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SUMMARY

HIDROLITIC ENZYMES DETECTED IN FILTRATES CULTURE OF Septoria
tritici (Mycosphaerella graminicola)

Tests to detect activity of hydrolitic enzymes (pectic and cellulolitic) were carried out to study their production
by Septoria tritici and assert their effect on wheat leaf blotch. The fungus was cultivated in a liquid medium; and the
culture filtrate was partially purified. Enzymatic activity was measured by reading viscometrical reductions and
detecting free reducing groups as products of reaction. Constitutive character of cellulolitic enzymes and the adaprive
one of pectic enzymes were determined. Both enzymes acted on wheat leaf blotch.
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RESUMO

ENZIMAS HIDROLITICAS DETECTADAS EM FILTRADO DE Septoria tritici
(Mycosphaerella graminicola)

Uma série de testes foram conduzidos para verificar a atividade de enzimas hidroliticas (pécticas e
celuloliticas) produzidas por Septoria tritici bem como avaliar seus efeitos em folhas de trigo. Para tanto S. ritici
foi cultivada em meio liquido, sendo o filtrado parcialmente purificado. Uma atividade enzim4tica foi detectada
através da medicao da redugio da viscosidade na mistura da reagio ou da determinagao dos grupos reduzidos
livres com produtos da reagio. O cardcter constitutivo das enzimas celuloliticas ou adaptativas das enzimas
pécticas foi determinado. As duas enzimas atuaram na mancha de folha do trigo.

Palavras-chave: Péctica, celulolitica, mancha do trigo.

INTRODUCTION las hojas basales y formar manchas irregulares
y alargadas de 1,5 x 4,15 mm. longitud. En es-
Seproria tritici causa necrosis en hojas de tados mds avanzados del desarrollo del cultivo,

trigo. En infecciones tempranas puede afectar son afectadas la hoja bandera y/o inferiores.
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condiciendo al detrimento de la calidad del
grano (WIESE, 1977). El principal mecanis-
mo de penetracion del hongo es el estomético,
aunque también se observa penetracion direc-
ta (HILU & BEVER, 1957). El posterior
desarrollo miceliar es predominantemente in-
tercelular (HILU & BEVER, 1957 loc.cit;
COVEY, 1962; CORDO & MARECHAL,
1988) debiendo participar un sistema
enzimdtico complejo, degradante del cemento
celular y paredes. ALBERSHEIM et al
(1969) propuso que en alguna etapa de la
patogénesis por hongos y bacterias, hay una
interacién entre el pat6geno y los hidratos de
carbono del hospedante, determinando la
habilidad del primero para producir enzimas
capaces de degradas la pared celular del vege-
tal. MAGRO (1984) demosir6 que Septoria
nodorum es capdz de producir poligalac-
turonasa, xilanasa y celulasas in vitro e in vivo
y sugiere la funciébn de las mismas cn el
proceso de invasion del hospedante.

Se establecio la presencia de enzimas
celuloliticas producidas en cultivo por el ais-
lamiento LHS5 de S. tritici. Esto se evidenci
por un estudio histol6gico en corte transversal
de hoja inyectada con dicho filtrado y a través
de las reacciones comparativas de dafio con
otras celulasas (CORDO & MARECHAL,
1988). En este dltimo estudio se concluy6 que
el filtrado de cultivo de S. fritici produjo dafio
cuando se inyecto o topicd; que para cada caso
la respuesta se di6 en distinto tiempo y a
través de distinta manifc-iacion, aunque se
observé un denominador comiin, que fue su
accion sobre la pared celular. Se sugirié
también, la participacién de por lo menos, las
enzimas celuloliticas en la formacién del
"Sintoma de la mancha de la hoja" y su
colaboracion en el proceso patolGgico.

Las enzimas pécticas facilitan el desarrol-
lo intercelular del patGgeno en el hospedante y
proveen al primero de nutrientes a partir del
tejido infectado (BATEMAN & MILLAR,
1966). WOOD (1960) establecio que el efecto
de las enzimas pectolfticas en enfermedades

foliares ha sido poco estudiado; no obstante el
patégeno se dispersa por el tejido
parenquimdtico en extensiones vanables a
través de un sistema de enzimas pécticas.

