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SINTESIS

La aplicacion de los hongos micorrizicos arblsculares (HMA) en los sistemas agricolas sostenibles
tiene potencial en la reduccion de las afectaciones producidas por patdgenos y proveen otros
beneficios entre los que se encuentran, incrementos en el crecimiento y productividad de las plantas,
mejoras en la nutricion del Fosforo y la tolerancia a la toxicidad de los metales. En este trabajo se
seleccionaron cepas de dos géneros de HMA, en base a la ocupacion fangica y la induccién de
enzimas de defensa destacandose las cepas Glomus hoi-like y G. mosseae por la rapidez en que
inducen estos mecanismos defensivos y por los niveles de ocupacion fangica, transitando en un
menor periodo de tiempo de la fase de estrés bidtico a simbionte. Se demostro ademas que estos
HMA no son inductores de respuesta sistémica adquirida en el cultivo del tomate, al no encontrarse
diferencias significativas en los niveles de activacion de los sistemas de defensa entre las plantas
micorrizadas y las testigo. Se observaron diferencias entre los aislados seleccionados en cuanto al
efecto de bioproteccion y la capacidad de aumentar resistencia y tolerancia frente a los patdgenos
estudiados resultando la cepa G. hoi-like eficaz contra los patdgenos foliares Alternaria solani y
Oidiopsis taurica, y de raiz, Phytophthora infestans, reduciendo la severidad de los dafios
provocados por estos patdgenos, en las condiciones de sustrato empleadas. No se observaron
efectos contra P. nicotianae. La cepa G. mosseae resultd ineficiente contra la mayoria de los
patogenos estudiados, aun cuando las condiciones ambientales y de fertilidad del sustrato no
difirieron para ambos aislados. Las enzimas estudiadas no estdn involucradas de forma
independiente con la disminucién de la severidad observada para los patdégenos estudiados, sino que
la bioproteccién contra estos microorganismos esta relacionada con los niveles centinelas de PR
proteinas que permite el condicionamiento rapido de la respuesta defensiva en la planta con la

consiguiente disminucion de la severidad de la enfermedad.
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INTRODUCCION

Por méas de 400 millones de afios las plantas han establecido una asociacién mutualistica conocida
como micorrizas arbusculares (Pazskowski, 2006). Aproximadamente el 80% de todas las plantas
terrestres, incluyendo la mayoria de las de interés agronémico son capaces de establecer esta
asociacion.

El establecimiento de la simbiosis requiere de un programa de desarrollo coordinado que involucra
la diferenciacién de ambos simbiontes para crear una nueva interfase dentro de las células de la
raiz (Harrison, 2005). Aunque las sefiales moleculares que permiten la comunicacion inicial aun
son desconocidas, estudios recientes apuntan hacia la existencia de estas (Harrison, 2005).
Ademas, dentro de la planta se inducen sefiales especificas de la micorrizacion que influyen sobre
el desarrollo de la raiz.

Los efectos benéficos de las micorrizas son ampliamente conocidos e incluyen mejoras en la
nutricion mineral, e incrementos en la capacidad para superar los estrés bioticos y abioticos a
través de una sofisticada red de sefiales (Fujita et al., 2006).

Entre las vias de sefiales que se establecen, el sinergismo y antagonismo proveen un potencial
regulatorio que permiten la induccion de mecanismos de defensa (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007).
En el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) se trabaja desde 1992 en la utilizacion y
extension de estos hongos en la nutricién vegetal en general y en la fosforada en particular,
contando con un sistema de recomendacion de cepas por tipo de suelo (pH, contenido de materia
organica y nivel de fertilidad) (Rivera et al., 2007), de forma tal que el cultivo sea eficientemente
micorrizado, asi como, en la tolerancia de las plantas micorrizadas al estrés de temperatura y en el
mejoramiento de las condiciones hidricas del cultivo (Dell Amico et al., 2002).

La aplicacion de los hongos micorrizicos en los sistemas agricolas ofrece ademas cierto potencial
en la reduccion de las afectaciones producidas por patégenos y proveen otros beneficios entre los
gue se encuentran, mejorar la nutricion fosforada (Paszkowski, 2007) y la tolerancia a la toxicidad
de los metales, entre otras (Hildebrandt et al., 2007).

El efecto de bioproteccién y la capacidad de aumentar resistencia o tolerancia, difiere entre
especies de HMA, pues no todas son efectivas frente a los diferentes patégenos, comportamiento
que estd modulado por las condiciones ambientales (Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Whipps, 2004;
Pozo y Azcdn-Aguilar, 2007).

Entre las causas que afectan los rendimientos del cultivo del tomate (Solanum lycopersicon) se
encuentran los dafios ocasionados por plagas, de las cuales, los producidos por especies de

Alternaria, Phytophtora y Oidium se consideran de gran importancia para el mismo.



Las enfermedades producidas por Alternaria sp. en solanaceas son de distribucion mundial y la
importancia del hongo esta dada por ser factor limitante en la produccién de papa (Solanum
tuberosum) y tomate, en las condiciones de elevada humedad de los tropicos. Alternaria solani
produce en tomate la podredumbre del cuello y el tizén temprano, que causa defoliacion de plantas
maduras y por tanto las mayores pérdidas de productividad (Castafio-Zacata y del Rio, 1994;
Plagas y enfermedades del tomate, 2006). Las semillas procedentes de frutos infectados pueden
transmitir la enfermedad a las plantulas, provocando el chancro del hipocotilo (Dillard et al., 1994;
Agrios, 2005). Todas estas alteraciones provocan la disminucion del rendimiento o la reduccion de
la calidad de los cultivos (Agrios, 2004).

Las algas del género Phytophthora son tipicas habitantes del suelo y causan una variedad de
enfermedades en diferentes tipos de cultivos, desde anuales y ornamentales, hasta cultivos
perennes. La mayoria de las especies causan pudricion de las raices, las plantulas, tallos y
tubérculos similares a los causados por Pythium sp. Todos estos sintomas aparecen en cualquier
region donde el suelo sea lo suficientemente himedo como para que el microorganismo pueda
crecer. En las plantas infectadas, el primer sintoma que se manifiesta es la desnutricion, por lo que
se debilitan rapidamente y se vuelven susceptibles al ataque de otros patdgenos.

La cenicilla polvorienta es una enfermedad causada por varios agentes entre los que se encuentra
la especie Oidium taurica que produce desecacion, necrosis de la hojas y tallos, con la consecuente
defoliacion de las plantas y pérdida de la productividad de los cultivos (Plagas y enfermedades del
tomate, 2006).

En los ultimos afios, la incidencia de Alternaria sp.y Oidium sp. se incrementé en Cuba, motivado
por inviernos humedos con temperaturas mas altas, debido al efecto del Cambio Climético ( Pérez,
2003; Martinez et al., 2006; Gomez, 2008).

El excesivo uso de insumos quimicos para controlar enfermedades es un problema importante en
los sistemas de produccion actuales (Cordier et al., 1998), por lo que se priorizan alternativas de
investigacion que favorezcan las practicas de manejo, compatibles con el medio ambiente y una
agricultura sostenible. Estos incluyen el uso de microorganismos beneficiosos tales como, los
hongos micorrizicos arbusculares que contribuyen a la reduccién de las enfermedades de la raiz
producidas por un nimero de patégenos del suelo (Barea et al., 2005).

Durante la evolucion, las plantas han desarrollado estrategias que les permiten reconocer a los
patogenos que las invaden y desencadenar una defensa exitosa (Staskawicz et al., 2001). Esta
respuesta se induce después del reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patdgenos
e incluye proteinas, péptidos, carbohidratos y lipidos (Zipfel y Felix, 2005). Entre estas proteinas,
las relacionadas con la patogenicidad (PR proteinas) son de gran importancia pues constituyen una

barrera defensiva contra el ataque de patdgenos y se inducen no solo por la infeccion con varios
2



tipos de patdgenos, sino también en respuesta al tratamiento con inductores, reguladores del
crecimiento, accion de compuestos metabdlicos y diversos agentes quimicos (Edreva, 2005; van
Loon et al, 2006).

Entre las PR proteinas mas estudiadas se encuentran las quitinasas (PR3) y glucanasas (PR2) que
participan en las respuestas de defensa activas de las plantas contra patdgenos fungicos. Estas
pueden degradar las paredes celulares de algunos hongos y restringen eficientemente el
crecimiento in vitro de estos (van Loon et al, 2006). Se considera ademas, que las quitinasas
pueden tener un papel importante en la micorrizacion dado que pueden participar en la
formacion/degradacion de arbusculos (Slezack, 1999; Dassi et al, 1998), regulando el desarrollo de
estas estructuras claves (Dumas-Gaudot, 1996), asi como se han observado cambios en la
estructura de la hifa intraradical, lo que soporta la teoria de que la accion litica de ambas enzimas
(quitinasas y B-1,3 glucanasas) permite que el hongo se establezca, al facilitarle la extension
intrarradical (Gollotte et al., 1997).

Aunqgue los HMA se emplean en la bioproteccion de algunos cultivos, son escasos los informes
sobre el efecto de especies diferentes en la induccion de proteccion frente a las diversos tipos de
patogenos que afectan los tejidos radicales y foliares asi como de los mecanismos de defensa que
se expresan bajo condiciones especificas de sustrato (Judelson, 1997; Lingua et al., 2002; Harrier
et al., 2004; Pozo y Azcén-Aguilar, 2007). En particular, para el caso de los patdgenos que afectan
el tejido aéreo, son muy escasos y recientes los informes existentes (Lingua et al., 2002; Fritz et
al., 2006; Pozo y Azcén-Aguilar, 2007).

Los principales resultados publicados sobre el tema demuestran solamente la influencia de una
cepa en la bioproteccion contra patégenos, pero no refieren la condicion de fertilidad del sustrato,
sin tomar en consideracion que la respuesta a la inoculacion con HMA y en consecuencia la
extension del desarrollo simbiético, depende de al menos tres factores: la cepa de HMA, el suelo y
los niveles de fertilidad de estos (Rivera et al., 2007), por tal razén el presente trabajo propone la
siguiente hipotesis:

Hipotesis: La induccion de mecanismos de defensa, locales y sistémicos, en plantas de tomate,
mediados por la colonizacion de diferentes especies de hongos micorrizégenos, en las condiciones
de sustrato donde ejercen su mayor capacidad asociativa puede contribuir a la proteccion contra el

ataque de patdgenos foliares y de raiz.



Obijetivo general: Demostrar que la induccién de mecanismos de defensa locales y sistémicos
mediados por la colonizacion de hongos micorrizicos, contribuye a la bioproteccion de las plantas

de tomate variedad Amalia.

Objetivos especificos:

1. Seleccionar cepas de HMA en base a la ocupacion fungica y actividad enzimética en raices de
plantas de tomate de la variedad Amalia, en condiciones de suelo mas productivo, en la que se
desarrolla la micorrizacion mas eficiente.

2. Caracterizar la induccion de proteinas relacionadas con la patogenicidad en plantas de tomate
de la variedad Amalia inoculadas con cepas de HMA mediante el estudio de su dindmica
temporal y espacial.

3. Evaluar el uso de la micorrizacion en la proteccion de plantas de tomate frente a patdégenos que

afectan al cultivo.

Novedad Cientifica: Se realizan aportes al conocimiento en aspectos relacionados con la dinamica
de induccion de mecanismos de defensa en plantas inoculadas con diferentes especies de hongos
micorrizdégenos arbusculares, demostrandose por primera vez que en la interaccion tomate-HMA
no se inducen respuestas sistémicas. Se demuestra que la cepa G. fasciculatum tiene efecto
bioprotector contra el ataque de patdgenos foliares y de raiz en el cultivo del tomate, reportandose
por primera vez su efecto contra O. taurica. Se demuestra por primera vez para la ciencia que
existe una relacién entre las dinamicas de ocupacion fangica y de induccion de mecanismos de
defensa por los HMA, lo que podria ser utilizado como marcador bioquimico en el estudio de las

interacciones planta-HMA.

Importancia tedrica: Este trabajo contribuye al esclarecimiento de la relacién que existe entre la
colonizacion micorrizica de plantas de tomate de la variedad Amalia y la induccion de
mecanismos defensivos. Otro aporte tedrico lo constituye la demostracion de que existen
diferencias entre cepas de HMA eficientes en la bioproteccion de enfermedades que afectan
diferentes tejidos de las plantas de tomate (S. lycopersicon, L.) variedad Amalia, en la condicion

de suelo donde se desarrolla la micorrizacion eficiente.

