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DINAMICA DE INDUCCION DE ALGUNOS SISTEMAS

DE DEFENSA EN LA INTERACCION HMA-TOMATE
(Lycopersicon esculentum MILL.) VAR. AMALIA. |. INDUCCION
DE PR2, PR3 Y FENILALANINA AMONIO-LIASA EN RAICES

DE TOMATE
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ABSTRACT. To deeply know about the induction of
biochemical mechanisms of plant defense in mycorrhizal-
tomatointeraction, levelsof activation of local defenseinduced
by arbuscular-mycorrhizal fungi (AMF) were determined and
the time of these responses are sustained in tomato plantsvar.
“Amalid’. Under semicontrolled conditions, four AMF were
studied: Glomus clarum, Glomus fasciculatum, Glomus
claroideum and Acaul ospora scrobiculata; those species in-
duce PR2, PR3 and phenyl alanine ammonialyase differently
asintimeand magnitude. G fasciculatumand G. clarumwere
the specieswhich induce the highest levels of these enzymes.

Keywords: Glomus clarum, Glomus fasci culatum, Glomus
claroideum, Acaulospora, phenyl alanine
ammonialyase, Lycopersicon esculentum

INTRODUCCION

Las plantas no son hospederos pasivos al ataque de
microorganismos con los que interactiian en su ambien-
te, sino que se defienden contra tales ataques con un
arsenal de mecanismos defensivos (1). Los mecanismos
de defensa preexistentes involucran barreras tales como
ceras, cuticulas o reservorios estratégicamente ubicados,
gue acttan para prevenir la colonizacion del tejido. Las
plantas también inducen defensa celular, que previene la
colonizacion posterior del tejido una vez que las barreras
estructurales han sido flanqueadas. Estas defensas in-
ducidas se describen como mecanismos activos, porque
son una respuesta al patégeno invasor y requieren del
metabolismo del hospedero (1).
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RESUMEN. Con € objetivo de profundizar en el conocimiento
de lainduccién de mecanismos bioguimicos de defensa en la
interaccion micorriza-planta, se determinaron los niveles de
activacion de las respuestas de defensa local provocada por
hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) y €l
tiempo que estas respuestas se mantienen en plantas de toma-
tevariedad “Amalia’. Para ello se estudiaron en condiciones
semicontroladas, cuatro HFMA: Glomus clarum, Glomus
fasciculatum, Glomus claroideum y Acaulospora
scrobiculata, los cuales provocaron la induccién de las
enzimasPR2, PR3y fenilaaninaamonio-liasadeformadiferen-
cial, en cuanto a magnitud y tiempo. Las especies
G. fasciculatumy G. clarumresultaron las queinducen mayo-
res niveles de activacion de las enzimas estudiadas.

Palabras clave: Glomus clarum, Glomus fasciculatum,
Glomus claroideum, Acaulospora, fenildanina
amonio-liasa, Lycopersicon esculentum

A pesar del gran nimero de hongos y bacterias
involucrados en la descomposicion del material vegetal,
solo muy pocos de estos patégenos potenciales han ad-
quirido la habilidad de colonizar las plantas (2). En los
casos en que ocurran infecciones, los agentes patégenos
no invaden con la misma intensidad todas las variedades
de una misma especie, provocando dafios diversos entre
ellas. Asi, la resistencia a la infeccién contra patégenos
es ampliamente distribuida entre las plantas; sin embar-
go, es dificil probar la naturaleza de los mecanismos de
defensa que confieren algunas de estas formas de resis-
tencia.

Una planta puede mostrar un rango de respuesta di-
ferente, en dependencia de si actla como un hospedante
resistente o no frente al patdgeno en cuestién. Los me-
canismos constitutivos estan presentes independiente-
mente de la presencia del patégeno y son mecanismos
protectores del huésped. Mayormente son fenémenos
estaticos, de naturaleza estructural o quimica, que difi-
culta la entrada del patégeno, con lo cual previene su
ataque (3). Incluye barreras fisicas como cuticula y pared
celular y compuestos constitutivos quimicos, los que
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pueden actuar como inhibidores de la actividad flngica,
tales como compuestos fendlicos, alcaloides,
diterpenoides, esteroides glicoalcaloides y otros.

