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RESUMEN

Se estudió por ensayos in vitro la posible

participación de las enzimas endopoliga-

lacturonasa (PG) (EC.3.2.1.15) y pectato

liasa (PL) (EC.4.2.2.2), consideradas

factores de virulencia en el proceso de

infección del clavel por el hongo Fusarium

oxysporum f. sp. dianthi (FOD).

Los resultados muestran la inducción

de la expresión de la enzima PG en pre-

sencia de los inductores artificiales, ácido

poligalacturónico (APG) y pectina, y un

nivel de expresión muy bajo en cultivos

con pared celular (PC) de clavel de varie-

dades resistente y susceptible. La enzima

PL no presentó expresión en presencia de

inductores artificiales (APG y pectina),

mientras que en cultivos inducidos con

pared celular de raíz presentó un alto ni-

vel de expresión.

Palabras clave: poligalacturonasa,

pectato liasa, enzimas pécticas, Fusarium

oxysporum f. sp. dianthi.

ABSTRACT

The Polygalacturonase (PG; EC 3.2.1.15)

and the Pectate lyase (PL; EC 4.2.2.2) are

considered as factor of virulence. These

enzymes were studied during the infection

process of Fusarium oxysporum f. sp.

dianthi (FOD) on Carnation (Dianthus

caryophillus L.) using culture medium in

vitro.

The results show the induction of the

expression of the PG enzyme when the

artificial inductors polygalacturonic acid

(APG) and pectin are present. The level

of expression was very low in culture

with cellular wall (PC) of carnations of

the resistant and susceptible varieties.

The PL enzyme did not show expression

in the presence of artificial inductors

(APG and pectin) but in induced culture

with root and cellular wall showed a high

level of expression.

Key words: Polygalacturonase, pectate

lyase, pectin enzymes, Fusarium oxyspo-

rum f. sp. dianthi.
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INTRODUCCIÓN

Las flores son un renglón muy importante

en la economía colombiana ya que ocupan

el segundo lugar dentro de las exportacio-

nes no tradicionales. Una de las más im-

portantes es el clavel, muy apetecido por

su variedad de color.

La estabilidad de este producto se ve

afectada por diversas enfermedades sien-

do una de las más importantes el marchi-

tamiento vascular, causado por el hongo

Fusarium oxysporum f. sp.dianthi. Esta

enfermedad en el clavel infectado causa

alteraciones en las funciones normales,

inhibe el crecimiento y puede causar la

muerte a la planta (1). El hongo Fusarium

oxysporum f. sp. dianthi llegó a Colom-

bia en el año de 1975 a través de una im-

portación de esquejes de clavel contami-

nados y se propagó por casi todo el

territorio nacional (1).

Todos los patógenos interactúan con la

pared celular de las plantas, ésta constitu-

ye la barrera física entre el patógeno y el

contenido interno de las células de las

plantas; además, por su gran contenido de

glucosa y polisacáridos, sirve como fuente

nutricional para microorganismos y ani-

males (2, 3, 4). Las primeras enzimas pro-

ducidas por algunos hongos y bacterias

para atacar y romper los polímeros estruc-

turales de la pared y la lámina media de las

células de la planta hospedera son las enzi-

mas pécticas (1, 4). Entre éstas se encuen-

tran la PG y la PL, enzimas de acción ex-

tracelular que degradan la pared celular

del hospedero (5, 6). Estas dos enzimas se

han propuesto como cruciales en la pene-

tración y colonización de tejidos de la

planta por algunos patógenos (4).

Se han realizado diversos estudios in

vivo e in vitro con bacterias y hongos pató-

genos que afirman la participación de la

PG en los procesos de infección a sus hos-

pederos. Algunos organismos con los cua-

les se ha estudiado la enzima PG son Rhi-

zopus stolonifer (7), Erwinia carotovora

(8) y Botrytis cinerea (9). La participación

de la enzima PL en procesos de infección

se ha estudiado en Rhizoctonia, Botrytis,

Aspergillus (10), Fusarium oxysporum

f.sp. licopersici (11), Erwinia carotovora

(8, 12), entre otros.

