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RESUMEN

La quitina es el principal constituyente de la pared celular de la mayoria de los hongos y son las
quitinasas las encargadas de su degradacion. Estas son proteinas relacionadas con la patogenicidad
y respuesta defensiva de las plantas ante la infeccion de algun patégeno. En este estudio un gen de
quitinasa, indexado como Chit33, fue aislado desde una cepa nativa de Trichoderma harzianum, para
ser expresado en Escherichia coli (E. coli). La actividad del extracto proteico parcialmente purificado
fue evaluado sobre los hongos Botrytis cinerea y Alternaria alternata. Los resultados indican una
reduccidon en un 50% en la velocidad de crecimiento e inhibicidn del crecimiento miceliar. En cuanto
a su estructura se observaron hifas atrofiadas y lisadas.
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ABSTRACT

Chitin is the main component of the cell wall of most fungi and the chitinase is essential for chitin
degradation. The chitinase are proteins associated with pathogenicity and plant defensive responses
to many pathogen infections. In this study, a gene that codified for a chitinase, indexed as Chit33,
was isolated from a native Trichoderma harzianum strain. Gene was cloned and expressed in Esche-
richia coli. The activity of the partially purified protein extract was evaluated against Botrytis cinerea
and Alternaria alternate fungi. The results showed a 50% reduction in the growth rate and inhibition
of mycelial growth. Regarding structure, atrophied hyphae were also observed.

Key words: Trichoderma, Botrytis, Alternaria, chitinase.

Recibido: 24 julio 2014. Aceptado: 02 septiembre 2014.



182 s; Chilean J. Agric. Anim. Sci., ex Agro-Ciencia (2014) 30(3):181-189.

INTRODUCCION

Las enfermedades producidas por hongos son
uno de los principales problemas en la agricultu-
ra. Se estima que las pérdidas a consecuencia de
éstos puede llegar al 25% en paises desarrollados
y a un 50% en paises en vias de desarrollo (Kiru-
bakaran y Sakthivel, 2007).

De los hongos utilizados para el biocontrol de
patogenos fungicos de suelo, varias especies de
Trichoderma han concitado una mayor atencion.
Su accionar resulta de una combinacion de mico-
parasitismo, produccion de metabolitos antifungi-
cos y de proteinas relacionadas a la defensa contra
patdgenos (PR) (Stefonova et al., 1999).

Las proteinas relacionadas a patogenos (PR)
se acumulan en respuesta a una infeccion causa-
da por un patoégeno o bien en respuesta a sefiales
que se relacionan con el sistema de defensa de las
plantas. Estas proteinas fueron identificadas, ini-
cialmente, en hojas de tabaco que mostraron una
reaccion de hipersensibilidad al virus del mosaico
del tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV) (Ordena-
na, 2002). Recientemente, han sido clasificadas en
once grupos (Gutierrez y Torre-Almaraz, 2007) y
la mayoria de estas proteinas actiian danando las
estructuras del parasito. Las proteinas denomina-
das PR-1 y PR-5 interactiian con las membranas
plasmaticas, mientras que las B 1,3 glucanasas
(PR-2) y las quitinasas (PR-3, PR-4, PR-8 y PR-
11) tienen como sustratos los B 1,3 glucanos y a
la quitina, ambos componentes esenciales de las
paredes celulares de muchos de los hongos supe-
riores (Fritig et al., 1998; Ordenana, 2002). Entre
las endoquitinasas mas importantes que presen-
ta Trichoderma harzianum se encuentran Chit-33 y
Chit-42. En ambos casos se ha reportado actividad
antifungica contra hongos fitopatogenos como
Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, A. solani y
Botrytis cinerea (Duo-Cuan, 2006). La secuencia
aminoacidica de la quitinasa Chit-33 tiene una ho-
mologia significativa con las quitinasas de plantas
de la clase III, como también diferencias sustan-
ciales, a nivel bioquimico, con otras quitinasas de
Trichoderma (Dana et al., 2006). Lo anterior podria
contribuir al desarrollo de sinergismo entre las
quitinasas propias de las plantas y la quitinasa
extraida desde Trichoderma (Chit-33), favorecién-
dose de esta forma la resistencia hacia diferentes
patdgenos.

