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SUMMARY

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

Tests to detect activity ofhydrolitic enzymes (pecúc and ceUulolitic) were com ed ota (o study their production  
by Septoria tritici and assert their effect on wheat lea f blotch The fungas wos cultivated in a liquid médium; and the 
culture fíltrate was partialfy purified Enzymatic activity was measured by reading viscom etrical reductions and 
detecting free reducing groups as producís o f reaction. Consdtudve character o f celhiloliúc enzymes and the adaptive 
one ofpectic enzymes were determ ined Both enzymes acted on wheat leaf blotch.

Key words: Pectic, celluloliticf wheat leafblotch.

RESUMO

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

Urna série de testes foram conduzidos para verificar a atividade de enzimas hidrolíticas (pécticas e 
celulolíticas) produzidas por Septoria tritici bem como avaliar seus efeitos em folhas de trigo. Para tanto S. tritici 
foi cultivada em meio líquido, sendo o filtrado parcialmente purificado. Urna atividade enzimática foi detectada 
através da mediado da reducto da viscosidade na mistura da rea^So ou da determinando dos grupos reduzidos 
livres com produtos da reaqáo. O carácter constitutivo das enzimas celulolíticas ou adaptativas das enzimas 
pécticas foi determinado. As duas enzimas atuaram na mancha de folha do trigo.

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

INTRODUCTION ías hoyas básales y formar manchas irregulares
y alargadas de 1,5 x 4,15 mm. longitud. En es- 

Septoria tritici causa necrosis en hojas de lados más 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 penetración del hongo es el estomático, 
aunque también se observa penetración direc­
ta (HILU & BEVER, 1957). El posterior 
desarrollo miceliar es predominantemente in­
tercelular (HILU & BEVER, 1957 loc.cit; 
COVEY, 1962; GORDO & MARECHAL, 
1988) debiendo participar un sistema 
enzimático complejo, degradante del cemento 
celular y paredes. ALBERSIIEIM et al. 
(1969) propuso que en alguna etapa de la 
patogénesis por hongos y bacterias, hay una 
interación entre el patógeno 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) demostró que Septoria 
nodorum es capáz de producir poligalac- 
turonasa, xilanasa y celulasas in vitro e in vivo 
y sugiere la función de las mismas en el 
proceso de invasión del hospedante.

Se estableció la presencia de enzimas 
celulolíticas producidas en cultivo por el ais­
lamiento LH5 de S. tritici. Esto se evidenció 
por un estudio histológico en corte transversal 
de hoja inyectada con dicho filtrado y a través 
de las reacciones comparativas de daño con 
otras celulasas (CORDO & MARECHAL, 
1988). En este último estudio se concluyó que 
el filtrado de cultivo de S. tritici produjo daño 
cuando se inyectó o topicó; que para cada caso 
la respuesta se dió en distinto tiempo y a 
través de distinta manifc dación, aunque se 
observó un denominador común, que fue su 
acción sobre la pared celular. Se sugirió 
también, la participación de por lo menos, las 
enzimas celulolíticas en la formación del 
"Síntoma de la mancha de la hoja" y su 
colaboración en el proceso patológico.

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

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

Las pectinas, conjuntamente con otros 
polímeros, 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 a - 1,4 glicosídico en ácidos 
pécticos al azar, desorganizando los tejidos de 
plantas (WOOD, 1960; PILNIK & ROM- 
BOUST 1979; BATEMAN & MILLAR, 
1966, ISHII, 1976'..

La pared celular primaria contiene 
además un porce maje apreciable de celulosa y 
hemicelulosa ligadas a pectinas. Existen en­
zimas específicas que inician el proceso de 
maceración por ruptura de estos ligamentos 
(BROWN, 1976; sumándose también la 
participación de distintos tipos de celulasas 
(WOOD, 1960; LI et al.. 1965 ).

El efecto de las enzimas celulolíticas en la 
producción del síntoma de la mancha de la 
hoja ha sido citado MALCOM, 1978), no 
obstante, aún no se ha estudiado la 
participación de las enz:ma> pécticas.

