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Enzimas que degradan paredes vegetales en Fusarium oxysporum

C. VAZQUEZ, R. SELLEK y N. FERNANDEZ

Se han estudiado las variaciones de las siguientes actividades enzimaticas: 8-gluco-
sidasa, endo B-1,4 glucanasa, exo B8-1,4 glucanasa y laminarinasa en tres aislamientos
de Fusarium oxysporum.

Este hongo produce un complejo enzimético extracelular con actividad laminari-
nasa, endo B-1,4 glucanasa y B-glucosidasa en un medio de cultivo con pectina como
fuente de carbono.

Las actividades més significativas fueron producidas por cepas responsables de da-
fos vasculares, aunque no siempre la mayor actividad se corresponde con la mayor
virulencia.
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INTRODUCCION

Fusarium oxysporum es un hongo fitopa-
tégeno, de gran interés econémico ya que
ocasiona grandes pérdidas en numerosos
cultivos. Produce esta especie una bateria
de enzimas capaces de degradar polisacri-
dos complejos de las paredes celulares.

Como se sabe, las paredes vegetales tie-
nen tres constituyentes poliméricos funda-
mentales: celulosa, hemicelulosa (polisacé-
ridos no celuliticos que incluyen glucanos,
mananos Yy xilanos) y lignina, que posee una
estructura polifenélica compleja.

El polimero mejor conocido de cuantos
forman parte de la pared vegetal es la ce-
lulosa, que constituye entre un 20 y un
30 % del peso seco de la mayoria de las pa-
redes primarias. Su cadena elemental
corresponde a la de un glucano con enla-
ces f} entre el carbono 1y 4.

Las enzimas que hidrolizan celulosa, pro-
ducidas por microorganismos, tienen reper-

cusién en la podredumbre de la madera, en
la rotura de paredes celulares y en la ma-
ceracion de tejidos. También pueden jugar
un papel importante en la invasién del pa-
tégeno en el vegetal, en la penetracién in-
tra e intercelular de los tejidos del huésped
y en el desarrollo del marchitamiento.

El complejo celulosa estd integrado por
tres actividades enzimaticas: la enzima C1
que libera las cadenas de glucano de la fi-
bra de celulosa, proporcionando el sustrato
de la enzima Cx o endoglucanasa que hi-
droliza los enlaces §-1,4 glucosidicos, dan-
do como productos de reaccién oligosacari-
dos solubles. Cx sola no es capaz de hidro-
lizar celulosa nativa y puede ser producida
por organismos celuloliticos y no celuloliti-
cos, y, por otra parte, presenta actividad
frente a carboximetilcelulosa y otros deri-
vados solubles de celulosa con bajo grado
de sustitucién.

La enzima exoglucanasa se ha identifica-
do en preparaciones de muy pocos organis-
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mos. La presencia de esta enzima siempre
estd acompanada de endoglucanasa, y libe-
ra celobiosa de los glucanos.

B-glucosidasa es la actividad que comple-
ta el sistema celulasa. No se puede consi-
derar una celulasa propiamente dicha, aun-
que su papel es esencial para hidrolizar la
celobiosa, que es un fuerte inhibidor de la
exoglucanasa (BERGHEM, 1975).

El interés del estudio de 8-1,3 glucanasas
producidas por hongos esta plenamente jus-
tificado, puesto que se han descrito estas
actividades, concretamente en tomate,
como enzimas que aparecen en el vegetal
en respuesta a la infeccién e implicadas en
reacciones de defensa del vegetal (FERRA-
RIS, 1987; JOOSTEN, 1989). Por ello, el co-
nocimiento de la capacidad productora del
hongo se hace necesaria para detectar dife-
rencias entre las actividades de ambos ori-
genes.

En este trabajo hemos seguido las activi-
dades que degradan celulosa y $-1,3 gluca-
nos por Fusarium oxysporum en un medio
con pectina como fuente de carbono, du-
rante un periodo de 24 dias, con el objeto
de aportar datos sobre la relacién entre la
secrecion de las enzimas que degradan pa-
redes y la capacidad patogénica del hongo.

MATERIAL Y METODOS
Organismos y condiciones de cultivo

Para el presente trabajo se han utilizado
tres cepas de Fusarium oxysporum. Dos
correspondieron a Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (FOL raza 0 y 1) y la tercera
cepa fue un aislamiento de F. oxysporum f.
sp. radicis lycopersici (FORL), todos ellos
proporcionados por el Dr. Tello del Dpto.
Proteccién Vegetal del INIA.