Las pectinas, conjuntamente con otros
polimeros, constituyen parte funfamental del
cemento intercelular. Las endo-poligalac-
turonasas (endo PG, EC 3.2.1.15) y endo-pec-
tato-liasas (endo PAL, EC 4.2.2.1) rompen los
ligamientos «-i14 glicosidico en 4dcidos
pécticos al azar, desorganizando los tejidos de
plantas (WOOD, 1960; PILNIK & ROM-
BOUST 1979; BATEMAN & MILLAR,
1966, ISHII, 1976:.

La pared <ceiular primaria contiene
ademds un porcentale apreciable de celulosay
hemicelulosa ligaCas = pectinas. Existen en-
zimas especificas que inician el proceso de
maceracion por ruptura de estos ligamentos
(BROWN, 1976 sumdndose también la
participacion de distizios tipos de celulasas
(WOOD, 1960; LI et al.. 1965).

El efecto de las erzinmas celuloliticas en la
produccion del sinicma de ia mancha de la
hoja ha sido citade MALCOM, 1978), no
obstante, aun n5c 2 ha estudiado la
participaciOn de las <nz:mias pécticas.

El propésita ce exie estudio fue explorar
la produccién de 'a,x cnzimas hidroliticas por
parte <i¢l patégeno » relacionar-las como co-
adyuvaiite . la formacion del sintoma de la
mancha de ta hoja.

MATERIALES Y METODOS

5e trabajé con dos asilamientos de .
tritici de distinia virulencia: 38388 (.D.
(modcradamente  virulento) y LHS (baja
virulencia). Los cuitivos filtrados, para los en-
sayos enzinuiticus s¢ prepararon a partir de
cultivos en medio iiquido de Fries N© 3 con ex-
trato de levadura al 0,3% (BOUSQUET &
SCKAJENICOV. 1974) que crecieron
durante 25 dias a 18°C  22°C y 12 Hs.1/O
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bajo irradiacién de luz cercana al ultravioleta y
con aeracién por agitacion manual cada dos
dias. Para medir incremento de actividad
pectinolftica y celulolitica y celulolitica relativa
se reemplazé la sacarosa y extracto de
levadura por 1% de 4cido poligalactur6nico o
pectina de manzana o carboximetil celulosa
sGdica, respectivamente. Finalizando el
crecimiento, los cultivos se filtraron por tela,
se centrifugaron durante 10 min. a 10.000
RPM, utilizando el sobrenadante como fuente
de enzima. El sobrenadante se liofilizé y se
eliminaron las sales con una columna de Bio-
Gel P6 (50-100 mesh) equilibrada con agua
destilada Las preparaciones se guardaron en
congelador hasta el momento de ser en-
sayadas. Para detectar actividad enzimética se
realizaron las siguientes reacciones:

1) Actividad de Poligalacturonasa (PG)

Se obtuvo midiendo la reduccién de la
viscosidad de una solucion del 2% de pectinas
de manzana como sustrato con un
viscosimetro Fenske-Ostwald tipo 150. La
mezcla de reaccion contenia 2.5 ml pectina al
2%; 0,1 ml de 0.5M buffer citrato a pH 4.8;
2ml enzima llevando a 8 ml con agua des-
tilada. Se emplearon 2 testigos (Tl y T2) como
controles de actividad enzimatica.

T! = mezcla de reaccién sin enzima: 5.4
ml de agua destilada; 0.1 ml de 0.5M buffer
citrato a pH 4.8; 2.5 ml pectina al 2%.