El propósito ce este estudio fue explorar 
la producción de las enzimas hidrolíticas por 
parte -Jel patógeno y relacionar-las como co­
adyuvante . ' la formación del síntoma de la 
mancha de la hoja.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajó con dos asilamientos de S. 
tritici de distinta virulencia: 38388 CD. 
(moderadamente virulento) y LH5 (baja 
virulencia). Los cultivos filtrados, para los en­
sayos enzimáticos se prepararon a partir de 
cultivos en medio líquido de Fries N° 3 con ex­
trato de levadura al 0,3% (BOUSQUHT & 
SCKAJENICOV, 1974) que crecieron 
durante 25 días a 18°C 22°C y 12 lis.170
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bajo irradiación de luz cercana al ultravioleta y 
con aeración por agitación manual cada dos 
días. Para medir incremento de actividad 
pectinolítica y celulolítica y celulolítica relativa 
se reemplazó la sacarosa y extracto de 
levadura por 1% de ácido poligalacturónico o 
pectina de manzana o carboximetil celulosa 
sódica, 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 liofilizó 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 enzimática se 
realizaron las siguientes reacciones:

1) Actividad de Poligalacturonasa (PG)
Se obtuvo midiendo la reducción de la 

viscosidad de una solución del 2% de pectinas 
de manzana como sustrato con un 
viscosímetro Fenske-Ostwald tipo 150. La 
mezcla de reacción contenía 2.5 mi pectina al 
2%; 0,1 mi de 0.5M buffer citrato a pH 4.8; 
2ml enzima llevando a 8 mi con agua des­
tilada. Se emplearon 2 testigos (TI y T2) como 
controles de actividad enzimática.

TI = mezcla de reacción sin enzima: 5.4 
mi de agua destilada; 0.1 mi de 0.5M buffer 
citrato a pH 4.8; 2.5 mi pectina al 2%.

T2 -  8 mi agua destilada

Las mediciones viscosimétricas (DESH- 
PANDE, 1960) se hicieron periódicamente, 
hasta 240 minutos de incubación a 35° C. 
Paralelamente se determinó 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 proteína o 1000 por la recíproca del 
tiempo en minutos necesarios para reducir el 
50% de la viscosidad del sustrato a pH 4.8 y 
35°C (BATEMAN, 1963).

2) Pectin-Iiasa
Los cultivos crecieron como se describó 

previamente y el medio se suplementó con 1% 
de pectina de manzana. La mezcla de reacción 
enzimática contenía: 0.1 mi pectina al 2%, pH 
4.8; 0.3 mi de 0.02M tris-cl buffer a pH 8 
suplementado con 0.001M CECa; 0.7 mi en­
zima en un volumen final de 2 mi. La mezcla 
de reacción se paró adicionando 0.2 mi de 9% 
S04Zn.7H20 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 definió a partir del 
cambio de 0.01 unidad de absorbancia en 1 
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 reacción contenía :0.25 mí 

de 2% polipectato de Na a pH 4.3 ; 0.5 mi de 
0.05M tris-ClH buffer pH 8.5 con 0.00IM 
ChCa; lml de enzima en un volumen final de 
2ml. La actividad se midió en un 
espectrofotómetro Beckamn D .U , como las 
cambios de absorbancia a 235 nm 
registrándolos a las 0,2 y 24 horas. Paralela­
mente, se realizó la medida de poder reductor 
para esos intervalos, cuando las condiciones de 
incubación fueron mayores de 4 hs, a la 
mezcla de reacción se le adicionó unas gotas 
de tolueno para evitar contaminación bac­
teriana.

4) Celulasa
La actividad se determinó por la 

disminución de la viscosidad de una solución 
al 2% de carboxi-metil-celulosa sódica (CMC) 
como substrato. El viscosímetro usado fue 
F.O. tipo 300.

Las mediciones viscosiinétricas se 
hicieron periódicamente hasta los 240 minutos 
a 35°C. Paralelamente se determinó el in­
cremento en grupos reductores por el método 
de Somoggi-Nelson. La mezcla de reacción
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contenía : 2.5 mi de carboximetil celulosa al 
2% a pH 4.3; 0.1 mi de 0.5M buffer citrato a 
pH 4.8; 2 mi enzima en un volumen final de 8 
mi. Se emplearon dos testigos (TI y T2) como 
control de actividad enzimática.