Importancia practica: Se demostré la diferenciacion de cepas de HMA, que se asocian con
similar intensidad, en la bioproteccion del cultivo del tomate contra el ataque de patdégenos que
afectan diferentes tejidos de la planta, que podrian ser aplicadas en ecosistemas agricolas

sostenibles con vistas a disminuir el uso de pesticidas quimicos y evitar el deterioro ambiental.
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1.1 Generalidades del cultivo del tomate

El cultivo del tomate (Solanum lycopersicon L.) requiere para su crecimiento temperaturas entre 10 y
26°C, humedad relativa baja y alta luminosidad. Se siembra preferentemente en suelos franco-
arenosos, retentivos, con buen drenaje y alto contenido de materia orgénica, profundos y con pH entre
5,8 y 6,5. Se encuentra entre las hortalizas de mayor consumo a nivel mundial con una produccion
anual de mas de 92,9 millones de toneladas (FAOSTAT, 2008). La extension de su cultivo responde a
una demanda creciente, derivada de su papel fundamental en los habitos alimentarios de un amplio
sector de la poblacion.

En Cuba, constituye la hortaliza principal, tanto por el area que ocupa como por su produccion. El
tomate comprende el 50% del total de areas dedicadas al cultivo de las hortalizas y anualmente se
siembran mas de 63 000 hectareas. La produccion anual alcanza 802 600 toneladas (FAOSTAT,
2008).

1.1.1 Principales enfermedades que afectan al cultivo del tomate en Cuba

El tomate es afectado por numerosos patdégenos que causan pérdidas elevadas en su produccion. Entre
estos se destacan las enfermedades producidas por Alternaria solani, este produce la pudricion del
cuello en tomate y el tizon temprano, que provocan defoliacion de plantas maduras y por tanto las
mayores pérdidas de productividad. Las semillas procedentes de frutos infectados pueden transmitir la
enfermedad, provocando el chancro del hipocotilo (Agrios, 2005).

El género Phytophthora puede causar enfermedades multiciclicas en raices y hojas, dado por su alta
velocidad de produccion de zoosporas. Bajo condiciones Optimas, el indculo de estas especies puede
pasar de escaso a altas concentraciones en pocos dias o semanas. La mayoria de las especies causan
pudricion de las raices, plantulas, tallos y tubérculos, similares a los causados por Pythium sp. Entre

las pérdidas provocadas por este género se informan, disminucion del rendimiento de hasta el 40% en



cultivares tolerantes y la pérdida completa por destruccion de la cosecha en los susceptibles (Agrios,
2005).

La cenicilla es causada por varios agentes patdgenos entre los que se encuentra Oidium sp. Se
desarrolla entre 10-35 °C con un optimo de temperatura de 26 °C y una humedad relativa del 70%
(Linares, 2004). Los sintomas aparecen como manchas amarillas en el haz de las hojas que se
necrosan por el centro, con un fieltro blanquecino por el envés. En caso de fuerte ataque, la hoja se
seca y se desprende. Las solanaceas silvestres actian como fuente de indculo (MINAGRI, 2006).

1.2 Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HMA)

La simbiosis micorrizica formada entre hongos de suelo y plantas vasculares tienen una larga historia
con fosiles desde hace 400 millones de anos (Remy et al., 1994; Pazskowski, 2006). Estos datos y
fosiles de esporas e hifas apuntan a la existencia de HMA anteriores a 460 millones de afios y sugieren
que asistieron a las plantas en su colonizacion terrestre (Smith et al., 1997; Redeker et al., 2000). La
habilidad para formar simbiosis micorrizica se establecio desde el inicio de la evolucion de las plantas
y esta capacidad estd ampliamente distribuida a través del reino vegetal e incluye angiospermas,
gimnospermas y algunas briofitas. Dentro de las angiospermas, al menos el 80% de las especies tienen
la capacidad de formar estas asociaciones (Harrison, 2005).

Estos HMA son simbiontes obligados que establecen interaccion con las plantas y tienen como
principal contribucion la de facilitar la adquisicion de nutrientes minerales, particularmente Fosforo
(Harrison, 2005). Se ha planteado que las plantas micorrizadas reciben todo su Fosforo por la via de
esta simbiosis (Smith et al, 2003).

Todos los HMA son miembros del orden Glomeromycota, que esta subdividido en cuatro subordenes
(SchiiBler et al., 2001). Se han descrito aproximadamente 150 especies y la clasificacion actual

aceptada es la referida por Schiifler (2008):



Division Glomeromycota

Clase Glomeromycetes Familia Género
Glomerales Glomeraceae Glomus
Diversisporales  Gigasporaceae Gigaspora & Scutellospora
Acaulosporaceae Acaulospora, Kuklospora &
Appendicispora
Ordenes Entrophosporaceae Entrophospora
Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Diversispora & Otospora
Paraglomerales  Paraglomeraceae Paraglomus
Archaeosporales Geosiphonaceae Geosiphon
Archaeosporaceae Archaeospora & Intraspora
Ambisporaceae Ambispora

Los HMA existen en el suelo como esporas y germinan independientemente de la presencia de una
planta, la hifa germinada crece a través del suelo en busca de una raiz hospedante. Una vez
establecido el contacto entre los simbiontes, el hongo forma un apresorio en la superficie de la raiz.
Los patrones de crecimiento dentro de la raiz varian en dependencia de la especie involucrada, en dos
tipos morfoldgicos denominados Paris y Arum, en dependencia de la especie de planta en la que
fueron observados por primera vez, en la practica esta division no es muy clara (Smith y Smith, 1997;
Cavagnaro et al., 2001).

La germinacion de una espora individual hasta la formacion de una red de hifas, involucra una
secuencia de eventos morfogenéticos representados por la germinacion de esporas y crecimiento
micelial presimbiotico, patrones de ramificacion diferencial de la hifa en presencia de raices
hospedantes, formacion del apresorio, colonizacion radical, desarrollo del arbusculo, crecimiento
micelial extrarradical y produccion de esporas (Harrison, 2005).

Después de la germinacion, el tubo germinativo hifal crece a través del suelo. En ausencia de un
potencial hospedante (fase asimbiotica), el crecimiento hifal estd limitado por las bajas cantidades de
carbono almacenadas (Bago et al, 2000) y eventualmente cesa. Sin embargo, la espora retiene

suficiente fuente carbonada para repetir la fase germinativa mas tarde y encontrar un hospedante



apropiado. Las esporas particularmente grandes de Gigaspora gigantea pueden germinar hasta 10
veces (Koske, 1981).

Para ambos simbiontes, el periodo anterior al contacto fisico (formacion del apresorio) involucra el
reconocimiento y la atraccion de ambas partes, asi como otros eventos que promueven la alianza
(Paszkowski, 2006). La sobrevivencia de los hongos biotroficos estd realzada por la germinacion
“econdmica” y la rapida colonizacion de la planta hospedante. Los exudados de la raiz promueven o
suprimen la germinacion de las esporas, lo que indica la presencia de receptores responsables para las
alteraciones en la composicion quimica del ambiente (Bécard et al., 2004; Harrison, 2005). En la
vecindad de una raiz hospedante, se induce crecimiento hifal y aumenta la ramificacion de esta (Buee
et al., 2000). Esta respuesta puede ser activada por los exudados de una raiz hospedante, pero nunca
por exposicion a una raiz no hospedante o sus exudados (Paszkowski, 2006).

1.2.1. Funcionamiento de la simbiosis planta-HMA

La simbiosis planta-HMA se rige fundamentalmente por los genomas de ambos simbiontes y esta
influenciada a su vez por el medio ambiente (Koide et al., 2004; Harrison 2005; Paszkowski, 2006).
En la penetracion y distribucion del hongo en las raices ocurren modificaciones fisiologicas tales
como: incremento de la actividad nuclear, de la masa citoplasmatica, del grado de vacuolizacion de las
células corticales, de la diferenciacion de los tejidos vasculares, de la tasa fotosintética y de la sintesis
de proteinas, clorofila, sustancias de crecimiento y metabolitos secundario; generaciéon de nuevos
organelos y activacion de los sistemas enzimaticos. Se favorece, ademads, la absorcion y traslocacion de
nutrientes y agua.

A pesar del arreglo de la planta y la especie de HMA involucrada, el desarrollo del proceso simbidtico,
al menos a nivel morfologico, tiene similitudes. La interaccion estd acompanada por la alteracion en la
morfologia de ambos simbiontes para crear una nueva interfase simbidtica de la micorriza arbuscular, a

través de la que se intercambian los fosfatos y la fuente carbonada (Harrison, 2005).



Los arbusculos representan la caracteristica fundamental de la simbiosis MA dado que expresan una
forma extrema de intimidad y compatibilidad. La formacion de los arbusculos dentro de las células
hospedantes esta asociado con cambios morfoloégicos y fisioldgicos en ambos simbiontes. El hongo
invagina las células corticales internas, donde produce una ramificacion extensa convirtiéndose en una
estructura que llena enteramente las células corticales (Paszkowski, 2006). En consecuencia la
arquitectura de la célula hospedante cambia: el nlicleo se mueve de una posicion periférica a una
central, la vacuola comienza a fragmentarse y una extensa membrana periarbuscular se sintetiza de
forma continua a la membrana plasmatica (Harrison, 1999). A pesar de la intensa actividad de ambos
simbiontes que permite la formacion de arbusculos en las células, éstos colapsan después de varios
dias, dejando la célula cortical intacta y lista para hospedar un nuevo arbusculo (Paszkowski, 2006).
No se conoce qué elicita la entrada del hongo en la célula, sin embargo la percepcion de un gradiente
radial de azlcar entre los tejidos vasculares y las capas externas de la célula parece estar involucrado
en la formacion del arbusculo (Blee y Anderson, 1998). Las sefales que inducen la ramificacion
intracelular del arbusculo o la destruccion de este, tampoco han sido determinadas, sin embargo, la
reciente identificacion de la estringolactona como estimulante de la ramificacion pre-simbidtica
(Akiyama et al., 2005), combinada con el hecho de que su via biosintética se activa en raices
colonizadas (Maier et al., 1997; Walter et al., 2000; Matusova et al., 2005), indican que esta molécula
elicita la ramificacion hifal. La iniciacion del proceso de senescencia de los arbusculos puede
responder a sefiales endogenas del hongo o a un didlogo a nivel molecular entre los simbiontes. Al
menos el desarrollo de éstos, esta parcialmente bajo el control del programa genético del hospedante
(Paszkowski, 2006).

Los HMA obtienen carbohidratos de sus hospedantes y simultineamente mejoran la adquisicion de

nutrientes minerales por la planta, en particular el fosfato (Pi). Recientemente se ha demostrado que



en dependencia de la combinacion planta-hongo, la toma simbidtica de Pi puede ser parcial o total
(Smith et al., 2003).

La via metabodlica propuesta para esta toma de Pi comienza con la asimilacion de este en la interfase
suelo-hifa por los transportadores del hongo, los que tienen una alta afinidad por el fosfato
(Maldonado-Mendoza et al, 2001; Benedetto et al., 2005). Dentro del hongo, el Pi se trasloca en
forma de polifosfatos hasta la raiz (Ohtomo y Saito, 2005). Antes de ser liberado en la interfase
periarbuscular, el fosfato comienza a ser depolimerizado a Pi (Ohtomo y Saito, 2005) y es adquirido
por la planta a través de transportadores de fosfato codificados por esta. Estos transportadores han
sido identificados, demostrandose ademas que se induce la transcripcion de estos durante la simbiosis
AM (Glassop et al., 2005; Nagy et al., 2005; Bucher, 2007).

El establecimiento del hongo representa un drenaje de fotosintatos desde la parte aérea hasta la zona
de la raiz. Los fotosintatos que toma el HMA los utiliza para producir energia metabolica asegurando,
a través de esta via, su mantenimiento y desarrollo, la otra parte se moviliza en forma de azlicares y
lipidos de masa fungica intra y extrarradical (Bowen, 1987; Bonfante-Fassolo y Scannerini, 1992).
Estos fotosintatos van en forma de sacarosa y son hidrolizados a través de la enzima invertasa,
convertida en dos mondémeros, que a su vez se descomponen posteriormente y se fosforilan en
moléculas de triosa-P, para ser transferidos al simbionte mediante los arbusculos (Letacon y Obaton,
1983; Bucher, 2007).

