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DINAMICA DE INDUCCION DE ALGUNOS SISTEMAS

DE DEFENSA EN LA INTERACCION HMA-TOMATE
(Lycopersicon esculentum Mill.) VAR. AMALIA. |1. INDUCCION
Y EXPRESION DE PEROXIDASAS Y POLIFENOLOXIDASAS

EN RAICES DE TOMATE

E. Pérez= Yakelin Rodriguez, Maria de los A. Hernandez

y Blanca M. de la Noval

ABSTRACT. An experiment was conducted in order to study
enzymes related to defense and stress mechanisms under
controlled conditions, following dynamics of induction of PO
and PPO in tomato plants var. Amalia using four species of
mycorrhizal-arbuscular fungus (Glomus clarum, Glomus
fasciculatum, Glomus claroideum and Acaulospora
scrobiculata), and the expression of these enzymes was
determined. These enzymes are induced in a differential way
in time as much as in magnitude. Mycorrhizal specific isoforms
for some of these species were observed.

Keywords: Glomus clarum, Glomus fasciculatum,
Glomus claroideum, Acaulospora
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INTRODUCCION

Las plantas han desarrollado un amplio rango de
estrategias para controlar los microorganismos invaso-
res, conocidas comunmente como respuestas de defen-
sa o0 estrés. Estos mecanismos de defensa de las plan-
tas pueden ser divididos en dos categorias: mecanismos
constitutivos y mecanismos inducidos por la infeccién.

Entre los mecanismos inducidos por la infeccién se
encuentran aquellos que estan involucrados con el esta-
llido oxidativo y que tienen como objetivos detener la in-
feccién y la sintesis de compuestos que estan
involucrados con el bloqueo de esta y la restriccion del
microorganismo invasor al area de penetracion.

Entre estas se encuentran las peroxidasas, que han
sido ampliamente estudiadas en tejidos infectados. Ge-
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RESUMEN. Con el objetivo de estudiar la induccion de enzimas
relacionadas con los mecanismos de defensa y estrés se llevo
a cabo el siguiente experimento en condiciones
semicontroladas, en el cual se realizo6 la dinamica de induccion
de PO y PPO en plantas de tomate var. Amalia con cuatro
especies de hongos micorrizicos (Glomus clarum, Glomus
fasciculatum, Glomus claroideum y Acaulospora
scrobiculata), asi como se determiné la expresion de estas
enzimas en raices de tomate. Se observo que estas enzimas se
inducen de forma diferencial tanto en el tiempo como en mag-
nitud para cada una de las especies de hongos utilizadas. Se
observo ademas que algunas de estas especies indujeron
isoformas especificas de la micorrizacion.

Palabras clave: Glomus clarum, Glomus fascicul atum,
Glomus daroideum, Acaulogpora scrobiculata,
PO, PPO, Lycopersicon esculentum,
isoenzimas

neralmente, después de dafios o infeccion, se detectan
incrementos en sus actividades y aparecen nuevas
isoenzimas (1, 2). El papel que estas juegan no esta cla-
ro; se cree que estan involucradas en la sintesis de lignina,
oxidacion de acido indolacético, biosintesis de etileno,
biosintesis de flavonoides y asociadas con la hidroxilacién
de prolina incorporada en las proteinas de la pared celu-
lar, actividades que han sido consideradas por tener una
significacion en la resistencia frente a las enfermedades.
Las isoenzimas de peroxidasas pueden tener diferentes
funciones, las cuales pueden estar relacionadas con su
distribucion diferencial dentro de los tejidos (3).

La produccion de superdxido durante la respuesta
hipersensible genera abundante peréxido de hidrégeno,
que a su vez permite aumentar la actividad de las
peroxidasas, ya que estas oxidan compuestos fendlicos
en presencia de perdxido de hidrégeno. Los compuestos
fendlicos oxidados estan formados por quinonas muy
reactivas, que son capaces de condensarse con grupos
aminos, sulfidrilos, cadenas de aminoacidos y proteinas,
pudiendo inhibir el crecimiento de los hongos o la activi-
dad de las enzimas hidroliticas segregadas por los
patogenos (4).



