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esterase electrophoresis technique
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RESUMEN

En los dltimos afos, la separacion por
la técnica de electroforesis de las enzimas
que presentan polimorfismo, ha sido utiliza-
da para establecer diferencias entre pobla-
ciones de micraarganismos, cuando las ca-
racteristicas morfolégicas no son distintivas.
En este trabajo, se propuso la separaciéon por
electroforesis de la enzima aril esterasa ob-
tenida a partir de aislamientos de Fusarium
oxysporum . sp. dianthi de la raza 2 obteni-
dos de suelos y plantas de la Sabana de Bo-
gota, un aislamiento de la misma forma espe-
cial y raza procedente de Italia, aislamientos
de las razas 1, 4 y 8 de Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi, un aislamiento de Fusarium
oxysporum £. sp. lycopersici, aislamientos de
Fusarium oxysporum no patogénicos y un ais-
tamiento de Phialophora cinerescens. Los re-
sultados muestran que mediante la separa-
cion electroforética de aril esterasa es posi-
ble determinar diferencias entre poblaciones
del género Fusarium.
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SUMMARY

Recently, the study of protein
polymorphism through isozyme analysis has
proved useful to survey variation in many
populations of microorganisms. The purpose
of this study was to compare isozyme aryl
esterase patterns among Fusarium
oxysporum isolates. Fungi used in this study
were race 2 of Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi insolated from Sabana de Bogota and
ltaly, races 1, 4 and 8 of Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi, Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, Phialophora cinerescens and
non-pathogenic isolates of Fusarium
oxysporum. The results indicated that
electrophoresis technique and staining for aryl
esterase can be used to distinguish between
Fusarium oxysporum isolates.

Key words: Enzymes, Electrophoresis,
Polymorphism, Fusarium, Aryl esterase.

INTRODUCCION

Desde hace algln tiempo, para dife-
renciar poblaciones de Fusarium oxysporum
se ha acudido a las pruebas de patogenici-
dad y a las caracteristicas de virulencia. Sin
embargo, los resultados de estos ensayos
pueden ser influidos por la temperatura, la
disponibilidad de agua, el sustrato de creci-
miento de las plantas hospedantes, la varia-
cién genética de las plantas y la concentra-
cion del indculo (Amstrong y Amstrong, 1981;
Bosland, 1988). Segln Bosland (1988), es-
tas pruebas pueden acompanarse de estu-
dios del polimorfismo de enzimas, analisis
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mediante técnicas de biologia molecular,
pruebas de compatibilidad vegetativa y fu-
sion de protoplastos, ya que estas Ultimas
técnicas dan la oportunidad de estudiar la
conformacién genética del hongo.

La separacion electroforética de
enzimas, que presentan polimorfismo y que
estan implicadas en la patogenicidad, ha sido
utilizada para establecer diferencias fenotipi-
cas entre las poblaciones de los hongos; ade-
mas, esta prueba se ha utilizado para deter-
minar a ubicacién taxondmica de organis-
mos cuando las caracteristicas morfologicas
no son distintivas (MacMillin, 1984; Bosland,
1988).

En experimentos realizados con razas
de las formas especiales vasinfectum,
conglutinans y cubense de Fusarium
oxysporum, y con aislamientos de Fusarium
solani, varios investigadores encontraron po-
limorfismo para algunas enzimas, siendo evi-
dente la importancia potencial de fa aril
esterasa para evaluar diferencias entre es-
pecies, formas especiales y razas del géne-
ro Fusarium (Belalcazar, 1984; Bosland y
Williams, 1987; Biles y Martyn, 1988; Katan et
al., 1991).

Se ha comprobado gue las isoenzimas
son constantes dentro de un individuo, que
no estan afectadas directamente por factores
ambientales y que, a menudo, muestran dife-
rencias considerables entre poblaciones,
pues cada locus de una enzima puede ser
usado como fuente independiente de infor-
macion taxondmica (MacMillin, 1984;
Bosland, 1988).