Los mecanismos inducidos constituyen procesos
dinamicos, que descansan en mecanismos bioquimicos
muy variados que se desencadenan como resultado de
la presencia del patdégeno. Muchas de las respuestas
inducibles son el resultado de la activacion transcripcional
de genes especificos (3).

Existen tres clases de respuestas inducibles: res-
puestas de defensa inmediata, que incluyen la
despolarizacién de la membrana, reacciones oxidativas,
deposicién de calosa y muerte celular hipersensible. Las
respuestas locales clasificadas entre rapidas e interme-
dias, que incluyen la via de los fenilpropanoides,
fitoalexinas, glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, protei-
nas intracelulares relacionadas con la patogénesis (PRs),
peroxidasas y polimeros de la pared celular, y las res-
puestas sistémicas clasificadas entre intermedias y len-
tas, que incluyen: f1-3 glucanasas, quitinasas y otras
proteinas relacionadas con la patogénesis (2).

Esta division se basa en los patrones de expresion
temporal y espacial de las diferentes respuestas de de-
fensa. Sin embargo, es arbitraria, ya que ciertas respues-
tas tienen funciones duales o pueden exhibir patrones de
expresion variables en los diferentes sistemas o en dife-
rentes condiciones (2); no obstante, esta clasificacion es
la mas empleada (4).

En Cuba, se han dado pasos acelerados para poner
en practica el uso de biofertilizantes, entre los que se
encuentran los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) (4),
gue forman asociaciones simbiéticas con las raices de
las plantas, conocidas como la simbiosis universal por
su amplio rango de distribucioén tanto geografica como
biolégica, presentes en méas del 85 % de las plantas con
interés econdmico.

Dentro de los principales beneficios que recibe una
planta colonizada por hongos micorrizicos, se encuen-
tran su mayor crecimiento principalmente en suelos con
bajos contenidos de nutrientes poco méviles, mayor ca-
pacidad de absorcién de agua y tolerancia a la sequia,
proteccién contra patdgenos de la raiz, detoxificacion de
metales pesados y estimulacion de otros
microorganismos simbiéticos integrantes de la comuni-
dad microbiana de la micorrizésfera (5).

En numerosas investigaciones realizadas, se eviden-
cia que los HFMA y sus plantas hospederas producen
una interaccién altamente compatible, que induce una
respuesta defensiva en la planta de caracter temporal,
débil en relacién con microorganismos patogénicos (6).

Hasta el momento, se conoce poco acerca de la
dindmica de estos sistemas enzimaticos en la simbiosis
del tomate variedad Amalia con dichas especies
micorrizicas utilizadas en el presente trabajo.

Por tal razén, este trabajo tiene como objetivo pro-
fundizar en el conocimiento de la induccién de mecanis-
mos bioquimicos de defensa en la interaccién micorriza-
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planta; para ello se determinaron los niveles de activa-
cién de las respuestas de defensa local con cuatro espe-
cies de hongos formadores de micorrizas arbusculares
(HFMA), asi como el tiempo que estas respuestas se
mantienen en la planta.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Para la realizacion de este trabajo se
utilizaron plantas de tomate (Lycopersicon esculentum,
Mill) de la variedad Amalia, incluida en el programa de
mejoramiento del Instituto Nacional de Ciencias Agrico-
las (INCA).

Las semillas se peletizaron a razén de diez por cien-
to de indculo por peso de semilla (7) con los indculos a
base de hongos micorrizégenos arbusculares, los cuales
fueron: Glomus clarum, Glomus fasciculatum, Glomus
claroideum y Acaulospora scrobiculata. Estas se sem-
braron en cajuelas con una mezcla de suelo Ferralitico
Rojo mas cachaza (8) en la proporcion (3:1) esterilizadas
y mantenidas en condiciones de casa de cristal (condi-
ciones semicontroladas) a temperatura de 23°C +/- 2°C,
humedad relativa entre 80-85 % y fotoperiodo natural du-
rante 46 dias.

