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Resumen

Objetivo. Determinar actividades amiloliticas, celuloliticas, lipoliticas, pectinoliticas y proteoliticas en 32 aislamientos de Fusarium
spp. de origen humano, animal y vegetal. Materiales y métodos. Las actividades enzimaticas se determinaron a nivel cualitativo, por
medio de la medicion de halos de hidrolisis en placas de agar con el respectivo sustrato, y a nivel cuantitativo se realizd un cultivo
liquido para determinar la degradacion del respectivo sustrato por medio de técnicas colorimétricas. Resultados. Todos los aislamientos
presentaron actividades enzimaticas a nivel cualitativo, excepto las amiloliticas y lipoliticas. La determinacion a nivel cuantitativo fue
posible para las enzimas evaluadas, a excepcion de las lipasas. Conclusion. La determinacion de los perfiles enzimaticos amiloliticos,
celuloliticos, pectinoliticos y proteoliticos de cada uno de los aislamientos evaluados pertenecientes al género Fusarium sugirid su
capacidad, indistintamente de su procedencia, de degradar estos sustratos.

Palabras clave: Fusarium, patbgeno multihospedero, amilasas, celulasas, pectinasas, proteasas, lipasas.

Abstract

Assessment of enzymatic characterization of Fusarium spp. isolated from human, animal, and plant wounds. Objective. To
determine amylolytic, cellulolytic, lipolytic, pectinolytic and proteolytic activities in 32 Fusarium spp. isolates from humans, animals and
plants. Materials and methods. Qualitative determination of enzymatic activities was done by measuring hydrolysis halos in agar plates
with their corresponding substrate. Quantitative determination was done by colorimetric techniques, using liquid culture supernatants
to determine the respective substrate degradation. Results. All isolates showed enzymatic activities from a qualitative point of view,
except amylolytic and lipolytic. Quantitative determination was possible for all the evaluated enzymes except lipases. Conclusion.
The determination of amylolytic, cellulolytic, pectinolytic and proteolytic enzymatic profiles of each of the Fusarium isolates assessed
suggests their capacity to degrade these substrates, irrespectively of their origin.

Key words: Fusarium, multihost pathogen, amylases, celluloses, pectinases, proteases, lipases

Resumo

Avaliacao das atividades enzimaticas de Fusarium spp. Isolados a partir de lesoes em humanos, animais e plantas. Objetivo.
Determinar as atividades amiloliticas, celuloliticas, lipolitica, pectinoliticas e proteoliticas em 32 isolamentos de Fusarium spp. de origem
humana, animal e vegetal. Materiais e métodos. As atividades enziméticas foram determinadas a nivel qualitativo medindo os halos de
hidrdlise em placas de agar com o substrato respectivo e a nivel quantitativo realizou-se uma cultura liquida para determinar a degradag@o
do substrato respectivos por meio de técnicas colorimétricas. Resultados. Todos os isolados apresentaram uma atividade enzimatica a nivel
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qualitativo, exceto as amiloliticas e lipoliticas. A determinac¢@o a nivel quantitativo foi possivel para as enzimas testadas, exceto para as
lipases. Conclusao. A determinag@o de perfis enzimaticos amiloliticos, celuloliticos, pectinoliticos e proteoliticos de cada um dos isolados
testados pertencentes ao género Fusarium, sugeriu sua capacidade, independentemente da sua origem, para degradar estes substratos.

Palavras-chave: Fusarium, patdgeno multihospedeiro, amilases, celulases, pectinases, proteases, lipases.

Introduccion

Los hongos son microorganismos patdogenos oportunistas que
causan enfermedad cuando las defensas de sus hospederos
se encuentran débiles. Han desarrollado estilos de vida
parasitarios asociados con la capacidad de reconocer y penetrar
aun hospedero especifico. Entre los principales hospederos se
encuentran las plantas, seguidas por los mamiferos —incluido
el hombre—, y por Gltimo los insectos (1). Para causar
enfermedad los hongos patdgenos tienen varios factores de
virulencia, los cuales se despliegan determinando el potencial
y la magnitud de la infeccion. Estos factores de virulencia
le permiten al hongo adherirse, penetrar e interferir con las
funciones celulares de su hospedero (1). Entre sus numerosos
y variados factores de virulencia se destaca el papel de las
enzimas, mecanismo de virulencia asociado directamente
con hongos con capacidad multihospedero. Estas enzimas
le permiten al hongo degradar constituyentes importantes de
las barreras de proteccion externa de los hospederos, por lo
cual puede penetrar y colonizar tejidos (2).