E. Pérez, Yakelin Rodriguez, Maria de los A. Hernandez y Blanca M. de la Noval

En el presente trabajo se realiz6 un estudio de la
inducciony expresion de peroxidasas y polifenoloxidasas
en lainteraccién de cuatro especies de HMA con tomate
de la var. Amalia.

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 recubrieron con los in6culos a base
de hongos micorrizégenos arbusculares, los cuales fue-
ron: Glomus clarum, Glomus fasciculatum, Glomus
claroideum y Acaulospora scrobiculata. Estas se sem-
braron en cajuelas con una mezcla de suelo Ferralitico
Rojo (5) mas cachaza en la proporcion (3:1), esteriliza-
das y mantenidas en condiciones de casa de cristal (con-
diciones semicontroladas) a temperatura de 23 +/- 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 con-
centracién de esporas en los inoculos fue de 250 esp/g
paratodas las cepas estudiadas. Se realiz6 una dinami-
ca de dos sistemas enziméaticos en raices a los 3, 5, 8,
15, 22, 26, 30, 33, 36, 40, 43 y 46 dias. Los sistemas
enzimaticos estudiados fueron peroxidasas y
polifenoloxidasa.

Extraccion de enzimas. Se tomaron muestras aleatorias
formando un pool de plantas, las que se procesaron de la
siguiente manera: el material radicular se macero en ni-
trogeno liquido y se homogenizé con solucién
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 solucion de extrac-
cién), en proporcion 2:1 (mL: gramo de peso fresco). El
homogenato se agité en zaranda durante 45 minutos en
bafio de hielo. Posteriormente se centrifugé a 14000 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 se almacen6 a -20°C
hasta su uso. La concentracion de proteinas se determi-
né por el método de Bradford (6), realizando la lectura de
la absorbancia a 595 nm del complejo proteina-Azul de
Coomasie G-250 en un espectrofotémetro (Ultrospec Plus
Spectrophotometer, Pharmacia LKB), para lo cual se rea-
lizé una curva patron de albumina 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
fueron estandarizados en nuestras condiciones previo a
su utilizacion, determindndose en cada uno de ellos: con-
centracion de sustrato y de preparado enzimatico opti-
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mo, y condiciones de temperatura, pH y periodos de
incubacién adecuados (7).

Actividad peroxidasa. La determinacion de la actividad
peroxidasa se realizé seglin método continuo descrito
por Fric (8). Se utilizaron como sustratos el guayacol y el
perdxido de hidrégeno.

Se determind la velocidad de la reaccion de oxida-
cién del guayacol por la enzima, en presencia de peréxido
de hidrégeno, en un espectrofotometro (Ultrospec Plus
Spectrophotometer, Pharmacia LKB), registrandose los
valores de absorbancia a 470 nm (zona del espectro don-
de absorbe el guayacol oxidado de coloracién carmelita).
Se tomo¢ la variacién de densidad Optica en el tiempo
(ADO)/(At ), durante dos minutos a intervalos de cinco
segundos.

El calculo de la actividad enzimatica para este mé-
todo continuo se realiz6, segun la expresion:

ADO 1

At 'k Venz
donde k es el coeficiente de extinciébn molar del guayacol
como 5570.10° mmol.mL™. La actividad se expres6 como
umoles de producto formado.min™.mL enz™.

Actividad polifenol-oxidasa. Se determino a través del
método continuo, empleandose como sustrato de la en-
zima el pirogalol.