La quitina es el componente mayoritario del
exoesqueleto de insectos y de las paredes de
hongos. Los cuerpos de estos tltimos consisten,
generalmente, en filamentos ramificados confor-
mados en un 80 a 90% de polisacaridos, siendo
la quitina el constituyente mas frecuente (Khan y
Shih, 2004). Este componente de la pared, junto a
otros polisacaridos, proteinas y lipidos, otorga al

organismo proteccion ante un ambiente hostil (Se-
litrennikoff, 2001) por cuanto la disrupcidn de esta
pared los hace vulnerables a la accién de agentes
externos. Sin embargo, la quitina se encuentra au-
sente en el grupo taxonémico Oomicetes cuya pa-
red esta constituida por celulosa y glucanos, prin-
cipalmente. Un nuimero importante de hongos
fitopatodgenos presentan quitina en su estructura,
destacandose por su connotacién fitopatogénica
B. cinerea y A. alternata. Estos hongos imperfec-
tos o Deutoromycetes (hongos asexuales) afectan
a hortalizas, plantas ornamentales y frutales en
todo el mundo, ocasionando grandes pérdidas del
punto de vista econémico (Agrios, 2005).

Ademas la quitina es el segundo polisacarido
mas abundante en la naturaleza después de la ce-
lulosa (Merzendorfer, 2003; Matroudi et al., 2008).
Este sustrato es degradado por enzimas liticas,
denominadas quitinasas, que se encuentran en
diversos organismos, tales como bacterias, virus,
hongos, plantas y animales, tanto invertebrados
como vertebrados. En hongos, las quitinasas cum-
plen funciones autoliticas, nutricionales y mor-
fogenéticas; en bacterias cumplen un papel en la
digestion de quitina para la obtencion de energia a
partir de ésta; en crustaceos e insectos, las quitina-
sas participan en los procesos de muda, mientras
que en las plantas acttian en la defensa y el desa-
rrollo (Dahiya et al., 2006; Ping-mei et al., 2011).

Las quitinasas son enzimas que degradan quiti-
nay dada su actividad son consideradas como en-
zimas antifungales, que impiden la proliferaciéon
de hongos, en general. Pertenecen a la familia de
proteinas “relacionadas con patogénesis” (PR),
catalogadas como PR-3, siendo su caracteristica
principal la capacidad de hidrolizar enlaces B-(1,
4) de las unidades de N-acetil-D-glucosa-2-amina
(Slusarenko et al., 2000).

En general, las quitinasas estan clasificadas en
tres familias y poseen un tamafo molecular que
varia entre los 26 y 43 kDa. La familia 18, presente
en bacterias, hongos, levaduras, virus, plantas y
células animales; la familia 19 que se encuentra
exclusivamente en plantas y la familia 20, consis-
tente en B-N-acetilhexosaminidasas halladas en
bacterias, hongos y vertebrados superiores (De la
Cruz et al., 1992; Seitrennikoff, 2001; Duo-Chuan,
2006).

Estas clasificaciones se basan en las diferencias
encontradas entre estas familias, tanto a nivel de
secuencia nucleotidica como en su estructura pro-
teica tridimensional. Es asi como las quitinasas
de la familia 18 presentan 5 dominios: la regiéon
N-terminal del péptido sefal, la region rica en se-
rinas/treoninas del dominio catalitico, el dominio
de union a quitina y la regién C-terminal (Duo-
Chuan, 2006). Sin embargo, numerosas quitinasas
han perdido los tltimos tres dominios sin dejar de
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ser funcionales. Un ejemplo de lo anterior corres-
ponde a una quitinasa (33 kDa) que fue extraida
de un aislado nativo de Trichoderma harzianum
y que se caracteriza por exhibir una actividad
controladora de hongos patogénicos de plantas
(Prakash et al., 2001). Esta quitinasa 33 (chit33)
se induce en presencia de restos de paredes celu-
lares de hongos como también, por la presencia
de quitina coloidal, o por efecto de la ausencia de
fuentes de carbono apropiadas (Duo-Chuan, 2006;
Kirubakaran y Sakthivel, 2007).

Estudios recientes muestran que la expresion
de genes de quitinasas en plantas es una alterna-
tiva para el control de infecciones causadas por
diversos hongos patogénicos. Existe informa-
cion ademas que algunas quitinasas aplicadas
exdgenamente tendrian un efecto deletéreo so-
bre insectos (Saguez et al., 2005). La accion sobre
los insectos se explicaria por la presencia de una
membrana peritréfica, compuesta de quitina, que
recubre la zona media intestinal (Kramer, 1997;
Merzendorfer, 2003).