Recientemente el género Fusarium ha sido considerado como
modelo de patogénesis multihospedero, por su capacidad
de infectar tanto a plantas como a animales y humanos. En
plantas es el agente causal del marchitamiento vascular,
enfermedad que afecta a una gran variedad de cultivos de
gran importancia econdmica en todo el mundo. El género
Fusarium es conocido actualmente como un patdogeno
oportunista emergente en animales y humanos que produce
enfermedades como la queratomicosis y la onicomisis, entre
otras. También ha sido reportado como el segundo género
mas frecuente causante de infeccion flngica invasiva en
pacientes inmunocomprometidos (1,3).

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacidon consistio en
determinar perfiles enziméaticos amiloliticos, celuloliticos,
lipoliticos, pectinoliticos y proteoliticos en cada uno de los
32 aislamientos del género Fusarium evaluados, provenientes
de procesos patogénicos en plantas, animales y humanos.

Materiales y métodos

Microorganismos

Los aislamientos pertenecientes al género Fusarium que se
utilizaron en este estudio provienen de estudios anteriores,

en los cuales se realizaron aislamientos del microorganismo
a partir de lesiones de humanos, animales y plantas que
fueron identificados a nivel de especie por caracterizacion
morfologica y secuenciacion de ADNr region ITS4-ITS5 y
factor de elongacion 1 o (Tabla 1) (4). Estos aislamientos
(cultivos monoconidiales), conservados en agua destilada
estéril, los proporciond la coleccion de microorganismos
del Laboratorio de Micologia de la Pontificia Universidad
Javeriana. La recuperacion de los aislamientos se llevd
a cabo a partir de cuadros de agar-micelio sembrados en
medio Agar Papa Dextrosa (PDA) e incubados a 30 °C
durante diez dias.

Reconstitucion de los microorganismos

A partir de los aislamientos en PDA se tomaron discos
de 5 mm de diametro de agar-micelio y se sembraron en
cajas de petri con agar almidon, carboximetil celulosa,
leche descremada y pectina citrica, cuya composicion fue
igual en todos los casos (g/L): 10 del polimero, sulfato
de amonio 0,5, cloruro de calcio 0,5, fosfato monobasico
de potasio 0,1, fosfato dibasico de potasio 0,1 y agar 15.
También se hizo siembra en agar yema de huevo 2% (v/v)
y otros compuestos (g/L): extracto de levadura 2,5, sulfato
de amonio 0,5, cloruro de calcio 0,5, fosfato monobasico
de potasio 0,1, fosfato dibasico de potasio 0,1 y agar 15. El
pH de todos los medios se ajustd a 6,5. Los aislamientos se
incubaron a 30 °C durante ocho dfas.

Pruebas de caracterizacion enzimatica
cualitativa

A partir de los microorganismos reconstituidos se tomaron
discos de agar-micelio y se sembraron en cajas de petri con
agar almidon, carboximetil celulosa, leche, pectina citrica
y yema de huevo, respectivamente. Se incubaron durante
cuatro dfas a una temperatura de 30 °C. Se hicieron lecturas
en los dias dos y cuatro, midiendo el tamafo de los halos
de hidrolisis. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

Actividad amilolitica

La actividad amilolitica se determin0d por la presencia de
zonas de aclaramiento alrededor de las colonias, debido a
la hidrolisis del almidon, revelado con lugol (5).
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Tabla 1. Aislamientos de Fusarium spp. codificados segiin su procedencia