La velocidad de la reaccion de oxidacion del pirogalol

por la enzima se determiné de igual forma, pero a 420 nm
donde absorbe el pirogalol oxidado de coloracién amarilla.
La variacién de densidad Optica en el tiempo (ADO)/(At) se
determind durante dos minutos a intervalos de cinco se-
gundos. La actividad se calculd de la misma forma que
parala enzima anterior y se expresd como ADO/At.min™.mL*
enz, o sea, unidades arbitrarias al no contar con el coefi-
ciente de extincion molar del pirogalol.
Andlisis isoenzimatico. Los analisis electroforéticos se
efectuaron en geles de poliacrilamida (PAGE) calidad
reactivo Fluka, en condiciones nativas, utilizando10 pg
de muestra en cada caso segun el método descrito por
Maribona (10) con la modificacién: gel concentrador (4 %)
y gel separador (8.5 %).

La corrida se realiz6 en una cAmara vertical BIORAD
miniprotean, con una intensidad de 25 mA 'y 4°C por 90-
120 min. Para ello se empled un buffer Tris-glicina 0.019 M
y pH 8.3.

La actividad peroxidasa se revelo en el gel, tifiendo
el mismo por 10 min. con una solucidon de benzidina
hidroclorica y perédxido de hidrogeno al 30 % (1/1, viv) (11).

La actividad polifenoloxidasa se revelo tifiendo el gel
por 30 min. con una solucion de L-prolina y dihidroxi-
fenilalanina (12).

Ambas reacciones fueron detenidas con acido acé-
tico al 10 %.

La actividad especifica de cada una de las enzimas
se determind segun la expresion:

Vens

Actividad enzimatica = dil

Act. EspecificaAct. Enzimatica/conc. de proteina (ug.mL™?).
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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 eva-
luar fueron:

* Tratamiento (plantas testigo, plantas inoculadas con
Acaulospora scrobiculata, G. clarum, G. fasciculatum
y G claroideum).

* Tiempo (3,5, 8, 15, 22, 26,30, 33, 36, 40, 43 y 46 dias).

Se incluy6 el analisis de la Prueba de Rangos Multi-
ples de Duncan, con un nivel de significacion de p<0.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad peroxidasa (PO). En la Figura 1 se observa que
el testigo a los tres dias esta en un nivel bajo, que se
mantiene hasta el dia 15, donde se alcanza el maximo
para esta primera etapa, el dia 22 cae hasta cero y vuelve
a alcanzar un maximo el dia 30.

G. clarum y G. claroideum tienen comportamientos
similares hasta el dia 26, segiin se observa en la Figura 1(A),
alcanzando un maximo a los ocho dias, que decae hasta
cero el dia 22, se mantiene en cero hastael dia26 yen el
caso de G. clarum alcanza otro méximo a los 30 dias,
cayendo a los 33 dias hasta el minimo y se mantiene
hasta el final del experimento.
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Letras comunes en cada grupo no difieren significativamente
segun la Prueba de Duncan (p<0.05)

Figura 1. Dinamicade induccion de actividad peroxidasa
de las plantas de tomate, var. “Amalia”, ino-
culadas con cuatro especies de hongos
micorrizicos arbusculares
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En la Figura 1(B) se aprecia que para el caso de
A. scrobiculata, el maximo de actividad se alcanza a los
cinco dias, disminuyendo hasta no detectarse actividad
a los 15 dias, manteniéndose en estos niveles hasta el
dia 30, donde alcanza otro méximo de actividad, dismi-
nuyendo a los 33 dias y se mantiene sin actividad
detectable hasta el dia 43. Para G. fasciculatum se ob-
serva un pico de actividad el quinto dia, con valores de
actividad por debajo del testigo, cae a cero el dia 15,
manteniendo estos niveles hasta el dia 33 donde alcanza
un méaximo, cayendo a los 40 dias hasta no detectarse
actividad y se mantiene en estos valores hasta el dia 43.

Las peroxidasas son una subclase de 6xido-
reductasa (E.C.1.11.1.7) que usan el peréxido de hidré-
geno (H,0,) como agente oxidante (IUB, 1992). Son
enzimas encontradas en la mayoria de las plantas ver-
des, hongos y bacterias aerdbicas (7).

