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The utilization of starch for V. tricorpus and V. nigrescens is very rapid and for
V. dahliae is slower. The former results seem to suggest that they are constitutive
enzymic systems in V. tricorpus and V. nigrescens and an inducible enzymic system
in V. dahliae. It seem to exist some amount of endocellular enzyme since there is a
little increase of activity in the autolysis phase probably due to the liberation of enzyme
into culture medium by the lysis of the cells. The pH optimum for the enzymic acti
vity is 5 for V. dahliae and 7 for V. tricorpus and V. nigrescens. The temperature
that permits the maximum of reaction rate is 50° C for the three species. The three
enzymatic systems are thermostable since there is only an inactivation of the 30 %
at 50° C for 10 minutes in the three species.

Los hongos no contienen clorofila, por
lo que deben obtener el carbono de mo-
leculas organicas (1). El almidon, princi
pal polisacarido de rcserva de los vege-
talcs, es una fuente de carbono excelente
para la mayoria de los hongos. Solo se
sabe de algunos hongos que scan incapa-
ccs de crcccr sobre almidon como unica
fuente de carbono, talcs como: Ustilago
violacea (14), Rhizophlyctis rosea (12),
Tricholoma imbrication (11). Penicilhon
(limitation (6) y Chalura cpiercina (2).

El almidon es a veccs mcjor sustrato
que la glucosa, y aunque ningun caso ha
sido cstudiado con detalle, esto sc debc
probablcmcntc, bicn a la contaminacion
del almidon utilizado con factorcs de crc- 

cimiento, o bien a que la utilization de
un compucsto lentamente hidrolizado es
acompanado por una acumulacion menor
de acidos organicos que cuando utilizan
glucosa.

La forma mas abundante en que las
fuentes de carbono se encucntran es como
polisacaridos que deben ser primero hi-
drolizados y transformados en azucares
simples para que despues puedan ser me-
tabolizados. La mayoria de los enzimas
hidroliticos de los hongos son constituti-
vos. algunos son inducibles y solo sc sin-
tetizan cn presencia del sustrato.

El almidon cs hidrolizado por la amila-
sa. Estc enzima ha sido encontrado cn
casi todas las especies de hongos cstudia- 
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das. Wolf y Wolf (16) resumen en una
lista las actividades enzimaticas de 23 bon
gos que viven sobre madera y todos ellos
producen amilasa. Este enzima se encuen-
tra bajo dos formas: a-amilasa o endo-
amilasa, que libera dextrinas y azucares
reductores, y la ^-amilasa o exoamilasa,
que libera maltosa al actuar sobre el al
midon.

La mayoria de los datos sugieren que
la amilasa producida por casi todos los
hongos es del tipo a-amilasa, aunque no
faltan ejemplos de aparicion de /?-amila-
sa entre los hongos (7, 9).

La amilasa generalmente es segregada
al medio de cultivo, y la cantidad de en
zima corrientemente aumenta con la in
clusion de almidon en el medio de culti
vo, y es afectada por la fuente de nitro-
geno y por las sales del medio.

Recientemente han aparecido en la li
terature varios trabajos que estudian la
actividad y localization de varios sistemas
enzimaticos exocelulares en hongos (13,
4, 5). Muchos de estos sistemas enzimati
cos son responsables de las enfermedades
que estos hongos causan en plantas supe-
riores. Un conocimiento exacto de su lo
calization dentro de la celula fungica po-
dria ayudar a combatirlos mejor.

En este trabajo se ha pretendido estu-
diar la actividad amilasica de tres espe
cies del G. verticillium, hongo pertene-
cicnte a los Deuteromycetos u hongos
impcrfectos y caractcrizados por su capa-
cidad para atacar plantas cultivadas.

Las especics clcgidas pare el presente
trabajo son: V. dahliae, V. tricorpus
y V. nigrescens, procedcntes de la Colec-
cion Espanola de Cultivos Tipo. Estos
microorganismos se mantuvieron por re-
siembras sucesivas en medio G.A.E.

