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RESUMEN 

Los hongos micorrícicos  arbusculares y los elicitores han sido ampliamente utilizados en la agricultura  moderna con diversos objetivos. La sistemina constituye una de las hormonas  polipeptídicas con amplias posibilidades como elicitor de respuestas de defensa  en Solanáceas. Su aplicación de forma conjunta con los hongos micorrícicos  arbusculares, permitiría incrementar los efectos en la protección contra  patógenos diversos. Para determinar la participación de la sistemina en el  proceso de establecimiento de los HMA en los estadios tempranos de la simbiosis  micorrícica arbuscular y su influencia en la inducción de respuestas de defensa  en tomate se realizó un experimento en fase presimbiótica. La sistemina  aplicada en las raíces produce la inducción rápida de las β-1,3-glucanasas y  quitinasas en etapas tempranas, de forma local y sistémica. Se observó un  efecto sinérgico entre la sistemina y del HMA (F. mosseae), sobre la  actividad de las β-1,3-glucanasas en raíz, desde la primera hora posterior a la  aplicación de ambos. F. mosseae produjo la inducción de estas enzimas en  raíz, a las 24 hora posterior a su inoculación.
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ABSTRACT 

The arbuscular mycorrhizal fungi and elicitor have  been many used with diverse objectives in modern agriculture. Systemin is a polypeptide hormone with many  possibilities like elicitor of answers of defense in Solanaceas. thus its application with the AMF,  would allow increasing the effects in the protection against diverse pathogens.  An experiment was made in which the possible participation of the systemin in  the establishment of the mycorrhiza and the induction of defense response in pre-symbiotic  stages was evaluated. The exogenous application of systemin in the roots  produce the local and systemic induction of β-1,3-glucanase and chitinase in early stages. A  synergic effect between systemin and AMF (F. mosseae) on the activity of β-1,3-glucanases in root from the first later hour the  application was observed. F. mosseae produce the induction to these  enzymes in root, at 24 hour the inoculation.
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INTRODUCCIÓN

Los  hongos micorrícicos arbusculares (HMA) pertenecen al phylum Glomeromycota,  los que constituyen uno de los microorganismo del suelo de mayor importancia  (1). Durante el proceso de establecimiento y desarrollo de la simbiosis entre  los HMA y las plantas se produce la inducción de respuesta de resistencia con  la inducción de proteínas diversas relacionadas con la patogenicidad (PRs),  entre las que se reportan las β-1,3-glucanasas  (GLN), quitinasas (QUI), y enzimas  relacionadas con los procesos oxidativos (2,3). La inducción de  estos mecanismos en etapas tempranas del establecimiento de la asociación  micorrícica ha recibido especial atención debido a su posible implicación en la  regulación de la simbiosis, así como en la protección de las plantas contra el  ataque de patógenos (4). 

  

  La sistemina (S) fue la primera hormona  peptídica identificada en plantas, la cual induce respuestas de defensa en  Solanáceas ante la afectación por insectos y daño mecánico (5). Recientemente,  se ha vinculado con la disminución de la incidencia de patógenos necrotróficos  de origen fúngico (6), con la expresión significativa de genes que codifican  para componentes claves del sistema de señalización de la defensa sistémica  inducida (7). Posterior al reconocimiento de la sistemina en superficie celular  por el receptor, se activa un cascada de señales que involucra la acumulación  transciente de ácido jasmónico (AJ) y como consecuencia, la expresión de genes  relacionados con las respuestas de defensa (6,8). Entre las proteínas que se  inducen se encuentran las llamadas Proteínas de Respuesta Sistémicas al Daño  (9), las cuales incluyen varias proteínas asociadas a las vías de señalización  y otras similares a las inducidas por insectos y herbívoros (10). Estudios  previos han demostrado la inducción por la sistemina de Proteínas Relacionadas  con la Patogénesis (PRs) (11,12).

    

  Estudios recientes dirigidos a analizar el posible papel de la sistemina  en la modulación local y/o sistémica de la asociación micorrícica indican que  la aplicación en plantas de tomate micorrizadas induce la acumulación de  β-1,3-glucanasas y quitinasas (12).

  

  Con el objetivo de poder dilucidar la posible interconexión de las vías de  señalización inducida por la sistemina y los HMA, se evaluó el patrón de la  actividad de proteínas PRs inducidas por esta interacción, en la fase  presimbiótica.

