CARACTERIZACION DE ENZIMAS QUITINQLI’TICAS DE Lecanicillium lecanii
EN CULTIVO SOLIDO
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Introduccion. Los hongos entomopatogenos, durante
el proceso infectivo sintetizan proteasas y quitinasas
que degradan la cuticula del insecto. La participacion
de las quitinasas en la patogenicidad de los hongos es
relevante ya que podrian mejorar su virulencia. Por lo
que el estudio de la expresion de los genes en cultivo
sélido permitiria elucidar la patogénesis en su
ambiente natural.

Este trabajo consistio en determinar las actividades
quitinoliticas de L. lecanii en cultivo sélido utilizando
sustratos complejos. Asi como amplificar los genes
que codifican dos quitinasas y optimizar el aislamiento
y purificacion del ARN total en el cultivo sélido.

Metodologia. Se utiliz6 una cepa de L. lecanii ATCC
26854, crecida en agar dextrosa saboraud. El cultivo
sélido consistié en un medio mineral y como fuente de
carbono caparazon de camardn, cuticula de chapulin y
glucosa (60 gL™") (1). La actividad quitinolitica se
determindé con p-nitrofenol N.acetil-B-D-glucosamida
(Sigma Chemical Co.). Se tomaron muestras en la fase
exponencial y estacionaria para la extracciébn y
purificacion de ADN y ARN total de L. lecanii en cada
uno de los sustratos para su aislamiento y purificacion
de acuerdo al proveedor (kit DNeasy Plant Minikit)
(QIAGEN) y ARN total (TrizoIR) (Invitrogen).

Resultados y discusidon. La actividad quitinolitica se
determind en el extracto obtenido del cultivo solido. El
hongo en glucosa presentd niveles minimos de
actividad, mientras que en caparazén de camaréon fue
6 veces mayor que en cuticula de chapulin (Fig 1),
ambos sustratos son inductores (2). Se amplificaron
dos fragmentos de los genes chitl y chit2 por PCR (Fig
2) y se optimizé la extraccién y purificacion del ARN
total de V. lecanii (Fig 3). Se estan realizando los
ensayos para determinar la expresion de los genes
quitinoliticos, utilizando sustratos complejos en cultivo
sélido.
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Fig. 1. Actividades quitinoliticas de L. lecanii. Glucosa #;
Cuticula de chapulin &, Caparazon de camarén 4 .
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Fig 2. Productos amplificados de los genes de quitinasas de
L. lecanii; 1) chit-1. 2) chit-1l. 3) marcador de 100 pb.

Fig.3 Extraccion de ARN total de L. lecanii en fermentacion
sélida; 1) caparazdn de camardn 2) cuticula de chapulin
3) glucosa.
Conclusiones. El caparazén de camaron es un mayor
inductor de la actividad quitinolitica. Se estandarizé la
extraccién y purificacion de ADN y ARN total de V
lecanii en cultivo sdlido.
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