Se reconoce que, ademds del Pi, los HMA también promueven la nutricion nitrogenada de sus
hospedantes (Raven et al., 1978). El nitrogeno es tomado por el micelio extrarradical, se incorpora en
aminodacidos, y se trasloca de este al intrarradical como arginina para luego ser liberado en forma de
amonio en la planta (Govindarajulu et al., 2005; Jin et al., 2005). En analogia a la via simbioética de la

toma de Pi, los arbusculos pueden ser el sitio de intercambio de nitrégeno que involucra
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transportadores de nitrogeno codificados por la planta, localizados dentro de la membrana
periarbuscular (Frenzel et al., 2005; Guimil et al., 2005; Hohnjec et al., 2005).

A pesar de la naturaleza simbidtica de las asociaciones micorrizicas arbusculares ellas representan una
invasion masiva de las raices de las plantas. El hecho de que la expansion micelial ocurre en el
parénquima cortical y es restringido a las células epidérmicas o hipodérmicas (Broker, 2006), significa
que la planta debe ejercer algin tipo de control sobre la proliferacion fungica, que lo confiere a tejidos
especificos de la raiz.

Se ha demostrado que durante el establecimiento de la simbiosis las sefiales moleculares que se
intercambian entre la planta y el HMA permiten la germinacidon, penetracion y el desarrollo
intraradical de estos hongos (Gao et al., 2004), sin embargo, la planta responde con un aumento
transiente de los niveles de PR proteinas dado que en un inicio reconocen a estos HMA como
patogenos (Barrer y Tagu, 2000 Salzer y Boller, 2000; Gao et al., 2004). En la medida que se
establece la micorrizacion por un didlogo coordinado entre las partes, estas respuestas son
subsecuentemente reprimidas, lo que estd determinado por los genes sym (gen relacionado con la
capacidad simbidtica de las plantas) (Harrison, 2005; Giovannetti, 2008). Durante la primera etapa del
establecimiento el HMA actia de forma parasitica y demanda mayor flujo de fotosintatos que los
beneficios que reporta a la planta (Guerrero, 1996), lo que se conoce como paso de estrés bidtico a
simbionte y depende de la eficiencia micorrizica que a su vez estd determinada por la asociacién
tripartita suelo-planta-HMA (Rivera et al., 2007).

1.3 Mecanismos defensivos de las plantas

La resistencia a la infeccion contra patogenos esta ampliamente distribuida entre las plantas; aunque es
dificil probar la naturaleza de los mecanismos de defensa que confieren algunas de estas formas de

resistencia (O’Connell y Panstruga, 2006).
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Una simple planta puede mostrar una variedad de respuestas diferentes, en dependencia de si actlia
como un hospedante resistente o no frente al patdogeno en cuestion. De esta manera pueden distinguirse
tres clasificaciones en la interaccion planta-patdogeno: no interaccidn, interaccion compatible e
interaccion incompatible (Joosten, 1991; Agrios, 2005). En una interaccién compatible no hay un rapido
reconocimiento molecular del patdogeno y la elicitacion de las respuestas de defensa de la planta ocurren,
aunque lentamente y/o en menor grado, permitiendo al patdgeno colonizar al hospedante. En la
incompatible, existe un rapido reconocimiento del patdgeno que va a penetrar seguido de una rapida
activacion de las reacciones de defensa de la planta (Joosten, 1991; O’Connell y Panstruga, 2006).

Las plantas interactuan con los patdogenos constantemente y su capacidad para detectar patdégenos y
responder ante ellos es una condicion primaria para su existencia (Chisholm et al., 2006; Chengwei et
al., 2007). Para ello las plantas han desarrollado dos lineas de defensivas, la inmunidad innata primaria y
la secundaria que incluye la produccion de proteinas relacionadas con la patogenecidad (Chisholm et
al., 2006; Chengwei et al., 2007).

1.3.1 Sistema de inmunidad innata

El sistema de inmunidad innata se elicita después del reconocimiento de los patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP’s o MAMP’s), los cuales en ocasiones se refieren como elicitores
generales (Zipfel y Félix, 2005; Jones y Dangl, 2006), e incluyen proteinas, péptidos, carbohidratos y
lipidos (Zipfel y Felix, 2005).

En esencia hay dos vias de accion del sistema inmune de las plantas. La primera utiliza los receptores
de reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patdogenos o a microorganismos (PRR’s),
que responden lentamente a los PAMP’s, como la flagelina (Zipfel y Felix, 2005). La segunda actua
mayormente dentro de las células y emplea las proteinas polimorficas NBS-LRR, codificadas por la

mayoria de los genes de resistencia (genes R) (Dangl y Jones, 2001).
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El sistema inmune de las plantas se puede explicar a través de un modelo de cuatro fases, denominado
“zig-zag” En la fase 1, los PAMP’s son detectados por los PRR’s del hospedante, activandose una
inmunidad inducida por los PAMP’s (PTI), lo que puede detener la nueva colonizacion de la planta
por el patogeno (Fig. 1).

En la fase 2 los patogenos eficientes activan efectores que contribuyen a su virulencia, los cuales
pueden interferir con la PTI y activar una suceptibilidad inducida por los efectores (ETS). En la fase 3,
un efector determinado, es especificamente reconocido por una de las proteinas NBS-LRR, lo que trae
como resultado una inmunidad activada por efectores (ETI). Esta es una respuesta PTI mayor y mas
rapida, que trae como resultado la resistencia a la enfermedad y usualmente produce una respuesta

hipersensible (HR) en el sitio de infeccion.

Alta PTI ETS ETI ETS ETI
A
A A
% \ Umbral para la HR
O
& O O
Q OO
=
o Efectores del
o] Efectores del patégeno
o patégeno
é 2 AVI-R Avr-R
o
E 0% 0| oo 00
\ ] Umbral para la
resistencia efectiva
Baja PAMP’s

Fig.1 Esquema que representa el modelo zig-zag, que explica el sistema inmune de plantas. Tomado de
Dangl y Jones (2001). Leyenda PAMP’s: Patrones moleculares asociados a patdgenos; PTI:
Inmunidad inducida por los PAMP’s; ETS: Susceptibilidad inducida por efectores; ETI: Inmunidad
activada por efectores; HR: Respuesta Hipersensible; Avr: Genes de Avirulencia; R: Genes de
Resistencia

En la fase 4, producto de la seleccion natural, los patégenos evitan la respuesta ETI ya sea evadiendo
el gen efector de reconocimiento o por la adquisicion de efectores adicionales que suprimen la ETI.

Como resultado de la seleccion natural, en las plantas se generan nuevos genes R especificos, de tal

forma que la ETI pueda activarse nuevamente (Jones y Dangl, 2006).
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1.3.2 Mecanismos constitutivos

Estan presentes independientemente de la presencia del patdgeno y se consideran mecanismos
protectores del hospedante. Mayormente son fenomenos estaticos, de naturaleza estructural o quimica,
que dificulta la entrada del patdogeno con lo que previene su ataque. Incluye barreras fisicas como la
cuticula y la pared celular y compuestos constitutivos quimicos que pueden actuar como inhibidores de
la actividad fungica, tales como compuestos fendlicos, alcaloides, diterpenoides, esteroides
glicoalcaloides y otros (Broker, 2006).

1.3.3 Mecanismos inducidos

Constituyen procesos dindmicos que descansan en mecanismos bioquimicos muy variados que se
desencadenan como resultado de la presencia del patdgeno. Muchas de las respuestas inducibles son el
resultado de la activacion transcripcional de genes especificos (Agrios, 2005). Existen tres clases de
respuestas inducibles: respuestas de defensa inmediata, que incluyen la despolarizacion de la membrana,
reacciones oxidativas, deposicion de calosa y muerte celular hipersensible; respuestas locales
clasificadas entre rapidas e intermedias, que incluyen via de los fenilpropanoides, fitoalexinas,
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (GPRH), proteinas intracelulares relacionadas con la patogénesis
(PRs) y polimeros de la pared celular; y las respuestas sistémicas clasificadas entre intermedias y lentas,
que incluyen: B1-3 glucanasas, quitinasas, peroxidasas y otras proteinas relacionadas con la patogénesis
(van Loon et al., 2006).

1.3.4 Respuestas de defensa sistémicas

La resistencia sistémica se refiere a la resistencia que ocurre en sitios del hospedante distantes del punto
de interaccion inicial con un patdgeno potencial. Esta resistencia es efectiva contra diferentes patdgenos
y pueden perdurar durante semanas o meses. Este fendmeno se denomina resistencia sistémica adquirida
(SAR, por sus siglas en inglés, Systemic Acquired Resistance) y se relaciona con la activacion sistémica

de diversas defensas especificas de las plantas, lo que constituye la tercera linea de defensa que puede
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proteger a las plantas contra invasiones posteriores (van Loon et al., 2006, Pozo y Azcon-Aguilar,
2007). La respuesta SAR esta relacionada con la induccion de proteinas extracelulares relacionadas con
la patogenicidad (PR proteinas), en respuesta a la infeccion local.

1.3.4.1 Proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR proteinas)

Las PR proteinas se inducen no solo por la infeccién con varios tipos de patdgenos, sino también en
respuesta al tratamiento con elicitores, reguladores del crecimiento de las plantas, por la accion de
compuestos metabolicos y diversos agentes quimicos (Edreva, 2005; van Loon, 2006; Conrath et al.,
2006).

La importancia de estas proteinas en la defensa de las plantas ante el ataque de patogenos estd
relacionada con sus principales caracteristicas: son estables a pH &cidos, poseen puntos isoeléctricos
extremos, exhiben alta resistencia a la degradacion proteolitica, son secretadas al espacio extracelular o
confinadas a la vacuola y tienen pesos moleculares relativamente bajos (10 000-40 000 Da) (Stintzi et

al., 1993). En la tabla 1 se presenta la clasificacion actual de las PR proteinas (van Loon et al., 2006).

Tabla 1. Clasificacién de las PR proteinas (van Loon et al., 2006)

Familia Tipo y miembro Propiedades
PR-1 Tabaco PR-1a Antifingica, 14-17kD
PR-2 Tabaco PR-2 -1,3-glucanasas
PR-3 Tabaco P, Q Quitinasa tipo L, II, IV, V, VI, VII
PR-4 Tabaco R Quitinasa tipo [ y II
PR-5 Tabaco S Proteinas como la taumatina
PR-6 Tomate inhibidor [ Inhibidores de proteasa, 6-13kD
PR-7 Tomate Pg Endoproteinasas
PR-8 Pepino quitinasa Quitinasas clase III, quitinasa/lysozima
PR-9 Peroxidasa formadora de lignina (Tabaco) | Peroxidasas
PR-10 Perejil PR-1 Ribonucleasas
PR-11 Quitinasa clase V de tabaco Quitinasa tipo I
PR-12 Rs-AFP3 de Rébano Defensina
PR-13 Arabidopsis TH 12.1 Tioninas
PR-14 LTP4 de cebada Proteina transferidora de lipidos
PR-15 Pimiento Oxalato oxidasa
PR-16 Pimiento Proteina como la oxalato oxidasa
PR-17 Tabaco PR p 27 Desconocida

Entre las PR proteinas més estudiadas se encuentran las quitinasas y glucanasas que participan en las

respuestas de defensa activas de las plantas contra patégenos fungicos. Estas enzimas catalizan la
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hidrdlisis de polisacaridos que representan los principales componentes de las paredes celulares de
muchos hongos. Ademas, la quitina, sustrato de la quitinasa, no estd presente en las plantas superiores
(Beerhues y Kombrink, 1994). Se ha mostrado que quitinasas solas o en combinacién con glucanasas
pueden degradar las paredes celulares aisladas de algunos hongos y se ha observado que restringen
eficientemente el crecimiento de estos in vitro (Schroder et al., 1992; van Loon et al., 2006).

1.4. Caracteristicas distintivas de la interaccion planta hospedante-HMA

1.4.1 Elicitores de HMA

A través de su ciclo de vida los HMA sintetizan moléculas que tienen una estructura similar a
elicitores de hongos patdgenos. Las paredes de los HMA contienen quitina y quitosana y algunos
también B-1,3 glucanos, los cuales son elicitores potenciales de la respuesta de defensa en plantas
(Lecourieux et al., 2006). La pared del HMA sufre modificaciones drasticas durante la colonizacién
de la raiz, desde gruesa y estratificada en la hifa externa hasta llegar a amorfa y delgada en los
arbusculos. Esta simplificacion de la pared del hongo podria ser la fuente de oligosacaridos que
inducen la respuesta de defensa en plantas (O’Connell y Panstruga, 2006).

