Produccion in vitro de pectinasas por
Colletotrichum acutatum

In vitro production of pectinases by Colletotrichum acutatum

Carlos Patifio Torres!

1Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Postgrado en Suelos. copatino@unal.
edu.co

Rec.:30.07.09 Acept.:08.12.09

Resumen

Los hongos del género Colletotrichum son reconocidos productores de sustancias fitotoxicas de bajo
peso molecular y de enzimas que juegan papeles clave en su interaccion patogénica con varios cultivos.
Este estudio tuvo como objetivo determinar la naturaleza de las sustancias fitotoxicas producidas por
C. acutatum en los medios de cultivo liquido Czapeck-Dox, Fries y MS, que estuviesen implicados en
su interacciéon patogénica con el tomate de arbol (Solanum betaceae). Los procedimientos y resultados
de la evaluaciéon permitieron descartar que la actividad fitotoxica observada sobre los frutos de tomate
inoculados con los extractos de los medios de cultivo se debiera a metabolitos de bajo peso molecular.
Por el contrario, utilizando la prueba de placa de pozos (Dingle et al., 1953) se establecio que C.
acutatum produce en los medios de cultivo evaluados enzimas con actividad pectinasa, tanto liasas
como hidrolasas, las cuales podrian estar implicadas en la enfermedad de la antracnosis del tomate de
arbol. Los resultados demostraron ademas que la produccion de las enzimas se ve influenciada por el
pH del medio de cultivo.

Palabras clave: Solanum betaceae, tomate de arbol, Colletotrichum acutatum, antracnosis, pectinasas,
metabolitos.

Abstract

The fungi of gender Colletotrichum are producers of phytotoxic substances of low molecular weight
and enzymes, which can to play crucial roles in their pathogenic relations with many commercial
crops. This study was realized for to determine the type of the substances produced by C. acutatum
in the Czapeck-Dox’s, Fries’s and MS’s culture medium, substances that have roles in the pathogenic
relations with tamarillo (Solanum betaceae). The procedures and results of the evaluation allowed
us to discard that phytotoxic activity on tamarillo fruits inoculated with extracts to be low molecular
weight metabolites. Utilizing the cup-plate asay (Dingle et al., 1953), we to establish what in vitro, C.
acutatum produced enzymes like pectinases (poligalacturonases) and pectyn lyases, whose action can
to be implied in the antracnosis of tamarillo. Besides, the production of pectinases was influenced by
pH’s culture medium.

Key words: Tree tomato, Solanum betaceae, anthracnosis, Colletotrichum acutatum, pectinase, metabo-
lites.
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Introduccion

La principal limitante de la produccion para
el cultivo de tomate de arbol o tamarillo en
Colombia, es la enfermedad de la antracnosis
causada por el hongo Colletotrichum acuta-
tum. Segun Rondon y Aranzazu (1999), las
pérdidas por la enfermedad pueden sobrepa-
sar 50% de la produccion.

Los signos y sintomas asociados con la
enfermedad permiten suponer la accion de
metabolitos fitotoxicos en la interaccion C.
acutatum — planta, de los cuales algunos ya
han sido aislados y caracterizados en Colle-
totrichum. Igualmente, la evidencia mole-
cular ha demostrado que C. gloeosporioides,
C. lindemuthianum y C. acutatum producen
enzimas tipo pectinasas, que son agentes
de patogenicidad primarios para el primero
(Wattad et al., 1997).

La presente investigacion tuvo como
objetivo caracterizar los factores de pato-
genicidad involucrados en la interaccion C.
acutatum — planta de tomate de arbol.

Materiales y métodos

El aislado de C. acutatum fue donado por el
Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Univer-
sidad Nacional de Colombia sede Medellin.
Para comprobar su viabilidad y patogenici-
dad, se inocul6 en condiciones de laboratorio
sobre frutos de tomate de arbol con grado de
maduracion comercial. Una vez esporulado

Cuadro 1. Medios de cultivo y tiempos de fermentacién.
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se reaislo y purifico en PDA por 8 dias entre
25°C y 28 °C, con luz difusa.

