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INDUCCION DE B-1,3-GLUCANASAS Y QUITINASAS
EN PLANTULAS DE TOMATE POR HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES Y SISTEMINA

Blanca M. de la Noval®, E. Pérez, V. Olalde, J. P. Délano y N. Martinez

ABSTRACT. During early colonization stages of L. esculentum
by Glomus clarum and systemin addition, pathogenesis-related
proteins (B-1,3-glucanases and chitinases) were determined.
Assays were developed in a growth chamber. The basal
expression of these enzymes was observed in L. esculentum.
In relation to B-1,3-glucanase expression, a variety effect in
tomato was found on activity level, in this case var. “Amalia”
was better than “Fire River”. A transitory increase of (-1,3-
glucanase activity in roots of var. “Fire River” was induced by
systemin at 2-day-post-germination and the increase was
rapidly attenuated. A second peak of the activity induction of
this enzyme was observed and could be possibly related to
fungal intensity on root (Visual Density percentage). Even
though an increased activity on foliar tissue was not observed,
when studying the combination of systemin and mycorrhizal
arbuscular fungi, a synergical effect was found, promoting a
chinolytic activity in colonization of tomato var.“Fire River”,
but this promotion was not observed when systemin was used.
A new synergical effect between systemin and G. clarum was
observed in the mentioned combination. The possible
induction of systemin response is indicated for the results
which could contribute to the systemic effect observed against
pathogens.
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INTRODUCCION

Las micorrizas arbusculares (MA) constituyen la re-
lacion simbidtica més extendida sobre la tierra; esta se
forma entre hongos del suelo del orden Endogonalesy el
95 % de las plantas terrestres con las que han
coevolucionando desde sus origenes. En esta relacion,
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RESUMEN. En el presente trabajo se determind la expresion
de proteinas relacionadas a patogenicidad (-1,3-glucanasas
y quitinasas), en las etapas tempranas de colonizacion de rai-
ces de L. esculentum inducidas por Glomus clarum y sistemina
(44.06 nM, 30 mL.maceta™), para lo cual se llevaron a cabo ensa-
yos a nivel de cAmara de crecimiento. Se encontro que en
L. esculentum se produce la expresion basal de las enzimas
[-1,3-glucanasas y quitinasas. En cuanto a la expresion de las
-1,3-glucanasas, se encontré un efecto varietal en tomate
sobre el nivel de actividad, donde la var. “Amalia” supera a
“Rio Fuego” en la intensidad de la respuesta. En la var. “Rio
Fuego” la sistemina indujo un incremento transitorio de la ac-
tividad de -1,3-glucanasas en raiz, a los dos dias posteriores
a la germinacion, el que fue rapidamente atenuado. En esta
variedad se observa, ademas, un segundo pico de induccion
de la actividad de p-1,3-glucanasas, el cual posiblemente se
debid al incremento de la intensidad del hongo en la raiz, que
coincide con el porcentaje de DV observado. En el tejido foliar,
a pesar de que no se observa incremento de la actividad, cuan-
do se estudi6 la combinacion sistemina-hongo MA, se encon-
tré un efecto sinérgico. En la var. “Rio Fuego”, la colonizacion
con G. clarum en las raices del tomate promovié un incremento
de laactividad quitinolitica, la cual no se observé con la aplica-
cion de la sistemina. Nuevamente se encontrd un efecto sinérgico
entre la sistemina y G. clarum. Estos resultados nos indican la
posible induccion de una respuesta sistémica, que podria contri-
buir al efecto protector sistémico observado contra patdégenos.

Palabras clave: Glomus clarum, Lycopersicon esculentum,
Beta-glucanasa, quitinasa, micorrizas
arbusculares vesiculares

se produce transporte de nutrimentos, beneficiando a
ambos simbiontes, donde la planta le transfiere
fotosintatos al hongo a costa de la adquisicion de com-
puestos minerales del suelo, a través del micelio
fangico (1, 2, 3).

Se ha planteado que en el establecimiento de las
micorrizas se producen interacciones, donde deben par-
ticipar sefiales que se intercambien entre la planta y el
hongo (4). Se ha encontrado que en plantas micorrizadas
se produce una respuesta transitoria, similar a la produ-
cida por patégenos, como la acumulacién de proteinas
relacionadas a patogenicidad, las que son atenuadas a
medida que avanza la colonizacién (4, 5, 6).
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Por otra parte, en la Gltima década ha sido identifica-
da en Solanaceaes la participacion de un polipéptido de
18 amino&cidos involucrado en mecanismos de defensa,
el cual induce una respuesta sistémica, que se genera
como respuesta al ataque por herbivoros y dafio mecéani-
co (7). Este polipéptido se aisl6 a partir de hojas de plan-
tas de tomate gracias a su capacidad de inducir la acu-
mulacién de inhibidores de proteasas; sin embargo, ac-
tualmente se conoce que la actividad inductora se ex-
tiende a la expresion de por lo menos 19 proteinas, entre
las que se inducen endo- y exo-proteasas, proteinas que
participan en las vias de transduccién de sefiales y otras
proteinas de las cuales se desconoce aun su funcién en
la defensa de las plantas (7, 8).