Todos los estudios realizados hasta ahora

concluyen que estas enzimas son indispen-

sables para el desarrollo de los patógenos

(5, 6). Con el estudio in vitro de las enzi-

mas PG y PL producidas por Fusarium

oxysporum f. sp. dianthi se contribuye al

conocimiento de las enzimas que utiliza el

patógeno en el proceso de infección, el

cual servirá para proponer alternativas que

disminuyan la virulencia del hongo y me-

jorar la producción del clavel (13).

MATERIALES Y MÉTODOS

Origen del material. El hongo Fusarium

oxysporum f. sp. dianthi se obtuvo a par-

tir de una cepa raza 2, suministrada por la

finca MG Consultores, perteneciente al

Grupo Chía. Se mantuvo sembrado en

medio PDA (25 g papa, 0,2 g dextrosa y

1,5 g agar en 100 ml de agua destilada). A

partir de la cepa se preparó un cultivo mo-

noespórico (14) y de allí se realizaron cul-

tivos sucesivos cada 15 días en medio lí-

quido (25% papa, 0,2% glucosa). Una

vez sembrado, el hongo se incubó a tem-

peratura ambiente.

Las variedades del clavel estándar

utilizadas para la extracción de la pared
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celular y la obtención del macerado de

raíz fueron la variedad resistente (Lingt

Pink Candy) y la variedad susceptible

(Rayo di sol), proporcionadas por la fin-

ca MG Consultores. Se usaron 150 es-

quejes de clavel de cada variedad, a par-

tir de éstos se aisló la raíz, se secó a

temperatura ambiente y se procedió a ob-

tener la pared celular (15) o la raíz mace-

rada para usarlas como inductores. La

inducción artificial se realizó con la sal

sódica del ácido poligalacturónico

(APG) y la pectina de cáscara de cítricos

(Sigma).

Cultivo in vitro. La inducción de las

enzimas PG y PL se llevó a cabo en erlen-

meyers que contenían medio líquido con

25% de papa y 0,2% del inductor natural,

o 0,1% de inductor artificial dependiendo

el ensayo.

Adicionalmente, se preparó un control

sin inductor. A los medios de cultivo se

les inocularon 500 ìL de extracto del últi-

mo cultivo en crecimiento, con una densi-

dad aproximada de 3,2x104 conidias de

FOD/mL (según conteo en la cámara de

Neubauer).

El medio de cultivo proveniente de los

ensayos se filtró a través de una gasa pre-

viamente pesada, se dializó contra agua

durante 24 horas. Se tomaron datos de pH

y crecimiento micelial (13).

Determinación de la actividad
enzimática para la PG y PL

Para determinar la inducción de actividad

enzimática de las dos enzimas estudiadas

en este trabajo se realizaron diferentes en-

sayos en presencia de inductores natura-

les, artificiales y este último con y sin glu-

cosa. El esquema de trabajo se presenta

en la Tabla 1.

Cada ensayo se realizó en cultivos in vi-

tro por duplicado durante 8 días en los si-

guientes períodos de tiempo: 12, 36 horas
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Tabla 1. Ensayos realizados con cultivos in vitro para determinar la inducción de las en-

zimas PG y PL



y 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 días. Los ensayos

con inductores naturales se hicieron con

dos periodos adicionales de 9 y 10 días.

La actividad de la enzima PG se deter-

minó cuantificando los azúcares reducto-

res liberados por la acción de la enzima so-

bre el APG como sustrato según método

de Somogyi (16). La absorbancia se leyó a

500 nm. La mezcla de reacción contenía

2,5 ml de solución Stock (NaCl 0,6 M,

EDTA 7,5 mM, buffer acetato 75 mM,

pH 5,4 y 0,3% APG) y 0,5 mL del extrac-

to enzimático. La unidad de actividad de

PG se definió como la cantidad de enzima

que libera 1 mol de grupos reductores por

minuto bajo condiciones de trabajo (16).

