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Short communication
Anhydrase carbonic activity in arbuscular mycorrhiza

Yakelin Rodriguez Yon'™, Romel Chiriboga Morocho?,
Elmo G. Concha Egas® y Regla M. Lara Rodriguez’

ABSTRACT. The action of the metalloenzyme carbonic
anhydrase (AC) in plants has been mainly associated
to increase the CO, concentration inside chloroplast to
enhance the carboxylation rate of Rubisco enzyme, being
this reaction that integrates the CO, in carbohydrates during
photosynthesis. However, the AC activity has been found
in non-green tissues also, like roots, nodules, etiolated
leaves, seeds, as well as in bacteria and fungi, which
plays diverse and specific rolls. In the present study, the
isoenzyme patterns of AC were analyzed in tomato (Solanum
lycopersicum L.) roots inoculated in individual way with
six different arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) strains,
taking the samples at two moments of symbiosis, and
afterward they were compared among them. Results revealed
that the AM fungus presence provoked the appearance of
isoenzymes with AC activity in tomato roots cv. ‘AMALIA’,
and the obtained isoenzymatic patterns showed a differential
response dependent on inoculated strain, principally at early
stages of symbiosis. The possible fungal origin of observed
isoenzymes is discussed. The present work constitutes the
first report about AC isoenzymes in AMF- colonized roots.

Key words: carbonic anhydrase, isoenzymes,
mycorrhizae, tomato

INTRODUCCION

Las anhidrasas carbénicas (AC, E.C. 4.2.1.1)
forman una familia altamente diversa de enzimas
que estan distribuidas en los tres dominios de vida
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RESUMEN. La accion de la metaloenzima anhidrasa
carbonica (AC) en plantas se ha asociado fundamentalmente
al incremento de la concentracion de CO, dentro del
cloroplasto, para incrementar la tasa de carboxilacion de
la enzima Rubisco; siendo esta la reaccion que integra el
CO, en carbohidratos durante la fotosintesis. No obstante,
la actividad AC también se ha encontrado en tejidos no
verdes como raices, ndédulos, hojas etioladas, semillas, asi
como en bacterias y hongos; donde desempefia funciones
diversas y especificas. En el presente estudio, se analizaron
los patrones de isoenzimas AC en raices de plantas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) inoculadas de forma
individual con seis cepas de hongos micorrizdégenos
arbusculares (HMA) diferentes. Tomandose las muestras
en dos momentos de la simbiosis y, posteriormente se
compararon entre si. Los resultados revelaron que la
presencia del hongo MA provocd la aparicion de isoenzimas
con actividad AC en las raices de tomate cv. ‘AMALIA’.
Los patrones isoenzimaticos obtenidos mostraron una
respuesta diferencial en dependencia de la cepa inoculada,
principalmente en estadios tempranos de la simbiosis.
Se discute el posible origen fungico de las isoenzimas
observadas. Este trabajo constituye el primer informe de
isoenzimas AC en raices colonizadas por HMA.

Palabras clave: anhidrasa carbdnica, isoenzimas,
mycorrhizae, tomate

(bacterias, arqueas y eucariotas). Se han descrito
cinco clases distintas de AC (a, B, y, ® y €), cuyas
isoenzimas se localizan en diferentes compartimentos
celulares como citosol, mitocondria y cloroplastos.
Algunas son secretadas y otras aparecen asociadas
a membranas (1).

Esta enzima cataliza la interconversion rapida
de didxido de carbono y bicarbonato: CO, + H,0 --->
H,CO, ---> HCO,_ + (H*). El dioxido de carbono es
una molécula gaseosa ubicua y el producto final de
la respiracién celular.
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El bicarbonato representa un sustrato biolégico
importante que estd involucrado en multiples
reacciones metabdlicas, como la biosintesis de
arginina, uracilo y lipidos (2).