Otros tipos de elicitores podrian ser las ergosteroles y las proteinas. La pared celular de las plantas
podrian también ser la fuente de oligosacaridos enddgenos sintetizados o liberados durante la invasion
intensiva de los espacios intercelulares de la raiz o durante la formacion de la interfase simbiotica
entre las células corticales y la hifa arbuscular (Gollotte et al., 1996).

Hay al menos dos posibilidades que podrian explicar por qué las respuestas de defensa son inducidas
s6lo débil y localizadamente en los HMA, a pesar de la existencia de estos elicitores potenciales. En la
primera, se plantea que los elicitores fungicos no estdn directamente accesible a las células de la
planta como ocurre en el caso de los hongos patdgenos biotréficos y la segunda se refiere a la longitud
y estructura interna de los elicitores oligosacaridicos (Dumas-Gaudot et al., 2000), que

particularmente en el caso de los HMA, no es la 6ptima para la elicitacion de respuestas de defensa.
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Los HMA poseen un gran numero de moléculas superficiales similares a las de los patdgenos,
incluyendo oligébmeros de quitina y glucanos por lo cual actian como elicitores de respuesta de
defensa (Boller, 1995). Estos elicitores son conceptualmente equivalentes a los patrones moleculares
asociados a los patogenos (PAMPs) (Nurnberger y Brunner, 2002; Parker, 2003) y se conocen algunos
de los receptores responsables de su reconocimiento (Gomez-Goémez y Boller, 2000). Estos elicitores
activan una cascada de transduccion de sefiales que incluyen flujo de iones, fosforilacion de proteinas,
estimulacion de proteina G heterotrimérica y sintesis de perdxidos. En ultima instancia, el
reconocimiento de elicitores permite la expresion de genes de defensa de plantas y formacion de
fitoalexinas.

No obstante, si los HMA tienen PAMPs, es interesante conocer como evitan elicitar las respuestas de
defensa. Una posibilidad es que las moléculas que actian como PAMPs en los hongos patdgenos son
sutilmente diferentes de las de los HMA. Este es el caso de la flagelina de Rhizobium, que no induce
respuestas de defensa en plantas debido a que la molécula es marginalmente diferente en la parte
activa del elicitor (Felix et al., 1999). Alternativamente, los HMA pueden inducir alteraciones en sus
células hospedantes que permiten la destruccion de la molécula de elicitor. Por ejemplo, las células de
abeto (Hebeloma crustuliniforme Bull.) secretan una quitinasa que actia sobre la molécula de quitina
de las paredes celulares de un hongo ectomicorrizico, reduciéndolo a un tamafio que es inactivo y no
puede inducir defensa (Salzer et al., 1997; Salzer et al., 1997a).

En Medicago truncatula solo se induce un gen especifico de quitinasa en raices micorrizadas que se
expresa en las ramificaciones de los arbusculos de la pared celular del hongo donde la quitina es fina 'y
no esta polimerizada (Bonfante-Fasolo et al., 1990; Bonfante-Fasolo y Scannerini, 1992; Salzer et al.,
2000). En consecuencia, la concentracion de oligobmeros de quitina, la molécula elicitora, podria ser
parcialmente alta en esta localizacion. Como la expresion de genes de quitinasa se observa

especificamente en células con arbusculos (Bonanomi et al., 2001)) es posible que la enzima
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desempefie un papel similar al de las quitinasas en la interaccion con abeto e inactive la molécula
elicitora sefal.

1.4.2 Amplitud de las respuestas de defensa

Las barreras estructurales tipicas de defensa tales como papilas o deposiciones de pared que contienen
calosa, compuestos fenolicos o lignina no son elicitados durante la respuesta de la planta al interactuar
con los HMA. Las modificaciones rapidas de la pared celular, caracteristica de muchas interacciones
planta-patdogeno, tampoco se observan pero muchas plantas hospedantes muestran reacciones
citologicas para la formacion del apresorio o primer paso de la colonizacion por un HMA (Gianinazzi-
Pearson et al., 1996).

En esta interaccion, en el parénquima cortical esta presente el material de la pared que contiene
proteina PR-1 y glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, depositado de forma transiente alrededor de la
hifa que penetra a la célula hospedante para formar los arbusculos. No se acumulan compuestos
fendlicos ni calosa y las reacciones en la pared son relativamente débiles comparadas con
interacciones planta-patdogeno del tipo incompatible (Harrison, 2005; Vierheiling et al., 2008).

En diversos estudios de induccién de respuestas de defensa durante los estadios iniciales de la
simbiosis con HMA se demostr6é que estas declinan o son subsecuentemente reguladas en la medida
que la simbiosis se desarrolla (Lambais y Medi, 1993; Gianinazzi-Pearson et al., 1996; Kapulnik et
al., 1996; Chabaud et al., 2002; Giovannetti, 2008). En este caso, no se ha informado la muerte
celular, que es una de las principales manifestaciones elicitadas por los PAMPs (Schulze-Lefert y
Panstruga, 2003), lo indica que la planta reconoce a estos hongos como simbiontes.

Hay evidencias de la supresion localizada de respuestas de defensa en raices de plantas micorrizadas
que puede ser mediada por la via de los arbusculos en raices. En este sentido, Oommen (1994), sefiald
que el gen ifr, cuyo producto esta involucrado en la biosintesis de una fitoalexina antimicrobiana

(medicarpina), se expresa en niveles basales en las células corticales de la raiz, donde los niveles del
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transcripto aumentan en los momentos iniciales de la simbiosis y subsecuentemente declinan en la
medida que se establece. Hibridizaciones in situ revelaron que la declinacion de los transcriptos de ifr
ocurria en células que contenian arbusculos y en células adyacentes, pero no en regiones no
colonizadas de la raiz (Harrison y Dixon, 1993 y 1994). Este patrén de expresion espacial es
consecuente con los estudios realizados en los cuales la supresion ocurre en los arbusculos.

En la mayoria de los casos, el tiempo en que comienza la regulacion correlaciona bien con el
momento en que se inicia el desarrollo de los arbusculos. Teniendo en cuenta que la formacion de los
arbusculos ocurre a través de la simbiosis, se ha planteado que la supresion potencial de la defensa
mediada por estos podria ser continua (Harrison y Dixon, 1993; Lambais y Medi, 1993; Volpin et al.,
1995; Breuninger y Requena, 2004). Por otro lado, se ha planteado que es posible que los arbusculos
de los HMA secreten proteinas que actuen en la expresion de la supresion de los genes de defensa
(Abramovitch y Martin, 2004), como ocurre en el haustorio de los hongos patdégenos que secretan una
pequefia proteina de avirulencia que acta dentro de su célula hospedante (Dodds et al., 2004).

1.4.3 Mecanismos para el control de la elicitacion y respuestas de defensa en las plantas
micorrizadas

Una hipotesis alternativa a la baja induccion de defensa de la planta pudiera ser que los elicitores de
HMA inicien una via de transduccion de sefiales hacia la activacion de reacciones de defensa en
plantas, las cuales son luego reprimidas tanto por el hongo como por la planta. Esto esta sustentado
por la observacion de un incremento transiente en la expresion de algunos genes de defensa y de sus
productos en estados tempranos del establecimiento de la simbiosis, seguido por su represion a un
nivel igual o por debajo al control no inoculado (Gao et al., 2004), ejemplo actividad quitinasa y
peroxidasa de isoflavona reductasa, fenilalanina-amonioliasa, chalcona isomerasa y genes de

endoquitinasa (Barrer y Tagu, 2000; Salzer y Boller, 2000; Gao et al.,2004).
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Estudios de mutantes de guisantes (Myc-) demuestran qué genes de plantas pueden estar involucrados
en la inhibicion de reacciones de defensa, al menos durante el primer paso del establecimiento de la
simbiosis micorrizica (Harrison, 2005). Una hipotesis para explicar este control, asi como su represion
en la simbiosis funcional est4 relacionada con los genes Sym o sus productos, los que pudieran actuar
como receptores para el factor de compatibilidad fingico (Harrison, 2005; Giovannetti, 2008). Esta
hipétesis podria explicar la regulacion downstream de los genes que codifican para la PRla y la
quitinasa basica durante el desarrollo micorrizico en plantas que sobreexpresan estos genes
relacionados con la patogénesis (Dumas-Gaudot et al., 2000).

1.4.3.1 Metabolismo de los fenilpropanoides

El metabolismo de los fenilpropanoides es de tipo secundario e incluye biosintesis de flavonoides que
puede ser alterado en interacciones tipicas micorrizicas, pero mucho menos intenso que en
interacciones planta-patégeno (Harrison y Dixon, 1994; Morandi, 1996; Mohr et al., 1998).

En varios trabajos se describen diferencias en la expresion temporal de los niveles de trascripcion y en
la actividad dependiendo de la enzima considerada y la combinacién planta-HMA (Gianinazzi-
Pearson et al., 1996; Kapulnik et al., 1996, Chabaud et al., 2002).

Contrario a la situacion que ocurre en la interaccioén planta-patogeno, el tiempo en que se activan las
enzimas sucesivas de la via de los fenilpropanoides también varia y las diferentes enzimas a menudo
muestran un patréon descoordinado de expresion. Ademas, no se informa la ocurrencia de elicitacion
temprana y la mayoria de las alteraciones, tanto en transcriptos como en enzimas, aparecen en etapas
tardias de la simbiosis (Wojtaszek, 1997).

1.4.3.2 Proteinas relacionadas con la patogénesis e isoformas de enzimas hidroliticas

Genes relacionados con la patogénesis y las proteinas que codifican estos genes se informan en varias
simbiosis con micorrizas arbusculares (Pozo et al., 2002; Gao et al., 2004; Harrison, 2005). Muchas

de estas investigaciones muestran que cuando la respuesta de defensa del hospedante ocurre durante
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una interaccion compatible con hongos micorrizogenos, esta es débil, transiente, descoordinada y
frecuentemente muy localizada.

El estudio de enzimas hidroliticas inducidas por la defensa en simbiosis con micorrizas arbusculares
reveld la activacion de isoformas de estas enzimas las cuales pueden ser facilmente distinguidas de
aquellas elicitadas por patégenos. Aunque no se ha demostrado un papel directo de las isoformas de
quitinasa en la sefalizacion de la planta, los resultados muestran que esta enzima est4 involucrada en
la formacion/degradacion de arbusculos, pues no son inducidas por quimicos u otros microorganismos
del suelo (Slezack, 2001; Dassi et al., 1998) y no son detectadas en guisantes que tienen mutado su
capacidad para formar micorrizas y desarrollar arbusculos (Duijff, 1998; Dumas-Gaudot, 1994).
Ademas, cuando la formacion del arbusculo se inhibe en plantas tratadas con acido giberélico, no se
observa la elicitacion de isoformas de quitinasa relacionadas con la simbiosis (Dumas-Gaudot, 1996),
mientras que las formas constitutivas permanecen sin afectacion (Shirtliffe y Vassey, 1996).

La quitina de la pared de los arbusculos esta en un estado no cristalino sensible a la accion de las
quitinasas (Mosse, 1959), por lo que se supone que estas quitinasas relacionadas con la simbiosis
micorrizica regulan el desarrollo de los arbtsculos.

1.4.4 Cambios en la sefializacion de las vias del acido jasménico y el acido salicilico en plantas
micorrizadas

Como biotrofos obligados, los HMA comparten similitudes con los patdogenos biotrofos (Guimil et al.,
2005; Pazskowski, 2006), por lo que su sensibilidad a las respuestas defensivas reguladas por el acido
salicilico (AS) esta disminuida y su acumulacion es baja y transitiva durante las primeras etapas de
esta interaccion (Garcia-Garrido y O’Campo, 2002; Liu et al., 2003). En este sentido, es posible que
los HMA repriman las respuestas defensivas dependientes de AS en la planta hospedante para lograr

una interaccion compatible (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007), por lo que se ha observado un incremento
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en las respuestas moduladas por el acido jasmoénico (JA), no solo a nivel de la planta micorrizada,
sino también en las células que contienen arbusculos (Hause et al., 2007).