 

MATERIALES  Y MÉTODOS

Obtención  del material vegetal y aplicación de los productos

  

Se  emplearon plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) del cultivar  ´Amalia´ (13). Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con  hipoclorito de sodio comercial al 10 % durante 10 min, seguido de tres lavados  con agua destilada (H2O d) estéril, posteriores a los cuales se  procedió a su siembra. El sustrato estuvo conformado por una mezcla de suelo  ferralítico rojo lixiviado típico y humus de lombriz en relación 1:1 (v:v),  estéril (Tabla I).  Las plantas se desarrollaron en cámara de crecimiento, en condiciones  controladas, con fotoperíodo de 8 h de oscuridad a 16 °C y 16 h de luz a 28 °C.



  

  Se seleccionó la especie de HMA Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson &  Gerd.) (14) (Fm),  procedente del cepario del Laboratorio de Micorrizas del Instituto Nacional de  Ciencias Agrícolas (INCA).

  

  Se emplearon bandejas de 120 pocillos de 10  mL de capacidad cada uno, donde se sembró una semilla desinfectada en cada uno.  A los 21 días posteriores a la emergencia, se procedió a la inoculación del  hongo micorrizógeno y a la aplicación de la sistemina en el sustrato, de forma  independiente y combinada, según el diseño de los tratamientos. El HMA se  preparó en una suspensión líquida con una concentración de 20 esporas mL-1, de la cual se añadió 1 mL por  planta en el sustrato, en los tratamientos micorrizados y la sistemina  sintética de tomate (Laboratorios BQ SOS, de México) fue adicionada al sustrato  (1 mL por planta a 44,06 nmol) (12), en los tratamientos correspondientes. En  el tratamiento control se adicionó agua destilada (2 mL por planta). Para los  muestreos se siguió una dinámica durante las 48 horas posterior a la  inoculación (hpi): 1, 2, 4, 8, 12, 18, 24 y 48 hpi.

  

  En  los momentos de muestreos las plantas fueron lavadas y separadas por órganos,  dividiéndose las raíces en dos grupos. Una porción se empleó para la  determinación de las actividades enzimáticas, la cual fue congelada en  nitrógeno líquido y conservada a -70 C,  mientras que la otra se secó en estufa a 70 C para la determinación del  establecimiento de la simbiosis micorrícica (colonización).

  

  Colonización micorrícica

  

  Para cuantificar la colonización  micorrícica, las raíces secas a 70C se digirieron con  KOH, para luego teñirse con azul de tripano. Se evaluó el porcentaje de  colonización micorrícica (%C) y la intensidad de la colonización según el  método de los interceptos (%I) (12).

  

  Ensayo enzimático

  

  La  extracción de proteína y las determinaciones enzimáticas se realizaron según la  metodología descrita por Noval y colaboradores (12). A los extractos se les  determinó la concentración de proteína mediante el método de Bradford (16),  empleando el kit comercial (Bio-Rad Laboratories, USA). Se realizó la  determinación de las actividades enzimáticas in vitro en las raíces y en  las hojas de las plantas de tomate. Para la  cuantificación de la actividad β-1,3-glucanasa (GLN; EC- 3.2.1.39) se utilizó laminarina como sustrato y se leyó la  absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas SUMA, PR 521. Para la  actividad quitinasa (QUI; EC- 3.2.1.14) se usó como sustrato la quitina coloidal preparada a partir de quitina  grado reactivo (Fluka) y la absorbancia se leyó a 585 nm en el  espectrofotómetro (12). Todas  las actividades enzimáticas fueron transformadas a microkatales (µKat) y  nanokatales (Kat) por miligramos de proteínas, según fue necesario (17). Las lecturas  de la absorbancia en los diferentes métodos empleados se realizaron en un  espectrofotómetro, Ultrospec Plus Spectrophotometer, Pharmacia LKB. Todos los  sustratos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Chemical (St. Louis, MO, USA).

  

  Diseño experimental y análisis  estadístico 

  

El experimento se desarrolló siguiendo un diseño completamente  aleatorizado con tres repeticiones, conformadas cada una por 10 plantas, en  cada momento de muestreo. Los datos fueron  procesados estadísticamente según el análisis de varianza de clasificación  simple, comparándose las medias mediante los intervalos de confianza con un  grado de significación de 95 %. El experimento se repitió tres veces en  el tiempo, de los cuales se seleccionó uno representativo. Todas las comparaciones se realizaron según el  paquete estadístico STATGRAPHIC Plus Versión 5.1 (18). Los porcentajes de incrementos se calcularon  comparando los tratamientos con el control correspondiente.