Origen Codigo Identificacion taxonémica Hospedero Lesion
aislamiento
Animal 108 F. solani Bovino Lagrimeo abundante e inflamacion del parpado
111 F. equiseti Canino Dermatitis generalizada en extremidades
anteriores
121 F. sporotrichioides Canino Dermatitis generalizada en lomo zona anterior
131 F. equiseti Canino Dermatitis generalizada en lomo zona anterior
155 F. verticillioides Canino Dermatitis en lomo zona posterior
156 F. verticillioides Canino Dermatitis en lomo zona posterior
159 F. sporotrichioides Canino Dermatitis generalizada en zona abdominal
160 F. sporotrichioides Bovino Dermatitis en lomo zona media
161 F. verticillioides Canino Dermatitis en lomo zona media
162 F. oxysporum Canino Dermatitis en lomo zona posterior
Humano 201 F. sporotrichioides Clinico Onicomicosis
202 F. oxysporum Clinico Onicomicosis
203 F. verticillioides Clinico Queratitis
204 F. oxysporum Clinico Onicomicosis
205 F. oxysporum Clinico Onicomicosis
206 F. oxysporum Clinico Onicomicosis
207 F. oxysporum Clinico Onicomicosis
208 F. oxysporum Clinico Onicomicosis
209 F. oxysporum Clinico Onicomicosis
210 F. oxysporum Clinico Onicomicosis
Vegetal 302 F. oxysporum Clavel Marchitamiento unilateral de la planta y
pudricion de haces vasculares
303 F. oxysporum Tomate Marchitamiento unilateral de la planta y
pudricion de haces vasculares
305 F. oxysporum Tomate Marchitamiento generalizado y pudricion de
haces vasculares
308 F. oxysporum Tomate Marchitamiento generalizado y pudricion de
haces vasculares
309 F. oxysporum Tomate Marchitamiento generalizado y pudricion de
haces vasculares
310 F. oxysporum Tomate Marchitamiento generalizado y pudricion de
haces vasculares
311 F. oxysporum Tomate Marchitamiento generalizado y pudricion de
haces vasculares
312 F. oxysporum Tomate Marchitamiento generalizado y pudricion de
haces vasculares
313 F. oxysporum Clavel Marchitamiento unilateral de la planta y
pudricion de haces vasculares
314 F. oxysporum Clavel Marchitamiento unilateral de la planta y
pudricion de haces vasculares
315 F. oxysporum Clavel Marchitamiento unilateral de la planta y
pudricion de haces vasculares
317 F. oxysporum Clavel Marchitamiento unilateral de la planta y

pudricion de haces vasculares
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Actividad celulolitica

La actividad celulolitica se determind por la presencia de
zonas de aclaramiento, en razon de la hidrélisis de la celulosa,
revelado con rojo congo (6).

Actividad lipolitica

La actividad lipolitica se determin6 directamente por zonas
de precipitacion alrededor de las colonias (7).

Actividad pectinolitica

La actividad pectinolitica se determind por la presencia de
zonas de aclaramiento alrededor de las colonias, a causa de
la hidrolisis de la pectina, revelado con lugol (5).

Actividad proteolitica

La actividad proteolitica se determind directamente por
la observacion de zonas de aclaramiento alrededor de las
colonias, debido a la hidrdlisis de la caseina presente en la
leche descremada (6).

Pruebas de evaluacion de actividad
enzimatica cuantitativa

Con el fin de confirmar las actividades enzimaticas
observadas en las pruebas cualitativas, se determind la
actividad enzimatica cuantitativa para cada uno de los
aislamientos. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.
Para lo anterior se tomaron tres discos de agar-micelio y
se inocularon en frascos con capacidad de 120 mL, que
contenian 25 mL de caldo almidon, carboximetil celulosa,
leche, pectina citrica y yema de huevo, con la misma
composicion mencionada anteriormente, pero sin agar. Estos
cultivos se llevaron a condiciones de agitacion constante
a 150 rpm durante cuatro dias a 30 °C, para el caso de las
actividades amiloliticas, celuloliticas y pectinoliticas, en las
cuales se evalud la actividad enziméatica por degradacion
del sustrato a través del tiempo, cuantificada por medio de
la cantidad de glucosa y 4cido galacturdnico liberada para
los dfas dos y cuatro. En el caso de la actividad lipolitica
y proteolitica se evalud mediante la reaccion del extracto
crudo, con los respectivos sustratos durante 60 min a 30 °C.
Para la actividad lipolitica se evalud el extracto obtenido
después de ocho dias de fermentacion, debido a que en los
dias dos y cuatro no se obtuvieron resultados positivos, y
para la actividad proteolitica se evalu6 el extracto crudo
obtenido después de dos dias de fermentacion.