Las ACs estan involucradas en diversos
procesos fisiolégicos como el intercambio idnico, el
balance &cido/base, reacciones de carboxilacién/
descarboxilacion y la difusion de carbono inorganico
entre la célula y su medio asi como dentro de la célula (3).
Particularmente en raices de Flaveria bidentis (L.)
Kuntze, se detectaron dos transcriptos de AC y se
propone que una isoforma provee bicarbonato para
reacciones anapleréticas que involucran formas
no fotosintéticas de fosfoenol-piruvato carboxilasa
(PEPC); mientras la otra, encontrada también en
flores, se relaciona con la biosintesis de lipidos y la
actividad antioxidante (4).

En nédulos jévenes de soya (Glycine max (L.)
Merrill.), la actividad AC observada puede facilitar el
reciclado de CO,, mientras que en los maduros puede
facilitar la difusion del CO, hacia afuera del sistema
del nédulo (5); por lo que, ademas de su participacion
en el metabolismo del carbono, se ha sugerido una
funcién para esta enzima en la fijacion simbidtica del
nitrégeno. Siendo informada su expresion tanto en
nddulos como en la bacteria de vida libre en el modelo
Lotus japonicus-Mesorhizobium loti (6).

En plantas micorrizadas la actividad AC se ha
determinado principalmente en hojas (7-9), como
indicador de la menor afectacion de estas plantas en
comparacién con las no inoculadas, ante condiciones
de estrés salino y toxicidad por metales, entre otros.

A partir de lo antes expuesto, el objetivo del
presente estudio fue determinar los patrones de
isoenzimas AC en raices de tomate (S. lycopersicum)
micorrizadas con seis cepas de HMA diferentes, en
dos momentos de la simbiosis.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: se utilizaron como hospedero plantas
de tomate (S. lycopersicum) cv. ‘AMALIA (obtenido por
el Departamento de Mejoramiento Genético del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) de Cuba). Las
semillas fueron desinfectadas utilizando una solucién
de hipoclorito de sodio al 10 % por 10 min, seguido
de lavados sucesivos con abundante agua destilada.
La siembra se efectu6 en macetas de 300 mL de
capacidad, en un sustrato estéril compuesto por suelo
Ferralitico Rojo Lixiviado y cachaza, en la proporcion
3:1 (v/v) y esterilizado en autoclave a 121 °C durante
dos horas, en ciclos de tres dias seguidos.

Las plantas crecieron en casa de cristal, a una
temperatura promedio de 2543 °C, humedad relativa
de 75-80 % y fotoperiodo natural.
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Material fangico: se utilizaron seis cepas de HMA de
la coleccion del INCA como indculo: dos ecotipos de
Funneliformis mosseae (Nicol. & Gerd.) Walker &
Schufler (10, 11), Rhizoglomus intraradices (Schenck &
Smith) Sieverding et al. (12), Acaulospora scrobiculata
Trappe, Glomus cubense (Y. Rodr. & Dalpé) (13)
y Glomus sp. Los indculos fueron producidos en
condiciones controladas usando Sorghum bicolor
L. como planta trampa. Las esporas se vertieron en
placa Petri para su conteo y seleccion con el uso del
microscopio estéreo 70x (Stemi 2000-C) (14). Luego
se desinfectaron utilizando soluciones de Cloramina
T al 2y 5 %, sucesivamente, por 10 min cada una.
La inoculacion de las plantas de tomate se realizé
afiadiendo 200 esporas por maceta, en el momento
de la siembra. Se utilizé6 un disefio completamente
aleatorizado con diez réplicas y dos repeticiones.
Muestreo y evaluacién: la toma de muestras se
efectud alos 18 y 32 dias después de la germinacion,
procesandose cinco plantas por tratamiento en cada
periodo. Las raices fueron lavadas cuidadosamente,
una porcion se empled para la determinacién de la
colonizacién micorrizica y la otra para la determinacion
de los patrones isoenzimaticos mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida (PAGE).

Colonizacién micorrizica: para la determinacion de
esta variable se tomaron aproximadamente 200 mg
de raices secundarias en cada muestra, las cuales
fueron secadas en estufa a 70 °C y tefidas segun
la metodologia modificada por Rodriguez et al. (15).
La evaluacion se realizd en microscopio estéreo
70x (Stemi 2000-C) y se determiné el porcentaje de
colonizacion micorrizica. Los datos obtenidos fueron
transformados por la funcién arcsenvx y procesados
estadisticamente mediante un ANOVA de Clasificacion
Simple, donde se compararon las medias segun Tukey
para p<0,05.