El siguiente experimento se desarroll6 con el objeti-
vo de determinar la influencia de las MA y el polipéptido
sistemina sobre la induccion de PRs (8-1,3-glucanasay
quitinasa) en plantulas de tomate en condiciones contro-
ladas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidon del material vegetal. Como modelo de estudio
se emplearon dos variedades de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill), la var. “Amalia”, obtenida por el Depar-
tamento de Mejoramiento Genético del Instituto Nacional
de Ciencias Agricolas (INCA), La Habana, Cuba (9) y la
variedad mexicana “Rio Fuego”, de la Compafiia Bonan-
za Seeds, EUA.

Las semillas fueron esterilizadas superficialmente
mediante el protocolo presentado por Becard y Piché (10)
para la esterilizacién de esporas, con las siguientes mo-
dificaciones: hipoclorito de sodio al 10 % por 10 min,
Tween 20 (0.05 %) mas Cloramina T (2 %) en relacion
1:1 por 10 min, lavar de tres a cinco veces con agua des-
tilada estéril, Cloramina T (2 %) por 5 min, tres veces,
estreptomicina (1 %) y gentamicina (0.5 %) en relacion
1:1 por 30 min. Finalmente se realizan de tres a cinco
lavados con agua destilada estéril. Después de este pro-
cesamiento las semillas quedaron listas para su siem-
bra. Se sembraron 30 plantas por maceta, donde cada
maceta constituy6 una observacion.

Como inéculo micorrizico arbuscular (MA) se selec-
cionod la especie Glomus clarum Nicolson & Schenck,
conformado por raicillas infectadas y esporas, el cual fue
producidoy certificado por el Grupo de Micorrizas del INCA
(25 esporas/gramo de suelo fresco y 92 % de infeccion
micorrizica). La inoculacion se realizé sobre el sustrato
(termolita), antes de la siembra, a razon de 5 g/maceta.
Se emplearon macetas de 250 g de capacidad.

Las macetas se mantuvieron en bandejas embebi-
das en solucidn nutritiva con concentracion de 22 ppm
de P, con la siguiente composicién (g.L™); KNO, 0.404;
MgSO,.7H,0, 0.038; Ca(NO,),.4 H,O, 0.944;
NaH,PO,H,O, 0.0986; MnSO,HO, 0.0017;
CuSO,.5.H,0, 0.0003; ZnSO,.7 H,0, 0.0003; H,BO,
0.0031; NacCl, 0.0059; (NH,).Mo_O,,.4H,0O, 0.0009;

FeCGHSOI 0.0245; &cido citrico, 0.0245 y luego diluida en
proporcién 2:1 con agua destilada, para obtener una con-
centracion final de 14.6 ppm de P.

La sistemina fue aplicada posterior a la emergencia
de las plantulas, a razén de 30 mL.maceta™ a una con-
centracion de 44.06 nM. Para ello se suspendié el sumi-
nistro de la solucion nutritiva, previamente a la aplica-
cion, el cual no se le restablecié hasta un dia después,
con el fin de asegurar que se hubiera absorbido toda la
solucién.

Las plantulas fueron mantenidas en camara de cre-
cimiento, en condiciones controladas, con fotoperiodo de
8h de oscuridad a 16°C y 16h de luz a 28°C y una inten-
sidad de 200-300 mE.m?.seg™

El experimento se desarrollé mediante un disefio
completamente aleatorizado con tres réplicas conforma-
das por 60 plantulas cada una, realizandose dos repeti-
ciones en cada tiempo. Los tratamientos quedaron con-
formados del modo siguiente: Control sin inocular (CM-),
Control micorrizado (CM+), Sistemina sin inocular (SM-)
y Sistemina micorrizada (SM+).

Se empled un disefio completamente aleatorizado y
los datos fueron analizados estadisticamente mediante
el andlisis correspondiente y las medias comparadas
mediante la prueba de Diferencia Minima Significativa
(DMS).

Muestreo y evaluacién. Los muestreos se efectuaron a
diferentes dias posteriores a la induccién. El material ve-
getal fue separado por 6rganos para ser conservado en
formas diferentes segun su destino; muestras de hojasy
raices fueron maceradas en nitrégeno liquido y liofilizadas
para las determinaciones enziméticas. Por otra parte,
muestras de raices fueron secadas a 70°C para la deter-
minacion del establecimiento de la simbiosis micorrizica.
Disefio y analisis estadistico. Se empled un disefio com-
pletamente aleatorizado con tres observaciones. Los da-
tos obtenidos fueron procesados por analisis de varianza
de clasificacion simple, comparandose las medias por el
Test de Duncan.