Determinacion de la actividad amilolitica,
celulolitica y pectinolitica

La determinacion de la actividad amilolitica, celulolitica
y pectinolitica se llevo a cabo cuantificando los azlcares

reductores presentes en el cultivo, por medio de la técnica
del 3,5 acido di-nitro-salicilico (DNS) (8). Las actividades
enzimaticas se cuantificaron como la cantidad de glucosa o
acido galacturdnico liberada en g/L. Para ello se realizaron
curvas de calibracion con glucosa y acido galacturdnico;
asi mismo, se expresaron como porcentaje de rendimiento
neto de glucosa o acido galacturdnico (9). El rendimiento
neto se calculd usando las siguientes ecuaciones:

Concentracion de Glucosa X 162 1
% RNG = : : X 100 (1]
Concentracion de Almidon X 180

Concentracion de Glucosa X 162
% RNG = - X 100 [2]
Concentracion de Celulosa X 180

Concentracion de Acido Galacturdnico X 176

%RNAG= X100 [3]

Concentracion de Pectina X 194

Determinacion de la actividad lipolitica

Los cultivos se centrifugaron, luego de ocho dias de
incubacion, a 2300 x g durante 15 min y se recupero el
sobrenadante (extracto crudo). En un tubo de ensayo se
adicionaron 100 ul del extracto crudo enzimético proveniente
de cada uno de los aislamientos por evaluar y a continuacion
se adicionaron 900 pL de p-nitrofenil-palmitato como sustrato,
a una concentracion de 3 mg/ml disuelto en acetona (10).
Posteriormente se incubd a 30 °C durante 3 h y luego se
ley6 en espectrofotometro a 450 nm (10-12). La actividad
lipolitica se determind con base en la cuantificacion del
p-nitrofenol liberado por la accion de las lipasas, teniendo
en cuenta una curva de calibracion con p-nitrofenol. Una
unidad lipolitica (UL) se definid como la cantidad de enzima
capaz de liberar 1 umol de p-nitrofenol por minuto bajo las
condiciones de la prueba.

Determinacion de la actividad proteolitica

Los cultivos se centrifugaron, luego de dos dias de
incubacion, a 2300 x g durante quince minutos y se
recuperd el sobrenadante (extracto crudo). En un tubo de
ensayo se mezcld 1 mL del extracto crudo enzimatico con
1 mL de solucion de caseina 1% (p/v) disuelta en buffer
fosfato 0,1 M pH 7,0. Se incub6 a 30 °C durante 60 min
y se adiciond 1 mL de &cido tricloro acético 15% (p/v).
Posteriormente se centrifug6 a 2300 x g durante 5 minutos.
El sobrenadante obtenido se leyo6 en espectrofotometro a 280
nm (13). La actividad proteolitica se determind con base en
la cuantificacion de tirosina liberada por la accion de las
proteasas, teniendo en cuenta una curva de calibracion con
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tirosina. Una unidad proteolitica (UP) se definidé como la
cantidad de enzima capaz de liberar 1 pmol de tirosina por
minuto bajo las condiciones de la prueba.

Analisis estadistico

Para este analisis se utilizaron medidas de tendencia central
como el promedio y la desviacion estandar. Teniendo en
cuenta los resultados de las pruebas enziméticas cualitativas
y cuantitativas se realizd un analisis estadistico de varianza
(ANOVA) con una prueba de comparaciones de medias
de Tukey, con el fin de seleccionar los aislamientos que
presentaron mayor actividad enzimética. Los resultados que
presentaron homogeneidad de varianzas fueron analizados con
la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, con una prueba de
comparaciones de medias. En todos los analisis estadisticos se
utilizaron los programas Statistix y Excel 2007 para Windows.

Resultados

Teniendo en cuenta que la informacion para los resultados es
amplia, se mostraran inicamente los datos de tres aislamientos
de cada origen que obtuvieron los mejores resultados.

30 +

35 A

15 A

% Rendimiento neto de glucosa

Actividad amilolitica

No fue posible determinar la actividad enzimatica cualitativa
por medio de la produccién de halos de hidrolisis, ya que al
realizar la lectura a los dias dos y cuatro no se evidenciaron
halos de hidrdlisis alrededor de las colonias de ninguno
de los 32 aislamientos evaluados. Los resultados de las
pruebas cuantitativas demostraron la actividad amilolitica
de los aislamientos por la cantidad de azGicares reductores
liberados como maltosa o glucosa. En general, la actividad
amilolitica fue mayor en el cuarto dia del cultivo. Se destacan
los rendimientos de los aislamientos provenientes de humanos
(202,205 y 208) y el 315 de origen vegetal (Figura 1).

Actividad celulolitica

Todos los aislamientos estudiados presentaron actividad
celulolitica tanto a nivel cualitativo (Figura 2a) como a nivel
cuantitativo (Figura 2b). Los porcentajes de rendimiento de
glucosa fueron mayores en el cuarto dia y se destacan los
aislamientos 155, 206 y 305, con valores de 6,14%; 4,27%
y 5,64%, respectivamente. Los resultados son similares para
los aislamientos de los tres origenes.