 

RESULTADOS  Y DISCUSIÓN

Dinámica  del establecimiento de la simbiosis 

  

  Para  monitorear el establecimiento de la simbiosis micorrícica arbuscular se evaluó  el porcentaje (% C) e intensidad (% I) de la colonización en las raíces de las  plantas en estudio (Tabla II).  En las primeras 18 hpi no se detectó la presencia de estructuras fúngicas en  las raíces (datos no mostrados), las que fueron observadas a partir de las 24  hpi, momento en el cual los tratamientos inoculados mostraron similitud  estadísticamente en ambos indicadores. A las 48 hpi los tratamientos mostraron  diferencias estadísticas, tanto en el porcentaje de colonización como en la  intensidad.



    

  En la variante donde se realizó la aplicación combinada del HMA y del elicitor  se alcanzaron niveles del establecimiento de la micorrización inferiores a los  observados en las plantas donde solo se inoculó F. mosseae. Esta  respuesta puede deberse a que en las raíces de las plantas donde se aplicaron  ambos productos se produce la ocurrencia de dos eventos, la inducción de  respuestas rápidas por la sistemina (9,11) y el estrés producido por los  procesos de penetración y diseminación del micelio del hongo en las raíces  (19–21), procesos que han sido documentados en la literatura, pero de forma  independiente.

  

  En ambos indicadores se observaron niveles bajos (1,5-3,75 %C y 0,023-0,16 %I),  lo cual indica que se encontraba en las primeras fases del establecimiento del  micelio de F. mosseae en las raíces. A pesar de ello, la evaluación de  la colonización en etapas tempranas permitió detectar los momentos iniciales  del establecimiento de la simbiosis, los que ocurrieron entre las 24 y 48  horas.

  

  Patrón de actividad de enzimas  relacionadas con defensa: glucanasas y quitinasas

  

  Los patrones de actividad de las enzimas GLN en las raíces de las plantas  de tomate inoculadas con F. mosseae de forma independiente (Fm)  mostraron niveles de actividad similares o inferiores a las obtenidas en el  tratamiento control en las primeras 18 hpi (nivel basal), con diferencias  significativas entre ellos (Figura 1A). A partir de las 24 horas se produjo un  incremento gradual que alcanzó un pico significativo a las 48 hpi (98,05 y  199,08 µKat mg-1 proteína), con incrementos de 60,44 % y 558,85 %,  respectivamente.



  

  Con relación a la actividad QUI se observó que en las plantas micorrizadas de  forma independiente (Fm) se produjo la disminución de la actividad de  esta enzima hasta las 12 horas, con relación  a los niveles alcanzados por el control, con los cuales mostraron diferencias  significativas (Figura 1B). A las 24 horas se produjo un incremento transciente  (1,95 nKat mg-1 proteína), que difirió estadísticamente con las demás variantes estudiadas.

  

  Se ha encontrado que en las plantas micorrizadas se produce la regulación de la  expresión de las quitinasas, y se ha propuesto un modelo especulativo de los  mecanismos de supresión de la expresión constitutiva de esta enzima  (tratamiento control), inducidos por las MA en estadios tempranos (23). En el mismo se observa que en estadios tardíos  se produce la acumulación de quitinasas específicas inducidas exclusivamente  por la micorrización. Este mecanismo podría explicar el proceso de regulación  de la diseminación del HMA en la raíz.

  

  La aplicación exógena de la sistemina, de forma independiente indujo la  actividad GLN a las ocho, 18 y 48 horas, siendo significativo los niveles  alcanzados a los ocho horas (166,33 µKat mg-1 proteína), correspondientes a 123,85 % de  incrementos. Con relación a la actividad QUI se produjo una inducción temprana  desde los primeros momentos de evaluación, 1 y 2 hpi (1,07 y 1,64 38 nKat  mg-1 proteína), correspondientes  a 103,97 y 251,75 % de incrementos, respectivamente. Se produjo un segundo  incremento a las ocho horas (2,38 nKat mg-1 proteína), que mostró el mayor nivel alcanzado en  el experimento, con 133,96 % de incrementos y diferencias significativas con  todas las variantes estudiadas. La inducción de las GLN y QUI  producida por la sistemina per se, en las  primeras horas posteriores a su aplicación en las raíces, sugiere, que en las  raíces de las plantas de tomate deben existir receptores de la sistemina, donde  participe la proteína SR-160 u otra similar, que actúe como señal primaria, de  forma similar a como ha sido demostrado en hoja (24).