Para la produccion de metabolitos fito-
toxicos se evaluaron dos factores: medio
de cultivo y tiempo de fermentacion, en tres
niveles cada uno (Cuadro 1). Los medios de
cultivo evaluados fueron Fries modificado (F);
Czapeck-Dox (CD) y Murashige-Skoog (MS-
1962). EIl pH final de todos ellos se ajusto a
5.8 antes de esterilizar a 120 °C y 20 1b de
presion durante 15 min. Los tiempos de fer-
mentacion ensayados correspondierona 1,2y
3 semanas. Los medios fueron inoculados de-
positando tres discos de crecimiento micelial
de aproximadamente 5 mm de diametro, pro-
venientes de cultivos del hongo desarrollados
sobre medio PDA y de 8 dias de crecimiento.
Los medios de fermentacion se mantuvieron
a una temperatura aproximada de 25 °C, sin
agitacion y con luz difusa.

El diseno experimental utilizado fue com-
pletamente al azar, con cuatro repeticiones
por tratamiento, los cuales correspondieron a
las diferentes combinaciones de medio de cul-
tivo y tiempo de fermentacion. Los controles
fueron los medios sin inocular. Cada unidad
experimental (recipiente de fermentacion)
contenia 250 ml de medio de cultivo liquido

La variable de respuesta correspondio al
diametro de la lesion producida sobre frutos
de tomate de arbol inoculados con los filtra-
dos correspondientes mediante la técnica de
puncion. En este caso, el analisis estadistico

Reactivo Medio de cultivo (g/1)
Czapeck-Dox Fries modificado Murashigue-Skoog (MS)
Tartrato de amonio - 5 Sales basales y suplementos
NH4NO3 — 1 organicos MS marca Sigma
KoHPO4 1.0 1
MgS04.7H,0 0.5 0.5
NaCl - 0.1
CaCl, - 0.13
KCl 0.5 -
NaNOj3 3.0 -
FeSO4 0.055 -
Sacarosa 30.0 30 4%
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de los datos se realizo utilizando 12 repeticio-
nes por tratamiento con un disefio completa-
mente aleatorio y arreglo factorial 3 x 3.

Para la extraccion quimica, un volumen
mayor de filtrado fue saturado con cloruro
de sodio y acetato de etilo (100 ml/lt), agi-
tando la mezcla por 10 min antes de pasarla
a través de un lecho compacto de celita 545.
La mezcla se extrajo con acetato de etilo por
tres veces consecutivas. Los extractos se se-
caron sobre NasSO4 anhidro y se destilaron
mediante un rotavapor a 40 °C, dejando el
extracto crudo en refrigeracion.

Se hicieron pruebas de fitotoxicidad del
extracto crudo utilizando como solventes di-
ferentes acetona pura y mezclas acetona-agua
80% y 50% v/v. Cada dispersion se evaluo en
concentraciones de 500, 200, 100 y 25 ppm,
y un testigo sin extracto crudo.

Para la determinacién de actividad enzi-
matica tipo pectinasa, se utilizé el ensayo de
‘placa de pozos’ propuesto por Dingle et al.
(1953). Los medios de ensayo para actividad
hidrolasa (poligalacturonasa, PG) y liasa co-
rresponden, con algunas modificaciones, al
descrito por Obeta Ugwuanyiy Obeta (19972.
Una vez esterilizadas a 120°C y 20 lb/pulg”,
las soluciones se depositaron sobre platos
petri de manera que produjeran una capa de
aproximadamente 4 mm de altura. Después
de que gelificaron, se hicieron cinco pozos de
aproximadamente 5 mm de diametro. Utili-
zando una micropipeta, cuatro de los pozos
se llenaron con 20 ul del filtrado a probar; el

”‘_* ."'L.

pozo restante se llen6 con el control que en
este caso consistio en el medio sin inocular
con el hongo. Las placas se incubaron a 32
°C por 18 - 24 h y se revelaron con acido
clorhidrico 5N, el cual se agregdé hasta que
inundara la placa. Después de 8 - 10 min
se vertio el exceso de acido y se dejaron las
placas nuevamente por 18 - 24 h en estufa
a 32 °C. Terminado este periodo, se midi6
el diametro del halo claro que se formo alre-
dedor de los pozos y que correspondia a la
pectina degradada.

La medicion de la actividad enzimatica se
hizo cada 2 dias durante 3 semanas utilizan-
do cuatro replicaciones por dia y por filtrado
(MS, Fy CD). Cada 2 dias se hizo un control
de pH del medio de fermentacion.