Estas cepas fueron mantenidas en PDA
y el medio de cultivo para el ensayo enzi-
mitico fue Czapeck-Dox modificado (VAz-
QUEZ, 1986) donde la fuente de carbono
fue sustituida por pectina al 1 %.

Los indculos se prepararon a partir de
suspensiones de conidios preparadas en
agua estéril con cultivos de 7 dias sobre
PDA. Se utilizaron 0,5 ml de esta suspen-
sién como unidad de inéculo por cada ma-
traz con 20 ml de medio.

Una vez inoculados, se incubaron a
25 °C. Periédicamente se tomaron muestras
separando el micelio por filtracién al vacio
y el liquido metabdlico se utiliz6 como
fuente de enzimas.

Determinaciones enzimaticas

La actividad $-glucosidasa (EC 3.2.1.21)
se determind segun el método de EBER-
HART (1961), valorando el paranitrofenol
liberado mediante la lectura a 410 nm. El
sustrato utilizado fue paranitrofenil-p-D-
glucopiranésido al 0,1 % en tampdn aceta-
to 50 mM y pH 5,0. Una unidad de activi-
dad B-glucosidasa se define como la canti-
dad de enzima necesaria para liberar un
umol de paranitrofenol por minuto y por
ml.

La actividad endoglucanasa (EC 3.2.1.4)
hidroliza al azar enlaces B-1,4 glucosidicos.
El sustrato utilizado fue carboximetilcelu-
losa al 2 % en tampén acetato 50 mM y
pH 5,0y la actividad fue valorada por la re-
duccién de la viscosidad. Se considera una
unidad de actividad enzimdtica como la
cantidad de enzima necesaria para catalizar
un decrecimiento de la viscosidad del 1 %
(KEEN y HORTON, 1966).

Las actividades exoglucanasa y laminari-
nasa se valoraron por el incremento de gru-
pos reductores por el método de SOMOGYI
(1945) y NELSON (1944) utilizando como
sustratos avicel y laminarina respectiva-
mente en tampon acetato 50 mM y pH 5,0.
Una unidad de actividad enzimatica se de-
fini6 como la cantidad de enzima necesaria
para la liberacién de un pmol de grupos re-
ductores por minuto y por ml.

Paralelamente a los ensayos enzimaticos
se determinaron el pH, el peso seco, las sus-
tancias reductoras y las proteinas por el mé-
todo de LOWRY (1951).
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Fig. 1.—Actividad Endoglucanasa a lo largo de 25 dias de incubacién en tres aislamientos de Fusarium oxysporum.
F. oxysporum £. sp. lycopersici raza 0 (D), F. oxysporum £. sp. lycopersici raza 1 (A) y F. oxysporum {. sp. radicis
lycopersici (*).

RESULTADOS

El crecimiento maximo para los tres ais-
lamientos se alcanza entre los cuatro y los
seis dias de incubacién, con valores de peso
seco entre 70 y 85 mg/muestra. A partir de
los seis dias y paralelamente al consumo,
practicamente total, de la fuente de carbo-
no, observamos una pérdida de peso seco,
como corresponde al proceso autodegra-
dativo.

La actividad endoglucanasa en FORL
presenta valores muy bajos durante el pe-
riodo ensayado y bajo las condiciones des-
critas. Muestra unicamente actividad entre
los siete y diez dias de cultivo, suponiendo
solamente un 30 % de la actividad manifes-
tada por los dos Fusaria vasculares; en és-
tos, la actividad sobre CMC se manifiesta
desde las 48 horas de incubacién y se man-
tiene durante todo el ensayo (Fig. 1).

f-glucosidasa es producida por los tres
aislamientos con posterioridad a la detec-
cién de endoglucanasa, y se libera al medio

a partir de los nueve dias de incubacién, ob-
servandose niveles crecientes hasta la fina-
lizacién del ensayo. De nuevo FORL es el
menos significativo respecto a esta activi-
dad y F. oxysporum f. sp. lycopersici raza
1 el mas activo, alcanzando las 140 unida-
des/ml (Fig. 2).

La actividad $-1,3 glucanasa no se detec-
ta en los hongos vasculares hasta agotada
la fuente de carbono y se alcanzan los va-
lores mas altos a los 20 dias de incubacion
(Fig. 3). El nivel para FORL es muy infe-
rior y la secuencia de produccién parece di-
ferir claramente de los hongos vasculares

(Fig. 3).

