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Introduccion. El carbén de la espiga ocasionado por el
hongo basidiomiceto Sporisorium reilianum es una
enfermedad de distribucion mundial que afecta
principalmente al maiz y al sorgo, siendo su principal
caracteristica la presencia de masas carbonosas de color
negro en mazorcas y en espigas, estas Ultimas presentan
un desarrollo excesivo y deformaciones (1). Hasta el
momento no se conoce acerca de las enzimas
hidroliticas extracelulares de este hongo.

En el presente trabajo se realizd la purificacion y
caracterizacion bioquimica de la proteasa &acida
extracelular producida por este fitopatégeno, con la
finalidad de evaluar el potencial biotecnoldgico que tiene
esta enzima.

Metodologia. La actividad enzimatica fue medida
utilizando albimina sérica bovina a pH 3.2. Para la
purificacion de la proteasa se parti6 de un extracto
extracelular obtenido de un cultivo de 96 horas en medio
minimo con glucosa y sulfato de amonio como fuente de
carbono y nitrégeno respectivamente; el cual fue
sometido a un proceso de cromatografia en una columna
de intercambio i6nico con un gradiente de NaCl al 0.1M
de 0-100% utilizando el sistema FPLC. La purificacion se
sigui6 por SDS-PAGE vy tincibn de plata. Una vez
purificada la enzima se determiné su pH y temperatura
Optima y la estabilidad a estos mismos pardmetros (2). La
proteina de determino por el método de Bradford (3).

Resultados. La proteasa fue purificada a homogeneidad
molecular en un solo paso cromatogréfico, utilizando una
columna de intercambio i6nico. La fraccién 35 presento
solo una banda de proteina con actividad, la cual fue
eluida a una concentracion de NaCl del 25% (Figura 1).
El pH y temperatura O6ptima fueron de 3 y 35°C
respectivamente.

La enzima fue estable en un intervalo de pH de 2-11 y de
4°C a 50°C.

La proteina fue purificada 22.63 veces con un
rendimiento de 43.58 (Tabla 1).
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Fig. 1. Gel de electroforesis, tefiido con plata. 1. Marcador de peso
molecular. 2. Extracto crudo. 3. Fraccién 37. 4. Fraccion 36. 5. Fraccion
35.

Tabla 1. Tabla de purificacion.

PASO PROT. | ACT. | ACT. REND PURIF
DE TOT. () ESP % (VECES)
PURIFICACION | (mg) (U/mg)
EXTRACTO 2.7 205.3 | 76.03 100
CRUDO
INTERCAMBIO 052 | 89.48 | 1720.7 | 43.58 22.63
IONICO.

Conclusiones.

Se purificé la proteasa &cida extracelular de S. reilianum.
La enzima fue estable en un amplio intervalo de pH y
temperatura, con 6ptimos de 3 y 35°C respectivamente.
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