T I = mezcla de reacción sin enzima: 5.4 
mi de agua destilada; 0.1 mi de 0.5M buffer 
PH 4.8; 2.5 mi carboximetil celulosa al 2% a 
pH 4.3.

T2 = 8 mi agua destilada.

La lectura se hizo en un 
espectrofotómetro Cóleman 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 
recíproca del tiempo en minutos, necesarios 
para reducir el 50% de la viscosidad del 
sustrato a pH 4.8 y 35°C (BATEMAN, 1963).

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

A C T I V I D A D  DE  P O L  I G A L A C T u n  ON A S  A

duplicado. La significancia se da a P <  0.05.
1. a evaluación de la actividad enzimática se 
realizó considerando el porcentaje de 
reducción en viscosidad a través del tiempo y 
la medición del incremento en poder reductor. 
Los resultados están resumidos en Figuras 1 y
2.

RESULTADOS

Actividad de poligalacturonasa
No se hallaron diferencias entre cepas 

para los parámetros estipulados cuando el 
hongo creció en un medio completo sin induc­
tor y con sacarosa como fuente de carbono. 
Así la cepa 38388 C.D. solo redujo un 3% la 
viscosidad del sustrato al cabo de 4 hs de ac­
tividad y alcanzó a producir 3.43 umol glucosa 
reductora/mg proteína h. finalizando con 1.87 
umol glucosa reductora mg proteina al cabo 
de la cuarta hora. Igualmente, la cepa LH5

A C T I V I D A D  Ot .  C E L U L A S *

Figura 1, A y B : Porcentaje de reducción en viscosidad de ta mezcla de reacción durante 240 min. Medición 
realizada con un viscosímetro Fenske-Ostwald tipo 150 o  300 (según viscosidad del sustrato) a 
35°C. 1: cepa 38388 C.D. sin inductor; 2: cepa 38388 C.D. con inductor; 3: cepa LH5 sin induc­
tor, 4: controles (TI, mezcla de reacción sin enzima; T2 agua destilada). Los puntos de los 
gráficos, seguidos por diferentes letras difieren significativamente al P <  0.05.
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Figura 2, A y  B: Actividad enzimática medida a través del incremento en grupos reductores por el método 
Somoggi-Nelson. Calculado schre la base de los unióles de glucosa reductora liberados por mg 
prot./hora durante 240 min. i: cera 3S33S C.D. sin inductor; 2: cepa 38388 C.D. con inductor; 3: 
cepa LII5 sin inductor; 4: centróles .Ti: mezcla de reacción sin enzima, T2 agua destilada). Los 
puntos de los gráficos seguidos por diferentes letras difieren significativamente al P <  0.05.

redujo también 3% la viscosidad del sustrato, 
para el mismo período de tiempo, alcanzando 
a producir 5 umol glucosa reductora mg 
proteina/h, finalizando com 7.08 umol glucosa 
red./mg proteina al cabo de la cuarta hora. Hr. 
cambio, la actividad enzimática de la cepa 
38388 C.D. sujeta a crescimiento con pectina 
como inductor fue muy destacada. Al cabo de 
1 hora produjo 25 umol glucosa reductora mg 
proteina alcanzando al final de la cuarta hora 
a 121.7 umol glucosa reductora/mg proteina y 
reduciendo un 83% la viscosidad del sustrato. 
Por su parle, ambos controles no modificaron 
su viscosidad en el transcurso de las 4 horas. 
Tampoco fue necesario calcular el incremento 
en grupos rcduciorcs ya que no se produjo 
liberación de azucares por falta de enzima en 
la mezcla de reacción. listos resultados 
confirmarían la naturaleza inductiva de la

poligalacturonasa producida en cultivo por S. 
tririci.