Determinacion del establecimiento de la simbiosis
micorrizica. Las raicillas secas a 70°C fueron tefiidas
mediante el método descrito por Phillips y Hayman y eva-
luadas por el método de los interceptos “Grin line intersect”
desarrollado por Giovanetti y Mosse, mediante el cual se
determiné el porcentaje de colonizacién micorrizica. El
porcentaje de Densidad Visual (% DV) o intensidad de la
colonizaciony el célculo del peso del enddfito se realizé
segun metodologia descrita por Herrera (11).
Determinacion de las actividades enziméticas
Preparacién de los extractos. Para la obtencién de los
extractos se pesaron 10 mg de raiz liofilizada y 15 mg de
hoja, en tubos Eppendorf de 1.5 mL a los que se le afia-
dieron 500 uL de regulador de acetato de sodio, 50 mM
pH 5.5. Las muestras se homogenizaron en vortex y pos-
teriormente se centrifugaron a 12 000 g por 30 min a tem-
peratura ambiente, recuperandose el sobrenadante.
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Para determinar la influencia del método de precipita-
cién sobre la actividad enzimética, se procesaron mues-
tras de los controles no micorrizados (M-) de la var. “Amalia”
a diferentes tiempos de muestreo, para lo cual se com-
pararon los métodos siguientes: i) precipitacién salina con
(NH,),SO,, del que se afiadieron 0.63 g por 500 uL de
sobrenadante. Después de disolver bien la sal se incub6
de 4-16 ha4°Cyluego se centrifugd a 12 000 g por 30 min
a temperatura ambiente; ii) precipitacion con acetona, la
cual se afiadié a razén de dos volumenes por un volumen
de extracto. La mezcla se homogenizé y se incubé una
noche a -20°C, para finalmente centrifugarlaa 12 000 g
por 1 h en cuarto frio. Los precipitados se resuspendieron
en 100-200 pulL de regulador de acetato de sodio, 50 uM
pH 5.5, constituyendo los extractos proteicos. A los ex-
tractos se les determiné la actividad p-1,3-glucanasa,
como se describe posteriormente en este acapite, como
método de monitoreo.

Determinacién de la concentraciéon de proteina. Para la
determinacion de la concentracién de proteinas se em-
pleé el Ensayo de Proteina de Bio-Rad (Bio-rad
Laboratories) basado en el método de Bradford. Este
método utiliza el principio de “dye-binding” para cuantifi-
car proteinas, mediante una solucion acida de Azul de
Coomassie® Brillante G-250. De los dos métodos reco-
mendados por el fabricante para el ensayo, se seleccio-
né el protocolo para placas de microtitulo, con la siguien-
te modificacion: se preparé una dilucién 1:4 con agua
desionizada del reactivo de tincion concentrado, al mo-
mento de utilizarla, conservandose a temperatura ambien-
te. Para la curva estandar se prepararon cinco diluciones
de BSA, con las concentraciones de 0.05-0.5 mg.mL™.
Para la determinacién se tomaron 20 uL de la muestray
de los estandares por duplicado, a los que se les adicio-
naron 400 uL del reactivo de tincién diluido y la mezcla,
para luego homogenizarlos en vortex. La incubacion se
realiz6 a temperatura ambiente por 5 min, a partir de los
cuales se leyé absorbancia a 595 nm en un periodo de
5 a 30 min medidos a partir del momento que se aplico el
reactivo de tincion.

Ensayo de la actividad de B-1,3-glucanasa. Para la
cuantificacién de la actividad enzimética se emple6 el
método de microplaca descrito por Zheng y Wozniak (12),
para el cual se emplearon placas de polipropileno
autoclavables Nunc®96 (Catalog No. 506112-07; PGC
Scientific, Gaithersburg, MD, USA). Los ensayos se rea-
lizaron con las siguientes modificaciones: de los extrac-
tos proteicos se tomaron 10 uL por cuatriplicado, de los
cuales dos se emplearon para el ensayo de la actividad y
dos como controles. Para el desarrollo de la actividad se
afiadieron 20 uL del sustrato (laminarina 0.4 % w:v) a los
pocillos de ensayo. Posteriormente la microplaca se tapo,
se cubrié con papel aluminio y se agit6 ligeramente en
vortex. La incubacion se realizé a 37°C, durante 20 min,
deteniéndose la reaccién mediante la colocacion de las
placas sobre hielo en un cuarto frio, por 20 min. Para el
revelado se empled el reactivo de cobre (solucion A) y la

neocuproina (solucién B), preparadas segin Zheng y
Wozniak (12). En los pocillos se afadieron 100 uL de
cada solucién. En los que contenian los controles de las
muestras se adicionaron, ademas, los 20 uL del sustrato.
La placa envuelta en papel aluminio se introdujo en una
bolsa sellada “Ziploc Brand” y se hirvi6 en bafio de agua,
precalentado aproximadamente a 99°C, por 10 min. Fi-
nalmente se enfrié sobre hielo en un cuarto frio y se ley6
la absorbancia a 450 nm.