1.5 Manejo de los HMA en la agricultura y su contribucion en la bioproteccién de las plantas
contra patdgenos

La agricultura moderna se esfuerza en reducir el empleo de los pesticidas sintéticos y optimizar el uso
de alternativas biologicas para el manejo de los patdgenos (Hernandez et al., 2009, Rives et al., 2009).
Los HMA constituyen un elemento a tener en cuenta, pues este biofertilizante es particularmente
importante en los sistemas de cultivos orgédnicos y/o sostenibles que emplean mas los procesos
bioldgicos que los agroquimicos para el control de las enfermedades en las plantas.

Se conoce la influencia positiva de los HMA en la estimulacion del crecimiento y en la productividad
de las plantas en cultivos de importancia economica (Fernandez et al., 2006; Terry et al., 2005;
Rivera et al., 2007). Entre los principales mecanismos involucrados en los efectos beneficiosos
obtenidos se destacan el aumento de las capacidades nutricionales del cultivo (P, N, K, Ca, Mg y
micronutrientes) y de la tolerancia de la planta a la sequia; ademas de encauzar el efecto beneficioso
de otros microorganismos rizoféricos y contribuir a la formacion de agregados en el suelo que
contrarrestan los efectos de la erosion y estabilizan el funcionamiento ecologico y la productividad de
los ecosistemas (Rivera et al., 2007).

Ademas, estos hongos contribuyen a la reduccion de enfermedades provocadas por diversos patoégenos
del suelo, entre los que se encuentran grupos de hongos (Pozo et al., 2002; Harrier et al., 2004; Fritz
et al., 2006) y nematodos (Diedhiou et al., 2003; Li et al., 2006). Asi se ha demostrado que los HMA
favorecen la proteccion contra especies de Aphanomyces, Cylindrocladium, Fusarium,
Macrophomina, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotium, Verticillium y Thielaviopsis, (Lingua et al., 2002;

Harrier et al., 2004).
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Con relacion al empleo de las micorrizas en la proteccion de las plantas contra las afectaciones
causadas por el género Phytophthora, diversos autores describen la interaccion de cepas de HMA con
estos patdogenos, los que informan reduccion de las enfermedades (Cordier et al., 1996, 1998;
Dugassa et al., 1996; Jaizme-Vega et al., 1997). También se ha informado el efecto G. intraradices
sobre Fusarium oxysporum en plantas de Dianthus caryophyllus y Tajetes patula con reduccion de
los sintomas de la enfermedad y el decrecimiento de los propagulos en el suelo (St-Arnaud et al.,
1997). Resultados similares se observaron por Dugassa et al. (1996) al estudiar la misma especie de
HMA y de hongo fitopatdgeno en Linum usitatissimum.

Garcia-Garrido y Ocampo (2002) informaron que la micorrizaciéon con G. mosseae protegio a plantas
de tomates frente al ataque de la bacteria Erwinia carotovora, ademas de producir la disminuciéon en
la poblacion del microorganismo en la rizosfera. Otro de los grupos de patogenos en los que se estudio
la influencia de los HMA por los dafios que causan a la agricultura, son los nematodos formadores de
agallas de la especie Meloidogyne incognita (Nagesh y Parvatha, 2004; Goémez y Rodriguez., 2005;
Li et al., 2006). En el cultivo del tomate se relacion6 la reduccion del indice de la enfermedad causada
por P. parasitica y la induccion de proteinas del grupo de las PRs por Glomus mosseae (Pozo et al.,
2002). Zheng et al. (2005) determinaron que la micorrizacion con G. intraradices produjo la
reduccion en un 10% de la enfermedad causada por Phytophthora capsici en plantas de pimiento
(Capsicum annuum L.) con un incrementos en la actividad de la enzima peroxidasa.

Sin embargo, existen pocos estudios relacionados con la bioproteccion de plantas micorrizadas contra
patogenos foliares. Harrier et al. (2004) y Fritz et al. (2006) observaron que Glomus sp. protege las
plantas de tomate contra Alternaria solani. Sin embargo, Dugassa et al. (1996) encontraron que la
micorrizacion de plantas de tomate con G. intraradices incremento la afectacion por Oidium lini.

En general, existe informacion acerca del empleo de los HMA en la bioproteccion contra diferentes

grupos de patogenos, especialmente los que afectan las raices, por lo que este tipo de biofertilizante
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constituye una alternativa ambientalmente segura, que puede ser de gran utilidad en la agricultura, sin
embargo, son escasos los informes del efecto o influencia en la induccion de bioproteccion por
diferentes cepas de HMA en una condicion de sustrato especifica, si se considera que las especies y
cepas de HMA se asocian de forma diferencial en dependencia de las condiciones de fertilidad de los
suelos (Rivera et al., 2007).

En Cuba, en el INCA, durante mas de 15 afios se han desarrollado investigaciones relacionadas con el
uso y manejo de los HMA en diferentes agroecosistemas, cuyos resultados brindan importantes
aportes en el uso y manejo de este biofertilizante en diferentes cultivos a nivel de invernadero y
campo (Fernandez et al., 1999; Terry, 2001; Pulido et al., 2003; Fernandez et al., 2002; Rodriguez et

al., 2006).
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II- MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se empled plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) de la variedad Amalia, obtenida por el
Departamento de Genética y Mejoramiento del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA)
(Alvarez et al., 2004).

Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Se emplearon las cepas de HMA Glomus mosseae (Nicolson & Schenck), G. hoi-like (Walker &
Koske), G. claroideum (Gerdeman & Trappe) y Acaulospora scrobiculata (Trappe). Las cuatro
cepas proceden del Cepario del Laboratorio de Micorrizas del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA), San José de las Lajas, La Habana, y nombradas como, INCAM-2, INCAM-4,
INCAM-8, INCAM-10, respectivamente. Las especies se encontraban conservadas en un sustrato
desarrollado para estos fines por el Laboratorio de Micorrizas del INCA (Registro de patente
No.2264) a 4°C. Los in6culos de HMA utilizados en los experimentos poseian una concentracion
promedio de 50 esporas.g” de sustrato, certificado en el Laboratorio de Micorrizas del INCA, ¢
inoculados mediante recubrimiento de semilla (Fernandez et al., 2000).

Condiciones experimentales

En todos los casos, los experimentos se realizaron en el periodo septiembre-marzo de los afios
2001 al 2003, por ser la época mas propicia para este cultivo. Se desarrollaron en bandejas de 10
kg de capacidad, excepto el experimento descrito en el epigrafe 2.4, con un sustrato esterilizado
por calor seco conformado por una mezcla de suelo Ferralitico Rojo lixiviado tipico (WRB, 2006)
y humus de lombriz en relaciéon 3:1 (p/p). Las caracteristicas agroquimicas del sustrato empleado
se muestran en la Tabla 2.

Las plantas se desarrollaron en condiciones semicontroladas de temperatura (23°C + 2°C),
humedad relativa (80-85%) y fotoperiodo natural (14 horas luz- 10 horas oscuridad). Los
experimentos se ejecutaron en condiciones de casa de cristal en las areas del Centro Nacional de
Sanidad Agropecuaria (CENSA), San José¢ de las Lajas, La Habana, Cuba. El esquema
experimental desarrollado se presenta en la Figura 2.

Tabla 2. Caracteristicas agroquimicas del sustrato

K* Ca® |Mg* Materia
: P - pH
Localidad Sustrato 4 Organica
(cmol.kg™) (PPm) (H;0)
(%)
Suelo Ferralitico
San José de las Rojo lixiviado
) ) 0,6 18,9 | 6,0 160,0 6,9 7.3
Lajas. La Habana. | tipico: humus de
lombriz (3:1)
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Figura 2. Esquema del trabajo experimental utilizado en la tesis

PR2, PR3, PRX (Raiz y Material aéreo)

Relacion D.V _ Act. Enzimatica

Los tratamientos desarrollados en cada uno de los bioensayos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos establecidos en los experimentos desarrollados

Experimento 2.1 Experimentos Experimento 2.4
22y23

Control Control 1.Control (C) 6.C+P 3 11.M1+P 4
Glomus mosseae G. mosseae 2.G. mosseae (M1) 7.C+P 4 12.M2+P1
G. hoi-like G. hoi-like 3.G. hoi-like (M2) 8.MI1+P 1 13.M2+P2
G. claroideum 4.C+P 1 9IMI1+P2 14.M2+P3
Acaulospora 5.C+P2 10.M1+P 3 15.M2+P4
scrobiculata

Leyenda: P (Patogeno) 1: P. infestans, P 2: P. parasitica, P 3:A.solani, P 4: Oidipsis taurica

2.1 Seleccion de cepas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Se inocularon semillas de la variedad Amalia con las diferentes cepas (Tabla 3) por el método de
recubrimiento de semillas, mencionado anteriormente. Se determind la ocupacion fingica y la
dinamica de induccion de PRs y otras enzimas relacionadas con la defensa en las raices de las
plantas. Para ello se realizd una dinamica de inducciéon de la actividad de cinco sistemas
enzimaticos en raices de las plantas y se evaluaron a los 3, 5, 8, 15, 22, 26, 30, 33, 36, 40,43 y 46

dias posteriores a la germinacion de las plantas.
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Las muestras se conformaron con al menos 10 plantas de forma aleatoria de cada tratamiento (cada
bandeja conformaba un tratamiento con 150 plantas y estaba repetido tres veces), sus raices se
lavaron en agua corriente para eliminar los restos del sustrato, se secaron con papel de filtro para
eliminar los excesos de agua y se pesaron en balanza técnica (OWA Labor) hasta completar un
gramo de masa fresca como minimo.
2.1.1 Analisis de la ocupacion fangica
Se conformo una muestra de raices de al menos 10 plantas al azar por tratamiento. Estas se secaron
a 70°C y se tifieron con Tripan azul (Phillips y Hayman, 1972). Se evalud el porcentaje de
colonizacién por el método de los interceptos (Grid line intersect) de Giovanetti y Mosse (1980), y
se calculd mediante la siguiente férmula:
% C = 2Z1-75, donde Z: No. de interceptos micorrizados.
En todos los experimentos se calculd la ocupacion fungica (D.V) mediante el método descrito por
Trouvelot et al. (1986) y se calculé mediante la formula que se expresa a continuacion:
%DV=_YA

2.Z (100), donde 2 A: resulta de multiplicar el nimero de raicillas observadas en cada
nivel, (desde uno hasta cinco), por el porcentaje de ocupacion observado que es un valor fijo
informado por el autor (Tabla 4) y >.Z es la cantidad de raicillas contadas (100).

Tabla 4. Transformacion de los porcentajes de ocupacion fangica en niveles, segun Trouvelot

et al. (1986).
Nivel de evaluacion (Z) 0 1 2 3 4 5
% de ocupacion observada 0 1 2,5 15,5 35,5 | 47,5

2.1.2 Dinamica de la induccion de actividad enzimatica en raices de plantas de tomate
inoculadas con diferentes HMA

Extraccion de enzimas y determinacion de las actividades enzimaticas

Las muestras de raices y hojas se maceraron en nitrogeno liquido de forma independiente y se
homogenizé en proporcion 1:2 (g.mL™), con solucion amortiguadora de extraccién (acetato de
Sodio, 0,1 M, pH 5,2; que contenia 5g de polivinilpirrolidona y 0,05g de - mercaptoetanol, en
100 mL de soluciéon de extraccion). El homogenato se agité en zaranda durante 45 minutos, en
bafio de hielo. Posteriormente se filtrd y se centrifugéd a 14 000 x G, a 4°C durante 25 minutos, en
centrifuga refrigerada (Beckman, modelo J2-21). El sobrenadante se almacen6 a -20°C hasta su
uso, para las determinaciones de la actividad enzimatica y la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteinas se determino por el método descrito por Bradford (1976). La lectura

de la absorbancia se realiz6 a 595 nm en espectrofotometro (Ultrospec Plus Spectophotometer,
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Pharmacia LKB), para lo que se realizé una curva patrén de seroalbumina bovina (BSA) a partir
de una solucion madre de Img.mL™" La curva patron se realizo utilizando 10 concentraciones de
esta solucion madre entre 0,05-0,5 mg.mL'l.

Los procedimientos de determinacion de las actividades enzimaticas fueron estandarizados
previamente para las condiciones de ensayo (Solorzano, 2001), determinandose para cada caso:
concentracion de sustrato y de preparado enzimatico dptimos y condiciones de temperatura, pH y
periodos de incubacién adecuados. Las determinaciones enzimaticas se realizaron en
espectrofotometro (Ultrospec Plus Spectrophotometer, Pharmacia LKB).