Actividad de celulasa
La actividad de esta enzima se evidencia 

especialmente a través de la reducción de la 
viscosidad del sustrato. Se observa diferencia 
de actividad cuando las cepas crecen en medio 
compieto sin inductor. La reducción en vis­
cosidad del sustrato se vé casi triplicada al 
finalizar la cuarta hora de reacción (33% para 
38388 C.D. y 13% para LH5). La actividad 
enzimática de la cepa poco virulenta alcanza 
un AR = 10.5 unidades. No obstante, cuando 
la cepa 38388 C.D. crece sujeta a inducción 
con CMC la reducción en viscosidad aumenta 
al 84% en la cuarta hora. De todos modos, los 
valores elevados de reducción 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 reacción completa los controles (TI 
y T2) no manifestaron reducción de la vis­
cosidad ni liberación de azucares reductores 
en el transcurso de las 4 hs de duración de la 
observación.

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 ahí proviene la falta 
de resultados para las dos cepas creciendo con 
y sin inductor.

Actividad pectin-pectato-Iiasa
Bajo las condiciones ensayadas no se 

registró actividad de pectin-pectato liasa 
medida por absorbancia a 235 nm en los tiem­
pos 0,2 y 24 hs. Los resultados provenientes de 
la liberación de grupos finales reductores/ para 
tiempos similares, no deiüCsití-fCS actividad 
por parte de estas dos enzimas.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Muchos patógenos que producen en­
zimas degradantes de la pared celular también 
producen toxinas, ácidos orgánicos, 
reguladores del crecimiento que funcionan en 
conexión con estas enzimas durante la 
patogénesis. BATEMAN & BASHMAN 
(1976) han establecido que cuando un 
patógeno se enfrenta con las paredes celulares 
de un vegetal, ésta constituye una compleja 
barrera de polímeros con diferentes ligamien­
tos químicos que requieren enzimas 
específicas para su degradación. Los 
patógenos han evolucionado de manera de 
reconocer la estructura química 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 patógeno, de producir enzimas en cultivo,

que degraden sustratos madres, son el primer 
paso para relacionar una enzima dada con el 
proceso patológico. Esta aproximación, que se 
intenta con este trabajo, guia estudios 
relacionados con la infección y la enfermedad.

En este trabajo se presentan resultados 
de la actividad in vitro 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. tritici. El hongo debería 
reconocer la estructura química de la pared 
celular y elaborar enzimas apropiadas para 
hidrolizar sus constituyentes.

Se seleccionaron dos métodos sensibles 
para estimar actividad enzimática consideran­
do la estructura química y el tipo de ligamien­
to entre polisacaridos. Estas son, pérdida de 
viscosidad de pectinas. ácidos pécticos (BELL 
et al., 1955) o formas sustituías solubles de la 
celulosa (carboximetil celulosa) y la ruptura de 
ligamientos gricosídicos cuantifacados en la 
determinación del incremento de grupos 
finales reductores. Las enzimas participantes 
son hidrolíticas. Las lecturas de absorbancia 
de los productor de reacción detectados a 520 
nm sugieren su eliminación por hidrólisis, y las 
enzimas participantes hidrolíticas (ALBER- 
SHEIM et al., 1960). Los constituyentes de la 
pared celular pueden servir de inductores 
efectivos de enzimas que degradan la misma 
pared (BATEMAN & BASHMAN, 1976). 
Algunos estudios realizados con cultivos del 
patógeno y paredes celulares aisladas, como 
única 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 fungico con pee-
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tina como fuente de carbono. Resultó ser una 
enzima iducible. Su actividad quedó 
demostrada por un incremento del 83% en el 
efecto de la reducción de la viscosidad y de 
más de 100 veces en los umoles de glucosa 
reductora/mg de proteina, eliminados al cabo 
de la cuarta hora de reacción.