En el presente trabajo se evalud el efecto in-
hibitorio sobre el crecimiento de los hongos fito-
patogenos Botrytis cinerea (B. cinerea) y Alternaria
alternata (A. alternata), de una quitinasa nativa ais-
lada desde Trichoderma cuyo gen fue amplificado
y expresado en Escherichia coli (E. coli).

MATERIALES Y METODOS

Subclonacién y expresion del gen quitinasa

Preliminarmente, se disponia de gen chit33
clonado en el vector pCambia 2300 en el sitio de
restriccion Spel. El inserto fue liberado con Spel
y ligado al vector pBluescript KS(+), previamente
cortado con la misma enzima (Wiwat et al., 2002).
Con el vector recombinante pks-chit33 se trans-
formaron células competentes de E. coli DH5a
(F$80diacZAM15  A(lacZYA-argF) U169 endAl
recAl hsdR17(r, m,*) deoR thi-1 supE44A-gyrA96
relA1))). Para este fin, se sembraron en medio
Luria Bertani (LB) suplementadas con ampicilina
50 pg*mL? (Sambrook et al., 1989) incubandolo
por 16 h. Al cabo de este tiempo se inoculdé 100
mL de medio LB suplementado con ampicilina
(50 pug*mL") en un frasco de cultivo de 250 mL
a 37°C con agitacién vigorosa. Cuando las célu-
las alcanzaron una densidad optica de 0,9 (DO)
a 600 nm, se anadio isopropil B-D-tiogalactdsido
(IPTG) y luego de 5 h de induccion, la biomasa
fue colectada mediante centrifugacién a 5000 rpm
por 10 min a 4°C (Eppendorf, modelo 5415 C, Ber-
lin, Alemania).

Purificacion parcial de la proteina recombinante
El precipitado resultante fue resuspendido en
un tampon de lisis (50 mM de glucosa, 25 mM Tris

HCl y 10 mM EDTA, pH 8,0), sonicado y centri-
fugado a 5000 rpm por 10 min a 4°C (Eppendorf,
modelo 5415 C, Berlin, Alemania). Se analizaron
las proteinas presentes mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida, tanto en la fraccién soluble
(sobrenadante) como en la fraccion sedimentada,
midiéndose su concentracion a través del método
de Bradford.

La electroforesis se realizo en geles de polia-
crilamida (12%) en condiciones desnaturantes,
segtin el procedimiento descrito por Laemmli
(1970). Las proteinas suspendidas en tampon
Laemmli (Tris HCl 1 M pH 6,8; SDS, Glicerol,
EDTA Na 0,1 M y 5 % B-mercaptoetanol) fueron
centrifugadas brevemente y llevadas a ebullicion
por 5 min antes de ser cargadas en el gel. La elec-
troforesis fue conducida a 30 mA por tres horas.
El gel fue fijado en una solucién al 30% etanol
y 10% acido acético (v/v) durante 30 minutos y
tenido con una solucion colorante (0,3% de azul
brillante de Coomassie R-250, 50% metanol y 10%
acido acético).

Cultivo de hongos fitopatogenos

Las cepas de Botrytis cinerea y Alternaria alter-
nata fueron mantenidas en agar papa dextrosa
(PDA) a una temperatura constante de 25°C. Es-
tos hongos fueron obtenidos del laboratorio de
Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agra-
rias, Universidad de Talca.

Bioensayo del extracto proteico sobre el creci-
miento y efecto inhibitorio sobre dos hongos de
importancia agricola (B. cinerea y A. alternata)

Para analizar el efecto en la velocidad de cre-
cimiento del hongo B. cinerea, se sembro un trozo
de agar (PDA), conteniendo el hongo en el centro
dela placa. Previo a la siembra del bloque de agar
con Botrytis, se deposité empleando una micro-
pipeta en la superficie el extracto que contenia la
proteina recombinante (22 mg mL™") o con agua
destilada como control. Las placas fueron incuba-
das a 25°C y se realizaron mediciones de creci-
miento cada 24 h. Estas mediciones consistieron
en medir el radio del crecimiento en sus cuatro
puntos cardinales. El ensayo concluyé cuando la
placa control alcanzé su maximo crecimiento. Los
tratamientos se llevaron a cabo con tres repeticio-
nes (n=3).

El efecto inhibitorio del extracto sobre B. cine-
rea 'y A. alternata se determind con el método del
cilindro (Johnson, 1972).