DISCUSION

La primera observacién que conviene re-
saltar como consecuencia del estudio deta-
llado de los resultados es la mayor capaci-
dad enzimitica de los hongos vasculares.
Estos datos son aiin insuficientes para ha-
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Fig. 2.—Actividad B-glucosidasa a lo largo de 25 dias de incubacién en tres aislamientos de Fusarium oxysporum.
F. oxysporum . sp. lycopersici raza 0 (O), F. oxysporum £. sp. lycopersici raza 1 (A), y F. oxysporum f{. sp.
radicis lycopersici (*).

U/ml
0

200
150~

100~

0 | | 1 1
0 5 10 15 20 25

Dias de incubacion

Fig. 3.—Actividad B-1,3 glucanasa a lo largo de 25 dias de incubaci6n en tres aislamientos de Fusarium
oxysporum. F. oxysporum {. sp. lycopersici raza 0 (Q), F. oxysproum {. sp. lycopersici raza 1 (A), y F. oxysporum
f. sp. radicis lycopersici (*).
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cer generalizaciones sobre diferentes com-
portamientos relacionados con diversas pa-
tologias. Sin embargo son datos interesan-
tes y que en un futuro se deberian confir-
mar con nuevos aislamientos.

Qusiéramos destacar la presencia de ac-
tividad carboximetilcelulosa en un medio
con pectina, en contraposicién con otros ca-
sos descritos como Verticillium albo-atrum,
el cual no manifiesta ninguna actividad so-
bre CMC cuando crece sobre pectina (CAR-
DER, 1987; GUPTA y HEALE, 1971). En
nuestro caso los productos del catabolismo
de la pectina son menos efectivos como re-
presores de la sintesis enzimdtica.

Celulasas constitutivas fueron senaladas
para Verticillium alboatrum aislado de to-
mate (COOPER, 1973) sobre glucosa.

Podemos considerar la actividad carboxi-
metilcelulasa constitutiva para FOL raza 0
y raza 1, ya que aparecen en un medio de
cultivo sin inductor especifico y no sujetas
a represion catabdlica, puesto que se detec-
tan con concentraciones 4,5 y 2 mM de azi-
car respectivamente (Fig. 1). Sin embargo
en FORL no aparece la actividad hasta que
el nivel de glucosa es inferior a 1 mM. Qui-

ABSTRACT

z4s no exista un dnico e idéntico mecanis-
mo regulador para todas las actividades de
un mismo tipo.

El comportamiento de $-glucosidasa se-
guiria un modelo clasicamente inductivo,
en este caso el inductor corresponderia a
monoémeros no celuloliticos (induccién gra-
tuita), seilalado ya por GUPTA (1971),
SANDHU (1982) y SHEWALE (1978) que
irian apareciendo como consecuencia de la
progresiva degradacién de las paredes. Por
otra parte los cambios en la concentracion
de estos inductores podrian explicar dife-
rentes niveles de actividad B-glucosidasa
para las tres cepas.

En las condiciones descritas no se encon-
tré ninguna actividad exoglucanasa.

Las actividades f§-1,4 glucanasa y §-1,3
glucanasa son siempre significativamente
mads altas para los aislamientos vasculares
que para el responsable de podredumbre,
pero no siempre los valores mds altos
correspondieron con la cepa mas virulenta.
Esto hace pensar que otros factores del hos-
pedador deberdn jugar también un papel en
la manifestacién de esa relacién.

VAzqQuez, C., R. SELLEK y N. FERNANDEZ (1992): Enzimas que degradan paredes
vegetales en Fusarium oxysporum Bol. San. Veg. Plagas, 18 (4): 693-698.

Variations in the activities of B-glucosidase, endo 1,4-B-glucanase, exo 1,4-B-glu-
canase and laminarinase of three isolates of Fusarium oxysporum have been studied.
This fungi produced and extracellular enzymic complex with laminarinase, endo
1,4-B-glucanase and pB-glucosidase in a medium with pectin as carbon sources.

The highest activities were produced by vascular strains, but not always, the hig-

hest activity is related with the most virulence.

Key words: Fusarium oxysporum £. sp. lycopersici, Fusarium oxysporum f. sp. ra-

dicis lycopersici, activities enzymatics.
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