D % rendimiento neto de glucosa 2 dia

10 A

) ’_\-I

0 T T T . . T T T
108 131 155 202 205 208 313 314

315
Aislamientos

- % rendimiento neto de glucosa 4 dia

Figura 1. Actividad amilolitica cuantitativa de algunos aislamientos, expresada en porcentaje de rendimiento neto de glucosa en
caldo almidon. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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Halos de hidrolisis (cm)

D % rendimiento neto de glucosa 2 dia

% Rendimiento neto de glucosa

D % rendimiento neto de glucosa 2 dia
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161 202 203 206 302
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155

- % rendimiento neto de glucosa 4 dia b

Figura 2. Actividad celulolitica de algunos aislamientos. (a) Actividad cualitativa expresada en halos de hidrdlisis a través
del tiempo de incubacion en agar carboximetilcelulosa. (b) Actividad cuantitativa expresada en porcentaje de rendimiento
neto de glucosa a través del tiempo de incubacion en caldo carboximetilcelulosa. Las barras de error corresponden a la

desviacion estandar.
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Actividad lipolitica

No fue posible determinar la actividad enzimatica cualitativa
de todos los aislamientos evaluados por medio de la
produccion de halos de hidrolisis, cuando se usdé como
sustrato de induccion yema de huevo al 2%, a pesar de que
se realizaron lecturas en los dfas dos, cuatro, seis y diez. Aun
asi se observd que cada uno de los aislamientos evaluados
present6 buen crecimiento durante el tiempo de incubacion,
mostrando todas las caracteristicas macroscopicas comunes
que identifican al género. Al no mostrar actividad lipolitica
bajo estas condiciones, se evaluaron concentraciones de 1 y
10% (v/v) de yema de huevo; sin embargo, no se evidenciaron
halos de hidrélisis, pero si crecimiento normal y rapido en
cada uno de los aislamientos estudiados.

Adicionalmente, se evalu6 si el uso de fuentes de nitrogeno
organicas induciria la produccion de enzimas lipoliticas, por
lo que se adiciond al medio de cultivo peptona o extracto
de levadura, o las dos fuentes a la vez, a una concentracion
de 2,5 g/L. Los resultados indicaron que el uso de peptona
o extracto de levadura en el medio de cultivo si inducfa la
produccion de enzimas lipoliticas, pero los resultados fueron
muy bajos y se dieron para el 21% de los aislamientos.
Rapp en 1995 reportd que el uso de peptona como fuente
de nitrégeno organica en el medio de cultivo incrementa la
expresion de estas enzimas, deduciendo que estos sustratos
tal vez contienen lipidos o aminoacidos capaces de inducir
la formacidn de lipasas en Fusarium (14).

En cuanto a la prueba cuantitativa el resultado fue negativo
ya que ningln aislamiento presentd actividad lipolitica bajo
las condiciones de ensayo estudiadas.

Actividad pectinolitica

Todos los aislamientos presentaron actividad cualitativa. En
la figura 3 (a) se muestran algunos ejemplos; se destaca el
aislamiento 313 en el dia dos (en el dia cuatro no se observo
halo de hidrdlisis). Los ensayos a nivel cuantitativo son de
gran importancia, como se ve en este aislamiento, el cual
aunque presenta la mayor actividad cualitativa, no es el mejor
anivel cuantitativo, y el otro caso es el 314, que presentd un
halo de hidrdlisis minimo, pero a nivel cuantitativo fue el
mejor. A nivel cuantitativo todos los aislamientos de origen
animal presentaron actividad, el 60% de los aislamientos
de origen humano y el 70% de los aislamientos de origen
vegetal. La mayorfa de los aislamientos presentaron actividad
pectinolitica cuantitativa en el dia dos de lectura, aunque
existieron valores muy bajos de porcentajes de rendimiento
neto de acido galacturonico. En la mayoria de los casos la
actividad disminuy6 en cuatro dfas (Figura 3b).