Resultados

Medio de cultivo y tiempo de fermentacion

Los filtrados crudos causaron lesiones simi-
lares a las ocasionadas por el patdégeno in
vivo (Foto 1). El analisis estadistico permitio
determinar que la produccion de metabolitos
fitotoxicos por C. acutatum en cultivo liquido
es influenciada por el medio de cultivo y el
tiempo de fermentacion utilizados para su
obtencion. El analisis de varianza mostro
interaccion (P < 0.05) entre los factores eva-
luados y que el medio MS con 2 semanas de
fermentacion fue el tratamiento mas favorable
para la produccion de metabolitos y por tanto,
para la actividad fitotoxica (Figura 1).

Foto 1. a: Lesion de antracnosis producida por Colletotrichum acutatum sobre frutos de tomate de arbol. Comparese con b:
lesion causada por el filtrado crudo del mismo hongo, cultivado en medio Murashige-Skoog (MS) con 2 semanas de
fermentacion, y con c: control correspondiente al filtrado del mismo medio sin inocular con el hongo.

82



PRODUCCION IN VITRO DE PECTINASAS POR COLLETOTRICHUM ACUTATUM

Diametro lesién, en mm
—
a
|

CD

Fries MS

Medio

2 3

Semana

Figura 1. Diametro de la lesién causada por los filtrados de cultivo de
Colletotrichum acutatum sobre frutos de tomate de arbol. Efecto
de la interaccion medio de cultivo x tiempo de fermentacion. Fries
modificado, Czapeck-Dox (CD) y Murashige-Skoog (MS).

Actividad fitotoxica
del extracto crudo

La cantidad total de extracto crudo seco obte-
nido a partir de 9 It del medio de fermentacion
fue de 1.1556 g. Los ensayos de puncion per-
mitieron establecer que el extracto no tenia
actividad toxica sobre los frutos de tomate de
arbol en las concentraciones y solventes eva-
luados. Al parecer, el proceso de extraccion
inhibio el agente fitotoxico (Foto 2). Por se-
guridad, el extracto fue evaluado también en
concentracion de 1000 ppm pero los efectos
fueron similares. @ Como consecuencia de
estos resultados no se consideré conveniente
continuar el proceso de fraccionamiento por
solubilidad del extracto crudo.

Actividad enzimatica de los filtrados

Colletotrichum acutatum secreto enzimas tipo
pectinasas en los filtrados de los tres medios
evaluados, aunque de manera cualitativa y
cuantitativamente diferente (Foto 3 y Figura
2). La produccion de PG fue superior cuando el
hongo creci6 sobre medio MS y menor cuando

lo hizo sobre Fries. La actividad PG se detecto
a partir del sexto dia de fermentacion para los
medios MS y Fries, y a partir del octavo para
CD. El pico de producciéon de PG para MS se
presento a los 16 dias de fermentacion, periodo
en el que el medio de cultivo presenté un pH
bastante acido (pH = 3.4) (Figura 2). También
se presento relacion inversa y significativa
entre la produccion de poligalacturonasa en
CD y Fries y el pH de los mismos. En Fries,
la maxima produccion de PG se presento a los
16 dias y a pH de 4.63, en tanto que en CD el
mayor nivel de actividad PG ocurri6 al dia 18
de fermentacion a pH de 3.9.

La actividad liasa soélo fue detectada a
partir del dia 14 en el medio MS y en el dia 4
en CD, no se observo actividad liasa para el
medio Fries. En medio MS, la actividad liasa
mostré incremento constante desde que se
detecto en el dia 14, hasta el dia 24, lo cual
estuvo en correspondencia con un incremento
paralelo en el pH del medio (Figura 2). La ac-
tividad liasa para CD se dio precisamente en
el momento en que el pH del medio presento
su mayor valor (pH = 6.04).
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Foto 2. Lesiones sobre frutos de tomate de arbol causadas por filtrado crudo (a) y
extracto anhidro seco a concentraciones de 500 ppm (b), 200 ppm (c), 100 ppm
(d) y 25 ppm (e), disuelto en solucion de acetona-agua 50:50 (v/v), obtenidos del
cultivo liquido de Colletotrichum acutatum cultivado en medio MS y mantenido en
fermentacion por 2 semanas e inoculados por la técnica de puncion. Comparese
con el testigo (f) inoculado con medio liquido MS sin hongo.