La actividad de la enzima PL se deter-

minó espectrofotométricamente a 232 nm,

por la medición del incremento de absor-

bancia de los compuestos 4,5 insaturados

formados como productos de reacción, se-

gún el método de Collmer (15), modifica-

do por Konno (13, 16). La unidad de la ac-

tividad enzimática de PL se definió como

la cantidad de enzima que forma 1 ìmol de

compuesto 4,5-insaturado en un min según

condiciones de trabajo (16).

Para determinar la actividad de PL en

los ensayos con material vegetativo se uti-

lizaron los parámetros reportados por

Collmer (15) modificado por Konno (13,

16), los cuales fueron 0,5% de APG como

sustrato, buffer de pH 8,5 y un tiempo de

reacción de una hora.

Determinación de las condiciones
óptimas de reacción para PG y PL

Los parámetros óptimos de actividad de

las enzimas estudiadas se determinaron

con extractos correspondientes al día en

el que se produjo mayor inducción.

pH óptimo. La PG estudiada en dife-

rentes patógenos tiene un pH óptimo de

actividad en la región ácida (7, 9, 10). El

rango de pH seleccionado para este trabajo

fue entre 3,5 y 6,8. Los buffer utilizados

fueron biftalato de Na-K-HCl pH 3,5; ace-

tato de sodio–ácido acético pH 4,0 a 5,5 y

malato de sodio –NaOH pH 6,2 y 6,8. Las

condiciones del ensayo fueron: 0,3% de

APG como sustrato, tiempo de reacción de

2 horas y 37 °C de temperatura.

La enzima PL encontrada en diferen-

tes hongos y bacterias actúa en condicio-

nes básicas (10, 17). Por tanto, se utiliza-

ron valores de pH entre 6,0 y 9,6, usando

buffer fosfato para pH 6,0 y 6,6; buffer

TRIS-HCl para pH 7,2 a 9,0 y buffer car-

bonato para pH 9,2 y 9,6. Las condicio-

nes del ensayo fueron 0,2% de APG, el

tiempo de reacción de 1 hora y 0,5 mM de

CaCl2 (13, 16, 17).

Tiempo óptimo de reacción. Entre

los tiempos reportados para la acción de

la PG sobre el sustrato se encuentran 1

hora (11) y de 1 a 3 horas (4), lo que llevó

a escoger tiempos de reacción entre 30

min hasta 3 horas con intervalos de 30

min. La determinación fue realizada con

0,3% de APG y el buffer con el pH ópti-

mo encontrado.

Los tiempos de reacción para la activi-

dad de PL fueron de 30 min a 3 horas con

intervalos de 30 min. Las condiciones del

ensayo fueron 0,2% de APG, 0,5 mM de

CaCl2 y el pH óptimo encontrado.

Concentración óptima de sustrato.

Para PG se ensayaron concentraciones de

APG entre 0,1 y 0,5% (16, 18). Se utili-
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zaron las condiciones óptimas obtenidas

en los dos parámetros anteriores.

Para PL se usaron concentraciones de

APG de 0,1 a 0,5% (16, 18). La concen-

tración de CaCl2 fue de 0,5 mM, pH y

tiempo de reacción óptimos encontrados.

Concentración óptima de iones cal-
cio. La enzima PL requiere para su acti-

vidad la presencia de un cofactor, el ión

divalente Ca+2 (10); en cultivos de Erwi-

nia caratovora ha presentado una con-

centración óptima de 10-4 M de Ca+2

(12). Se ensayaron concentraciones en-

tre el rango de 10-3 M a 10-5 M. Se utiliza-

ron los parámetros óptimos encontrados

para pH, tiempo de reacción y concen-

tración de sustrato.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El conocimiento de la participación de en-

zimas pectolíticas en los procesos de in-

fección de patógenos es importante para

entender los mecanismos de patogenici-

dad. Entre las enzimas involucradas en

estos procesos están la PG y la PL cuya

participación en los mecanismos de inva-

sión de diferentes patógenos, se ha com-

probado, razón que motiva conocer su

papel en el modelo Fusarium oxysporum

f. sp. dianthi.