T2 = 8 ml agua destilada

Las mediciones viscosimétricas (DESH-
PANDE, 1960) se hicieron periédicamente,
hasta 240 minutos de incubacién a 35° C.
Paralelamente se determing el incremento en
grupos reductores por el método Somoggi-
Nelson (NELSON, 1964). Una unidad de en-
zima se define como micromoles de grupos
reductores expresados en glucosa por hora
por mg.de proteina o 1000 por la reciproca del
tiempo en minutos necesarios para reducir el
50% de la viscosidad dei sustrato a pH 4.8 y
35°C (BATEMAN, 1963).
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2)Pectin-liasa

Los cultivos crecieron como se describo
previamente y el medio se suplement6 con 1%
de pectina de manzana. La mezcla de reaccion
enzimdtica contenia: 0.1 ml pectina al 2%, pH
4.8; 0.3 ml de 0.02M tris-cl buffer a pH 8
suplementado con 0.001M Cl,Ca; 0.7 ml en-
zima en un volumen final de 2 ml. La mezcla
de reacci6n se par6 adicionando 0.2 ml de 9%
SO4Zn.7TH,O mezclada bien y centrifugada a
10,000 RPM durante 10 minutos. Los cam-
bios en absorbancia se registraron a 235 nm.
Una unidad de enzima se defini6 a partir del
cambio de 0.01 unidad de absorbancia en |
hora por mg de proteina (NASUNO, 1975).
Los cambios de absorbancia se registraron a
0,2 y 24 horas midiendo también poder reduc-
tor en esos intervalos de tiempo.

3) Pectato-liasa

La mezcla de reaccion contenfa :0.25 mi
de 2% polipectato de Na a pH 4.3 ; 0.5 ml de
0.05M tris-CIH buffer pH £.5 con 0.00IM
ChCa; 1ml de enzima en un voluvson final de
2ml. La actividad se midic en un
espectrofotémetro Beckar:n DU, como los
cambios de absorbancia a 235 nm
registrandolos a las 0,2 y 24 horas. Paralela-
mente, se realiz6 la medida de poder reductor
para esos intervalos, cuando las condiciones de
incubacién fueron mayores de 4 hs, a la
mezcla de reaccién se le adicioné unas gotas
de tolueno para cvitar contaminacién bac-
teriana.

4) Celulasa

La actividcad sc determiné por la
disminucion de la viscosidad de una solucién
al 2% de carboxi-metil-celulosa sédica (CMC)
como substrato. El viscosimetro usado fue
F.O. tipo 300.

Las mediciones viscosimétricas se
hicieron periédicamente hasta los 240 minutos
a 35°C. Paralelamente se determiné el in-
cremento en grupos reductores por el método
de Somoggi-Nelson. La mezcla de reaccién
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contenia : 2.5 ml de carboximetil celulosa al
2% a pH 4.3; 0.1 ml de 0.5M buffer citrato a
pH 4.8; 2 ml enzima en un volumen final de 8
ml. Se emplearon dos testigos (T1y T2) como
control de actividad enzimética.

T1 = mezcla de reaccién sin enzima: 5.4
ml de agua destilada; 0.1 ml de 0.5M buffer
pH 4.8; 2.5 ml carboximetil celulosa al 2% a
pH 4.3.

T2 = 8 ml agua destilada.

La lectura se hizo en un
espectrofotémetro Céleman a 520nm. Una
unidad de enzima se define como micromoles
de grupos reductores expresados en glucosa
por hora por mg de proteina o 1000 por la
reciproca del tiempo en minutos, necesarios
para reducir el 50% de la viscosidad del
sustrato a pH 4.8y 35°C (BATEMAN, 1963).

Todos los ensayos fueron repetidos dos
veces y en cada repeticion, las mezclas de
reacci6bn se realizaron y midieron por

ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA
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duplicado. La significancia se da a P < 0.05.
l.a evaluacién de la actividad enzimética se
realizd considerando el porcentaje de
reduccion en viscosidad a través del tiempo y
la medicién del incremento en poder reductor.
ILos resultados estdn resumidos en Figuras 1y
2.