Foto 3. Actividad pectinasa identificada por el método de placa de pozos. Actividad poligalacturonasa (a) y liasa (d) de la enzima
Pectin liasa (PL) de Sigma (concentracion de 0.1 mg/ml). Actividad PG (b) y liasa (c) del filtrado crudo MS de 14 y 20
dias de fermentacion, respectivamente (10 ul/pozo). El pozo central se inoculé con medio MS libre de hongo.

Discusion
Los hongos del género Colletotrichum en
cultivo producen metabolitos con propie-
dades fitotoxicas, generalmente no-hospe-
dero selectivos, que provocan en la planta
sintomas similares a los causados por el
hongo in vivo (Garcia-Pajon y Collado; 2003;
Jayasankar et al., 1999). Jayasankar et al.
(1999) encontraron que fracciones parcial-
mente purificadas solubles en acetato de etilo
(presumiblemente coletotricina) del filtrado
crudo de C. gloeosporioides mantenido en
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fermentacion por 21 dias y sembrado sobre
medio CD, produjeron una disminucién en
el porcentaje de germinacion de semillas de
lechuga y tabaco causando lesiones similares
a las de la antracnosis cuando se inocularon
sobre hojas de mango, las que posteriormente
necrosaron y murieron. Igualmente, Amusa
(2000) encontro que después de 21 dias de
fermentacion en condiciones de agitacion
constante, C. gloeosporioides f. sp. manihotis
y C. gloeosporioides produjeron en medio de
Richard metabolitos con actividad fitotoxica
solubles en acetato de etilo, los cuales induje-
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Figura 2. Evolucion del pH y actividades poligalacturonasa y pectin liasa de filtrados crudos de

Colletotrichum acutatum en diferentes medios de cultivo. (a) MS, (b) Fries modificado y (c)
Czapeck-Dox.
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ron lesiones necroticas tipicas del hongo sobre
hojas de yucay name. Jayashinge y Fernando
(2000) encontraron que C. acutatum en medio
Fries modificado produjo filtrados de cultivo
con actividad fitotoxica sobre hojas de caucho,
capaces de producir sintomas similares a los
de la antracnosis. La mayor actividad fitotoxi-
ca se obtuvo a los 9 dias de fermentacion para
los aislamientos Avl y Rt2 y a los 12 dias para
el aislamiento Kt11. La actividad fitotoxica se
mantuvo en los extractos solubles en acetona
y no se vio afectada por temperaturas menores
de 100 °C. Los ensayos demostraron, ademas,
que la sustancia fitotoxica tenia naturaleza
no-hospedero selectiva.

Los estudios anteriores permiten dedu-
cir la presencia de metabolitos secundarios
de bajo peso molecular excretados por C.
gloeosporioidesy C. acutatum en los filtrados
de cultivo de los diferentes medios evaluados.
La respuesta a la extraccion y la agitacion,
y la termoestabilidad del agente fitotoxico,
permite descartar con buen margen de se-
guridad que el agente fitotéxico en aquellos
estudios correspondia a macromoléculas
tipo enzimas o proteinas, las cuales serian
grandemente afectadas por los procesos uti-
lizados. En los estudios anteriores no fue
posible determinar la naturaleza quimica del
agente fitotoxico, lo que plantea dudas acerca
de si es una sola o son varias las sustancias
implicadas en la fitotoxicidad en cada uno
de esos estudios.

Por el contrario, en otras investigaciones,
incluyendo la presente, se encontro que Colle-
totrichum en los ambientes de cada ensayo no
produce metabolitos secundarios de bajo peso
molecular con actividad fitotoxica en cultivos
y que estén implicados en la generacion de
la sintomatologia tipica de la enfermedad a
la que el hongo esta asociado. Garcia-Pajon
(2001), por ejemplo, no logré encontrar acti-
vidad fitotoxica en el extracto soluble en ace-
tato de etilo ni en otras fracciones quimicas
producidas por C. gloeosporiodes. Aunque
Sharma y Sharma (citados por Jayashinge
y Fernando, 2000) encontraron actividad
fitotoxica en filtrados de cultivo de C. gloeos-
porioides causante de la muerte negra de los
citricos, demostrando ser termolabil, lo cual
sugiere la existencia de estructuras de ele-
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vado peso molecular como el principio activo
fitotoxico.