Actividad proteolitica

En general, a nivel cualitativo los halos de hidrdlisis fueron
muy bajos, en promedio 0,2 cm, y algunos microorganismos
no presentaron hidrolisis sino hasta el dia seis (datos
no mostrados). Los valores aumentaron para algunos
aislamientos en el dia cuatro, como es el caso de 203 y 314
(Figura 4a). A nivel cuantitativo, todos los aislamientos
presentaron actividad proteolitica, pero el aislamiento 314,
a pesar de ser el mejor a nivel cualitativo, no lo fue en las
determinaciones a nivel cuantitativo. Los aislamientos
que mostraron mayor actividad proteolitica cuantitativa
fueronel 111,el 210y el 310 en cada origen de aislamiento
(Figura 4b).

Analisis estadistico

La prueba no paramétrica de Kruskal Wallis (95%) no
detecto diferencia estadistica significativa comparando los
dias de evaluacion de actividad enzimatica (P>0,05), pero
si se presenta una diferencia numérica, lo que sugiere que la
determinacion enzimatica realizada en el dfa dos o en el dia
cuatro de lectura es valida para considerar como positiva la
actividad amilolitica, celulolitica, pectinolitica y proteolitica
de los aislamientos evaluados. Esto indica que un tiempo de
lectura es suficiente para determinar la actividad enzimatica
cualitativa de los aislamientos. La prueba de comparacion
de medias de Tukey (95%) no detectd diferencia estadistica
(P>0,05), pero si numérica, en la determinacidn cuantitativa
de la actividad amilolitica, celulolitica y pectinolitica de los
aislamientos en los dos dias de lectura. Esto sugiere que un
tiempo de lectura es suficiente para determinar la actividad
enzimatica de los aislamientos, expresada en rendimiento
neto de azlicares reductores. Por otra parte, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre
los tratamientos, es decir, entre los grupos de procedencia
de los aislamientos.

Discusion

Actividad amilolitica

La no visualizacion de halos de hidrdlisis en las pruebas
cualitativas tal vez se deba al uso de agentes gelatinizantes
como el agar-agar, el cual quizas actlla como inhibidor de
las enzimas amiloliticas de los aislamientos evaluados (15).
Ademas, durante las lecturas realizadas en los dias dos y
cuatro no se evidenci6 un crecimiento normal de los hongos
en cuanto a velocidad radial de crecimiento (en promedio 1,4
cm de diametro). Esto posiblemente sea consecuencia de que
las enzimas amiloliticas no degradaran el sustrato presente,
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ocasionando con ello la falta de liberacion de glucosa, la cual
no pudo ser usada por los hongos directamente y causo que
este sustentara su crecimiento a partir de reservas energéticas.
Por otra parte, Gupta et al., 2003, reportaron que las fuentes
de nitrogeno organicas favorecen la produccion de enzimas
como las a-amilasas (16). Ello resulta importante ya que la
adicion de fuentes de nitrogeno organicas fue un paradmetro
que no se tuvo en cuenta en la evaluacion de esta actividad
enzimatica, con el fin de evitar que los microorganismos la
usaran para sustentar su crecimiento y no producir enzimas.

Lo anterior sugiere que la utilizacién de un sustrato solido
paraevidenciar la actividad enzimatica y la falta de una fuente
de nitrogeno organico pudieron ser factores limitantes para
la expresion de las enzimas amiloliticas de los aislamientos
provenientes del género Fusarium. Al realizar las pruebas
cuantitativas en caldo almidon, se obtuvieron resultados que
demostraron la expresion de enzimas amiloliticas (Figura
1), debido a la produccion de azlicares reductores como
maltosa o glucosa que surgen de la hidrolisis del enlace
a-1,4-glucosidico causado por las a-amilasas o la accion
hidrolitica de las f-amilasas o glucosidasas (16,17).

La induccion de estas enzimas en caldo almidon, a pesar
de usar fuente de nitrégeno inorgénico, se favorecid por la
agitacion, la cual permitidé un mayor contacto entre el sustrato
y la enzima y ademas mejor transferencia de oxigeno, lo
cual pudo ocasionar un aumento de la produccién enzimatica
(16). Asf mismo, es preciso mencionar que el almidén no
es un componente de la pared celular vegetal, sino que se
encuentra como granulos de reserva que viajan a través del
sistema vascular y se localizan en raices, bulbos y semillas.
Por lo anterior esto podria ser una de las explicaciones de
por qué este tipo de enzimas producidas por este género no
se expresan en sustratos solidos (18).