  

  Se observó un efecto sinérgico con la aplicación conjunta de Fm y de la  sistemina, con niveles importantes de la actividad de las GLN a las 1 y 2 hpi (163,16  y 196,53 µKat mg-1 proteína  con 223,31 y 258,37  % de incremento con  relación a los tratamientos donde se aplicaron de forma independiente) y a las  48 hpi con 269,22 µKat mg-1 proteína  y un incremento significativo de 790,99 % con relación al control. Con  relación a la actividad QUI se observó un efecto inhibitorio en las plantas  inoculadas con Fm, el cual fue  superado durante las etapas tempranas (1-8 hpi) al ser combinado con la  aplicación de la sistemina (Fm/S). No se observó un efecto sinérgico  entre Fm y la sistemina sobre la actividad de esta enzima.

  

  Al analizar la cuantificación de la  actividad de las GLN y QUI en hojas se observó que se alcanzaron niveles más  bajos que los obtenidos en las raíces (Figura 2). En este órgano también se  encontró la presencia de un nivel basal de las GLN dado por el tratamiento  control, con valores promedio de 38,26 µKat mg-1 proteína (Figura  2A), el cual no fue modificado por la inoculación del HMA cuando se aplicó de  forma independiente (Fm). De igual forma, se encontró la presencia de  niveles basales de la enzima QUI (control), los que fueron superados por los  tratamientos, en la mayoría de los tiempos en que se realizó la evaluación  (Figura 2B). La inoculación con Fm, de forma independiente indujo  incrementos de la actividad de esta enzima a las cuatro y ocho hpi (0,98 y 1,2  nKat mg-1 proteína) con incrementos de 304,47 y 374,79 %, respectivamente;  sin embargo, en el resto de los momentos evaluados, esta variante no superó al  control.



  

  La aplicación de la sistemina de forma exógena produjo una inducción  significativa de la actividad GLN a las ocho hpi, con un segundo pico, más  discreto, a las 18 hpi (93,37 y 54,35 µKat mg-1 proteína), los  cuales mostraron incrementos de 175,87 y 62,30 %, respectivamente. Con relación  a las QUI la inducción se observó a las cuatro hpi, la que fue mantenida en el  tiempo (8 y 12 hpi), con valores de 0,99, 1,58 y 1,14 nKat mg-1 proteína  e incrementos de 310,09; 522,77  y 234,71  %, respectivamente. Posteriormente, durante las 24 y 48 hpi  se produjo una segunda inducción de menor  magnitud a la observada con anterioridad (0,91 y 0,51 nKat mg-1 proteína), momento en los cuales se alcanzaron los niveles basales más bajos.

  

  De forma similar a lo obtenido en la raíz en hoja se observó también un  efecto sinérgico entre el HMA y el elicitor (Fm/S) sobre la actividad  GLN en estadios tempranos (1 hpi) que alcanzó niveles de 58,22 µKat mg-1 proteína, el cual fue más significativo a las 24 hpi, con 89,63 µKat mg-1 proteína y 89,46 % de incremento; sin embargo, con relación a las QUI no se  observó un efecto sinérgico en ninguno de los momentos evaluados.

  

  En las plantas micorrizadas se produjo la  inducción de las GLU solo a partir de las 24 hpi con un máximo de actividad a  las 48 hpi, mientras que las QUI solo mostraron niveles superiores al control a  las 24 hpi. En esta fase ocurre el reconocimiento entre los simbiontes, con  la activación de una serie de cascadas de señales, resultantes en la producción  de hormonas relacionadas con defensa  (25–27). Se ha planteado que los estadíos iniciales de la colonización radical  por los HMA son acompañados por la inducción transciente de las defensas de la  planta seguida por la supresión en estadíos tardíos de la interacción  (4,28,29).

  

  A pesar de que las 24 y 48 hpi fueron los momentos de evaluación finales del  experimento, estos corresponden a fases tempranas del proceso de  establecimiento de la simbiosis MA como lo demostraron los niveles de  colonización e intensidad alcanzados en los mismos (Tabla II).