Teniendo en cuenta estos resultados,
aparentemente contradictorios, cabe pregun-
tarse acerca de los factores que determinan
la produccion de metabolitos secundarios
con actividad fitotoxica bajo condiciones in
vitro. En este sentido, la produccién de estos
metabolitos en hongos es un proceso bastante
complejo, asociado con el desarrollo morfolo-
gico (Calvo et al., 2002). A nivel genoémico,
una caracteristica notable es que los genes
involucrados en la biosintesis de metabolitos
secundarios en hongos estan agrupados en
clusters, al contrario de sus contrapartes
implicadas en el metabolismo primario. Este
tipo de organizacion genémica se ha encon-
trado para genes implicados en la produccion
de micotoxinas, pigmentos, antibiéticos y
fitotoxinas (tricotecenos, toxina AK y toxina
HC) (Yu y Keller, 2005). Tales cluster gene-
ralmente albergan genes involucrados en la
biosintesis del metabolito, en la regulacion
transcripcional de si mismos y de los demas
genes del cluster y en la autoproteccion (Wal-
ton, 2000).

La correlacion (regulacion) de estos clus-
ter de genes puede ser explicada parcialmente
por un control transcripcional de los genes
estructurales a través del concurso de dos
tipos de factores de transcripcion: una clase
especifica para una ruta metabodlica particu-
lar y otra, que media la respuesta a senales
ambientales tales como las fuentes de C y
N, temperatura ambiental, luz y pH. Esta
regulacion multinivel asegura que las rutas
metabolicas secundarias puedan responder a
las demandas del metabolismo celular gene-
ral y a la presencia de inductores especificos
de rutas (Yu y Keller, 2005). Con base en
diferentes ensayos en los que se utilizaron
una o mas variables diferentes, por ejemplo,
fuente de carbono (glucosa vs. sacarosa) y
régimen de agitacion, es posible deducir que
la identificacion de metabolitos secundarios
fitotoxicos depende de la variacion de tales
factores, en especial cuando la regulacion
de su produccion se hace a través de pasos
Unicos que afectan de manera global la tota-
lidad de los genes biosintéticos y regulatorios
involucrados.



De igual manera, se debe tener en cuenta
que los metabolitos secundarios con activi-
dad fitotoxica conocidos hasta ahora para C.
acutatumy C. gloeosporioides se caracterizan
por ser no-hospedero selectivos, lo que esta
en concordancia con el caracter de patoge-
nicidad de amplio rango de hospederos de
estos hongos. Es ampliamente aceptado que
tales metabolitos con actividad no-hospedero
selectiva son factores de virulencia para los
fitopatogenos que las producen, sin embar-
go, son necesarios para la patogenicidad.
De ser asi, cabe esperar que el fitopatogeno
s6lo produzca el metabolito cuando sea es-
trictamente necesario, es decir, en aquellas
condiciones en las que su sobrevivencia esta
en juego, ya que de lo contrario, incurriria en
un gasto innecesario de energia al momento
de su sintesis. El hecho de que usualmente
la produccién de tales metabolitos secunda-
rios fitotoxicos solo se presente después de
varios dias de fermentacion apoya este punto
de vista, pues Unicamente en ese momento
comenzaria una disminucion en la cantidad
y calidad de los nutrientes del medio, lo que
puede percibirse por el hongo como una senal
de alerta de sobrevivencia.

De otra parte, en los tltimos anos se ha
producido un buen numero de evidencias
de que diferentes especies de Colletotrichum
podrian utilizar enzimas pécticas como fac-
tores de patogenicidad. Genes codificantes
de poligalacturonasas o la actividad de sus
productos se han demostrado en C. acutatum
(Fernando et al., 2001), C. gloeosporioides f.
sp. malvae (Li y Goodwin, 2002) y C. linde-
muthianum (Herbert et al., 2004; Centis et
al., 1996). Wattad et al. (1997) clonaron un
gen de pectato liasa de C. gloeosporioides y
demostraron su rol como factor de patoge-
nicidad primario cuando ataca plantas de
aguacate. La produccion de pectato liasas
también ha sido evidenciada en C. gloeospo-
rioides f. sp. malvae. En este tiltimo patégeno
y en C. acutatum también se ha observado la
produccion de pectin liasas, habiendo sido
clonados los genes correspondientes en el
primer caso.