RESULTADOS

Actividad de poligalacturonasa

No se hallaron diferencias entre cepas
para los pardmetros estipulados cuando el
hongo creci6 en un medio completo sin induc-
tor y con sacarosa como fuente de carbono.
Asf la cepa 38388 C.D. solo redujo un 3% la
viscosidad del sustrato al cabo de 4 hs de ac-
tividad y alcanz6 a procucir 3.43 umol glucosa
reductora/mg protefna 1. finalizando con 1.87
umol glucosa reductera mg proteina al cabo
de la cuarta hora. Iguaimente, la cepa LH5

ACTIVIDAD DE,

CELULASaA
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Figura 1, Ay B: Porcentaje de reduccién en viscosidad de la mezcla de reaccién durante 240 min. Medicién
realizada con un viscosimetro Fenske-Ostwald tipo 150 o 300 (segiin viscosidad del sustrato) a
35°C. 1: cepa 38388 C.D. sin inductor; 2: cepa 38388 C.D. con inductor; 3: cepa LHS sin induc-
tor; 4: controles (T1, mezcla de reaccion sin enzima; T2 agua destilada). Los puntos de los
gréficos, seguidos por diferentes letras difieren significativamente al P < 0.05.
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Figura 2, Ay B: Actividad cnzimdtica medida 4 través del incremento en grupos reductores por el método
Somoggi-Nelson. Calculado schre {2 base de los umoles de glucosa recuctora liberados por mg
prot./hora durante 240 min. i: cepa 33353 C.D. sin inductor; 2: cepa 38388 C.D. con inductor; 3:
cepa LIS sin inductor; 4: centzoles [ Th: megcla de reaccidn sin enzima; T2 agua destilada). Los
puntos de los gréficos seguidos por diferentes letras difieren significativamente al P < 0.05.

redujo también 3% la viscosidad del sustrato.
para el mismo periodo de tiempo, alcanzando
a producir 5 umol glucosa reductora mg
proteina/h, finalizando com 7.08 umol glucosz
red./mg proteina al cabo de la cuarta hora. Ln
cambio, la actividad enzimdtica de la cepa
38388 C.D. sujcta a crescimiento con peciing
como inductor fue muy destacada. Al cabo de
1 hora produjo 25 umol glucosa reductora mg
proteina alcanzando al final de la cuarta horu
a 121.7 umol glucosa reductora/mg proteina v
reduciendo un 83% la viscosidad del sustrato.
Por su parte, ambos controles no modificaren
su viscosidad en ¢l transcurso de las 4 horas.
Tampoco fue necesario calcular el incremento
en grupos reductores ya que no se produjo
liberacién de azucares por falta de enzima en
fa mezela de reaccion.  Iistos  resultados
confirmarfan la naturaleza inductiva dc la

poligalacturonasa producida en cultivo por S.
tunct.
Actividad de celulasa

La actividad de esta enzima sc evidencia
aspeciaimente a través de la reduccion de la
viscasidad del sustrato. Se observa diferencia
de actividad cuando las cepas crecen en medio
compicto sin inductor. La reduccién en vis-
cosidad del sustrato se vé casi triplicada al
finalizar la cuarta hora de reaccion (33% para
38388 C.D. y 13% para LHS5). La actividad
enzimitica de la cepa poco virulenta alcanza
un AR = 10.5 unidades. No obstante, cuando
la cepa 38388 C.D. crece sujeta a induccion
con CMC la reducci6n en viscosidad aumenta
al 84% en la cuarta hora. De todos modos, 10s
walores clevados de reduccién en viscosidad
del sustrato, evidenciado en las cepas no in-
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ducidas, sugieren la naturaleza constitutiva de
la celulasa.

Contrariamente a lo acaecido con la
mezcla de reaccién completa los controles (T1
y T2) no manifestaron reduccién de la vis-
cosidad ni liberacién de azucares reductores
en el transcurso de las 4 hs de duracién de la
observacion.

El tipo de celulasa producida por S. tritici
no ha sido detectada por el método conven-
cional de incremento en grupos reductores
por Somoggi-Nelson. De ahf proviene la falta
de resultados para las dos cepas creciendo con
y sin inductor.