Se estudiaron cinco tratamientos: plantas testigo (no
inoculadas), plantas inoculadas con G. clarum, G. fasciculatum,
G. claroideum y A. scrobiculata. La concentracion de
esporas en los inéculos fue 250 esp/g para todas las ce-
pas estudiadas. El experimento se realizé bajo un disefio
completamente aleatorizado. Se realizé una dinamica de
tres sistemas enzimaticos enraices alos 3, 5, 8, 15, 22,
26,30, 33, 36, 40, 43 y 46 dias. Los sistemas enzimaticos
estudiados fueron quitinasa, $-1,3-glucanasay fenilalanina
amonio-liasa (PAL).

Extraccion de enzimas. Se tomaron muestras aleatorias
formando un pool de plantas, las que fueron procesadas
de la siguiente manera: el material radicular se macero
en nitrégeno liquido y se homogeniz6 con solucion
amortiguadora de extraccion (acetato de sodio 0.1 M
pH 5.2 conteniendo 5 g de polivinilpirrolidona y 0.05 mL
de B-mercaptoetanol en 100 mL de solucién de extrac-
cién), en proporcién 2:1 (mL:gramo de peso fresco). El
homogenato se agité en zaranda durante 45 minutos en
bafio de hielo. Posteriormente se centrifugé a 14 000 g a
4°C durante 25 minutos en centrifuga refrigerada
(Beckman, modelo J2-21). El sobrenadante obtenido se
utilizd para realizar las determinaciones de actividad
enzimatica. El extracto de proteinas fue almacenado a -
20°C hasta su uso. La concentracion de proteinas se
determind por el método de Bradford (9), realizando la
lectura de la absorbancia a 595 nm del complejo protei-
na-Azul de Coomasie G-250 en un espectrofotometro
(Ultrospec Plus Spectrophotometer, Pharmacia LKB), para
lo cual se realiz6 una curva patrén de albimina bovina
(BSA) a partir de una solucién madre de 1 mg.mL™.

Determinacion de las actividades enzimaticas. Los pro-
cedimientos de determinacion de actividad enzimética
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fueron estandarizados en nuestras condiciones previo a
su utilizacién, determinandose en cada uno de ellos la
concentracién de sustrato y de preparado enziméatico
Optimo y condiciones de temperatura, pH y periodos de
incubacion adecuados.

Actividad quitinasa. La actividad quitinasa se determiné
segun el método colorimétrico, discontinuo, descrito por
Boller (10) modificado. Se utiliz6 como sustrato la quitina
coloidal obtenida a partir de quitina calidad reactivo (Fluka).
La actividad fue medida espectrofotométricamente a 585
nm (11). La curva patrén se determind utilizando n-acetil-
glucosamina a partir de una solucién madre de 1 mg.mL"
! ala cual se le realizé el mismo procedimiento. El cal-
culo se realiz6 segun la expresion:

Vens
.Cot.

tincub Venz
y las unidades de actividad se expresaron en umoles de
producto formado.min™.mL* enz.

Actividad 3-1,3-glucanasa. Se procedié segun el método
discontinuo y colorimétrico propuesto por Somogyi (12),
utilizando como sustrato laminarina (3-1,3- glucano).

La velocidad de la reaccién se calculé a partir de las
lecturas de absorbancia a 660 nm, determinando azuca-
res reductores.

La curva patron se realizé utilizando distintas con-
centraciones de glucosa como estandar a partir de una
solucién de 1 mg.mL™ y siguiendo el mismo procedimiento
descrito anteriormente. El célculo y la expresién de la
actividad enzimatica se realizo segun lo referido para la
enzima anterior.

Actividad fenilalanina amonio-liasa (PAL). Se procedio
segun el método discontinuo propuesto por Paynet (13),
utilizando como sustrato la fenilalanina. La velocidad de
la reaccion se calculé a partir de las lecturas de
absorbancia a 275 nm, determinando acido cindmico.

La curva patron se realiz utilizando distintas con-
centraciones de acido cindmico como estandar a partir
de una solucién de 1 mg.mL™y siguiendo el mismo pro-
cedimiento descrito anteriormente. El calculo y la expre-
sion de la actividad enziméatica se realizé segun lo referi-
do para quitinasa.

Actividad enzimética = .dil.

La actividad especifica de cada una de las enzimas

se determind segln la expresion:
Actividad especifica Actividad enzimatica/
concentracion de proteina (ug.mL?)

Analisis de la ocupacion fungica. Se realizaron las deter-
minaciones correspondientes a densidad visual (DV) por
el método de Trouvelot (14).