Una vez que el hongo alcanzé un crecimiento
de alrededor 3 cm de diametro, se procedio a ex-
traer cuatro discos de agar con medio utilizando
un sacabocado estéril. Luego se agrego en estos
orificios diferentes concentraciones del extracto
proteico (5,5 mg mL' a 22 mg mL™. Las placas
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fueron incubadas a 25°C hasta que el micelio de
la zona de control alcanzo el perimetro de la pla-
ca. Para ambos ensayos se usé una concentracién
maxima de proteinas de 22 mg*mL"! determina-
das por el método de Bradford. Esta concentra-
cion corresponde al extracto proteico original.

Analisis microscépico delaactividad quitinasica
La deformacion del micelio (B. cinerena y A.
alternata) fue observada en la zona de inhibicion
con un microscopio éptico con 400X de aumento
(Nikon Eclipse E-4000) y tincion con lactofenol
(Torres et al., 1988). Este procedimiento consistio
en hacer crecer un micro-cultivo de Botrytis en
un cuadrado de agar de 1 cm? cubierto con un
cubre objeto, en presencia y ausencia del extracto
proteico. Una vez establecido el patdgeno sobre el
cubre objeto, éste fue depositado sobre un porta
objeto que contenia una gota de lactofenol.

Disefio experimental

Los experimentos se desarrollaron median-
te un disefio completamente al azar en arreglo
simple. Los datos fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANDEVA) y la comparacion
de medias se realiz6 con la prueba de Duncan (p
<0,05) (Pedroza y Dicovskyi, 2007).

RESULTADOS

En este estudio, un gen de quitinasa aislado
de una cepa nativa de Trichoderma harzianum fue

kDa

36

subclonado para ser expresado en E. coli. La pro-
teina recombinante fue expresada y evaluada en
ensayos in vitro contra dos hongos fitopatdgenos
(B. cinerea y A. alternata).

A partir de las bacterias transformadas con el
vector pCambia-2300 se liber6 un fragmento de
1420 pb, correspondiente al gen chit33, a través
de una doble digestion (PstI/Spel). El gen chit33
expresado bajo el promotor constitutivo 34S fue
expresado en E. coli. El extracto proteico, conte-
niendo la enzima recombinante, fue empleado
para evaluar el efecto sobre la velocidad de creci-
miento y el poder inhibitorio sobre los hongos B.
cinerea y A. alternata.

El analisis electroforético del extracto protei-
co, obtenido mediante la induccion del vector de
expresion pBluescript KS(+) en E. coli, revel6 una
banda a la altura de los 33 kDa que corresponde
al peso molecular de la quitinasa (Chit33) (Dana,
2006). Esta banda pudo ser apreciada tanto en el
carril donde se analizo el extracto proteico solu-
ble como en la muestra proveniente del sedimen-
to (Fig. 1). Datos concordantes con los observados
por Matroudi et al. (2008).

Se origind un efecto inhibitorio sobre el creci-
miento de B. cinerea 'y de A. alternata (Figs. 2-3; d)
al aplicar 200 uL (22 mg*mL™) del extracto protei-
co. No se observé efecto inhibitorio o sobre el cre-
cimiento al administrar sélo agua destilada (Figs.
2-3; a). Esta accion inhibitoria se mantuvo atin pa-
sada una semana de haber agregado el extracto,
demostrando que su efecto fue perdurable. Ade-

Fig. 1. Analisis SDS-PAGE. Carril 1, marcador de peso molecular (7B); Carril 2, proteinas totales
extraidas desde E. coli conteniendo so6lo el vector pBluescript; Carril 3, sedimento con proteinas
totales extraidas desde E. coli conteniendo pBluescript-Chit33, y Carril 4, sobrenadante con
proteinas totales extraidas desde E.coli. conteniendo pBluescript-Chit33.

Fig. 1. SDS-PAGE analysis. Lane 1, molecular weight markers (7B); Lane 2, total proteins from E.
coli containing only pBluescript; Lane 3, sediment with total proteins from E.coli harbouring
Chit33 gene; and Lane 4, supernatant with total proteins from E.coli harbouring Chit33 gene.
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Fig. 2. Efecto inhibitorio del extracto proteico (quitinasa) sobre B. cinerea. a: control solucién tampo-
nante; b: 50 uL del extracto; c: 100 puL del extracto; y d: 200 pL del extracto.
Placa Petri 1: 0 h después de agregar el extracto; Placas Petri 2, 3, y 4: 24, 48 y 72 h después de
agregar el extracto, respectivamente; Placa Petri 5: 6 dias después de agregar el extracto, forma-

cion esclerocios; y Placa Petri 6: esclerocios.