Teniendo en cuenta que en el trabajo
realizado por Garcés et al (1993), se encontrd
que es posible determinar fa variacién de
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi por
electroforesis de proteinas y enzimas, pero que
es necesario profundizar en el manejo de es-
tas técnicas, el presente trabajo tuvo como
objetivo comparar los patrones electroforéti-
cos para aril esterasa de los aislamientos 9; 15
y 56 de |a raza fisiologica 2, de las razas 1, 4 y
8 de Fusarium oxysporumn f. sp. dianthi , de
algunos aislamientos del género Fusariumy
de un aislamiento de Phialophora cinerescens
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MATERIALES Y METODOS

La determinacidn de las isoenzimas de
aril esterasa se realizo utilizando el método
propuesto por Belalcazar (1984) y modifica-
do por Garcés et al. (1993).

Para la obtencion de las enzimas, el
micelio de cada aislamiento se lavo tres ve-
ces con una solucion Buffer Tris-HCI 0,1 M de
pH 7,5 mediante suspensién y centrifugacion,
durante 15 minutos, a 45000 gravedades. A
cada gramo de peso seco del micelio se le
agregé un ml de una solucion Buffer Tris- HCI
de pH 7,5, suplementado con sacarosa 0,5
M. A continuacion, se hizo un macerado con
0,5 gramos de arena de cuarzo en un morte-
ro, durante 10 minutos y a una temperatura
de 4°C. El homogenizado se centrifugdé a
14000 gravedades y 4°C durante 30 minutos.
La solucién obtenida se colocd inmediata-
mente a -20°C en solucién Buffer. La
electroforesis en geles de poliacrilamida se
hizo en una camara vertical minigel (8 x 7 cm)
siguiendo la técnica para proteinas totales,
incluyendo de 10 a 15 muestras por gel y
agregando 15 ml del extracto por muestra.

La electroforesis se corrid a 100 voltios
por 8 horas con un Buffer Tris borato (Tris 0,2
M, acido borico 0,017 M, pH 8) a 10 grados
centigrados. Los geles se tiferon y se incu-
baron a 37 grados centigrados, en oscuridad,
utilizando Tris HCI, alfa naftil acetato y Fast
Blue RR (Loxdale et al., 1983). Posterior a la
tincion, los geles se lavaron con agua y con
acido acético al 7% por 10 minutos y, a conti-
nuacién se almacenaron en etanol al 5%,

RESULTADOS Y DISCUSION

La comparacion electroforética de la
enzima aril esterasa para los aislamientos 15
e ltalia de la raza fisiologica 2 de Fusanum
oxysporum {. sp. dianthi, Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici y Fusarium sp. aislado de
Luffa cylindrica permitio diferenciar cuatro
patrones electroforéticos, correspondientes a
cada uno de fos aislamientos.

En la Figura 1, se presentan, en los ca-
rriles 1; 2; 8 y 4, los corridos electroforéticos
respectivos, en los cuales se evidencian las
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Figura 1. Variacion de los patrones electroloréticos para la enzima aril esterasa. De izquierda a derecha:
aislamientos 15 e ltalia de la raza fisiolégica 2 de Fusarium oxysporum 1. sp. lycopersici, Fusarium sp. ¥

Phialophora cinerescens.

diferencias entre los aislamientos, tanto en el
nimero como en la intensidad de las ban-
das. El carril 5 de la misma figura estuvo ocu-
pado por una muestra de proteinas de un ais-
lamiento de Phialophora cinerescens; para
este aislamiento, no fue evidente la presen-
cia de la aril esterasa, posiblemente debido a
que el medio de cultivo para inducir creci-
miento del hongo no fue apropiado, pues to-
dos los aislamientos utilizados en este ensa-
yo, se sembraron en el medio de Czapeck
suplementado con peptona al 0,5%, el cual
es recomendado por Belalcazar (1984) para
especies de Fusarium, formas especiales de
Fusarium oxysporum y razas de diferentes
formas especiales del patégeno, pero no se
ha establecido como un medio adecuado para
el género Phialophora.

