger. dual de V. fungicola y Macrophomina Mp2
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