Fig. 2. Inhibitory effect of the protein extract (chitinase) on B. cinerea. a: buffer solution control; b: 50
pL of the extract; c: 100 uL of the extract, and d: 200 puL of the extract.
Petri Plate 1: 0 h after adding the extract; Petri Plate 2, 3, and 4: 24, 48 and 72 h after adding the
extract, respectively; Petri Plate 5: 6 days after adding the extract and esclerotia formation; and

Petri Plate 6: esclerotia.

mas, en el caso de Botrytis, la adicion del extracto
proteico tuvo como consecuencia la formacion de
esclerocios, estructuras tipicas de resistencia que
se generan bajo condiciones ambientales adver-
sas (Fig. 2, placa 6).

Con el objeto de comprobar si el extracto pro-
teico poseia un efecto fungicida sobre Botrytis, se
extrajo un trozo de micelio de la zona de inhibi-
cién. Este fue sembrado en una placa nueva sin
la aplicacién del extracto proteico, constatandose
que el micelio presenté un crecimiento normal
luego de 24 h de cultivo en el medio PDA (agar
papa dextrosa). El resultado anterior indicaria
que el extracto evaluado present6 sélo una acti-
vidad fungistatica, pero no una actividad fungi-
cida.

La tasa de crecimiento también se vio afecta-
da, reduciéndose en un 50% aproximadamente
por efecto del extracto proteico en comparacion
al control sin tratar (Fig. 4).

Las imagenes de las zonas de inhibicion sobre
los micelios de B. cinerea y A. alternata obtenidas
con un microscopio 6ptico (Fig. 5), revelaron de-
formaciones, desplazamiento del contenido ci-

toplasmatico, afinamiento y lisis de las paredes
celulares (Fig. 5; B y D), mientras que el control
mostrd un crecimiento normal del micelio en am-
bos casos (Fig. 5; Ay C).

DISCUSION

La existencia de quitina, como componente
estructural de estos patdgenos, explicaria el efec-
to detectado en los experimentos de inhibicion
(Figs. 2-3) que se observan para ambos hongos
evaluados.

Se ha reportado que proteinas recombinantes
expresadas en bacterias presentan con frecuen-
cia una mayor concentracion en su fase insoluble
respecto a la fase soluble (Kirubakaran y Sakthi-
vel, 2007). El presente estudio es coincidente con
esos resultados, pues la quitinasa recombinante
fue producida en mayor cantidad en la fraccién
insoluble (Fig. 1).

En la Fig. 4 se observa que la velocidad de cre-
cimiento del hongo B. cinerea se vio reducida en
un 50% en todo instante durante el ensayo, en
comparacion al control. Estos resultados indica-
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Fig. 3. Efecto inhibitorio del extracto proteico sobre Alternaria alternata. a: control solucién
tamponante; b: 50 uL; ¢: 100 puL; y d: 200 uL del extracto.
Placa Petri 1: 0 h después de agregar el extracto; Placa Petri 2: 12 dias después de agregar el
extracto, crecimiento basal; Placa Petri 3: 12 dias después de agregar el extracto, crecimiento
aéreo; y Placa Petri 4: control sin extracto.

Fig. 3. Inhibitory effect of the protein extract on Alternaria alternata. a: buffer solution as control; b:
50 puL; ¢: 100 pL; and d: 200 uL of the extract.
Petri Plate 1: 0 h after adding the extract; Petri Plate 2: 12 days after adding the extract; Petri
plate 3: 12 days after adding the extract, aerial growth; and Petri Plate 4: control without extract.
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Fig. 4. Actividad del extracto proteico (quitinasa) sobre B. cinerea (n = 3). Barras negras control sin
extracto proteico y barras blancas con extracto proteico.

Fig. 4. Protein extract activity (chitinase) on B. cinerea (n = 3). Black bars: control with no protein
extraxt, and white bars: with protein extract.
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rian una supresion del crecimiento del hongo,
probablemente debido a la presencia de meta-
bolitos antifingicos en el extracto proteico. Este
efecto fue perdurable en el tiempo, pues al cabo
de 120 h 1a tasa de crecimiento se mantuvo en to-
das las repeticiones.

La observacion al microscopio 6ptico reveld
cambios a nivel estructural que podrian ser atri-
buibles a la accién de la quitinasa recombinante
contenida en el extracto proteico. Al examinar
en detalle la zona inhibitoria, se observo que la
causa de este retraimiento puede estar asociado a
una deformacion y a la lisis de las hifas del hongo
(Fig. 5). Estos resultados son concordantes con
los encontrados por Mauch et al. (1988), quienes
trataron diferentes tipos de hongos tanto con ex-
tractos proteicos conteniendo enzimas hidroliti-
cas, como con la respectiva enzima purificada. En
ambos casos, los autores observaron hifas atrofia-
das. Lo anterior podria ser atribuido a la pérdida
del balance que existe entre la sintesis y degrada-
cion de los componentes de la pared celular de las
hifas (quitina y glucano) bajo la accién tanto de
quitinasas como glucanasas.