Andlisis estadistico. Los datos que se presentan son la
media de al menos tres réplicas para cada una de las
actividades enziméticas en estudio.

Los datos obtenidos fueron sometidos a andlisis de varianza
bifactorial (ANOVA), donde los factores a evaluar fueron:
=>tratamiento: plantas testigo, plantas inoculadas con

Acaulospora scrobiculata, G. clarum, G. fasciculatum
y Glomus claroideum.
=>tiempo: 3, 5, 15, 21, 26, 33, 40 y 46 dias.

Se incluy6 el andlisis de la Prueba de Intervalos Mul-

tiples de Duncan, con un nivel de significacion de p<0.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de la ocupacion fangica. En la tabla se presenta
la dinamica de los porcentajes de densidad visual (DV)
para cada uno de los tratamientos estudiados en compa-
racion con el testigo.

Esta medida micorrizica refleja con mayor claridad e
intensidad la presencia del miceto y de hecho la propia
eficiencia simbiética, debido a que expresa la cantidad
porcentual de estructuras flingicas y de intercambio en-
tre los simbiontes.

Al comparar los valores de densidad visual alcanza-
dos en las plantas inoculadas, pudo determinarse que
los mayores se obtuvieron en los tratamientos con
G. fasciculatum, en los cuales se alcanzaron valores de
3.81 % alos 40 dias, siendo el mas alto el obtenido para
esta variable en el experimento.

Considerando que este parametro refleja la intensi-
dad de la ocupacién flngica en el interior de la raices, se
puede presumir que esta especie es la mas agresiva para
el cultivo del tomate en las condiciones en que se realiz6
el experimento, lo que esta determinado, entre otras co-
sas, por la especificidad que se establece entre la espe-
cie vegetal y su hospedante micorrizico.

Tabla |. Porcentajes de densidad visual (DV) determinados en cada uno de los tratamientos

Dias/tratamiento 3 5 15 21 26 33 40 46
Glomus fasciculatum 0.02j 0.21 h 0.53 ¢ 1.00 e 1.28d 1.86 ¢ 3.81 a 2.28 b
Plantas no micorrizadas 0.00 j 0] 0.01 ] 0.04 0.111i 0.25 h 0.94 f 0.56 g
CV =3.93

Glomus clarum 0.02j 0.21h 0.53 ¢ 1.00 e 1.28d 1.86c 3.81la 2.28b
Plantas no micorrizadas 0.00 j 0.00j 0.01] 0.04 ] 0.11 i 0.25 h 0.94 f 0.56 g
CV=28.09

Acaulospora scrobiculata 0.02 k 0.17 i 0.41g 0.59 f 0.71 e 1.65c 2.79 a 2.18 b
Plantas no micorrizadas 0.00 k 0.00 k 0.01 k 0.04 k 0.11 ] 0.25 h 0.94 d 0.56 f
CV=4.12

Glomus claroideum 0.02 k 0.17 i 0.44 g 0.52 f 0.56 ef 1.31c 2.49 a 2.00b
Plantas no micorrizadas 0.00 k 0.00k 0.01 k 0.04 k 0.11 0.25 h 0.94d 0.56 ef

CV =4.45

Medias con letras iguales no difieren significativamente para p<0.01
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En general, todas las plantas inoculadas presenta-
ron altos valores de colonizacién y ocupacion fangica.

Resultados similares han sido presentados por otros
autores (15), quienes encontraron variabilidad en la res-
puesta de plantas de tomate inoculadas con G. fasciculatum
y G. clarum, en experimentos de campo sobre suelo
Ferralitico Rojo e informaron a G. fasciculatum como la
especie mas agresiva, debido a los altos niveles de
infectividad encontrados y a sus efectos sobre el rendi-
miento. Asi mismo, en estudios anteriores con la varie-
dad INCA-17 y dos especies de Glomus, se encontraron
resultados similares en cuanto al establecimiento de la
simbiosis, que resulté estar mas beneficiada parala cepa
G. fasciculatum (16).

En todos los casos se aprecia una disminucién de
las estructuras fungicas en la etapa final del experimen-
to, que se relaciona con el inicio de la fase de floracién de
la planta y que parece estar vinculada con la necesidad
de restringir el flujo de fotosintatos hacia el hongo, debido
a la alta demanda nutricional que implica esta fase en su
ciclo vegetativo.