Las distinlas especics del G. verticillium
sc han hecho crccer en medios contcnicn-
do como unica fuente de carbono almi-
don, analizando los procesos de sintesis
de amilasas y los factores ambicnlales que
condicionan su actividad.

Material y metodos

Condiciones de cultivo. Los micro-
organismos se mantuvieron por resiem-
bras sucesivas en medio G.A.E. cuya com
position quimica es la siguiente:

Glucosa, 10 g; asparragina, 1 g; extrac-
to de levadura, 0,5 g; PO4H2K, 0,5 g;
SO.Mg.7HaO, 0,5 g; SO.Fe, 0,01 g;
agar-agar, 20 g; agua destilada, 1 1.

La glucosa, asparragina y el extracto
de levadura se esterilizan en autoclave en
corriente de vapor (100° C) durante 20
minutos tres dias consecutivos; las sales
con el agar-agar se esterilizan a una at-
mosfera (120° C) durante media hora.

Para el estudio de la actividad amilasi
ca se utilizo el siguiente medio:

Almidon, 10 g; NO3Na, 2 g; PO.,H2K,
1 g; SO4Mg.7H2O, 0,5 g; C1K, 0,25 g;
agua destilada, 1 1.

Este medio se esteriliza en corriente de
vapor (100° C) durante 20 minutos tres
dias consecutivos.

De este medio se colocaron 30 ml en
matraces de 100 ml, inoculando cada ma-
traz, con 0,1 ml de una suspension de es-
poras obtenida a partir de los tubos de
G.A.E. utilizados para mantener los cul
tivos. Estos matraces se colocaron poste-
riormente en un agitador de vaiven de
112 oscilaciones por minuto a una tempe
rature de 26±2° C.

A los dos dias de incubation se empezo
a tomar muestras para ensayar la activi
dad amilasica.

Obtencion del preparado enzimatico.
Se centrifugo el cultivo a 4.000 r.p.m. en
una centrifuga Christ, separando el mice-
lio del caldo, detectando en este la pre-
sencia o auscncia de almidon mediante la
tccnica del yodo-yoduro potasico.

Determi naciones cuantitativas. La
actividad amilasica sc expresa como acti
vidad relativa, es deeir, miligramos de azii-
carcs reductores libcrados por action de
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1 ml de medio actuando sobre 1 ml de
almidon al 1 % durante una hora a 40° C
y pH 5,4, y como actividad especifica
(mg de azucares reductores/mg de pro-
teina/hora).

Los azucares reductores se valoraron
por el metodo de Somogyi (15) modifica-
do por Nelson (10) y la cantidad de pro-
teinas por el metodo de Lowry et al. (8).

EFECTO DE LOS FACTORES AMBIENTALES
SOBRE LA ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD enzi
matica. Los factores ambientales cuyo
efecto sobre la actividad y estabilidad en
zimatica se han estudiado, fueron el pH
y la temperatura.

Efecto del pH. Para ver la influencia
del pH sobre la actividad amilasica se pre-
pararon una escala de pH de 3 a 9; de
3 a 6 en tampon citrato 0,05 M; de 7 a 8 en
tampon fosfato 0,05 M y el pH 9 en tam
pon carbonato-bicarbonato 0,05 M. Todos
los tampones fueron preparados segun las
tecnicas descritas en Methods in Enzymo
logy. Las soluciones de almidon soluble
al 1 % se prepararon tambien en estos
tampones.

Efecto de la temperatura. El estudio
del efecto de la temperatura sobre la acti
vidad enzimatica se realize con una escala
de temperaturas de 5 a 70° C, con lo cual
se pudo ver a que temperatura la veloci-
da de reaction es mayor.

Por ultimo, se observo el efecto de la
temperatura en la estabilidad enzimatica,
calentando previamente el enzima duran
te 10 minutos a una escala de tempera tu
rns de 20 a 70° C, pudiendo de esta for
ma conocer la termoestabilidad del pre-
parado enzimatico.