En los diferentes ensayos realizados se

evaluó la evolución del crecimiento mice-

lial del hongo FOD y el pH del cultivo. El

crecimiento del hongo aumentó durante

el ensayo como se esperaba, estabilizán-

dose en el día séptimo, según se observa

en la Gráfica 1.

La tendencia del crecimiento micelial

y el pH en todos los ensayos realizados

fue similar al presentado en la Gráfica 1.

El pH del cultivo inicialmente era ácido y

a medida que avanzaba el experimento el

medio se basificó hasta llegar al final del

ensayo a valores cercanos a pH 8,0 (Grá-

ficas 1 y 2).
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Gráfica 1. Variación del pH y crecimiento micelial en cultivos usados para la determinación de la actividad de

la PG. Inductor APG 0,1%: variación de pH (—�—) y variación de peso seco (mg) (--�--). Inductor Pectina

0,1%: variación de pH (—�—) y variación de peso seco (mg) (--�--).



Determinación de la inducción
de la actividad enzimática
de la enzima PG

La inducción de la enzima PG se determi-

nó en tres ensayos diferentes (Tabla 1) a

los tiempos anotados en materiales y mé-

todos.

La actividad presentada por la enzima

PG en cultivos inducidos con pared celu-

lar de las variedades resistente y suscepti-

ble fue muy baja y se mantuvo así durante

el ensayo (10 días) (Gráfica 3), con el fin

de verificar estos resultados se repitió el

ensayo en presencia de macerado de raíz,

inductor semejante al encontrado por el
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Gráfica 3. Actividad enzimática de poligalacturonasa en presencia de inductores artificiales y naturales. APG

con glucosa (—�—) y sin glucosa (—�—), Pectina con glucosa (—�—) y sin glucosa (—x—), Pared celular

de raíz de clavel variedad resistente (—�—) y variedad susceptible (—o—) y raíz macerada de clavel variedad

resistente (---�---) y variedad susceptible (---�---).

Gráfica 2. Evolución del pH en cultivos inducidos con pared celular usados para la determinación de la activi-

dad de la PL, variedad resistente 0,2% (—�—) y la variedad susceptible 0,2% (--�--).



patógeno cuando ataca a la planta y tam-

poco se presentó inducción lo que corro-

bora el resultado obtenido en presencia de

pared celular. Este comportamiento es di-

ferente al presentado con APG y pectina

(Gráfica 3), en presencia de los cuales se

notó inducción al séptimo día.

Nuestro resultado está de acuerdo con

el obtenido por Guevara (2) quien reporta

una mayor actividad para PG secretada

por el hongo Fusarium oxysporum f. sp.

radicis lycopersici alrededor del séptimo

día en cultivos inducidos con pectina.

Cuando al cultivo se le añadió glucosa

se disminuyó la expresión de la enzima,

proceso denominado regulación por cata-

bolito, fenómeno que se presenta también

en otras enzimas hidrolíticas secretadas

por patógenos (19).

Los tiempos de inducción para la enzi-

ma PG varían en diferentes microorganis-

mos. En Fusarium oxysporum f. sp. lyco-

persici (11) con ensayos realizados in

vitro, la enzima PG se induce en presen-

cia de pared celular y pectina a las 24 ho-

ras; en Aspergillus nidulans (4) la activi-

dad aparece al primer día y presenta un

máximo al segundo día, en presencia de

APG como inductor.

Di Pietro y Roncero (19) reportan acti-

vación de la PG en presencia de APG con

ensayos realizados in vivo a los 14 días

posinoculación, una expresión tardía que

hace pensar en la no participación de esta

enzima en el proceso de penetración pero

sí en el proceso de invasión, lo cual esta-

ría también de acuerdo en la no inducción

de PG en los ensayos realizados en pre-

sencia de pared celular y sí en los realiza-

dos utilizando como inductor APG.