Actividad peroxidasa (PRX) (Clasificacion enzimética (E.C) 1.11.1.7): Se realiz6 segun el
método continuo descrito por Fric (1976). Como sustratos se emplearon guayacol y peréxido de
hidrégeno y como solucion amortiguadora acetato de Sodio, 0,IM, pH 5,2. La velocidad de
oxidaciéon del guayacol se determind en espectrofotometro, registrandose los valores de
absorbancia a 470 nm. Se tomo la variacion de la absorbancia, durante dos minutos a intervalos de
10 segundos. El calculo de actividad enzimatica se realizd6 multiplicando la variacién de la
absorbancia en el intervalo de tiempo por el volumen final del ensayo y por la dilucién de la
enzima y dividiendo este producto entre el coeficiente de extincion molar del guayacol
multiplicado por el volumen de enzima empleado en el ensayo. La actividad se expresé como
pmoles de producto formado.min™.mL™" de enzima.

Actividad polifenoloxidasa (PPO) (E.C. 1.10.3.1 y 1.10.3.2): Se determin¢ a través del método
continuo descrito por Alexander (1964), empleando como solucién amortiguadora fosfato de
Sodio 0,1M, pH 6.8, y como sustrato pirogalol 0,3%, y se ley6 la velocidad de oxidacion del
sustrato a 420 nm. La variacion de absorbancia se registro durante dos minutos a intervalos de 10
segundos. La actividad se calculd de forma similar a la actividad de PRX y se expresé como la
variacion de la absorbancia en el intervalo de tiempo. min".mL™" de enzima, dado que no se
conoce el coeficiente de extincién molar del pirogalol.

Actividad quitinasa (PR3) (E.C. 3.2.1.14): Se emple6 el método colorimétrico discontinuo
descrito por Boller et al. (1983). El sustrato utilizado fue la quitina coloidal obtenida a partir de la
quitina calidad reactivo (Fluka) y como solucion amortiguadora se utilizo al tetraborato de Sodio,
0,8 M, pH 9,1. La absorbancia se leyé a 585 nm en espectrofotometro. La curva patron se realizéd
empleando n-acetil-glucosamina a concentraciones de 10 a 500 pg.mL™. Los céalculos de actividad
se realizaron multiplicando la absorbancia de la muestra por la cotangente de la curva patron por el
volumen final del ensayo y por la dilucién de la enzima y dividiendo este producto entre el tiempo
de incubacion del ensayo multiplicado por el volumen de enzima empleado. La actividad se

expreso en pmoles de producto formado. min".mL™" de enzima.
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Actividad B 1-3 glucanasa (PR2) (E.C. 3.2.1.39): Se procedi6 segin el método discontinuo y
colorimétrico propuesto por Dangrois et al. (1990) y Dangrois et al. (1992), que utiliza laminarina
(B-1,3 glucano) como sustrato y acetato de Sodio, SO0mM, pH 5,2, como solucién amortiguadora. La
velocidad de la reaccion se calculd a partir de las lecturas de absorbancia a 660 nm, determinando los
azucares reductores producidos (Somogyi y Nelson, 1952). Se utilizaron concentraciones variables
de glucosa para realizar la curva patrén (entre 0,086 y 2,78 umoles.mL™") a partir de una solucion
delmg.mL™". Los calculos de actividad se realizaron multiplicando la absorbancia de la muestra por
la cotangente de la curva patron por el volumen final del ensayo y por la dilucion de la enzima y
dividiendo este producto entre el tiempo de incubacién del ensayo multiplicado por el volumen de
enzima empleado. La actividad se expreso en pmoles de producto formado. min".mL™" de enzima.
Actividad fenilalanina amonioliasa (PAL) (E.C. 4.3.1.5): Se empleé el método discontinuo
propuesto por Nagarotna et al. (1993), el que utiliza como sustrato fenilalanina y borato de Sodio
0,1M, pH 8,8 como solucion amortiguadora. La actividad enzimatica se calculd a partir de las
lecturas de absorbancia a 275 nm, determinandose la produccion de acido cindmico y se expresod
como pmoles de producto formado.min.mL™" enzima, para lo que se emple6 una curva patrén de
acido cinamico en un rango de concentraciones de 0,01 a 0,55 mg.mL" y el calculo de actividad se
realiz6 segun la expresion presentada en el epigrafe anterior.

Para el calculo de la actividad especifica de cada enzima se procedio a dividir los valores de
actividad enzimatica obtenidos entre la concentracion de proteinas de cada muestra.

2.2 Dindmica de induccion temporal y local de PR 2 y PR 3 en plantas micorrizadas con las
cepas seleccionadas

Se sembraron las semillas en el sustrato presentado en la Tabla 2 y se mantuvieron en las
condiciones antes descritas. El dia 21 después de la germinacion se inocularon las plantas en la
zona de las raices con los HMA seleccionados, en forma liquida, utilizando una suspension de
esporas (10° esporas.mL™) en una solucion protegida osmoticamente (Solicitud de Patente
Nacional, OCPI 2004-0272). Las muestras de raices se tomaron a las 1, 2, 4, 8, 12, 18, 24 y 48
horas, después de la inoculacion (hpi) de la suspension y se determind la induccion de PR2 y PR3
por las metodologias descritas en 2.1.2.

2.3 Estudio de la induccion temporal, local y sistémica de PRs en plantas de tomate
inoculadas con las cepas de HMA seleccionadas

Para evaluar la induccion temporal, local y sistémica de PR proteinas de las plantas micorrizadas
con las cepas seleccionadas en el epigrafe 2.1, se recubrieron las semillas con los biopreparados
correspondientes y se realizé una dinamica de induccion de actividad enzimatica de PRX, PR2 y
PR3 en raiz y hojas de las plantas bajo tratamiento a los 3, 5, 7, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 dias

posteriores a la germinacion.
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2.3.1 Dinamica de colonizacién y ocupacion fangica de las plantas

Se realiz6 segun lo descrito en el epigrafe 2.1.1

2.3.2 Masa fresca de la raiz y foliar de plantas de tomate

Se determind la masa fresca de raiz y foliar a 5 plantas por tratamiento como indicador del
crecimiento de las plantas, a los dias 21 y 24 después de la germinacion. Para ello las plantas de
cada tratamiento se lavaron con agua corriente para eliminar los restos de sustrato y se secaron con
papel de filtro para eliminar los excesos de agua. Se separaron las raices y la parte foliar de cada
planta y se pesaron las muestras de forma independiente en balanza técnica (OWA Labor).

2.3.3 Dinamica de la induccion de PRs en raiz y hojas

Se realizo la dindmica de induccion de PR2, PR3 y PRX en raices y hojas de plantas inoculadas
con las cepas seleccionadas en el experimento descrito en el epigrafe 2.1, segun las metodologias
descritas en el epigrafe 2.1.2

2.4 Efecto de los HMA seleccionados sobre la severidad de las enfermedades causadas por
Phytophthora nicotianae, P. infestans, Alternaria solani y Oidiopsis taurica

Para evaluar la respuesta de las plantas micorrizadas con las cepas promisorias frente al ataque de
los patdgenos seleccionados, se sembraron plantas de tomate de la variedad Amalia en macetas
plasticas de 1 kg de capacidad y se utilizé el sustrato descrito en la Tabla 2. Las cepas de HMA
fueron inoculadas por el método de recubrimiento de semillas (Fernandez et al., 2000).

2.4.1 Ocupacion fangica

Se determinaron los porcentajes de colonizacion e intensidad de la ocupacion fingica (D.V) de las
plantas en el dia 21 y 24 después de la germinacién segln la metodologia descrita en el epigrafe
2.1.1.

2.4.2 Evaluacion de la severidad de los dafios producidos por microorganismos patégenos de
la raiz

Los experimentos se realizaron en condiciones de casa de cultivo en el periodo de enero a marzo
de los afios 2003, 2004 y 2005. Se seleccionaron como patdogenos de la raiz a Phytophthora
nicotianae Dastur cepa T8 y a P. infestans cepa 227, procedentes de la Coleccion de Cultivos del
Instituto de Investigaciones de Tabaco (Toledo, 2003), aisladas de tomate y crecidos en Agar
Harina de maiz (Biocen). Las suspensiones de los microorganismos fitopatdgenos se obtuvieron de
colonias crecidas por 15 dias en placas de Petri con Agar Harina de maiz (Biocen). A las placas se
les afiadio 20 mL de agua destilada estéril y se colect6 el micelio con una espatula de Drigalski. Se
dejo reposar a 4°C durante 20-30 minutos para la liberacion de las zoosporas. Se ajustd la
concentracién a 10> zoosporas mL™' por conteo en camara de Neubauer bajo microscopio dptico.
La inoculacion se realizo en plantas de 21 dias de edad, aplicandose el microorganismo patégeno

en la zona de la raiz a razén de 5 mL.planta'l,

30



Se establecieron los tratamientos descritos en la Tabla 3, a razén de tres macetas por tratamiento
con tres plantas cada uno. Las plantas se separaron espacialmente en tres grupos, uno para cada
patogeno y otro para las plantas sin inocular (control). Posterior a la inoculacidn, las plantas se
mantuvieron en cémaras humedas cerrada con nylon por 48 horas para favorecer el
establecimiento de los patdogenos (Hernandez et al., 2004). A los cinco dias posteriores a la
inoculacién se evaluaron los sintomas y signos de las enfermedades causadas por los patdgenos.
La severidad de la enfermedad se evalio mediante la medicion del grado de marchitez en cada
planta, seglin la escala descrita por Pozo et al. (2002). Se determinaron los valores promedios de
infeccion por patégenos para cada tratamiento.

2.4.3 Actividades enzimaticas detectadas en las plantas frente al ataque de los
microorganismos patogenos de raiz

En las mismas plantas evaluadas para el grado de afectacion del patogeno, se realiz6d el muestreo
para las determinaciones de actividad de PRs y proteinas, en tejido foliar y de raiz, segun
metodologias descritas en el epigrafe 2.1.1.

2.4.4 Andlisis de componentes principales en la interaccion planta-patdgenos de raiz-HMA
Se desarrolld un Analisis Multivariado de Componentes Principales para determinar la influencia
de los patdgenos en las actividades enzimaticas que se reflejan en las plantas y la severidad de los
sintomas. Se utiliz6 el programa STATGRAPHYCS Plus, Version 5.1.de Microsoft®.

2.4.5 Evaluacion de la severidad de los dafios producidos por los microorganismos patdgenos
de accion foliar

Se seleccionaron como patogenos foliares a Alternaria solani (Sor) cepa 100, procedente de la
Coleccion de Cultivos del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria, previamente descrita por
Pérez (2003), y un aislamiento natural de O. taurica, mantenido sobre plantulas de tomate. El
in6culo de O. taurica se colectd de plantas de tomate var. Amalia infectadas que se mantenian en
condiciones de crecimiento a 20°C + 2°C, humedad relativa de 70% y fotoperiodo natural. Las
esporas se colectaron por lavado con agua destilada estéril de hojas infectadas para preparar un
indculo que se ajustd a 2 x 10* esporas . mL™', segun recomienda Lindhout et al. (1994) y se
asperjaron sobre las hojas de las plantas de tomate var. Amalia previamente micorrizadas. A.
solani se creci6 en medio Papa Dextrosa Agar (Biocen) y se determin6 la concentracion celular
(UFC) en camara de Neubauer bajo el microscopio optico, con el ajuste de la concentracion de la
suspension a 10° u.fe.mL”. La inoculacion se realizé por aspersion foliar y las condiciones
experimentales asi como el numero de plantas inoculadas fueron similares a las descritas en el
epigrafe 2.4.2.

Se evaluo el porcentaje de necrosis foliar por hoja, calculandose el promedio de las mediciones en

todas las hojas de cada planta. Los datos fueron transformados segun la escala informada por
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Schaefer et al. (2005). Para ¢l caso de O. taurica los valores corresponden a los afios 2003 y 2004,
mientras que para A.solani corresponden a los afios 2003, 2004 y 2005.

2.4.6 Actividades enzimaticas detectadas en las plantas frente a los patdgenos de foliares

Se procedi6 segln lo descrito en el epigrafe 2.4.4.

Disefio experimental y analisis estadistico de los datos

Los experimentos se desarrollaron siguiendo un disefio completamente aleatorizado con tres
repeticiones y se reprodujeron en tres momentos diferentes, para el caso de los experimentos
descritos en los epigrafes 2.1 y 2.4 y en dos, para los descritos en 2.2 y 2.3.