Actividad quitinasa. La Figura 1(A y B) muestra la din&-
mica de induccion de la enzima quitinasa en la interaccion
tomate-HMA.

En la Figura 1(A) se muestra el comportamiento de
la enzima para las especies G. clarum y G. claroideum,
donde se observa que en las plantas inoculadas con
G. claroideum se mantiene a niveles por debajo del testi-
go en la primera etapa de la colonizacién, no comportan-
dose asi para G. clarum, donde desde el tercer dia se
observa actividad que alcanza un pico a los ocho dias,
luego tiende a disminuir, pero se mantiene por encima
del testigo y a partir de los 26 dias comienza a
incrementarse la actividad, obteniéndose un pico a los 33
dias con tendencia a disminuir hasta los 36 dias y un
nuevo incremento a los 40 dias para luego disminuir. En
el caso de G. clarum a los 26 dias tiende a aumentar los
valores de actividad que sobrepasan al testigo,

A
0.045 a
0.04 -
—e—testigo
0035+ _g G darideum
0.03 —a— G. clarum

3 5 8 15 22 26 30 33 36 40 43 46
t (dias)

obteniéndose un maximo a los 33 dias, después dismi-
nuye y luego a los 43 dias tiende a incrementarse.

La Figura 1(B) describe la dinamica de esta enzima
para G. fasciculatum y A. scrobiculata.

En el caso de G. fasciculatum, en todo momento se
observan valores por encima del testigo, obteniéndose
picos de actividad entre los cinco y ocho dias, a los 33
dias y un pico significativo a los 40 dias. Para el caso de
A. scrobiculata, a los tres dias se obtiene actividad
quitinasa por encima del testigo, que inmediatamente
decae hasta valores similares al testigo. Después la ten-
dencia es a incrementarse, pero se comporta con niveles
similares al testigo, menos en el dia 22 que se obtiene un
pico de actividad igual que en G. fasciculatum.

Las quitinasas son enzimas hidroliticas capaces de
romper los enlaces 3-1,4-glicosidicos entre los residuos
N-acetil glucosamina de la quitina. Este polisacarido es
un componente de la estructura de la pared de todos los
hongos verdaderos, incluyendo los HMA y ectomicorrizas
asi como de muchos patdgenos, lo que indica que las
guitinasas son importantes en las interacciones planta-
hongo (17).

Se han encontrado resultados similares para
G. fasciculatum y sugieren que estos niveles de activi-
dad estén relacionados con el crecimiento de la hifa
intrarradical, conociendo que la estructura de la hifa cam-
bia desde terciaria y compleja en la fase de apresorio
hasta planay sencilla en la fase de arblsculo. Asi mismo
se relaciona la actividad con la senescencia de los
arbusculos, los cuales son fagocitados entre tres y siete
dias después de establecidos (16).

Para G. clarum y G. fasciculatum se aprecia que
desde el inicio de los muestreos la actividad quitinasa se
encontraba elevada; los planteamientos anteriores podrian
justificar los altos niveles de quitina observados en el ex-
perimento para estas dos cepas. Asi mismo, se aprecia
en los valores de DV que estos fueron los hongos con
valores mas elevados desde el comienzo del proceso, lo

0.05 ~

0.045 -
—&—testigo

0.04 —l—G. fasciculatum
’ —a&— A. scrobiculata

0.035
0.03
0.025

U.A.Esp.

0.02
0.015
0.01
0.005

0
8 15 22 26 30 33 36 40 43 46

t (dias)

Figura 1. Efecto de la inoculacién con HMA sobre la actividad enzimatica de quitinasa en tomate, en los

diferentes momentos de muestreo



Dinamica de induccién de algunos sistemas de defensa en la interaccion HMA-tomate. |. Inducciéon de PR2, PR3 y fenilalanina amonio-liasa

cual da una medida de la correlacién que puede existir
entre la actividad y el porcentaje de estructuras fungicas
encontradas en el experimento para estas dos especies.