Actividad pectin-pectato-liasa

Bajo las condiciones ensayadas no se
registr6 actividad de pectin-pectato liasa
medida por absorbancia a 235 nm en los tiem-
pos 0,2 y 24 1s. Los resultados provenientes de
la liberacién de grupos finales reductores, para
tiempos similares, no demidsiaren alimdad
por parte de esias dos enzimas.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Muchos patdgenos que producen en-
zimas degradantes de la pared celular también
producen toxinas, 4cidos  orgdnicos,
reguladores del crecimiento que funcionan en
conexion con estas enzimas durante la
patogénesis. BATEMAN & BASHMAN
(1976) han establecido que cuando un
patégeno se enfrenta con las paredes celulares
de un vegetal, ésta constituye una compleja
barrera de polfmeros con diferentes ligamien-
tos qufmicos que requieren  enzimas
especfficas para su degradacién. Los
patgenos han evolucionado de manera de
reconocer la estructura qufmica de la pared
celular y elabora las enzimas apropiadas para
desmantelar los constituyentes de la misma.
Estos mismos autores han reconocido que los
estudios in vitro, para reconocer la habilidad
del pat6geno, de producir enzimas en cultivo,

que degraden sustratos madres, son €l primer
paso para relacionar una enzima dada con el
proceso patoldgico. Esta aproximacion, que se
intenta con este trabajo, guia estudios
relacionados con la infeccién y la enfermedad.

En este trabajo se presentan resultados
de la actividad in virro de dos enzimas posible-
mente involucradas en la patogénesis de la
"mancha de la hoja del trigo": una en-
dopoligalacturonasa y una celulasa del tipo 8-
1,4 glucan hidrolasa, obtenida en cultivo
filtrado de S. rrrici. El hongo deberfa
reconocer la estructura quimica de la pared
celular y elaborar enzimas apropiadas para
hidrolizar sus constituyeates.

Se seleccioniaron dos métodos sensibles
para estimar actividad enzimética consideran-
do la estructura quimica v ¢ tipo de ligamien-
to entre polisacaricos. Estas son, pérdida de
viscosidad de pectinas. 4ados pécticos (BELL
et al,, 1955) o formas sust:tutas solubles de la
celulosa (carboximetil celulosa) y ia ruptura de
ligamientos gricos{icas cuantifacados en la
determinacién de! inctemento de grupos
finales reductores. Las enzimas participantes
son hidrolfticas. Las lecturas de absorbancia
de los productor de reaccidn detectados a 520
nm sugieren su eliminacién por hidrdlisis, y las
enzimas participantes hidroliticas (ALBER-
SHEIM et al., 1960). Los constituyentes de la
pared celular pueden servir de inductores
efectivos de enzimas Gue degradan la misma
pared (BATEMAN & BASHMAN, 1976).
Algunos estudios realizados con cultivos del
patdgeno y paredes celulares aisladas, como
Gnica fuente de carbono, indicaron que las en-
zimas mencionadas fueron producidas en una
secuencia temporal, en la cual, las enzimas
pécticas aparecen primero y las que degradas
xilosy celulosa, aparecen después (ENGLISH
et al, 1971; MULLEN, 1974; MAGRO,
1984).

En este estudio realizado con S. tritici se
ha comprobado la actividad de la poligalac-
turonasa obtenida en cultivo fiingico con pec-
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tina como fuente de carbono. Result6 ser una
enzima iducible. Su actividad quedo
demostrada por un incremento det 83% en el
efecto de la reduccién de la viscosidad y de
més de 100 veces en los umoles de glucosa
reductora/mg de proteina, eliminados al cabo
de la cuarta hora de reaccion.

CORDO & MARECHAL (1988) a
través de un estudio histopatoldgico en corte
transversal de hoja de trigo inyectada con
filtrado y por reacciones comparativas de dafio
con otras celulasas, establecieron la
participacién de enzimas celuloliticas en el
filtrado de cultivo de la cepa LHS de S. tritici.
A través del actual estudio, se corroboré la ac-
tividad de una celulasa, de naturaleza con-
stitutiva, confirmando la suposicion realizada
por MALCOM (1978). Se observe reduccion
de la viscosidad de la mezcla de reaccidn cuan-
do intervino filtrado obtenido por crecimiento
del hongo sin inductor (carboximetil celulosa).
I.a actividad de la celulasa, producida por S.
tritici parece pertenccer a la del tipo endo-f-
1,4-D-Glucan 4- glucano hidrolasa. Es una en-
doglucanasa que inicia el ataque de la celulosa
amorfa. Los productor finales mayores son
celulodextrina y trazas de glucosa que no son
detectadas sensiblemente por el método de
Somoggi-Nelson. De ahf que no se halla visto
un incremento importante del poder reductor
en ninguna de las reacciones con las dos cepas
mencionadas. Estos resultados estdn indican-
do ausencia de enzima celulasa del tipo 3-1,4-
D- glucan glucohidrolasa o exoglucanasa.
Esta, de existir, completaria la hidrolisis a
glucosa de los productos provenicntes de la
accion de las celulasas C1 y endoglucanasa (LI
et al.,, 1965).