Resultados y discusion

Los resultados de la actividad amilasica
obtenidos con VerticiUium dahliae pueden
verse cn la figura 1. Sc observa que el
peso seco aumenta lentamente hasta Hegar
al quinto dia, en el que presenta un ma

ximo de crecimiento, disminuyendo des
pues un poco y mantenidndose practica-
mente constante a partir del octavo dia.
El maximo de peso seco en el quinto dia
coincide con la hidrolisis total del almi
don. En el tercer dia hay un aumento de
azucares reductores que disminuye coin-
cidiendo con el aumento de peso seco. Es
de serialar que a partir del quinto dia se
mantiene un nivel alto de azucares reduc
tores en el medio, a pesar de lo cual el
hongo no es capaz de utilizarlo. Esto pue-
de ser debido a la desaparicion de la fuen-
te nitrogenada o a la aparicion de sus-
tancias toxicas en el medio.

La actividad enzimatica especifica es
muy debil durante los tres primeros dias,
coincidiendo con la hidrolisis lenta del
almidon. Despues va aumentando hasta
alcanzar el maximo a los nueve dias de
incubation, produciendose mas tarde un
descenso muy pronunciado de la activi
dad. Este hecho junto con la lenta apa
ricion de la actividad amilasica parece
sugerir que se trata de un sistema enzi
matico inducible, ya que el hongo necesi-
ta permanecer unos dias en presencia del
sustrato para comenzar la sintesis del
enzima.

Los resultados de la actividad amilasica
obtenidos con VerticiUium tricorpus se in
dican en la figura 2. El crecimiento es
mas rapido que en el anterior, alcanzan-
dose el maximo de peso seco a los cuatro
dias. La hidrolisis del almidon es tambien
mas rapida, ya que a los dos dias ya ha
sido hidrolizado, aproximadamente, el 50
por ciento de almidon, coincidiendo con
el maximo de azucares reductores libera-
dos al medio.

Con este hongo sc obtiene una curva de
actividad especifica muy particular, ya
que esta actixidad sc mantiene a un nivel
rclativamente bajo durante los nueve pri
meros dias de incubation, nivel que, sin
embargo, es suliciente para causar una
hidrolisis rapida y total del almidon. A los
dos dias la actividad especifica casi se tri-
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Fig. 1. Crecimiento sobre almidon y desarrollo de la actividad amilasica en Verticiilium
dahliae.

plica, manteniendose practicamente cons
tants hasta cl final; este brusco aumento
puede dcberse a la liberacion de cierta
cantidad de enzima endocclular, durante
la autolisis de algunas celulas, ya que
coincide con un ligero aumento de la can
tidad de proteinas en cl medio.

Los resultados de la actividad amilasica
observados en Verticiilium nigrescens (fi-
gura 3) son muy similarcs a los obtenidos
con V. tricorpus, variando unicamente en
el descenso del nivcl de azucares reducto-
res en el medio, los cuales, en lugar de
desaparecer practicamente del medio, pcr-
manecen a un nivel rclativamcntc elcva-
do, al igual quo ocurria con V. dahliae.

La actividad cspecifica sc mantiene, en
principio, rclativamcntc baja al igual quc
ocurria en V. tricorpus, siendo, sin em
bargo, tambien sulicicntc para producir
una" hidrolisis total del almidon. En cstc 

caso la baja actividad especifica parece
ser debida a un efecto inhibitorio del alto
nivel de azucares reductores en el medio,

Tabla I. Efecto del pH sobre la actividad
amlla'sica de las tres especies de Verticiilium.
El intervalo de pH de 3,0 a 6,0 se conseguia
con tampon citrato 0,05 M; el de 7 a 8, con
tampon fosfato 0,05 M y el pH 9, con tampon

carbonato-bicarbonato 0,05 M.

pH

ACTIVIDAD RELATIVA
(mg de azucares reductores/mg do

proteina/hora)