Las peroxidasas, presentes en plantas superiores
bajo diversas formas moleculares, parecen estar implica-
das en distintos procesos fisioldgicos, como son la
lignificacion y suberizacién de la pared celular, deposi-
cion de polifenoles, formacion de estructuras papilares,
reforzamiento de la pared por entrecruzamiento de protei-
nas, oxidacién de compuestos fendlicos y la produccion
de radicales téxicos (13). Estas enzimas muchas veces
aumentan en respuesta al estrés, ya sea biotico o abidtico
y procesos oxidativos. Ademaés, participan en la
homeostasis del acido indol acético, inhibidor de la sinte-
sis de lignina, a través de su catabolismo (14).

Los hongos micorrizégenos arbusculares no pene-
tran las paredes reforzadas con estos compuestos, o
que indica su imposibilidad de degradarlos (15).

Teniendo en cuenta los planteamientos anteriores,
los bajos niveles de la enzima al comienzo de la infec-
cién, para el caso de G. fasciculatum, garantizan el avan-
ce de los procesos de colonizacién, ya que como puede
observarse los valores de actividad para esta especie se
mantienen por debajo del testigo, lo cual permite que el pro-
ceso de colonizacion avance y se establezca la simbiosis.

Sin embargo, la simbiosis no solo se establece para
esta especie sino que en todos los casos se obtienen
valores de colonizacién determinados por los niveles de
densidad visual, lo que esta determinado por la comuni-
cacion gendémica que debe existir entre las partes, te-
niendo en cuenta que la interaccién es altamente compa-
tible (16, 17) y que se aprecia en la disminucion de los
valores de actividad de la enzima, que en la mayoria de
los casos llega a valores menores que el testigo.

Resultados similares han obtenido otros autores (18),
estudiando la interaccién entre dos especies de hongos
y plantas de tomate de la variedad INCA-17, quienes con-
cluyen que la interaccién estd mas favorecida para el caso
de esta especie.

En todos los casos se observa un incremento de la
actividad entre los dias 30y 36, relacionado con el inicio
de los procesos de floracion, metabolismo primario que
demanda la mayor cantidad de energia y metabolitos de
reserva por parte del vegetal, por lo cual debera restringir
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la demanda de fotosintatos del simbionte. Este aumento
en la actividad observada puede estar relacionada con
este hecho, dado que para la planta representa un costo
adicional de fotosintatos que debe desviar a su metabo-
lismo primario. Sin embargo, algunos autores relacionan
este aumento con el de la toma de foésforo y otros
nutrientes por parte de la planta (13), que en principio
podria ser lo que esta sucediendo en este caso.
Actividad polifenoloxidasa (PPO). La Figura 2(Ay B) des-
cribe la dinamica de la enzima polifenoloxidasa (PPO)
para las cepas en estudio.
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Figura 2. Dindmica de induccién de actividad
polifenoloxidasa de las plantas de toma-
te, var. “Amalia”, inoculadas con cuatro
especies de hongos micorrizicos
arbusculares

La Figura 2(A) muestra el comportamiento de PPO
para las especies G. clarum y G. claroideum, en la que se
observa que el comportamiento para ambas especies es
similar, alcanzando un méximo de actividad a los 15 dias
y llegando a sobrepasar al testigo; luego disminuye has-
ta no detectar actividad a los 22 dias. A los 30 dias se
detecta un nuevo incremento, que resulta mayor que el
testigo para G. clarum y que no sobrepasa el testigo en el
caso de G. claroideum. Entre 30 y 33 dias no se detecta
actividad para ninguna de las dos especies y se observa
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a los 40 dias un ligero aumento de la actividad asi como
alos 46 dias se observa una tendencia al aumento.

La Figura 2(B) muestra un aumento de la actividad
PPO para G. fasciculatum y A. scrobiculata a los ocho
dias, que en ambos casos no sobrepasan el testigo. Para
G. fasciculatum se observa una disminucion a los 15 dias,
gue se logra a los 22 dias para A. scrobiculata. Para
G. fasciculatum se observa un aumento ligero de activi-
dad a los 26 dias. Alos 30 dias se observa un aumento
de actividad que sobrepasa al testigo para la especie
A. scrobiculata, mientras que en el caso de G. fasciculatum
la actividad no se detecta. Para G. fasciculatum hay un
ligero incremento en el dia 40 y a partir de este una ten-
dencia a la disminucién de la actividad.