La curva estandar de glucosa se preparé con diferen-
tes concentraciones comprendidas entre 2-80 pug.mL*, por
duplicado, poniendo 30 uL.pocillo™, siguiendo el mismo
procedimiento descrito, a partir del paso del revelado de
la actividad.

Ensayo de la actividad de quitinasas. Se emple6 el méto-
do descrito por Villagémez-Castro (13), el cual se basa
en la accién de las quitinasas sobre el 4-Metillumbeliferil
B-D-N,N",N" triacetilquitotriosido (4-MU(Ch)_, a partir del
cual se produce la liberacion de un residuo fluorescente.
Las lecturas se realizaron en un espectrofluorémetro, para
lo cual se empleé la longitud de onda de excitacion de
350 nmy la de emisién de 440 nm. Para la curva se em-
ple6é como estandar la 4-Metilumbeliferona (MU) 10 mM
disuelta en metanol, a las concentraciones de 0.1-0.8 uM.

RESULTADOS

Determinacion de la colonizacidn micorrizica. Los resul-
tados de colonizacién micorrizica (porcentaje de coloni-
zacion) se presentan en la Figura 1, los cuales no mos-
traron diferencias significativas al ser comparadas por el
andlisis de varianza correspondiente.
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Figura 1. Porcentaje de colonizacién MA obtenido
en plantulas de tomate var. «Rio Fuego»;
solo se presentan los tratamientos inoculados

Es importante resaltar que a los dos dias de evalua-
cion ya se detecta la presencia del hongo en raiz, por lo
que las respuestas observadas en los tratamientos ino-
culados es debido a la simbiosis, en sus estadios inicia-
les. Se observg, ademas, que la sistemina no tuvo efecto
negativo sobre el establecimiento de la simbiosis, al ser
comparados con el tratamiento control, lo cual resulta
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importante, pues no hubo efecto antagdnico del polipéptido
sobre la simbiosis.

Asi mismo, los niveles de colonizacion fueron rele-
vantes (30-40 %), si se tiene en cuenta que estos son
valores que se alcanzan en plantas de tomate adultas.
En los tratamientos donde no se inoculé con el hongo
MA, no se detect6 la presencia fingica en la raiz (datos
no mostrados). Esta ausencia era esperada pues se tra-
bajé con un sustrato artificial, libre de posibles propagulos,
y, ademas, las semillas se desinfectaron superficialmen-
te antes de la siembra.

La Figura 2 muestra los resultados del % DV,
parametro que permite la cuantificacion de la intensidad
de la colonizacién micorrizica arbuscular. Este método
mostrd que tampoco existen diferencias estadisticamente
significativas, entre las raices de plantas micorrizadas y
las de las plantas a las cuales se les aplicé la sistemina.
En forma general, no se observa un efecto importante
entre los tratamientos, ya que se obtienen niveles bajos
de colonizacién micorrizica, menores al 1.5 % de ocupa-
cién, lo cual es de esperar ya que se encuentran en esta-
dios iniciales del establecimiento de la simbiosis.

1.8 4
1.6 4 O Control

1.4 | HE Sistemina

1.2 4

1 4
0.8
0.6
0.4
0.2

0 ,

%

2 4 6 8
Dias
Figura 2. Densidad visual o intensidad de la coloni-
zacion MA obtenidas en plantulas de to-
mate var. «Rio Fuego»; solo se informan
los tratamientos inoculados

Determinacién de la actividad enzimética in vitro
Comparacién de los métodos de precipitacion de proteina.
Con el objetivo de obtener extractos proteicos que con-
servaran buena actividad enzimatica, se procedié a la com-
paracion de dos métodos de precipitacion de proteina, tal
como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados
se muestran en la Figura 3. En esta se observo que la
precipitacion con (NH,),SO, produjo una disminucion del
50 % de la actividad especifica, en relacién con la obteni-
da con acetona, lo que indica que este método fue el
mas adecuado para conservar la actividad de estas
enzimas.

De forma adicional se determind la concentracion de
azucares reductores en los extractos obtenidos por am-
bos métodos de precipitacién, los cuales no mostraron
diferencias significativas (datos no mostrados).