Preparacion de los extractos de proteinas y condiciones
de separacion: la extraccion de proteinas en raices se
realizé segun la metodologia propuesta por Solérzano*
con la modificacion de la solucion amortiguadora de
extraccion por Tris-HCI 50 mmol L' (pH 7,2) y se
procesaron cinco réplicas para cada caso. Los extractos
de proteinas obtenidos se liofilizaron y luego fueron
resuspendidos en una solucidon que contenia Tris-HCI
50 mmol L' (pH 6,8), glicerol y azul de bromofenol, para
ajustar las concentraciones de proteinas a 1 ug uL™". Para
la separacion de las proteinas por PAGE se utilizd
un gel concentrador al 4 % de poliacrilamida y el gel
separador a 8,5 % y se aplicaron 20 uL de cada muestra,
repitiéndose tres veces el proceso*.

ASolérzano, E. Proteinas de defensa y estudio enzimatico en la interaccion
tomate-Alternaria solani. [Tesis de Doctorado], Universidad Agraria de La
Habana, La Habana, Cuba, 2002, 100 p.
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Las electroforesis se desarrollaron en un equipo

de electroforesis vertical minigel (BIORAD), con la
solucién amortiguadora Tris -Glicina 19 mmol L (pH 8,3).
Las corridas se realizaron con una intensidad de
25 mA, durante 90 min a 4 °C.
Tincién de AC: la tincidn de las bandas se realiz6 con
el uso de B naftil acetato (0,5 mg), sal RR azul rapida 'y
soluciéon amortiguadora Tris-HCI 0,5 mol L' (pH 7,19).
El gel se incubé en la oscuridad a 37 °C durante cuatro
horas, hasta la aparicion de bandas rojizas®.

En los geles obtenidos se establecié la posicion
relativa de cada banda segun su movilidad relativa (Rf),
que se obtuvo al dividir la distancia media de migracién
entre la distancia de migracion del frente de corrida,
segun la cual cada banda se caracterizé por un valor
numeérico. Se empled una camara Nikon FO0X para tomar
evidencia documental de los patrones isoenzimaticos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Colonizacién micorrizica: en las raices de las plantas
control no se observo presencia fungica (Figura 1).
Las raices de tomate (S. lycopersicum) inoculadas
mostraron porcentajes de colonizacién micorrizica entre
7y 14 %, alos 18 dias, y entre 13y 29 % a los 32 dias,
con diferencias significativas entre algunos tratamientos
en ambos periodos. Sobresalié el tratamiento con G.
cubense con los valores superiores estadisticamente,
mientras que las cepas Glomus sp y R. intraradices
mostraron los valores inferiores de colonizacién, aunque
sin diferencias significativas de las cepas F. mosseae.
En trabajos previos se ha demostrado el
funcionamiento eficiente de la cepa G. cubense
para las condiciones edaficas estudiadas (16),
lo que se confirma en el presente estudio. Cabe
destacar los valores bajos de colonizacién micorrizica
obtenidos y las escasas diferencias entre las cepas
analizadas, lo cual puede atribuirse al corto periodo
de experimentacion (un mes), donde se evaluaron
plantas jévenes.
Isoenzimas de AC: en las raices de las plantas de
tomate controles no se aprecié actividad AC (Figura 2).
En los tratamientos micorrizados, a los 18 dias, se
observaron tres isoformas, de las cuales la No. 2
con Rf 0,33 aparecid en todos aunque con muy baja
intensidad en el tratamiento con R. intraradices, la
No. 1 con Rf 0,35 se detecté en las raices inoculadas
con Glomus sp. y A. scrobiculata, mientras que en las
colonizadas por las cepas G. cubense y ambos F.
mosseae se observo la isoenzima No. 3 con Rf 0,25.
A los 32 dias, solo se detecto la isoenzima No. 3 en
todos los tratamientos micorrizados, excepto en el
inoculado con A. scrobiculata.