No se conoce con exactitud la localizacion de las
PPO en el tejido vegetal, aunque se han detectado en
cloroplastos, mitocondrias y microcuerpos. Los produc-
tos de reaccion de estas enzimas son altamente reactivos
y téxicos a patdgenos, ya que pueden inhibir el creci-
miento de los hongos o la actividad de las enzimas
hidroliticas (19). Participa, ademas, depositando com-
puestos fendlicos como la lignina (20).

Como se menciona para PO, los HMA son incapa-
ces de degradar las paredes reforzadas por lignina, lo
cual indica que para el establecimiento exitoso de la co-
lonizacidn, los niveles de la enzima deben ser bajos en
los primeros estadios; en este experimento se observa
gue en el caso de las especies G. fasciculatumy A. scrobiculata
se da esta premisa. Sin embargo, se encontraron niveles
de PO elevados para esta Ultima especie. Esto sugiere
gue la especie més favorecida es G. fasciculatum.

Para las otras especies la colonizacion se estable-
ce, dado como se discutié para PO por el intercambio de
sefiales que debid ocurrir entre los simbiontes para per-
mitir el reconocimiento planta-HMA, conociendo que la
interaccion es altamente compatible.

Resultados similares se obtuvieron para la especie
G. fasciculatum (17) en el estudio que se menciona ante-
riormente.

A los 30 dias se observa un aumento paratodas las
especies excepto G. fasciculatum. Si se considera que
esta es la especie mas compatible para el cultivo del
tomate, es de esperar que los niveles de actividad se
mantengan bajos durante esta etapa de crecimiento, ya
gue el aumento de esta enzima podria producir una dis-
minucién en los niveles de colonizacion, dada la produc-
cion de metabolitos téxicos que podrian afectar el creci-
miento del hongo.

A los 40 dias se observa un ligero incremento de la
actividad, que puede estar relacionada con los procesos
de floracion y maduracion de las plantas (21). Aunque se
ha descrito poco el papel de esta enzima en la interaccion
planta-hongo, incluyendo HMA, el interés se centra en
su participacién en procesos metabdlicos vegetales. No
obstante, por sus caracteristicas y funciones, algunos
autores la relacionan con la resistencia inducida frente a
patégenos (7).
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Si se considera que entre los primeros efectos
detectables de la interaccién con patdégenos estéa la in-
duccion del estallido oxidativo, el cual produce entrecru-
zamiento de las proteinas de la pared celular y la subse-
cuente fortificacion de esta (22), entonces sera beneficio-
so para el hongo que los niveles de ambas enzimas sean
bajos al comienzo de la colonizacién, con el fin de garan-
tizar que esta sea exitosa (17).

Andlisis de la expresion de isoenzimas. A partir de los
resultados de actividad enzimética descritos anteriormen-
te, se realiz6 el estudio isoenzimatico para PO y PPO
los dias 5, 8, 15, 30, 33y 43 donde se observo actividad.

Las Figuras 3 y 4 muestran las isoenzimas
peroxidasas y polifenoloxidasas respectivamente, presen-
tes en las raices de los cinco tratamientos evaluados. En
ambos casos, se observan variantes isoenzimaticas de
diferente movilidad electroforética con diferencias en cuan-
to a su aparicién en el tiempo y su intensidad.

A

b dias ‘ 8 dias

Nm G.c Gela Gf Nm Ge G.ela Gf Asc

El estudio isoenzimético de peroxidasas a los cinco
y ocho dias (Figura 3A) muestra siete bandas, cinco de
mayor intensidad (1, 2, 3, 4y 7) y dos menos intensas
(5y 6). Laintensidad de las bandas a los ocho dias resul-
té mayor que a los cinco dias, coincidiendo con las acti-
vidades encontradas.