Los resultados obtenidos senalan que
las muestras de aril esterasa, después de la
separacion electroforetica, permiten diferen-
ciar especies del género Fusarium y formas
especiales de Fusarium oxysporum. Las di-
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ferencias entre formas especiales fueron me-
nores que las que se encontraron entre espe-
cies, ya que muesiran una banda en comdn,
localizada en el primer tercio del gel y que
se observa en los carriles 1, 2 y 3 (Figura 1).

En este gel no es clara la respuesta de
los dos aislamientos de la raza 2 de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi (carriles 1y 2), ya
que se presentan diferencias entre los patro-
nes electroforéticos, debidas, posiblemente,
a su origen geografico y/o a diferencias en
patogenicidad.

En la Figura 2, se presenta el gel en el
cual se depositaron las muestras de proteinas
de los aislamientos de las razas 1; 2, 4 y 8 de
Fusarium oxysporumf. sp. dianthiy se observa
que las distintas razas del patogeno presen-
taron patrones electroforéticos diferentes {(ca-
rrifes 1; 2; 3; y 4) y seis farmas de aril esterasa.
En este gel, se evidencid el polimorfismo de la
enzima y la importancia de esta técnica para
diferenciar razas del patégeno.



Flgura 2. Patrones electroforéticos para la enzima
aril esterasa. De izquierda a derecha: aislamientos
de las razas fisiologicas 1; 2; 4 y B de Fusarium
oxysporum f. sp dianthi.

En la Figura 3, se comparan los aisla-
mientos 56; 15y 9 de Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi considerados por Arbeldez y Cal-
derén (1992) como variantes de raza 2 y un
aislamiento de la raza 2 del mismo patégeno
proveniente de Italia. En esta figura, se ob-
serva que los cuatro aislamientos tienen una
banda comun y que los aislamientos 56, 15 y
el de raza 2 de ltalia presentan dos bandas
en igual posicion (carriles 1, 2 y 4). Los aisla-
mientos colombianos presentan un menor
numero de bandas, pero la intensidad de la
tincién en ellas es mayor, lo cual general-
mente, se ha relacionado con una mayor ac-
tividad de la enzima. El aislamiento 9 de la
raza 2 de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,
(carril 3) presenta unicamente la banda de
aril esterasa comun para todos, pero con
mayor intensidad. En general, se observa que
los patrones electroforéticos de los aislamien-
tos de raza 2 presentan ligeras diferencias

Figura 3. Variacion de los patrones electroforéti-
cos para la enzima aril esterasa. De izquierda a
derecha: aistamientos 56; 15; 9 e Italia de la raza
fisiolégica 2 de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

sin que ello permita situarlos en razas dife-
rentes, como se comprobd en las pruebas
patolégicas realizadas.

EnlaFigura4,enloscarriles1,2,3,4y
5 se corrio la electroforesis para aril esterasa
de los aislamientos de Fusarium oxysporum
Fo15, Fo28, Fo18, Fo42, y Fo47, los cuales
fueron no patogénicos para las variedades
New Pink Ember, U. Conn y Raggio di Sole
en el trabajo realizado por Serrano y Castillo
(1994), v, en los carriles 6 y 7, se corrieron
las muestras de proteinas de las razas fisio-
légicas 1y 4 de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi. En esta figura, se presentan, para aril
esterasa, seis patrones electroforéticos dife-
rentes en numero, posicion e intensidad de
las bandas.

Los aislamientos Fo15 y Fo42 (carriles
1 y 4) presentaron patrones electroforéticos
iguales. Los anteriores resultados muestran
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Figura 4. Comparacion de los patrones electroforéticos para la enzima aril esterasa. De izquierda a
derecha: aislamientos Fo15; Fo18; Fo42 se Fusarium oxisporum no patégenico, raza 1y raza 4 de

Fusarium oxisporum {. sp. dianthi.

que existen pocas diferencias entre los aisla-
mientos considerados como no patogénicos,
mientras que las respuestas para los aisla-
mientos de las razas 1y 4 fueron muy dife-
rentes, pudiendo, por lo tanto, diferenciarlos
facilmente.

Los anteriores resultados evidencian la
posibilidad de determinar diferencias entre
poblaciones del género Fusarium, mediante
la separacidn electroforética de aril esterasa,
siempre y cuando la ténica se estandarice.
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