Los resultados obtenidos en las pruebas de actividad
cuantitativa amilolitica sugirieron que los aislamientos
provenientes de humanos, animales y plantas tienen capacidad
enzimatica para degradar un sustrato como el almidon. Para
los fines de este estudio, los resultados obtenidos a partir
de cada uno de los aislamientos provenientes de animales y
humanos indican la posible capacidad de estos dos grupos
de facilitar la colonizacion e invasion del patdégeno dentro
del tejido de las plantas y, lo que es aun mas interesante,
muestran que posiblemente, en un principio, la procedencia
de estos aislamientos era de origen vegetal.

Por otra parte, las amilasas de este género no pertenecen
al grupo de enzimas degradadoras de pared (CWDE’s,
Cell Wall Degrading Enzymes), por lo que la actividad
amilolitica de este hongo no esta asociada directamente
con los mecanismos de penetracion (1). La produccion de

amilasas esta relacionada con la agresividad del patdgeno,
ya que le permiten asimilar componentes intracelulares como
sustrato, pero no le dan la capacidad de degradar o penetrar
la barrera estructural, que es la pared celular de las plantas
(19); sin embargo, este tipo de constituyentes de la célula
vegetal, como el almidon, las proteinas y las grasas, solo
pueden ser utilizados cuando han sido degradados por las
enzimas secretadas por el patogeno (19).

Actividad celulolitica

El género Fusarium ha sido ampliamente reportado como
un hongo con actividad enzimética celulolitica, condicion
que le permite establecerse en la superficie de la planta,
constituida principalmente de celulosa, lo que produce
ablandamiento, por la desintegracion de los componentes
de la pared celular, y permite la penetracion y propagacion
del patdgeno en los tejidos de su hospedero, lo que lleva
al colapso y desintegracion de su estructura celular (19).

En estudios anteriores (19, 20) se reporta el papel de las
celulasas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en el
marchitamiento vascular de la planta, debido a la liberacion
de grandes moléculas de celulosa dentro del xilema, lo
cual interfiere el transporte normal de agua en estos haces
vasculares. Ademas, las celulasas hacen parte de las enzimas
degradadoras de paredes celulares (CWDE’s) asociadas a la
fitopatogenicidad de este género, las cuales son reguladas
por induccion de sustrato y represion catabolica (21).

Actividad lipolitica

Para poder evidenciar la actividad lipolitica o fosfolipolitica
de cada una de los aislamientos evaluados, se selecciond
yema de huevo como sustrato lipidico, debido a que esta
tiene entre sus componentes lipidicos la lecitina que es un
fosfolipido, cuyo nombre menos comin es fosfatidilcolina, la
cual es un elemento primordial de las bicapas lipidicas de las
membranas celulares (22, 23). Por lo anterior, la utilizacion
de la yema de huevo como sustrato permitirfa relacionar
de manera directa la accidon degradativa e infectiva de los
hongos evaluados sobre los tejidos epiteliales de animales
o humanos. Tal accion estarfa directamente relacionada con
la posible desestabilizacion de membranas, lisis celular y
liberacion de lipidos que actiian como mensajeros secundarios.
Ademas, existe evidencia substancial que indica el papel de
las lipasas y fosfolipasas extracelulares como un factor de
virulencia en infecciones por patdgenos oportunistas como
Cryptococcus y Candida (24, 25). Las pruebas de actividad
enzimatica cuantitativa no permitieron encontrar la actividad
lipolitica de los aislamientos evaluados; aun asf, no se puede
desestimar que tanto el sustrato como el solvente empleados
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en la reaccion enzimatica pudieron, en cierta forma, inhibir
la expresion de las posibles enzimas producidas por los
aislamientos de Fusarium (26). Igualmente, no se podria
concluir con base en los resultados que este tipo de enzimas
no son expresadas por los hongos de este género, ya que
diferentes autores han reportado la expresion de enzimas
lipoliticas en el género Fusarium (14,27-29).

Christakopoulos et al., 1998, reportaron la produccion
de una esterasa por Fusarium oxysporum y encuentran
que cuando se usa como sustrato p-nitrofenil-laurato y
p-nitrofenil-palmitato, la actividad de la enzima es nula
(30), lo que no ocurre cuando se usa p-nitrofenil-butirato y
p-nitrofenil-acetato con mayor actividad para el p-nitrofenil-
butirato. Este resultado sugiere que el uso de ésteres de
cadena larga limita la actividad enzimatica, o en su defecto
la expresion de la enzima, y ello impide la determinacion
de enzimas lipoliticas (11, 30). Lo anterior pudo ocasionar
la no determinacion de lipasas en las pruebas de actividad
enzimatica, ya que se usd p-nitrofenil-palmitato (éster de
cadena larga), como sustrato de reaccion (31). Ademas,
algunos estudios (14, 28) reportan que las lipasas producidas
por hongos del género Fusarium son las enzimas que mas
necesitan ser inducidas por el uso de sustratos inductores como
los aceites. A pesar de no haber tenido resultados positivos
en este estudio, es importante continuar investigando, pues
las lipasas extracelulares juegan un papel determinante como
factor de virulencia en patdgenos flingicos (32).