El pH del medio de cultivo al cual se

expresa la mayor actividad de la PG (pH

8,0) no coincide con el valor de pH ópti-

mo presentado por la enzima (pH 5,0), lo

cual podría sugerir que la enzima se se-

creta al medio para luego actuar dentro de

la planta donde tendría un pH adecuado

para su acción.

Determinación de la inducción de la
actividad enzimática de la enzima PL

La enzima PL es inducida notoriamente

por material vegetativo mientras que con

los inductores artificiales, la actividad es

casi nula.

La inducción de esta enzima presentó

una gran variación en presencia de induc-

tores naturales (Gráfica 4). La enzima se

indujo a los 3 y 7 días del ensayo en pre-

sencia de pared celular y macerado de

clavel de variedad resistente respectiva-

mente, mientras que la mayor inducción

fue a los 9 días para los ensayos con pared

celular y 10 días para los ensayos con ma-

cerado de los cultivos inducidos con va-

riedad susceptible. La enzima PL no se

indujo en presencia de inductores artifi-

ciales. Se observa inducción más tempra-

na en presencia de la variedad resistente.

No se presentó un comportamiento seme-

jante entre la pared celular y el macerado

de raíz como para el caso de la PG.

La variedad resistente indujo mucho

más la producción de la enzima PL, este

comportamiento fue algo similar aunque

posterior en el tiempo al observado en los

ensayos donde se utilizó como inductor

raíz macerada de clavel.

Debido a la variabilidad en los tiempos

de expresión para la enzima PL, esta en-
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zima presentó mayor coincidencia entre

los valores del pH de mayor expresión en

el medio y los valores de pH básicos en

los que presentó mayor actividad.

Condiciones óptimas de reacción para
las enzimas PG y PL

Las condiciones óptimas de trabajo encon-

tradas para cada enzima inducida en el me-

dio de cultivo se reportan en la Tabla 2.

Bajo las condiciones de este trabajo, la

enzima PL del hongo Fusarium oxyspo-

rum f. sp. dianthi se expresó en cultivos

con inductores naturales, mientras la en-

zima PG no se expresa notoriamente, lo

cual podría indicar que la PL participa en

etapas tempranas del proceso de infec-

ción del clavel.

Es interesante ver cómo en los cultivos

inducidos con variedad resistente esta en-

zima se expresó primero y en mayor can-
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Gráfica 4. Actividad enzimática de pectato liasa con inductores artificiales y naturales. El APG con glucosa

(—�—) y sin glucosa (—�—), pectina con glucosa (—�—) y sin glucosa (—x—), pared celular de raíz de clavel

variedad resistente (—�—) y variedad susceptible (—o—) y raíz macerada de clavel variedad resistente (---�---) y

variedad susceptible (---�---). La actividad con los inductores artificiales se superpone sobre el eje de las abscisas.

Tabla 2. Condiciones óptimas para la determinación de la actividad de las enzimas PG

y PL secretadas por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi



tidad que con la variedad susceptible; esto

indicaría que la presencia de un hospede-

ro resistente induce al hongo a producir

mayor cantidad de la enzima. Sin embar-

go, se esperaba encontrar una expresión

más temprana por lo cual deben existir

otras enzimas pécticas que se expresan en

tiempos más tempranos y participan en el

proceso de infección.

La variabilidad de respuesta del hongo

a la secreción de estas dos enzimas hidro-

líticas en presencia de inductores artifi-

ciales y naturales, lo mismo que en pre-

sencia de pared celular de variedades

resistentes y susceptibles muestran lo

complejo del proceso de interacción hos-

pedero-patógeno. La suma de las investi-

gaciones realizadas alrededor de las enzi-

mas que participan en procesos de

patogenicidad contribuirá a descifrar los

detalles de los mecanismos de expresión

de éstas y, por lo tanto, las formas de re-

gulación.
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