Ensayo de la actividad de B-1,3-glucanasas. Al analizar
la actividad especifica de las 3-1,3-glucanasas en las dos

variedades de tomate, mediante el andlisis estadistico
como se indica en materiales y métodos, se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos estudia-
dos, para ambas variedades.
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Figura 3. Comparacién de métodos de precipitacion
de proteinas monitoreadas mediante la ac-
tividad de b-1,3-glucanasa en raices de to-
mate var. «Amalia», sin colonizacién
micorrizica. Las proteinas fueron precipi-
tadas con (NH,),SO, @)y acetona (#), como
se indica en Materiales y Métodos

La Figura 4 muestra la actividad especifica de ex-
tractos de raiz de la variedad «Rio Fuego», en los que se
muestra que existe un nivel basal, que se observé en las
plantas control (no inoculadas con el HMA, ni sistemina),
el que se incrementd subitamente a partir de los ocho
dias posteriores a la emergencia, para alcanzar un valor
de actividad de 0.496 ng de glucosa.mg™ de proteina. Por
su parte, en el tratamiento colonizado con HMA se pro-
dujo una ligera depresion de esta actividad, en relacion
con el control, la que se mantiene aun al octavo dia de
muestreo, a pesar de que se observé una ligera recupera-
cion (0.244 ng de glucosa.mg™ de proteina).

Por el contrario, la aplicacién de la sistemina produ-
jo una induccion rapiday transiente, la que se manifesto
como un pico de actividad a los dos dias posteriores a la
emergencia, de 1.041 ng de glucosa.mg™ de proteina, la
gue decay6 drasticamente al cuarto dia de muestreo.
Posteriormente, se observd un incremento, alcanzando
un nivel cercano al basal. Esta activacién temprana por
sistemina fue aln mas intensa cuando se combiné con
la colonizacion del HMA. En este tratamiento, se obser-
vO un segundo incremento en la actividad, el que se pre-
sento a los seis dias y fue ligeramente inferior al observa-
do el segundo dia, alcanzando niveles de actividad de
0.471 ng de glucosa.mg™ de proteina. Esta segunda ac-
tivacion pudo ser causada por la colonizacién del hongo
MA en la raiz. Estos resultados indican que la sistemina
podria estar potenciando la induccién temprana y local
de B-1,3-glucanasas por HMA en la fase de
precolonizacion.

Al analizarse la combinacion de ambos inductores
(HMA y sistemina), se observd un patron de induccion
completamente diferente al encontrado en los restantes
tratamientos. En este se produjo una induccion rapiday
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transiente, la que se manifesté como un pico de actividad
alos dos dias que superé en un 131 % a la inducida por
la sistemina y en un 477 % a la basal con niveles de
1.041 ng de glucosa.mg™ de proteina.
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Figura4. Actividad especificade las B-1,3-glucanasas
en raices de plantulas de tomate var. «Rio
Fuego»

Posteriormente, se observé un segundo incremento
de la actividad a los seis dias de 0.471 ng de glucosa.mg™
de proteina con una ligera tendencia a decaer a los ocho
dias con niveles inferiores a los obtenidos al inicio.

En el tejido foliar se detectd una respuesta similar
en las plantas control con colonizacién micorrizicay sin
ella con valores de 0.499 y 0.453 ng de glucosa.mg™ de
proteina, respectivamente (Figura 5). En el caso de las
plantas tratadas con sistemina se observo una activacion
al segundo dia, inferior a los niveles alcanzados por el con-
trol y por la micorrizacion, la que decay6 drasticamente al
cuarto dia, manteniendo el mismo patrén encontrado en raiz.
Posteriormente se produjo una segunda activacion que al-
canzé niveles mas bajos que los basales. Esta disminucién
no se observoé en las hojas de las plantas micorrizadas tra-
tadas con sistemina, donde por el contrario, se detectd un
claro pico de activacion, el cual fue mayor a cualquiera de
los otros, con actividad de 0.634 ng de glucosa.mg™ de pro-
teina. Esto podriaindicar que la sistemina, ademas de pro-
ducir la aparicién temprana de una respuesta de defensa
local en raices, podria, cuando se combina con la coloniza-
cién del HMA, estar potenciando la generacién de unares-
puesta sistémica, de aparicion mas lenta en hoja.

La Figura 6 muestra los resultados de la actividad de
B-1,3-glucanasas en la var. «<Amalia». Se observé una
marcada diferencia en los niveles de actividad, detecta-
dos en las raices de esta variedad, los que fueron al me-
nos 10-21 veces superiores a los informados en la var.
«Rio Fuego».

En esta variedad se observo, de igual forma, la ex-
presion de niveles basales, detectables a partir de los
seis dias, a los cuales alcanz6 niveles de actividad espe-
cifica de 4.617 ng de glucosa.mg™ de proteina a los ocho
dias de muestreo.