V. dahliae V. tricorpus V. nigrescens

3,0 0,23 0,03 0,06
4,0 0,65 0,09 0,20
5.0 1,00 0,24 0,36
6,0 0,62 0,27 0,60
7,0 0,60 0,48 0,78
8,0 0,20 0,14 0,30
9,0 0,20 0,06 0,08
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•Tiempo de incubacidn (di'as)

Fig. 2. Crecimiento sobre almidon y desarrollo de la actividad amilasica en Verticillium
tricorpus.

ya que cuando este baja, aumenta brusca-
mente la actividad especifica.

La rdpida hidrolisis del almidon por
V. tricorpus y V. nigrescens parece indi-
car que se trata de sistemas enzimaticos
constitutivos.

Los resultados obtenidos acerca de la
influencia de los factores ambientales so
bre la actividad amilasica fueron los si
gn ientes.

En V. dahliae (tabla 1) se observa un
maximo de actividad a pH 5,0, lo que
puedc indicar que sc trata de un sistcma
amilasico acido que, ademas, se inactiva
rapidamcntc a pH alcalinos.

Rcspccto a la influencia de la tempe
rature, se observa quo la velocidad de
reaccion cs maxima a los 50° C, lo que
ocurre tambien con las amilasas de las
otras dos espccies (tabla 11). Se trata de 

sistemas enzimaticos termorresistentes,
puesto que a 70° C aun no estan total-
mente inactivados.

En V. tricorpus y V. nigrescens (ta
bla I), el maximo de actividad se alcanza

Tabla II. Efecto de la temperatura sobre la
actividad amilasica de las tres especies de

Verticillium.

T

ACTIVIDAD RELATIVA
(mg de azucares reductores/mg de

proteins bora)

V. dahliae V. tricorpus V. nigrescens
i

5 0.11 0.06 0.07
20 0.22 0.08 0.11
28 0.35 0.09 0.16
40 i 0.56 0.22 0,31
50 0,80 0.31 0.48
60 0.16 0,21 0.16
70 0,14 0.20 0,13
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Fig. 3. Crecimiento sobre almidon y desarrollo de la actividad amilaslca en Verticillium
nigrescens.
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Fig. 4. Efecto de la temperatura sobre la
estabilidad de la amilasa de Verticillium.

•----• Verticillium duhliac; A---A Vertici
llium tricorpus, y ■ ■ Verticillum nigres
cens. Las condiciones experimentales sc especi-

can en el tex to.

a pH 7,0, tratandose, por lo tanto, de
amilasas neutras.

En cuanto a los resultados obtenidos
acerca del efecto de la temperatura sobre
la estabilidad enzimatica, los resultados
son muy similares para las tres especies.

V. dahlicte (fig. 4) produce amilasas que
presentan un 20 % de inactivation a 50° C,
habiendo un 15 % de inactivation para
las de V. tricorpus y un 30 % para las de
V. nigrescens a la misma temperatura.

Resumen

La utilization de almidon es muy rapida en
V. tricorpus y V. nigrescens y mas lenta en
V. duhliac.

Los resultados anteriores parecen indicar que
en V. tricorpus y V. nigrescens se trata de sis-
temas enzimaticos constitutivos y en V. duhliac
de un sistema enzimatico inducible.
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Parace existir cierta cantidad de enzima en-
docelular ya que en la fase de autolisis hay
un ligero aumento de actividad, debido pro-
bablemente a la liberation de enzima al medio
de cultivo al lisarse las ctiulas.

El pH dptimo para la actividad enzim^tica
es de 5,0 en V. dahliae y de 7,0 en las otras
dos especies.

La temperature a la cual la velocidad de
reaction es maxima es de 50’ C para las tres
especies.

Los sistemas enzim^ticos son termoestables,
ya que despues de tratado el enzima durante
10 minutos a 50° C, la inactivacidn en las tres
especies oscila solamente entre el 15 y el 30 %.
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