El dia 15 se aprecian, para el testigo y G. clarum,
igual nmero de bandas (7) y una banda diferencial para
G. clarum, A. scrobiculata se diferencia en una sola ban-
da de las antes mencionadas. Por su parte, G. fasciculatum
presento una sola banda (Figura 3B).

El dia 30, G. fasciculatum se diferencia de
A. scrobiculata en tres bandas, pero las bandas de esta
Ultima especie se igualan con el testigo no micorrizado,
excepto por una banda (d), que aparece al final del gel;
en G. fasciculatum aparecen cuatro bandas que se apre-
cian en el testigo (1, 2, 4 y 5) y una banda diferencial
(Figura 3B).
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15 diaz
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—4
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Nm: Testigo sin micorrizar

G.c: Glomus clarum

G.cla: Glomus claroideum

G.f: Glomus fasciculatum

A.sc: Acaulospora scrobiculata

Figura 3. Isoenzimas peroxidasas expresadas en raices de tomate control e inoculadas con cuatro especies
de hongos micorrizicos arbusculares
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A

Ddias
Nm G Gela Gf

B dias
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33 dias
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thaola G4 Aso G0 Gola G0 Ase

M (i
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Nm: Testigo sin micorrizar

G.c: Glomus clarum

G.cla: Glomus claroideum

G.f: Glomus fasciculatum

A.sc: Acaulospora scrobiculata

Figura 4. Isoenzimas polifenoloxidasas expresadas en raices de tomate control e inoculadas con cuatro
especies de hongos micorrizicos arbusculares

El dia 33, para G. fasciculatum se inducen las mis-
mas bandas que en el testigo a los 15 dias y se induce,
ademas, una banda diferencial que solo aparece este dia
para esta especie (Figura 3B).

El dia 43 se aprecian diferencias en la induccién de
isoenzimas para las cuatro especies, pero no aparecen
bandas diferenciales en ninguno de los tratamientos
(Figura 3C).

El estudio isoenzimatico de polifenoloxidasas
(Figura 4A) muestra seis bandas claras en todos los tra-
tamientos a los ocho dias, mientras que el dia 5 no se
aprecian bandas, coincidiendo con los resultados obteni-
dos en actividad.

Alos 15 dias no se aprecia induccion de isoenzimas
para el caso de G. fasciculatum y A. scrobiculata, mien-
tras que G. clarumy G. claroideum muestran seis bandas,
cada una con menos intensidad que el dia 30 (Figura 4B).
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El dia 30, G. clarum y A. scrobiculata inducen igual
numero de isoenzimas (6), mientras que G. claroideum
solo induce cuatro bandas, todas de baja intensidad y
G. fasciculatum no presenta induccion (Figura 4B).

Alos 33 dias, G. fasciculatum y G. clarum inducen
siete bandas, mientras que no se aprecia en las otras
especies. En el dia 43 no se aprecia induccién para nin-
guno de los tratamientos en estudio (Figura 4C).

La actividad de estas isoenzimas parece aumentar
con la edad de la planta, lo cual se ve mas acentuado en
las plantas no micorrizadas.

Ademas del papel de la defensa de peroxidasa y
polifenoloxidasa (7), estas estan muy relacionadas al
desarrollo de otros estadios fisiolégicos de la planta (23),
como la respiracion, las diferentes reacciones oxidativas,
la peroxidacion lipidica y el estrés abiético.
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Los patrones electroforéticos obtenidos (Figuras 3y 4)
estan en correspondencia con la dinamica de induccion
de peroxidasas y polifenoloxidasas (Figuras 1y 2), coin-
cidiendo la intensidad de las bandas con los valores de
actividad observados en cada tratamiento.

Lainduccién de peroxidasas y polifenoloxidasas se
considera, por lo general, parte de una respuesta de de-
fensa no especifica iniciada después del ataque del pat6-
geno, pero también una consecuencia de varias altera-
ciones fisico-quimicas y medioambientales (7). Algunos
autores (24) observaron aumentos en las peroxidasas 'y
fitoalexinas en plantas infectadas por HFMA, confiriéndo-
le resistencia contra patdégenos.