En el tratamiento colonizado con el HMA se produjo,
por el contrario, un rapido incremento de la actividad a los
dos dias (4.703 ng de glucosa.mg™* de proteina), el cual

fue mantenido hasta el octavo dia, con niveles que siem-
pre fueron superiores a los detectados en el control.
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Figura5. Actividad especificade las B-1,3-glucanasas
en hojas de plantulas de tomate var. «Rio
Fuego»
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Figura 6. Actividad especificade las B-1,3-glucanasas
en raizde plantulas de tomate var. <Amalia»

La similitud de las respuestas volvié a presentarse
en el tratamiento en el cual se aplicé la sistemina, ya que
se observé una rapida induccion de la actividad en esta-
dios tempranos a los dos dias (8.305 ng de glucosa.mg™
de proteina), donde a diferencia de la var. «Rio Fuego»
los niveles se mantuvieron hasta el sexto dia posterior a
la aplicacién del polipéptido, para luego decaer hasta ni-
veles similares al basal (3.656 ng de glucosa.mg™ de pro-
teina). El mismo efecto potenciador temprano fue obser-
vado en esta variedad cuando la sistemina se combino
con el HMA. En esta ocasion la induccion a los dos dias
lleg6 a alcanzar niveles 2.6 superiores a los obtenidos al
aplicar la sistemina de forma individual.

Como se observa los niveles de las -1,3-glucanasas
en L. esculentum estan fuertemente influidas por la varie-
dad, lo que se refleja, tanto en los niveles como en los
patrones encontrados, ya sean basales o inducidos por
los HMA y la sistemina.

Ensayo de la actividad de quitinasas

Los resultados de la actividad especifica de las
quitinasas detectadas en la var. «Rio Fuego» se mues-
tran en la Figura 7, en los cuales se encontraron diferen-
cias significativas entre los tratamientos estudiados.
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Fuego»

Un analisis de los tratamientos en conjunto sefiala
gue se presentd una tendencia similar en actividad
quitinolitica a la observada en el patrén de actividad de
las 3-1,3-glucanasas de la variedad “Rio Fuego”. En am-
bos casos se produjo un incremento inicial de la activi-
dad, el cual disminuy6 a los cuatro dias, para luego volver
aincrementarse a partir de los seis dias, donde se alcan-
zaron diferentes intensidades segun el tratamiento en
cuestion.

Result6 interesante observar una expresién basal de
esta enzima en el control sin inocular (M-), el que varié
durante los diferentes momentos de muestreo, donde se
observé una rapida elevacioén de la actividad en estadios
tempranos del desarrollo vegetal (dos dias), alcanzando
niveles de 0.757 nmol.min"t.mg™ de actividad. Posterior-
mente se observé una disminucion a los cuatro dias, para
luego producirse un segundo incremento a los seis y ocho
dias, con niveles de 1.397 y 2.145 nmol.min™.mg*de ac-
tividad quitinolitica, respectivamente. De acuerdo con la
tendencia observada, es posible que este incremento en
actividad continle mas alla del octavo dia, que fue nues-
tra Gltima medicion.

Por otra parte, se encontr6 que la colonizacién
micorrizica (M+) provocoé un ligero incremento de la acti-
vidad a los dos dias (0.954 nmol/min/mg) que luego deca-
y6 bruscamente en el cuarto dia (0.076 nmol.min™.mg™).
Sin embargo, a los seis dias se produjo una rapida induc-
cién de esta actividad que alcanz6 un maximo de
2.426 nmol.min*.mg™, para luego decaer a niveles infe-
riores al basal. Por el contrario, el tratamiento con la
sistemina no elevé los niveles de actividad por encima del
control no micorrizado con la posible excepcién de un ligero
aumento observado a los dos dias (1.059 nmol.min™.mg™).
Sin embargo, a los ocho dias produjo una depresién de la
actividad, la cual no pudo ser detectada.

Nuevamente se observo un efecto sinérgico entre el
hongo MA Yy la sistemina, manifestado por la potenciacion
de la respuesta temprana obtenida por la micorrizacion.
Esta activacion supero6 los niveles basales a los dos y
seis dias, a los cuales se detect6 un segundo pico de
induccién, con niveles de actividad de 3.124 y
2.554 nmol.min*.mg*, respectivamente. Este segundo
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pico, al parecer, no fue estimulado por la sistemina ya
gue fue similar en intensidad al obtenido por el tratamien-
to micorrizado.

En el tejido foliar se obtuvieron valores de actividad
mucho mas bajos que enraiz, hasta 16.8 veces (Figura 8).
Aligual que en raiz existe un nivel basal de expresion de las
guitinasas en hoja. Sin embargo, el patrén de expresién
durante el crecimiento varia, donde se detecté la actividad
en etapas tempranas (dos dias) que muestra un maximo a
los cuatro y ocho dias (0.193 y 0.165 nmol.min*.mg™,
respectivamente).