El presente estudio pone de manifies-
to que C. acutatum, agente etiologico de la
antracnosis del tomate de arbol, produce en

PRODUCCION IN VITRO DE PECTINASAS POR COLLETOTRICHUM ACUTATUM

cultivo liquido enzimas tipo pectinasas, tanto
poligalacturonasas como con actividad liasa,
las que probablemente se encuentran relacio-
nadas directamente, aunque en forma par-
cial, con la patogenicidad del hongo sobre esta
planta. Debido al caracter de amplio rango
de C. acutatum, se espera que los ambientes
que encuentra en el proceso patogénico sean
diversos y complejos y, por tanto, su metabo-
lismo haya evolucionado para responder de
manera variable pero eficaz a cada una de las
situaciones que potencialmente puede encon-
trar. De hecho, la produccion de diferentes
clases de enzimas tipo pectinasas puede
permitir al patéogeno adecuarse de manera
eficiente a ambientes diferentes (huéspedes
diferentes), en particular, a ambientes con pH
diferenciado. Asi, mientras las poligalactu-
ronasas prefieren valores de pH optimo bajo,
las pectinasas tipo liasa trabajan mejor a pH
alcalino o levemente alcalino.

Se ha demostrado, ademas, que C. gloeos-
porioides es capaz de modificar in vivo el
pH del ambiente al producir amonio, el cual
incrementa el nivel de basicidad del entorno,
con lo cual el hongo consigue optimizar el
funcionamiento de las pectato liasas que
produce durante la etapa necrotrofica (Drori
et al.,, 2003). Aunque en sentido contrario,
fue evidente en el presente estudio que C.
acutatum también modifica el pH del medio
de cultivo hasta valores acidos, los cuales fa-
vorecen la produccion de poligalacturonasas
(Figura 2). La actividad poligalacturonasas
(PG) fue detectada en los tres medios evalua-
dos, sin embargo, fue claramente superior
cuando el hongo creci6 en medio MS. El pico
de actividad en este medio ocurri6 en el dia
16 de fermentacion a un pH de 3.4, lo que
se correlaciona muy bien con el mayor nivel
de lesion causada sobre los frutos de tomate
de arbol por el filtrado crudo proveniente del
medio MS con 2 semanas de fermentacion.
En un estudio efectuado por Fernando et
al. (2001), C. acutatum empezd a mostrar
actividad PG muy rapidamente, a partir del
segundo dia de fermentacion, sin embargo en
el presente estudio la actividad s6lo fue detec-
tada a partir del sexto dia en los medios MS
y Fries y a partir del dia 10 en el medio CD.
Es de suponer que esta diferencia es debida

87



ACTA AGRONOMICA. 59 (1) 2010, p 80-90

a que estos autores utilizaron en el medio de
cultivo ingredientes inductores de pectinasas.
En el mismo estudio se encontraron picos de
actividad PG a los dias 4, 10 y 16-18.

Colletotrichum gloeosporioides secre-
ta pectato liasa (PL) en medio de cultivo a
valores de pH superiores a 5.8, pero el gen
codificante pelB ya se expresa a valores de
pH de 5.1 (Yakoby et al., 2000). Drori et al.
(2003) encontraron de forma similar que
pelB se expresa a partir de pH 4.9 y llega
a un maximo nivel de expresion a pH 6, no
obstante, la secrecion de PL en el medio de
cultivo solo comenzo6 a ser detectada a par-
tir de pH de 5.4, alcanzandose la secrecion
maxima a pH de 6. En este tltimo estudio
se comprobd que a pH constante de 4 no se
detectaba secrecion de PL ni expresion de los
transcritos de pelB, aun después de 20 h de
inoculado el medio.