La actividad celulsica fue detectada ac-
cidentaimente  al  principio de  esta
investigacion. El filtrado fingico destruyé al
cabo de dos horas a 4°CC una bolsita de didlisis
de acetato de celulosa.

La falta de actividad pectin-pectato liasa
después de 24 hs de reaccién podrfa explicarse
por algunos factores:

a) porque ei sustrato de crecimiento del
hongo no fue favorable para inducir la
produccién de cstas enzimas (BATEMAN &
MILLAR, 1966). En Rhizoctonia solani, pec-
tato-liasa es producida de manera favorable
solo en medio de cultivo con hipocotile de
poroto;

b) que ¢l método empleado para detec-
tarla no halla sido suficientemente sensible;

¢) que las enzimas participantes en el
proceso patolégico no produzcan un efecto
macerante, sind  simplemente  hidrolftico,
(BELL et al, 1955; BYRDE & FIELDING,
1968; SUZUKI et al, 1967, DEAN &
WOOD, 1967) que las pectin-pectato liasas
estan involucradas en el fenOmeno maccrante.
la falta de actividad de estas, podria indicar
que estas enzimas hidroliticas no producen un
fendmeno maccrante. La faita de actividad de
éstas, podria indicar que esia  cnzimas
hidroliticas no producen un fenémeno
macerante comparable al producido por
Sclerotinia fructigena, Erwinia aroidea, E.
caratovora, Sclerotium rolsfii.  (ALBER-
SHEIM et al., 1969).

El sintoma necrético visualizado en es-
tado avanzado de la enfermedad esta
relacionado con la muerte celular (HILU &
BEVER, 1957). La degradacion de la pared
celular hospedante y la muerte celular, estén
asociadas con un aumento de la per-
meabilidad de la membrana, detectada en es-
tados tempranos de la  patogénesis,
(FRIEDMAN & JAFFE, 1960; FOX et al.,
1972; BYRDE et al., 1973). El dafio del tejido
tratado con enzimas pécticas se caracteriza
por un aumento irreversible de la per-
meabilidad, por dafio del plasmalema. Se han
emitido varias hipétesis, para justificar el dafio
celular:
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a) algin caracter especifico de la
molécula enzimdtica, responsable de la
interacién téxica (BASHAM & BATEMAN,
1975)

b) productos de reaccivin solubles, a par-
ticr de la reaccion enzimdtica (FUSHLEY,
1957)

¢) por interacion directa de las enzimas
pécticas con un sustrato en o dentro del plas-
malema (MOUNT & BATEMAN, 1970).

d) por falta de soporte mecdnico del plas-
malema, al producirse la pérdida de la pared
celular (HALL & WOOD, 1973).

STHEPHAN & WOOD, 1975
BASHAM & BATEMAN, 1975, sostienen la
hipétesis que el dafio y muerte celular estdn
relacionados con €l dafio de la pared, por en-
zimas pécticas, y MAGRO (1984) demostro,
que las enzimas degradanted de la pared
celular fueron producidas por S. nodorum en
vivo y en cultivo; sugirid su funcién en la
invasién del hospedante, en coneccién con 0O
en lugar de compuestos toxicos.

El presente trabajo aporté el conocimicn-
to de la actividad de dos enzimas hidroliticas
producidas en cultivo filtrado de S. tritici.
Dicha actividad fue detectada por reduccion
en la viscosidad del sustrato y por liberacion
de aziicares reductores.

Se trataria de dilucidar si s6lo estas en-
zimas son las responsables de la expresion del
sintoma o si se complementaria en la accién
patogénica, algiin otro metabolito quimico.
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