  

  Estudios previos han demostrado que la  aplicación de forma exógena de la sistemina en las raíces induce respuestas de  defensa a nivel local y sistémico (12) y la acumulación de Proteínas de  Respuesta Sistémicas al Daño (SWRPs) (9). En el presente trabajo se corrobora  el carácter de la sistemina de inducción de respuestas rápidas, el que fue más  marcado sobre la actividad QUI con incrementos desde las primeras horas de  evaluación (1 y 2 hpi), mostrando a las 8 hpi el nivel más elevado de todo los  tratamientos en estudio. Para las GLU la respuesta fue más tardía mostrando  incrementos solo a las 8 hpi, con un segundo momento de inducción a las 18 y 48  hpi pero de intensidad menor.

  

  La mayoría de los estudios realizados con la sistemina centran su  atención en la detección de genes que se expresan por daño mecánico o por el  ataque de insectos herbívoros (7,9) y monitorean los inhibidores de proteasa,  así como otras proteínas inducidas por el ácido jasmónico (30). En estudios de  la acumulación de RNAm de diferentes proteínas inducidas por la aplicación de  la sistemina en tomate se ha encontrado que la detección de los inhibidores de  proteasas ocurre a las dos horas posteriores al tratamiento con el elicitor,  sin embargo, una lipoxigenasa y las especies activas de oxígeno fueron  expresadas en los primeros 30 minutos post-inducción (31).

  

  El sinergismo observado en fases muy tempranas con la aplicación de Fm y  de la sistemina sobre la actividad GLU, manifiesta la posible acción conjunta  de componentes de las vía de traducción de señales del elicitor y de las  respuestas activadas durante la simbiosis micorrícica en la fase presimbiótica,  correspondiente a procesos de señalización y comienzo de la formación de los  apresorios.

  

  Se conoce que luego de la recepción de la sistemina se activa una serie de  reacciones donde se produce la entrada de calcio, la activación de la actividad  de las MAPK, la producción de especies activas de oxígeno, el incremento de la  actividad de la enzima ATPasaH+, con la consecuente  hiperpolarización de la membrana, la acumulación de hormonas como el ácido  jasmónico y la acumulación de señales secundarias como las oxilipinas (32).

  

  Diferentes autores han informado sobre elementos que constituyen señales  secundarias o inductores de respuestas de defensa durante el proceso de  micorrización. De esta forma se ha observado que en plantas micorrizadas se  produce de forma temprana la expresión de quinasas, unas de ellas dependiente  de cadmodulina y Ca (CCaMKs) (26,33), y de elementos del proceso de  señalización como los receptores de la simbiosis (SYMRK), los cuales son  requeridos como señal primaria del proceso de micorrización (34).

  

  Varios de estos componentes son comunes a las vías de transducción de señales  inducidas tanto por los HMA, como por la sistemina, los que constituyen  elementos importantes de la ruta de señalización que conducen a la acumulación  del ácido jasmónico (6,26,27,35) y de esta forma a la inducción de respuestas  de defensa, entre las que se encuentran las proteínas PRs.

  

  Con relación a la actividad de las QUI, al  parecer, la respuesta observada en el tratamiento donde se aplicó de forma  conjunta Fm y la sistemina no es producto de un efecto sinérgico. En los  momentos evaluados entre 1 y 8 hpi se observó el mismo patrón de comportamiento  al encontrado con la aplicación del elicitor de forma independiente, mientras  que la respuesta observada a las 24 hpi, al parecer, es debido al efecto del  HMA ya muestra niveles similares al obtenido por este, cuando se aplicó de  independiente (Fm), momento en el cual la sistemina alcanzó niveles  bajos.

 

CONCLUSIÓN

Los resultados sugieren un  importante papel de la sistemina en su interacción con la simbiosis micorrícica  arbuscular, al modular de forma temprana y transciente las respuestas de  defensa durante el proceso de establecimiento de la micorrización, potenciando  la acción de los HMA, el cual se refleja en la inducción de las proteínas PR.  La sistemina per se produce la inducción rápida de las β-1,3-glucanasas  y quitinasas en las primeras horas posteriores a su aplicación en las raíces.  Se obtuvo un efecto sinérgico de esta hormona polipeptídica con el HMA (F.  mosseae) sobre la inducción de β-1,3-glucanasa y quitinasa, desde etapas  tempranas en raíz (1 hpi), mientras que en hoja fue más tardío. F. mosseae solo produjo la inducción de estas enzimas en raíz, en estadíos tardíos.
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