Cuando la colonizacién por hongos MA tiene éxito,
se presentan estrategias fungicas de autocamuflaje, como
pueden ser algunas modificaciones de la pared, impor-
tantes durante el proceso de colonizacién y la represién
de los mecanismos de defensa inducidos por la planta (25);
ademas, existen autores que aseguran que la planta hos-
pedera influye de alguna manera en la organizacién, mor-
fologiay composicion de la pared de hongos MA, cuando
estos se desarrollan dentro de los tejidos radicales (16).
A pesar de que en este estudio la induccion se mantuvo
casi hasta el final del experimento en algunas de las es-
pecies, las plantas resultaron colonizadas como se apre-
ciaenla Tabla | y esto puede ser debido a la comunica-
cidn gendémica que existe entre los simbiontes, por lo
cual en la dindmica se aprecia que tanto los niveles de
actividad como la induccion de isoformas de estas dos
enzimas son diferentes en cada caso y que se induce
para algunas de las especies isoformas especificas de la
simbiosis. En estudio realizado con dos especies de HMA
en la interaccion con tomate de la variedad INCA-17, se
detect6 unaisoforma nueva de peroxidasay la relacionaron
con la compatibilidad de las especies con el cultivo (17).

Puesto que las peroxidasas y polifenoloxidasas pue-
den desempefiar distintas funciones en los complejos
procesos que suceden a la entrada de un microorganis-
mo en la planta, tanto a nivel de reconocimiento como de
posible reaccion defensiva, no es facil especular sobre la
funcion de las distintas isoformas con los datos disponi-
bles. Los cambios detectados si revelan la sensibilidad
de los sistemas isoenziméticos de peroxidasas y
polifenoloxidasas en la planta y el hecho de que estas
actividades se afectan localmente por la colonizacién de
un hongo micorrizico, y que el efecto es distinto segun el
HMA implicado. Resultados similares han sido presenta-
dos anteriormente (13).

En general, hay evidencias que indican que por ac-
cién del elicitor en etapas tempranas de la micorrizacion,
la respuesta de defensa es generalmente menos vigoro-
sa que en interacciones planta patégeno (26, 27) y a
menudo completamente suprimida, en particular en eta-
pas tardias de la interaccion. Se especula que esto es
debido al propio HMA, el cual impide el reconocimiento
del elicitor (28).
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Los HFMA pueden inducir la expresion de genes
estructurales, genes simbiéticos y genes defensivos. En
la actualidad es dificil distinguir el rol que desempefian
los genes estructurales y defensivos, ya identificados, en
el establecimiento de las MA funcionales.

En cualquier caso, se aprecia que la induccién de
los sistemas en estudio resultd, de forma general, mas
alta en los inicios de la colonizacién que en etapas avan-
zadas, lo que indica una supresion o comunicacién efi-
ciente entre los genomas de la planta y la especie de
HMA en cada caso. Algunos investigadores (16) plantean
que una vez establecido el hongo MAy por tanto la colo-
nizacion, los cambios fisiolégicos que ocurren asi como
las modificaciones estructurales son un indicativo de la
comunicacién gendmica que existe entre los simbiontes,
lo que permite la compatibilidad celular y funcional

CONCLUSIONES

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

La induccién de enzimas relacionadas con la defensa
en plantas de tomate de la variedad Amalia por la es-
pecie G. fasciculatum resultd ser muy similar, en los
primeros dias de la dinamica, a los patrones de induc-
cién encontrados para esta especie en la variedad
INCA-17.

Las especies G. fasciculatum y A. scrobiculata resul-
taron las que inducen mayores niveles de activacion
de las enzimas estudiadas en el cultivo del tomate
variedad Amalia.

Se pudo apreciar la induccién de isoformas especifi-
cas para la colonizacion micorrizica en los analisis
isoenzimaticos de peroxidasas, no asi para
polifenoloxidasas.
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