Blglesias, L. Estudio de la variabilidad morfoagronémica y bioquimica en
soya (Glycine max L. Merrill). [Tesis de Doctorado], INCA, La Habana,
Cuba, 1986, 100 p.
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Figura 1. Porcentaje de colonizacién micorrizica
en raices de tomate inoculadas con seis
cepas de HMA, alos 18 y 32 dias después
de la germinacion

Al respecto, en el tubo germinativo de
R. intraradices se observo fijacion de CO, altamente
eficiente en la oscuridad (17), la cual se asocié con
los ciclos de la urea y de los acidos tricarboxilicos. Sin
embargo, los autores no relacionaron este proceso
con la accion de la enzima AC. A continuacion, se
realizaron numerosos trabajos que informan una
elevada actividad metabdlica respecto al carbono y
al nitrégeno en las estructuras de los HMA (18-20),
la que al parecer esta relacionada directamente con
el intercambio de nutrientes planta-hongo.

Recientemente, en un estudio del genoma de R.
irregularis se identificaron genes que codifican para
AC (21). Ademas, se descubrieron transcriptos con
funcién putativa AC en la simbiosis Rhizoglomus-
Medicago, cuya expresidon es superior en micelio
intrarradical en comparacioén con las esporas; siendo
caracterizadas como proteinas secretadas inducidas
por el hongo (22).

Los resultados de esta investigacion revelan
dos aspectos fundamentales: 1) las raices de
tomate cv. ‘AMALIA’ manifiestan actividad AC so6lo
en respuesta a la colonizacién por el hongo MA;
2) la aparicion de isoenzimas AC mostré un patron
diferencial en dependencia de la cepa de HMA
inoculada, principalmente en estadios tempranos
de la simbiosis.
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Figura 2. Imagenes y zimotipos de isoenzimas anhidrasa carbénica (AC) en raices de tomate inoculadas
con seis cepas de HMA, a los 18 y 32 dias después de la germinacién

Si bien estos aspectos no permiten establecer
la naturaleza fungica o vegetal de las isoenzimas
detectadas, las evidencias antes expuestas, unido
al hecho que no se observé banda de actividad en
las raices controles en los momentos analizados,
sugieren el origen fungico de las mismas. Aunque
no se debe descartar que pudieran ser de origen
vegetal, inducidas de forma particular o especifica por
las distintas cepas de HMA, como respuesta de las
plantas de tomate al dialogo molecular o intercambio
de senales que se establece entre los simbiontes.
Este hecho refleja la complejidad de la interaccion
planta-hongo, la cual determina la compatibilidad y
fundamentalmente, la eficiencia de la simbiosis.

Las isoenzimas AC detectadas en las raices
micorrizadas pudieran estar involucradas en diversos
procesos bioquimicos vy fisiolégicos como la fijacion/
asimilacion del nitrégeno y el metabolismo del CO,,
similar a lo informado para la interaccion Rhizobium-
leguminosa (6, 23). También es importante destacar la
participacion de esta enzima en la regulacion del pH
y en el balance acido-base en las células, por lo que
probablemente su actividad en raices micorrizadas, de
alguna manera, influye en el funcionamiento del HMA
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implicado, teniendo en cuenta la relacion encontrada
entre el pH del suelo y un funcionamiento eficiente
o no del hongo (24), asi como la mejor respuesta
antioxidante observada en las plantas inoculadas
(25, 26).

En este sentido, cabe resaltar que el aumento
de la respiracion del suelo y la produccion de CO, por
los HMA resulta en una solucién débilmente acida
del acido carbénico, reaccion que puede involucrar la
accion de la enzima AC y conlleva a la acidificacion
de la rizosfera (27).

CONCLUSIONES

Este trabajo constituye el primer estudio donde
se aborda la actividad de este sistema enzimatico
en raices micorrizadas, por lo que consideramos de
interés profundizar en investigaciones futuras para
esclarecer su relacion con el proceso simbiético, asi
como dilucidar la naturaleza fungica o vegetal de las
isoenzimas encontradas.
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