Para el caso de las otras dos especies, se aprecia
gue aun cuando los niveles de actividad en el inicio no
logran sobrepasar al testigo, los niveles basales de la
enzima en el inicio son capaces de garantizar que se
empiece a establecer comunicacién entre los simbiontes
y por tanto que la infeccién proceda.

Los altos niveles de la enzima garantizan ademas
gue, en el caso de los HMA, las quitinasas inducidas por
estos hongos pueden hidrolizar los elicitores fungicos
producidos por estos y, por tanto, atenuar los sistemas
de defensa de la planta. Algunos autores plantean que en
estadios tardios, se produce la acumulacién de quitinasas
especificas inducidas exclusivamente por la micorrizacién.
Estas inactivan completamente a los oligoquitosacaridos
al hidrolizarlos hasta mondémeros de N-acetil
glucosamina, lo que elimina las respuestas defensivas
rapidas que dan lugar a la sintesis de proteinas PR (18, 19).
Considerando lo anterior es de suponer que la interaccion
esta més favorecida en el caso de G. fasciculatum y
G. clarum, que presentan los mayores niveles de activa-
cién de la enzima desde el inicio del muestreo.

Alfinal de la dinAmica se observa un incremento de
la actividad alrededor del dia 40 para la mayoria de las
especies en estudio, que coincide con el inicio de los
procesos de floracién y que consideramos se debe a lo
planteado anteriormente respecto a la restriccién de la
planta hacia el HMA, por el aumento en las necesidades
nutricionales de esta, lo que puede estar avalado por el
hecho de que la enzima participa en el caso de los HMA
en la fagocitosis de los arbusculos. El aumento de activi-
dad también se aprecia en plantas testigo, aunque mas
leve, lo que podria ser consecuencia del estrés provoca-
do por el crecimiento de la planta en un area limitada.
Actividad B-1,3-glucanasa. En la Figura 2(A y B) se re-
presenta el comportamiento de la enzima 3-1,3-glucanasa

A

—o— Testigo
—&— G. claroideum
—4—G. clarum

UAEsp (10?)

3 5 8 15 22 26 30 33 36 40 43 46

t (dias)

en las plantas tratadas con las diferentes especies de
hongos micorrizogenos.

Como se puede observar en la Figura 2(A), desde
los tres dias comienza a incrementarse la actividad de la
enzima, en el caso de G. claroideum el méximo de activi-
dad lo alcanza a los cinco dias y para G. clarum a los
ocho dias, siendo en este ultimo caso la actividad mayor
que la del testigo sin micorrizar. Luego en ambas espe-
cies tiende a disminuir hasta el dia 22. Después comien-
za a elevarse los niveles de actividad en ambos casos,
resultando que para G. clarum se mantiene muy por de-
bajo del testigo, no comportandose de esta manera para
G. claroideum que tiene valores mayores que este. Mas
tarde, a los 33 dias, disminuye la actividad y es en G.
clarum donde la disminucién es mayor a los 40 dias. A
los 43 dias vuelve a observarse un ligero aumento en la
actividad, siendo mas elevado en G. clarum.

En la Figura 2(B) se representa el comportamiento
de esta enzima en plantas inoculadas con G. fasciculatum
y A. scrobiculata. Se observa que a los tres dias, para el
caso de G. fasciculatum, se obtiene el méximo de activi-
dad de la enzima, la cual inmediatamente disminuye hasta
los ocho dias y alos 15 dias se observa un ligero aumen-
to, para luego disminuir. A partir de los 22 dias se
incrementa y vuelve a disminuir la actividad, pero se man-
tiene por debajo de los niveles del testigo en la mayor
parte de este periodoy es a los 43 dias que se incrementa
por encima de este y luego tiende a disminuir.

Para el caso de A. scrobiculata, los niveles de acti-
vidad se mantienen por debajo del testigo, solo a los ocho
y 43 dias sobrepasa los valores de este.

Las B-1,3-glucanasas catalizan la hidrdlisis de los
enlaces glucosidicos del tipo -1,3-D en los 3-D-glucanos.
Este polisacarido es, junto con la quitina, el componente
fundamental de la pared de la mayoria de los hongos (20),
por lo que se ha atribuido a las p-1,3-glucanasas un ca-
racter antifangico, al ser capaces de degradar parcial-
mente las paredes celulares de ciertos hongos. Ademas

a —e— Testigo
—m— G. fasciculatum
—&— A. scrobiculata

UAESsp (X10?)