Actividad pectinolitica

El género Fusarium ha sido reportado como un gran productor
de enzimas pectinoliticas, Gomez et al., 2005, reportan
la presencia de pectatoliasas y endopoligalacturonasas
en Fusarium oxysporum f. sp. dianthi como causantes de
marchitamiento vascular (33). Ademas, mencionan que
estas enzimas pectinoliticas son las primeras enzimas
producidas por los hongos fitopatogenos para romper y
atacar los polimeros de la pared y la lamina media de la
planta. La presencia de enzimas pectinoliticas en cada uno
de los aislamientos de Fusarium spp. evaluados indica la
capacidad de colonizar las plantas de las cuales son patdgenos,
penetrando a través de las raices e invadiendo de esta manera
su sistema vascular (21, 34, 35).

Actividad proteolitica

Los resultados de las pruebas cualitativas realizadas sugirieron
que todos los aislamientos tienen actividad proteolitica. Por
otra parte, la rapida dispersion del micelio en las pruebas
cualitativas sugiere que el sustrato proteico puede inducir
la rapida propagacion o proliferacion del hongo y originar

con ello que se den dermatomicosis, o lo que es mucho peor,
una invasion infecciosa.

La determinacion cuantitativa de la actividad proteolitica de
los aislamientos sugiere que los aislamientos provenientes de
animales, humanos y plantas tienen capacidad enzimatica para
degradar sustratos proteicos. Para los fines de este estudio,
estos resultados son de gran relevancia ya que indican la
posible capacidad de los aislamientos provenientes de lesiones
de plantas para causar enfermedad en animales y humanos,
pues la presencia de estas enzimas es uno de los factores
enzimaticos necesarios para poder generar infeccion en estos
hospederos. Adicionalmente, se confirma la capacidad de
los aislamientos de degradar barreras constitutivas de su
hospedero de origen, como son las extensinas (proteinas
constitutivas de la pared celular de las plantas) (34-36).
En cuanto a los aislamientos de animales y humanos, se
indica la posible capacidad de estos dos grupos de causar
infeccion cruzada en plantas. La actividad proteolitica de los
aislamientos provenientes de lesiones dérmicas en animales y
humanos indica la adaptacion de su metabolismo a degradar
sustratos proteicos queratinaceos, los cuales integran la
mayor parte del material contenido en las células que forman
la epidermis de la piel de humanos, pelos, uiias, escamas,
plumas, espinas, cuernos y pezufas de animales (37).

Los resultados obtenidos de los perfiles enzimaticos
amiloliticos, celuloliticos, pectinoliticos y proteoliticos, para
cada uno de los aislamientos evaluados, indistintamente que
provinieran de lesiones en humanos, animales y plantas,
pueden ser correlacionados con la posible capacidad que
tienen estos aislamientos de producir infeccidon cruzada en
diferentes hospederos. Lo anterior parte del hecho de que la
capacidad enzimatica amilolitica, celulolitica y pectinolitica
esta asociada directamente con hongos fitopatdgenos.
Para relacionar la actividad como patdgeno oportunista en
procesos de dermatomicosis se sugiere evaluar la actividad
queratinolitica en sustratos de origen animal y humano.
Adicionalmente, para confirmar la capacidad de Fusarium
spp. como patdgeno multihospedero, es necesario hacer
pruebas de patogenicidad cruzada en hospederos vegetales
(clavel y tomate) y animales (modelo murino).

Conclusiones

La determinacion de los perfiles enzimaticos amiloliticos,
celuloliticos, pectinoliticos y proteoliticos de cada uno
de los aislamientos de Fusarium spp. de origen humano,
animal y vegetal evaluados en este estudio, sugirio la
capacidad de degradar barreras de proteccion y compuestos
intracelulares de los diferentes hospederos, lo que se asocia
con mecanismos de patogenicidad utilizados por hongos
con capacidad multihospedero.
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