CORDO Se MARECHAL (1988) a 
través de un estudio histopatológico en corte 
transversal de hoja de trigo inyectada con 
filtrado y por reacciones comparativas de daño 
con otras celulasas, establecieron la 
participación de enzimas celulolíticas en el 
filtrado de cultivo de la cepa LH5 de 5. tritici. 
A través del actual estudio, se corroboró la ac­
tividad de una celulasa, de naturaleza con­
stitutiva, confirmando la suposición realizada 
por MALCOM (1978). Se observó reducción 
de la viscosidad de la mezcla de reacción cuan­
do intervino filtrado obtenido por crecimiento 
del hongo sin inductor (carboximetil celulosa). 
1.a actividad de la celulasa, producida por S. 
tritici parece pertenecer a la del tipo endo-/L 
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 ahí que no se halla visto 
un incremento importante del poder reductor 
en ninguna de las reacciones con las dos cepas 
mencionadas. Estos resultados están indican­
do ausencia de enzima celulasa del tipo /J-1,4- 
D- glucan glucohidrolasa o exoglucanasa. 
Esta, de existir, completaría la hidrólisis a 
glucosa de los productos provenientes de la 
acción de las celulasas C1 y endoglucanasa (LI 
et al., 1965).

La actividad celulósica fue detectada ac­
cidentalmente al principio de esta 
investigación. El filtrado fúngico destruyó al 
cabo de dos horas a 4°C una bolsita de diálisis 
de acetato de celulosa.

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

a) porque eí sustrato de crecimiento del 
hongo no fue favorable para inducir la 
producción de estas enzimas (BATEMAN Se 
MILLAR, 1966). En Rhizoctonia solani, pee- 
tato-liasa es producida de manera favorable 
solo en medio de cultivo con hipocotile de 
poroto;

b) que el método empleado para detec­
tarla no halla sido suficientemente sensible;

c) que las enzimas participantes en el 
proceso patológico no produzcan un efecto 
macerante, sinó simplemente hidrolítico, 
(BELL et al, 1955; BYRDE Se ITELDING, 
1968; SUZUKI et a l, 1967; DEAN Se 
WOOD, 1967) que las pectin-pectato liasas 
están involucradas en el fenómeno macerante. 
La falta de actividad de estas, podría indicar 
que estas enzimas hidrolíticas no producen un 
fenómeno macerante. La falta de actividad de 
éstas, podría indicar que esta enzimas 
hidrolíticas no producen un fenómeno 
macerante comparable al producido por 
Sclerotinia fructigena, Envinia aroidea, E. 
caratovora, Sclerotium rolsfii (ALBER- 
SHEIM et al, 1969).

El síntoma necrótico visualizado en es­
tado avanzado de la enfermedad está 
relacionado con la muerte celular (HILU Se 
BEVER, 1957). La degradación de la pared 
celular hospedante y la muerte celular, están 
asociadas con un aumento de la per­
meabilidad de la membrana, detectada en es­
tados tempranos de la patogénesis, 
(FRIEDMAN Se JAFFE, 1960; FOX et a l, 
1972; BYRDE et a l, 1973). El daño del tejido 
tratado con enzimas pécticas se caracteriza 
por un aumento irreversible de la per­
meabilidad, por daño del plasmalema. Se han 
emitido varias hipótesis, para justificar el daño 
celular:
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a) algún carácter específico de la 
molécula enzimática, responsable de la 
interación tóxica (BASTIAM & BATEMAN, 
1975)

b) productos de reacción solubles, a par­
tir de la reacción enzimática (FUSHLEY, 
1957)

c) por interación directa de las enzimas 
pécticas con un sustrato en o dentro del plas- 
malema (MÓUNT & BATEMAN, 1970).

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

STHEPHAN & WOOD, 1975; 
BASHAM & BATEMAN, 1975, sostienen la 
hipótesis que el daño y muerte celular están 
relacionados con el daño de la pared, por en­
zimas pécticas, y MAGRO (1984) demostró, 
que las enzimas degradanted de la pared 
celular fueron producidas por S. nodomm  en 
vivo y en cultivo; sugirió su función en la 
invasión del hospedante, en conección con o 
en lugar de compuestos tóxicos.

El presente trabajo aportó el conocimien­
to de la actividad de dos enzimas hidrolíticas 
producidas en cultivo filtrado de 5. tritici. 
Dicha actividad fue detectada por reducción 
en la viscosidad del sustrato y por liberación 
de azúcares reductores.

Se trataría de dilucidar si sólo estas en­
zimas son las responsables de la expresión del 
síntoma o si se complementaría en la acción 
patogénica, algún otro metabolito químico.
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