0 —
3 5 8

15 22 26 30 33 36 40 43 46
t (dias)

Figura 2. Efecto de lainoculacién con HMA sobre la actividad enziméatica de B-1,3 glucanasa en tomate, en

los diferentes momentos de muestreo
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de este papel en defensa, se han propuesto otras funcio-
nes para las 3-1,3-glucanasas y otras enzimas hidroliticas,
tanto en la morfogénesis y el desarrollo de la planta, como
en el intercambio de sefiales en las interacciones planta-
microbio, actuando de forma sinérgica con las quitinasas (20).

Las B-1,3-glucanasas intervienen en la penetracion
y colonizacién en general durante las primeras etapas de
la infeccion, desarrollando su accién sinérgica con
quitinasas en las etapas siguientes (21). Considerando
lo anterior, se hace evidente que la interaccién estd mas
favorecida para el caso de G. fasciculatum, como se ha
manifestado a lo largo de este estudio, ya que en el inicio
los niveles de la enzima son altos para esta especie. Se
aprecia, ademas, que después del estallido inicial de
actividad para esta especie, la actividad se mantiene en
valores cercanos al testigo, lo que indica que las sefiales
de reconocimiento para ambos simbiontes se deben ha-
ber establecido.

Algunos autores han encontrado que la pared de la
hifa extrarradical contenia una gran cantidad de 3-1,3
glucanos, pero que eran menos abundantes en la hifa
intercelular e indetectables en los arbusculos (22), lo que
soporta la teoria de que la accidn litica de ambas enzimas
(quitinasas y B-1,3 glucanasas) permite que el hongo se
establezca, ya que es posible que le facilite la extension
intrarradical. Considerando lo anterior, se puede concluir
gue los altos valores de actividad de ambas enzimas en
elinicio del proceso infectivo para la especie G. fasciculatum,
pudieran ser larazon por la cual se obtienen los mayores
valores de DV, lo que indica que esta especie es la mas
favorecida para la interaccién en este estudio. Las de-
mas especies, aunque mas lentamente, se estableceny
se debe en primera instancia a la elevacion de los niveles
de la enzima en etapas mas tardias del experimento (en-
tre tres y ocho dias después de la germinacién).
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0.014 -
0.012

0.01 -
0.008 -

—e—testigo
—m— G. claroideum
—A— G clarum

UAEsp.(x10%)
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0.004 -
0.002 -

26 30 33 36 40 43 46
t (dias)

3 5 8 15 22

Otros autores (23), al analizar la acumulacion de
MRNA complementado por estudios de hibridizacién in
situ para varios genes de defensa, incluyendo glucanasas
y quitinasas, indicaron que la intensidad de la respuesta
parecia estar correlacionada con la presencia de
arbusculos jévenes. Esta es la causa que se sugiere para
la compatibilidad encontrada por esta especie con el cul-
tivo del tomate y parece ser larazén para los resultados
obtenidos en este experimento, ya que como se mencio-
na alo largo del estudio, resulté ser la especie mas com-
patible en la interaccién tomate-HMA estudiada (16).

En los estadios finales del experimento, se observa
un aumento de la actividad en todas las interacciones
estudiadas, coincide con varios autores acerca de que laac-
tividad tiende a incrementar con la edad de las raices (20).

Se ha sugerido que la accién de las -1,3-glucanasas
sobre las paredes flngicas provee un mejor acceso para
las quitinasas a sus sustratos y viceversa. Ademas de un
rol directo como agentes antimicrobianos, las quitinasas
y B-1,3 glucanasas pueden también estar involucradas
en la liberacion de elicitores de las paredes celulares
fungicas (3). Consideramos que esa es la razén por la
cual ambas actividades resultaron tan similares en este
estudio para cada una de las interacciones estudiadas.
Actividad PAL. La Figura 3 muestra la dinamica de la
enzima fenilalanina amonio-liasa en plantas inoculadas
con las diferentes especies de HMA.

La actividad de las plantas inoculadas con G. clarum
y G. claroideum muestra una dindmica similar al testigo,
con un incremento ligero de actividad a los cinco dias
para G. claroideum (Figura 3A). G. claroideum muestra
un pico de actividad a los 40 dias con valores elevados.