Se emplearon técnicas paramétricas y no paramétricas en funcion de la variable analizada. En el caso
de la colonizacion micorrizica se transformaron los datos de % de colonizacion micorrizica a 2arc sen
\% para el analisis estadistico, segun correspondiera.

Se calculo el intervalo de confianza de la media al 95% de probabilidad, atendiendo al nimero de
repeticiones y la reproducibilidad de los datos, utilizando el programa STATISTIC version 6.1.

En la evaluacion de la intensidad de la enfermedad los datos fueron analizados usando la prueba
no paramétrica de comparacion multiple de Kruskal Wallis completado por la prueba de
comparacion de Mann-Whitney y la correspondiente correccion de Bonferroni (Dayton y Schafer,

1973), utilizando el programa STATISTIC version 6.1.
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I1II- RESULTADOS
3.1. Seleccion de cepas de dos géneros de hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

3.1.1. Analisis de la ocupacion fingica de las plantas

En la Figura 3 se muestran los porcentajes de densidad visual (% D.V.) en los tratamientos
evaluados, lo que refleja la ocupacion fungica de las plantas. En todos los casos los porcentajes de
densidad visual aumentaron con el desarrollo de las plantas hasta los 40 dias después de la

germinacion. Se observé una disminucion hacia los 46 dias.
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Figura 3. Porcentajes de densidad visual (%D.V.) en raices de plantas de tomate inoculadas con cuatro
cepas de HMA. Las barras representan los intervalos de confianza de la media para cada punto (p<

0.05), (n=3).

En general, todas las plantas inoculadas presentaron valores de ocupacion fungica superiores a 2,3 %
a los 40 y 46 dias posteriores a la germinacion (dpg). Los mayores valores de D.V. correspondieron a
los tratamientos inoculados con G. hoi-like y G. mosseae a los 40 dias, con diferencias
estadisticamente significativas con el resto de los tratamientos en estudio. Se debe destacar que estas
diferencias se observaron desde los 21 dias. Esta variable refleja la intensidad de la ocupacion
fungica en el interior de la raices, lo que indica que estas especies son las que mostraron mejor
interaccion con las plantas en las condiciones en que se desarrolld el experimento. Este resultado
podria estar determinado por la especificidad que se establece entre el tipo de sustrato en que se
desarrolla el experimento y el hongo formador de micorriza arbuscular.

En todos los casos se aprecié una disminucion de las estructuras fungicas en la etapa final del
experimento (46 dias), que se relaciona con la fase de floracion masiva de la planta y que puede estar

vinculada con la necesidad de ésta de restringir el flujo de fotosintatos hacia el hongo.
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3.1.2. Dinamica de la induccion de la actividad enzimaitica en raices de plantas de tomate
inoculadas con diferentes HMA

Actividad de la enzima Peroxidasa (PRX)

La dindmica de induccion de enzimas peroxidasas en raices de plantas micorrizadas con las cuatro
cepas en estudio se presenta en la Figura 4. Se aprecian dos maximos de actividad, el primero entre
los dias cinco y ocho, y el segundo a los 30 dias, excepto para G. hoi-like que se desplazé hacia el

dia 33.
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Figura 4. Dinamica de la induccién de la actividad de la enzima Peroxidasa en raices de plantas de
tomate inoculadas con diferentes HMA. Las barras de error representan los intervalos de confianza

de la media para cada punto (p<0.05), (n=9).

Al relacionar las dindmicas de ocupacion fingica y de actividad enzimatica (Figuras 3 y 4), se
demuestra que las plantas al inicio de la micorrizacion reconocen a estos hongos como patdégenos
con el correspondiente incremento de la actividad de la enzima. Posteriormente, se observa
depresion de la actividad enzimatica, lo que manifiesta el comienzo de una nueva fase en la que las
plantas reconocen a los HMA como simbiontes, con incrementos de los niveles de ocupacion
fingica. Este comportamiento se mantiene de forma irreversible, aun cuando se promueve un
incremento de la actividad de la enzima en etapas posteriores del desarrollo de la planta. Se
destaca el tratamiento con G. hoi-like donde este incremento se presenta de forma mas tardia y en
menor grado, en comparacion con el resto de las cepas de HMA estudiadas.

Se debe resaltar ademas, que al inicio de la dindmica la induccion enzimatica observada para G.
mosseae presento los niveles mas bajos de actividad en comparacion con el resto de las cepas. Esta
baja actividad al inicio pudiera contribuir al establecimiento de la cepa con niveles de ocupacion

fungica superiores a los encontrados para G. claroideum y A. scrobiculata.
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Actividad de la enzima Polifenoloxidasa (PPO)

La actividad PPO en raices mostro tres maximos de actividad para las especies estudiadas (Figura
5). El primero aparece en ¢l dia ocho para casi todas las especies, excepto para G. claroideum y G.
mosseae que lo alcanzan en el dia 15 después de la germinacion. El segundo maximo de induccion

aparece en el dia 30 y un tercero a los 43 dias.

Teniendo en cuenta los altos valores de actividad enzimatica en los primeros dias de la dinamica,
no se debian esperar valores altos de ocupacidn flingica en esta etapa, lo que se corrobora con los
valores de D.V. encontrados. Debe destacarse que este aumento es transitorio para el caso de la
especie G. hoi-like en la que se observa que en el dia 15 los valores disminuyen hasta ser
indetectables, mediante la técnica experimental empleada. Sin embargo, la colonizacion de las
plantas por todas las especies incluidas en el experimento se aprecia de forma significativa al
compararse con el control sin inocular, por lo que se infiere que la disminucion temporal de los
niveles de actividad en todos los casos permitié el avance de la colonizacion (Figura 3). Este
aumento puede relacionarse con el crecimiento masivo de las plantas y la toma de Fosforo que
demanda esta etapa.

A los 30 dias se observa un incremento significativo de la actividad de la PPO en las plantas sin
inocular, que podria estar relacionado con la asimilacion de Fosforo, proceso en el que interviene
esta enzima. Este incremento resultd menor en las plantas micorrizadas, lo que podria estar dado
porque el proceso de asimilacion de este elemento ocurre por el micelio extramatrico de las
micorrizas y las plantas en este estado economizan sus funciones, no asi en las plantas control que

como se observa provocan un maximo de induccion superior a las plantas micorrizadas.
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Fig. 5. Dinamica de la induccion de la actividad de la enzima Polifenoloxidasa en la interaccion
tomate-HMA. Las barras de error representan los intervalos de confianza de la media para cada

punto (p< 0.05), (6<n >9).
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Hacia los finales de la dindmica se observa un incremento de la actividad enzimatica que podria
estar relacionada con los procesos de floracion masiva, al igual que ocurre con la enzima
peroxidasa, y se puede relacionar con la disminucion de la ocupacién fungica y las demandas de
Fosforo por las plantas.

Actividad de la enzima Quitinasa (PR3)

En la Figura 6 se muestra el comportamiento de la enzima quitinasa en la interaccion de plantas de
tomate var. Amalia con diferentes cepas de HMA. La dindmica presenta un comportamiento
similar para todas las cepas estudiadas. Se observan diferencias significativas a los 40 dias, cuando
se presentd un maximo de activacion en las plantas inoculadas con las cepas G. hoi-like y G.

claroideum.
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Figura 6. Dinamica de la induccién de la actividad de la enzima Quitinasa en la interaccion tomate-
HMA. Las barras de error representan los intervalos de confianza de la media para cada punto

(p<0.05), (n=9).

Actividad de la enzima $1,3-glucanasa (PR2)

En la Figura 7 se representa el comportamiento de la enzima -1,3-glucanasa en las raices de las
plantas tratadas con las diferentes especies de hongos micorrizogenos. La actividad enzimatica
resultd mas elevada en las plantas inoculadas con las cepas G. hoi-like y G. mosseae. En fases
posteriores, entre 22 y 33 dias, todas las plantas (inoculadas y sin inocular, menos evidente con la

cepa A. scrobiculata) presentaron un incremento en la actividad de esta enzima.
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Figura 7. Dinamica de la induccion de la actividad de la enzima fB-1,3-glucanasa en la interacciéon

tomate-HMA. Las barras de error representan la desviacion estindar poblacional para cada punto
(p<0.05), (n=9).

Actividad de la enzima fenil alanina amonio liasa (PAL)
La Figura 8 muestra la dinamica de la enzima fenil-alanina-amonioliasa en raices de plantas

inoculadas con las diferentes especies de HMA.

0,025 - testigo
— -8 - 7 Mosseae
— =i — F.olaroidedm
0,02

—d— 5. horlike
Se-¥-- - A scrobioniata

-

]

T

5

S Y05
o ‘D

2 a

28 om
]

=

E 0,005
=

u T T T T T

24 N
tiempo [dpqg)
Figura 8. Dinamica de la induccion de la actividad de la enzima fenil alanina amonio liasa en la

interaccion tomate-HMA. Las barras de error representan los intervalos de confianza de la media

para cada punto (p<0.05), (6< n >9).

Se aprecia que todas las cepas mantuvieron un comportamiento similar, excepto G. hoi-like que
inicié la dinamica con altos niveles, los que disminuyen a los cinco dias y luego se observa un
comportamiento similar a las demas cepas en estudio. Por su parte, G. claroideum inicia con los

niveles mas bajos y presenta un maximo a los 40 dias.
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Los mecanismos de induccion enzimatica permitieron determinar que las cepas G. hoi-like y G.
mosseae difieren del resto en cuanto a la rapidez en que superan la fase de estrés bidtico y
comienzan a comportarse como simbiontes. Esta rapida transicion de la fase de estrés bidtico a la
fase de simbionte se observo no solo en las diferencias de los niveles de actividad de las enzimas
en los primeros dias con respecto a los dias finales de la dindmica, sino también en los mas altos
valores de D.V. observados durante la fase experimental. Estos constituyeron criterios de seleccion

que determinaron que se continuara el estudio con las cepas G. hoi-like y G. mosseae.

3.2. Dinamica de induccion temporal y local de PR 2 y PR 3, en plantas micorrizadas con las
cepas promisorias

La Figura 9 muestra la dindmica de activacion encontrada en raices, a nivel local, para la enzima 3
1, 3 glucanasa horas después de haber sido inoculadas con los HMA en estudio. Se aprecia que la
inducciodn es rapida, dado que se detectaron niveles de actividad enzimatica que en el caso de G.
hoi-like superaron a las plantas sin inocular desde la hora uno y hasta la cuatro. Por su parte, la
cepa G. mosseae aunque con valores inferiores al testigo, también presentd niveles de actividad
desde la hora uno. En las horas finales de esta dindmica (43 horas) se observo un incremento
significativamente superior en las plantas tratadas con respecto al testigo sin inocular que no

difiri6 entre las cepas en estudio.
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Figura 9. Dinamica de induccion de actividad p 1-3 glucanasas en raices de plantas de tomate
inoculadas con G. mosseae y G. hoi-like horas después de inducida la micorrizacién. Las barras

representan los intervalos de confianza de la media para (p<0.05), (n=6).

La Figura 10 muestra la dindmica de activacion de la enzima quitinasa en raices de plantas
inoculadas, horas después de ser inducida la micorrizacion. Se observa que las plantas inoculadas
con G. hoi-like presentan niveles de activacion al inicio de la dinamica que disminuye a las 12

horas, y no se produjo una nueva activacion hasta la hora 17 que se mantiene hasta el final de la
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dindmica. Las plantas tratadas con G. mosseae mostraron un comportamiento similar a las plantas
testigo, las que inicialmente presentan una baja actividad y un maximo a los 12 horas. Las plantas
testigo a partir de este momento disminuyen la actividad hasta el final de la dinamica, no
ocurriendo asi con las plantas micorrizadas con G. mosseae que presentan un maximo de

activacion en la hora 24 que disminuye con el tiempo.

0,2

o 1B etestign {k
o 0,16 1 — - G.mossese T .
2 . 0,14 —4— GhoFlike \\
38 012 ; .
38 01- J .

0,08 - i »
-E I.i“J (,i:‘:qﬁ \'\
o - y
= Y
] A
=

22 29 36 43 50
tiempo [hpi)

Figura 10. Dindmica de induccion de actividad quitinasa en raices de plantas de tomate micorrizadas
con G. mosseae y G. hoi-like horas después de inducir la micorrizacién. Las barras representan los

intervalos de confianza de la media para (p <0,05), (n=6)

Se observa que para ambas cepas la induccion de PRs a nivel local fue rapida y elevada, aunque
en momentos diferentes, lo que indica que la percepcion de las sefiales que se establecen entre las

cepas y las plantas de tomate de la variedad Amalia fue efectiva para las cepas promisorias.