0.3
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Figura 8. Actividad especificade las quitinasas en hojas
de plantulas de tomate var. «Rio Fuego»

El tratamiento colonizado con el HMA mostr6 simi-
lar tendencia pero con niveles inferiores al basal, obteni-
do por al control, con actividades que van desde 0.070
hasta 0.178 nmol.min*.mg*, segln la edad de la planta.
La sistemina, por su parte, produjo depresion en la ex-
presién de esta enzima, excepto a los dos dias, a los que
se observa un ligero incremento de 1.328 nmol.min™.mg™*
de actividad. A diferencia de lo ocurrido con las -1,3-
glucanasas, en esta ocasion no se detecté la induccion
sistémica de quitinasas en tejido aéreo como resultado
de lainteraccidn sistemina-hongo MA, alcanzando a los
ocho dias de cultivo valores similares al basal
(0.195 nmol.mint.mg™).

DISCUSION

Es reconocido que la asociacion simbidtica denomi-
nada micorriza promueve el crecimiento de las plantas,
principalmente por elevar la adquisicién de nutrimentos,
la produccién de sustancias promotoras del crecimiento
y el mejoramiento de las condiciones de suelo; modificar
las propiedades bioquimicas y fisiologicas de la planta e
incrementar la defensa contra patégenos (11).

Como se mostré en las Figuras 6 y 8, la respuesta
de las B-1,3-glucanasas dependio de la variedad del to-
mate, diferencia que se observé tanto en los niveles
basales como en los inducidos por la acciéon del HMA 'y
la sistemina, siendo importante la presencia de la
sistemina por el efecto potenciador observado.

Nuestros resultados corroboran los obtenidos por
otros autores (14), quienes encontraron que las -1,3-
glucanasas exhiben una actividad basal en muchos teji-
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dos de plantas, a pesar de que también puede ser induci-
da durante infecciones patogénicas.

Estudiando la actividad de -1,3-glucanasas y
quitinasas en raices de alfalfa colonizadas por Glomus
versiforme, se ha encontrado que, curiosamente, estas
enzimas solo fueron localizadas en células que conte-
nian arbusculos (15), localizacién que fue confirmada por
Lambais y Medhy (6), quienes observaron la acumula-
cion de transcriptos de ambas enzimas en las células de
frijol colonizadas por Glomus intraradices, que contenian
arbusculos. Esta localizacion tan marcada de la activi-
dad de esta enzima podria ser la explicacion de los resul-
tados obtenidos en nuestro trabajo, ya que los muestreos
correspondieron a fases tempranas de la colonizacion,
demostrada por los porcentajes de DV, fases en las cua-
les aun no se han desarrollado estas estructuras (datos
no mostrados), lo cual coincide con otros informes (1).
Sin embargo, en la var. «<Amalia» se encontr6 que la
micorrizacién indujo respuestas de defensa en etapas
tempranas, manifestadas por la acumulacién de -1,3-
glucanasas y quitinasas.

En nuestros resultados encontramos la induccién de
la actividad quitinasa con la rapida atenuacién a los ocho
dias. Estudiando las respuestas de defensa generadas
durante el establecimiento de la simbiosis MA, se ha ob-
servado que estas son generalmente de menor nivel que
la inducida por las interacciones planta-patégeno. Tra-
tando de explicar este fenémeno, se postula un modelo
especulativo de los mecanismos de supresién inducidos
por las MA (4), segun el cual durante los primeros esta-
dios de la formacién de la simbiosis se produce la expre-
sion constitutiva de quitinasas en la planta, las que indu-
cen una respuesta de defensa atenuada. Mientras que
en estadios tardios ocurre la acumulacion de quitinasas
especificas inducidas exclusivamente por la micorrizacién,
las que inactivan completamente a los elicitores, por lo
gue eliminan las respuestas defensivas rapidas que dan
lugar a la sintesis de proteinas PR.

Varios autores informan la induccién de la actividad
guitinasa relacionada con etapas tempranas del estable-
cimiento de la colonizacién (16, 17, 18). De forma similar,
en este trabajo se muestra una induccion de estas du-
rante estadios tempranos, donde, segun los datos de la
evaluacion de la intensidad de la colonizacion, se esta
produciendo el contacto y la penetracién intrarradical. En
raices de Allium porrum micorrizadas con G. vermiforme,
se encontraron incrementos de la actividad de quitinasa,
inducida en los primeros estadios de la formacion de la
MA, la que decreci6 cuando la simbiosis fue totalmente
establecida (17). Similares resultados fueron obtenidos
en alfalfa colonizada con G. intraradices (18).