En la Figura 3(B) se describe el comportamiento de
la enzima en plantas tratadas con G. fasciculatumy
A. scrobiculata, donde se observa para el caso de G fasciculatum
un méaximo de actividad a los tres dias, que inmediata-
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0.02 1 B A scrobiculata
R
0.015 -
S
a2
Iﬁ- 0.01 -
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t (dias)

3 5 8

Figura 3. Efecto de la inoculacién con HMA sobre la actividad emzimatica de fenilalanina amonio-liasa en
tomate, en los diferentes momentos de muestreo
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mente después disminuye hasta valores similares al tes-
tigo; luego se observa un ligero incremento a los 22 dias
gue no supera al testigo y a partir de los 30 dias ocurre
otro incremento en la actividad, con un maximo a los 40
dias y valores superiores al testigo para luego decaer
nuevamente. Con A. scrobiculata se observé que la acti-
vidad se mantuvo en todo momento por debajo del testi-
go, donde solo a los 43 dias hay un ligero incremento en
la actividad que superd al testigo, para luego disminuir.

Aungue los hongos micorrizégenos no son conside-
rados como inductores de una respuesta de defensa com-
pleta del hospedante, se conoce de la acumulacion de
fitoalexinas y algunas enzimas como la PAL, las cuales
incrementan su concentracion y actividad respectivamen-
te, de manera significativa, durante las primeras etapas
de la colonizacién de la alfalfa por G. intraradix (24). Es-
tos autores encontraron que en la porcion colonizada del
sistema radical, la actividad PAL fue un 200 % mayor que
en las raices controles no inoculadas. Asi mismo, se ha
planteado (25) que la actividad PAL parecia estar asocia-
da con la penetracion del hongo en el sistema radical.
Esta podria ser la razén de los altos niveles de la enzima
alinicio de la colonizacién encontrados para G. fasciculatum,
gue se establecio primero segun valores de DV.

Al parecer existe una estrecha relacion entre la acti-
vidad de esta enzimay la presencia de estructuras fungicas
en el interior de las células radicales. Algunos autores
han informado aumentos en la acumulacion de mMRNA de
PAL en las células que contenian arbUsculos, a partir de
andlisis de hibridizacion in situ en Medicago sativa, colo-
nizada por el hongo G. versiforme (23). Segun Mosse (26),
unavez que el arbusculo deja de ser funcional y comien-
za a ser reabsorbido, la célula que lo contiene no vuelve a
ser reinfectada, lo cual puede deberse a la deposicién de
lignina como consecuencia del aumento de la actividad
de PAL. Esta debe ser la causa de los incrementos re-
gistrados en esta dindmica, debido a que los arblsculos
senescen entre tres y siete dias después de estableci-
dos (27), por lo cual la enzima se mantiene en niveles
fluctuantes en el estudio para cualquiera de las cepas,
debido a que durante el periodo de desarrollo de la planta
debe continuar ocurriendo la formacion y degradacién de
arbusculos.

Para todas las especies se aprecia un aumento de
la actividad que resulté ser mayor para G. clarum, coinci-
diendo con el inicio de la etapa de floracién del experi-
mento, lo que avala lo planteado anteriormente para to-
das las enzimas, dado por la necesidad de economizar
fotosintatos por parte de la planta para ser utilizados en
su metabolismo primario.

CONCLUSIONES

* La colonizacién de plantas de tomate de la variedad
Amalia por las especies de HMA estudiadas provocan
la induccién de enzimas relacionadas con los meca-
nismos de defensa de forma diferencial, en cuanto a
magnitud y tiempo.

%* Como se observa la induccion temprana de estas
enzimas ayuda, en algunos casos (G. clarum y G.
fasciculatum), al avance del hongo en la raiz y por
tanto al establecimiento de la simbiosis.

* Las especies G. fasciculatum y G. clarum resultaron
las que inducen mayores niveles de activacion de las
enzimas estudiadas en el cultivo del tomate variedad
Amalia.

#* La dinamica de induccidn de las enzimas que se estu-
diaron podrian explicar los resultados agronémicos
obtenidos en el cultivo del tomate con la especie G.
fasciculatum, en similares condiciones edéficas.
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