Los resultados anteriores sugieren que,
el gen es traducido a pH mas bajo que los
ideales para la secrecion de la proteina y que
ésta permanece en el micelio hasta que se al-
cance un pH permisivo de secrecion (Prusky
et al., 2001). Por el contrario, la produccion
de RNAm pg y la secrecion de proteinas po-
ligalacturonasas (PG) ocurre a pH entre Sy
5.8 (Yakoby et al., 2000). En este sentido se
debe senalar que en el presente estudio se
detecto actividad liasa para los medios CD y
MS y no para el medio Fries. Para el medio
CD es importante mencionar que la tnica
lectura para actividad liasa se presento al
cuarto dia de fermentacion, dia en el que el
medio también presento su mayor pH (6.04).
Por el contrario, en medio MS la actividad
liasa comenzo6 so6lo a partir del dia 14 a un pH
de 2.86 y aument6 de manera constante pero
leve hasta el dia 24, periodo durante el cual
también se presenté un incremento paralelo
en el pH del medio.

Los resultados del presente estudio de-
muestran que las pectinasas con actividad
liasa producidas por C. acutatum tienen
patrones de regulacion diferentes de aque-
llas encontradas para C. gloeosporioides, al
menos en lo que respecta a pH. Al parecer,
en C. acutatum estas enzimas se expresan
y secretan a valores de pH bastante bajos
(aproximadamente a pH =3), no obstante,
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parece ser que estos procesos tienden a in-
crementar con aumentos en los niveles de
pH. Es interesante notar que estudios de
caracterizacion fisicoquimica de la pulpa de
tomate de arbol han mostrado que tiene ni-
veles de pH que varian entre 3.4 y 3.9, rango
que corresponde en buena medida con los
encontrados en el presente estudio para una
mayor produccion de PG y liasas (Moreno
Alvarez et al., 2003).

Perspectivas

El conocimiento de los eventos moleculares
que subyacen a una interaccion patogénica
particular es importante no sélo desde el
contexto basico sino ademas desde una pers-
pectiva practica. Para el caso presente, el
conocimiento de que enzimas tipo pectinasas
podrian actuar como factores de patogenici-
dad en la interaccion C. acutatum — tomate
de arbol, permite disefiar estrategias de mejo-
ramiento genético a través de las cuales sera
posible modular o inhibir su efecto.

Las poligalacturonasas fungosas son
blanco de accion de las llamadas proteinas
inhibidoras de poligalacturonasas (PIPG),
como mecanismo de defensa de las plantas.
Estas proteinas son miembro de las protei-
nas LRR, codificadas por pequenas familias
génicas cuyos miembros exhiben diferentes
especificidades de reconocimiento contra
las muchas PG secretadas por los hongos
patogenos. Esta redundancia funcional
probablemente asegura un nivel superior de
proteccion contra los fitopatogenos fungosos
y una ventaja selectiva (D’Ovidio et al., 2004).
Funcionalmente las PIPGs hacen mas lenta
la depolimerizacion del acido poligalactu-
ronico y el poligalacturonato parcialmente
depolimerizado producido actiia como un
potente elicitor de las respuestas de las de-
fensas vegetales. Las PIPG se localizan en
las paredes celulares de las plantas e inte-
ractuan directamente y con alta especificidad
con las PG fuingicas inhibiendo su actividad
catalitica, el efecto global de esta interaccion
en la planta hospedera es el limitante para
la invasion fungosa.

Para el caso especifico de Colletotrichum
se ha demostrado que las PIPG de hipocotilos
de frijol protegen in vitro las paredes de las



células de la planta contra la degradacion por
PG de C. lindemuthianum.

Conclusiones

* Los filtrados crudos de cultivo de C. acuta-
tum sembrado en los medios Fries modifi-
cado (F); Czapeck-Dox (CD) y Murashige-
Skoog (MS-1962) presentaron actividad
fitotoxica cuando se inocularon sobre
frutos de tomate de arbol, sin embargo,
esta actividad se perdio cuando los filtra-
dos se sometieron a procesos de extraccion
quimica.

e Utilizando la prueba de placa de pozos
(Dingle et al.; 1953) se estableci6 que C.
acutatum produce en los medios de cultivo
evaluados, enzimas con actividad pectina-
sa, tanto liasas como hidrolasas, las cuales
podrian estar implicadas en la enfermedad
de la antracnosis del tomate de arbol, pro-
duccion que se vio afectada por el medio y
tiempo de fermentacion.

* La produccion de enzimas tipo pectinasas
por C. acutatum en las diferentes combi-
naciones y tiempo de fermentacion x tipo
de medio de cultivo, fue afectada por el pH
final del medio de cultivo.
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