Se observé que existe actividad basal de las -1,3-
glucanasas y de las quitinasas en raiz, la cual se
incrementd gradualmente del segundo al octavo dia. Este
comportamiento sugirié que estas enzimas, en especial
las quitinasas, podrian estar inducidas en procesos de
desarrollo y diferenciacién de las raices en esta etapa
tan temprana de desarrollo (19).
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Se ha encontrado que la sistemina esté involucrada
en la expresién de genes de defensa, como respuesta al
ataque por herbivoros y dafio mecéanico, donde su estu-
dio ha sido concentrado en hojas (7), se induce la acu-
mulacién de inhibidores de proteinasas y de por lo me-
nos 19 proteinas mas, asi como de otras proteinas, cuya
funcién en la defensa de las plantas es alin desconocida
(8). Sin embargo, no ha sido abordada su actividad biolé-
gica en raiz, ni su relacién con otras interacciones plan-
ta-patégeno o planta-simbionte. En nuestro caso, se en-
contrd que la aplicacion de la sistemina indujo un incre-
mento transitorio de la actividad -1,3-glucanasas y
quitinasa en raiz, proteinas que se encuentran mas rela-
cionadas con respuestas de defensa contra patégenos
gue contra insectos.

La aplicacion de la sistemina tuvo un efecto negativo
retardado sobre estas enzimas, llegando a inhibirlas com-
pletamente a los ocho dias. El mecanismo mediante el
cual la sistemina ejerce este efecto se desconoce, pero
podria estar asociado en cierta medida con el antagonis-
MO que en ocasiones se presenta entre las respuestas
defensivas generadas contra dafio mecanico e insectos
masticadores, que dependen de la sistemina y el acido
jasménico, y las respuestas generadas contra
microorganismos patdgenos, entre las que se producen
quitinasas y glucanasas, muchas de las cuales depen-
den de acido salicilico (11).

Como ya se indico la diferencia de lo observado en
las Ultimas etapas del experimento (seis y ocho dias), la
sistemina indujo un ligero aumento de la actividad de
quitinasas y glucanasas al segundo dia, que se amplifico
claramente en presencia del HMA, lo que indic6 que la
sistemina ejercié un efecto potenciador de esta respuesta.
Un efecto similar fue informado por algunos autores (20),
quienes observaron que el pretratamiento de células en
suspensiones de L. esculentum variedad «Rio Grand
PtoR» increment6 entre 10 y 16 veces la intensidad de la
explosion oxidativa, inducida en estas células por la adi-
cion de oligosacaridos de origen fangico. Este efecto no
se produjo al emplear el analogo inactivo de la sistemina
(A-17), ni cuando se adiciond cicloheximida al medio, lo
que indicé que la respuesta es especifica para sistemina
y que esta requeria de la sintesis de novo de proteinas (11).

El efecto sinérgico de la sistemina sobre la induc-
cion de respuestas defensivas en las fases de la coloni-
zacion micorrizica también se presenté en hoja, aunque
en forma mas retardada. Este efecto se manifesté como
una acumulacion de p-1,3-glucanasas en el follaje en el
octavo dia de evaluacién. Dicho resultado sugiere que la
generacion, el transporte y/o deteccién de una sefial, pro-
ducida por la interaccion raiz-HMA, es facilitada por la
presencia de la sistemina.

La obtencion de este efecto en dos variedades forta-
lece la propuesta que sugiere la existencia de un efecto
sinérgico entre la sistemina y el HMA en las fases inicia-
les de la colonizacidn, el que podria estar mediado por
sefiales generadas por el huésped y/o el HMA, las cua-
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les podrian actuar como sefales, capaces de regular las
respuestas de defensa en la planta, previamente al con-
tacto con la superficie radical.

Este fenémeno podria explicar en parte el efecto pro-
tector contra patdgenos observado frecuentemente en
plantas micorrizadas y que se manifiesta como una re-
sistencia sistémica, informada por diversos autores, quie-
nes encontraron que el efecto protector dependié del gra-
do de colonizacién por el HMA, donde solamente las plan-
tas con>50 % de colonizacién MA indujeron proteccién (11).

De forma general se plantea que, al parecer, existe
una co-regulacion de las actividades 3-1,3-glucanasay
quitinasa en diferentes condiciones de estrés, las que
son suprimidas durante algunos estadios del desarrollo
de la micorrizacion (21). Otros autores encontraron que
plantas transformadas de tabaco, las cuales expresaban
quitinasa y glucanasa, su efecto estaba regulado por la
colonizacion del simbionte micorrizico, asi como la ex-
presién de proteinas antifiUngicas, denominadas
defensinas (3). Diversos autores han estudiado la influen-
cia de las especies de HMA sobre la expresion de dife-
rentes actividades enzimaticas como -1,3-glucanasasy
quitinasas (22, 23), quienes coinciden en la posibilidad
de que exista una regulacion de estas enzimas por el
hongo en la simbiosis MA. Sin embargo, poco se ha ex-
plorado la influencia que pudiera tener el genotipo de la
planta sobre dicha regulacion.
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