Otra observacion se refiere a que las hifas cre-
cen por su extremo terminal o apical, lugar que
corresponde a la region de crecimiento mas acti-
vo de la pared y que es mas sensible a cambios de
temperatura y luz. La observacién al microscopio
Optico permitié constatar que las zonas que pre-
sentaban deformacion se concentraban en la re-
gion mas cercana al 4pice. Se podria pensar que
la estructura quitinosa en formacién parece ser la
mas sensible a la accion de las quitinasas.

El efecto directo del extracto celular sobre los
micelios de B. cinerea y A. alternata se expresé
en deformaciones del micelio, desplazamiento
del contenido citoplasmatico, afinamiento y lisis
de las paredes celulares, resultados que ofrecen
respuesta al origen de los cambios estructurales
microscopicos originados por el contacto entre
el patdgeno y el extracto proteico que contiene la
quitinasa recombinante.

Se ha encontrado en numerosos estudios que
la accién biocontroladora de especies del géne-
ro Trichoderma se relaciona con la sintesis activa
de metabolitos y macromoléculas extracelulares
con actividad micolitica (Cherif y Benhamou

Fig. 5. Observacion bajo microscopio oOptico (400X) de hifas de Botrytis cinerea y Alternaria
alternata. (A)-(C) Tratamiento control de B. cinerea y A. alternata respectivamente, mostrando
un desarrollo normal de micelio junto a los conidi6foros, y (B)-(D) Crecimiento del micelio
en la zona de inhibicion mostrando deformacion de las hifas y ausencia de estructuras
reproductivas (B. cinerea y A. alternata, respectivamente).

Fig. 5. Observation under optical microscope (400X) of Botrytis cinerea and Alternaria alternata
mycelia. (A)-(C) Control treatments of B. cinerea and A. alternata respectively, showing a
normal development of the mycelia and the conidiophores, and (B)-(D) Mycelium growth in
the inhibition zone showing deformation of hyphae and absence of reproductive structures

(B. cinerea and A. alternate, respectively).
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1990; Uloha y Peberdy 1991). En la actualidad,
se esta explorando la manipulacion genética de
los genes de proteinasas con el propdsito de in-
crementar la actividad bioldgica de T. harzianum.
Por otra parte, investigaciones recientes indican
que la inhibiciéon de los hongos se hace mas efecti-
va mediante la utilizacion de combinaciones de 3
1,3 glucanasa y quitinasa (Dana et al., 2006; Duo-
Cuan, 2006). Los aislamientos A-34, A-53, A-86
y PR-617 (Uloha y Peberdy 1991) se emplean en
forma de biopreparados para combatir los hon-
gos del suelo en tabaco, hortalizas, granos y otros
cultivos. Parte de la efectividad de los mismos se
puede atribuir a la produccion de metabolitos y
macromoléculas y su efecto sobre los patogenos,
como lo demuestran los resultados anteriormente
expuestos.

La proteina recombinante Chit-33 expresa-
da en E. coli disminuy¢ el crecimiento de ambos
hongos fitopatogénicos, B. cinerea y A. alternata.
Lo anterior permitiria concluir que el extracto
proteico posee una actividad fungistatica contra
dos hongos de importancia agricola y es por tan-
to, una alternativa a considerar para el disefio de
estrategias apropiadas para lograr obtener culti-
vares resistentes 0 mas tolerantes a las enferme-
dades provocadas por hongos.

Este trabajo contribuye a ser un reporte de la
actividad de una quitinasa obtenida de una cepa
nativa de Trichoderma harzianum y expresada en
E. coli que presenta la capacidad de inhibir el cre-
cimiento de dos hongos de importancia agricola
como son B. cinerea'y A. alternata.

CONCLUSION

Mediante andlisis morfologicos de las hifas de
ambos hongos estudiados (B. cinerea 'y A. alternata)
mas el efecto del extracto proteico sobre el creci-
miento sobre ellos, fue posible comprobar el efec-
to inhibitorio de la quitinasa recombinante extrai-
da desde la cepa nativa de Trichoderma harzianum.
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