3.3. Estudio de la induccion temporal, local y sistémica, de PRs en plantas de tomate

inoculadas con las cepas de HMA seleccionadas

3.3.1. Dindmica de colonizacion y ocupacion fungica de las plantas

La dinamica de colonizacion de las cepas G. mosseae y G. hoi-like se presenta en la Figura 11. Se
observa un incremento de los niveles de colonizacion fingica que entre ambas cepas solo difiri6 de
forma significativa en el dia 21 de la dindmica. AUn cuando se aprecia una tendencia a ser mas
altos los niveles de colonizacion entre los dias 15 y 24 para la cepa G. hoi-like, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la capacidad de las cepas para colonizar las plantas

de tomate de la variedad en estudio.
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Figura 11. Dinamica de colonizacion de las cepas G. mosseae y G. hoi-like. Las barras representan

los intervalos de confianza (p<0.05), (n=6)

La dindmica de ocupacion flingica se presenta en la Figura 12. Para ambas cepas los porcentajes de

densidad visual se encuentran en los niveles informados para este cultivo (2,3 — 3,5%) (Terry,

2003).
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Figura 12. Dinamica de ocupacion fungica (D.V) para las cepas G. hoi-like y G. mosseae. Las barras

representan los intervalos de confianza (p<0.05), (n=6).

Se destaca que la cepa G. hoi-like presento a partir del dia 18, niveles superiores de D.V. que se
corresponden con una mayor cantidad de estructuras de intercambio entre las plantas de tomate de
la variedad Amalia y esta cepa de HMA. Este comportamiento podria estar relacionado con las
condiciones de sustrato empleado, ya que esta cepa se recomienda especificamente para estas

condiciones de fertilidad.
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3.3.2 Masa fresca foliar y de raiz de plantas de tomate micorrizadas.

Las variaciones de las masas frescas foliar y de raiz de los tratamientos se presentan en la Figura
13. Con relacion a la masa fresca foliar, se observa que el tratamiento inoculado con la cepa G.
hoi-like presenta los valores mas bajos a los 21 dias, sin diferencias significativas entre los

tratamientos a los 24 dias (Figura 13A).
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Figura 13. Masa fresca de plantas de tomate de 21 y 24 dias de edad, a los que se aplicaron los
tratamientos en estudio. (A) Masa fresca foliar (B) Masa fresca de raices. Las barras representan los

intervalos de confianza (p<0.05), (n=6).

En el caso de la masa fresca de raiz se observaron valores similares en el dia 21, para las plantas
micorrizadas con G. mosseae y las plantas testigo, pero estadisticamente superiores para las
plantas micorrizadas con G. hoi-like. Estos valores fueron significativamente superiores en el dia
24 para los tratamientos inoculados con HMA (Figura 13B). Se debe destacar que las plantas
micorrizadas con G. hoi-like presentaron los valores de masa fresca de raiz mas altos en el dia 21 y
24, lo que indica que esta cepa permitio un mejor desarrollo del sistema radical y por tanto una
mejor nutricion de la planta. Ademas, para el caso de G. hoi-like se observé el estadio parasitico
informado por diferentes autores para las cepas de HMA, lo que se refleja en la disminucién de la
masa fresca foliar, ain cuando los valores de masa fresca de raiz resultaron superiores para esta
especie, estadio que logro superarse rapidamente en el dia 24.

3.3.3 Dinamica de la induccion de PRs en raiz y hojas

3.3.3.1. Dinamica de la induccion de Peroxidasa en raiz y hojas

La dindamica de induccién de Peroxidasa en raices de plantas de tomate inoculadas con las dos
cepas seleccionadas se presenta en la Figura 14. De forma general, se observan tres maximos de
activacion para los tres tratamientos, el primero entre los dias tres y seis, un segundo maximo en el

dia 15 y un tercero en el dia 21 para el testigo sin inocular y para G. hoi-like.
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Figura 14. Dinamica de induccion de Peroxidasa en raices de plantas de tomate var. “Amalia”
inoculadas con las cepas G. mosseae y G. hoi-like. Las barras representan los intervalos de confianza

de la media (p<0.05), (n=6).

La activacion del sistema Peroxidasa en hojas de plantas inoculadas con ambas cepas se presenta
en la Figura 15. Se observa un maximo para todos los tratamientos que disminuye hasta no ser
detectado en el dia nueve, permaneciendo asi hasta el final de la fase de experimentacion para la
cepa G. mosseae y el testigo sin inocular. Es importante destacar que se observd un nuevo maximo

de activacion transitorio para la cepa G. hoi-like que tiende a desaparecer rapidamente.
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Figura 15. Dindmica de induccion de Peroxidasa en hojas de tomate var. Amalia inoculadas con las

cepas G. mosseae y G. hoi-like. Las barras representan los intervalos de confianza de la media para
p<0.05% (n=6)

La induccién de Peroxidasa (PR 9) en raiz, para ambas cepas, mantuvo la tendencia presentada en
el experimento 1. En el caso de la dindmica en hojas, no hubo induccion de respuesta sistémica
para ambas cepas desde el inicio y solo para el caso de G. hoi-like se observo una induccion en el

dia 18 que resulto6 ser transitoria.
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3.3.3.2 Dinamica de la induccion de p 1,3 glucanasa en raiz y hojas

El comportamiento de la induccion de PR2 en raices de plantas de tomate inoculadas con las dos
cepas se muestra en la Figura 16. Se aprecian dos maximos de induccion de actividad para las dos
cepas, el primero en la etapa inicial que supera al testigo y el segundo en el dia 12. Se observa
ademas un maximo para la cepa G. hoi-like que supera a G. mosseae y al testigo sin inocular entre

los dias 18 y 21.

2.5 1 — —#— — (3 mosseas
U.A.E. . —&— 3 hoi-like
2

3 5 T M 13 15 1T 1% 2 23 25
tiempo (dpa)

Figura 16. Diniamica de induccion de actividad p 1-3 glucanasa en raices de plantas de tomate var.
“Amalia” inoculadas con las cepas G. mosseae y G. hoi-like. Las barras representan los intervalos de

confianza de la media (p<0.05), (n=6)

La dinamica de induccion de PR2 en hojas de plantas de tomate inoculadas con las dos cepas

seleccionadas se presenta en la Figura 17.
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Figura 17. Dindmica de induccion de actividad p 1-3 glucanasa en hojas de plantas de tomate var.
Amalia inoculadas con las cepas G. mosseae y G. hoi-like. Las barras representan los intervalos de

confianza de la media (p<0.05), (n=6).
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Se aprecia para ambas cepas dos maximos de activacion que para el caso de G. hoi-like se inician
y terminan antes que para G. mosseae y para las plantas sin inocular. El segundo méaximo de
activacion transcurre para todos los tratamientos en el mismo tiempo.

La dinamica de B 1-3 glucanasas corrobord la existencia de niveles basales en plantas de esta

enzima y se observd que no existe induccion de respuesta sistémica a nivel de tejido foliar.

3.3.3.3 Dinamica de la induccion de quitinasa en raices y hojas de plantas de tomates
micorrizadas

La dinamica de induccion de PR3 en raices de plantas de tomate se presenta en la Figura 18. Se
aprecian dos picos para G. hoi-like y G. mosseae. El primer maximo se observd en el dia 9
resultando significativamente superior para la especie G. hoi-like y una segunda induccion en el
dia 21, sin diferencias significativas entre ambas cepas. Para el testigo solo se apreciéo un maximo

de induccidn en el dia 15.
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Figura 18. Dinamica de induccion de quitinasa en raices de plantas de tomate var. “Amalia”
inoculadas con las cepas G. mosseae y G. hoi-like. Las barras representan los intervalos de confianza

de la media (p<0.05), (n=6).

La induccidn de quitinasa en hojas de plantas inoculadas con las especies en estudio se presenta en
la Figura 19, en la que se observa una dindmica de actividad similar para las dos cepas y para el
testigo sin inocular. En la dinamica en el tiempo de esta enzima en hojas tampoco se observod
induccion de respuesta sistémica dado que para ambas cepas los niveles de actividad son mas bajos
que los de las plantas control. De forma general se puede apreciar que las dinamicas de induccion

de PR 2, 3 y 9 presentan un perfil similar con las presentadas en el primer experimento.
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Figura 19. Dindamica de induccion de actividad quitinasa en hojas de plantas de tomate var.
“Amalia” inoculadas con las cepas G. mosseae y G. hoi-like. Las barras representan los intervalos de

confianza de la media (p<0.05), (n=6).

En el presente estudio se observdé que aun cuando hay induccion de actividad enzimatica
diferencial entre las plantas micorrizadas y las plantas testigo, no se aprecia induccion de respuesta
sistémica en la planta, al menos con las enzimas evaluadas, lo que podria estar relacionado con
informes presentados en la literatura que plantean que los HMA inducen la atenuacion de las
respuestas defensivas en plantas y que son mas débiles que las inducidas por los hongos
fitopatdgenos.

3.4 Efecto de los HMA seleccionados sobre la severidad de las enfermedades causadas por
Phytophthora nicotianae, P. infestans, Alternaria solani y Oidiopsis taurica, en tomate de la
variedad Amalia.

3.4.1 Ocupacion fungica

Los niveles de colonizacion y ocupacion fingica de las plantas se presentan en la Figura 20. Para
ambas variables se encontraron niveles promedios para la edad del cultivo similares a los
observados en acapites anteriores. Las plantas inoculadas con la cepa G. hoi-like presentaron
niveles de ocupacion fingica mayores que las inoculadas con G. mosseae, y a su vez mayores que
las plantas testigo. Se debe destacar que el experimento se efectudé en condiciones controladas y

de sustrato estéril, por tanto las plantas testigos no resultaron micorrizadas.
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Figura 20 Niveles de colonizacion (A) y ocupacion fingica (B) detectadas en las plantas inoculadas
con HMA (T2: G. mosseae y T3: G. hoi-like) y las plantas testigo (T1). Las barras representan el

intervalo de confianza de la media (p<0.05), (n=6).

3.4.2. Evaluacion de la severidad de los dafios producidos por patégenos de la raiz

3.4.2.1 Severidad de Phytophthora spp. sobre plantas inoculadas con las cepas de HMA
seleccionadas

En la Figura 21 se representa el promedio de tres experimentos en los que se determind la
severidad de P. nicotianae y P. infestans sobre plantas de tomate de la variedad Amalia en los
periodos de enero a marzo de los afios 2003, 2004 y 2005.

No se obtuvieron diferencias significativas entre las plantas testigo y las inoculadas con HMA con
respecto a la severidad de P. nicotianae, lo que se denota por la aparicion de marchitez en el 100%

de las plantas en el mismo nivel.
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Figura 21. Marchitez foliar en plantas de tomate inoculadas con los tratamientos en estudio y
enfrentadas a Phytophthora spp. (A) P. nicotianae (B) P. infestans. Se utilizé una escala en grados
para determinar la intensidad de la enfermedad donde 0 es sin dafio, 1 es marchitez de hasta un 10
%, 2 se refiere a la marchitez hasta un 25 %, 3 marchitez hasta 50 %, 4 marchitez hastaun 75 % y

5 hasta un 100% de la marchitez. T1: plantas control, T2 y T3: plantas micorrizadas con G. mosseae
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y G. hoi-like, respectivamente. Letras no comunes indican diferencias significativas segin correccion

de Bonferroni para p < 0.05.

Para el caso de P. infestans, se observaron diferencias en la severidad de los dafios producidos por
el patdogeno, en dependencia de la especie de HMA empleado, resultando las plantas micorrizadas
con la especie G. hoi-like mas protegidas que las micorrizadas con G. mosseae, a su vez no se

observaron diferencias entre las plantas micorrizadas con G. mosseae y las plantas control.

3.4.3. Actividades enzimaticas detectadas en las plantas frente al ataque de los patogenos de
raiz

3.4.3.1 Actividad PRX en raices y hojas de plantas inoculadas con HMA frente al ataque de
patogenos de raiz

La Figura 22 representa los promedios de la activacion de PRX en tres experimentos donde se
enfrentan las plantas micorrizadas a los patdgenos P. nicotianae y P. infestans.

Se puede apreciar que la inoculacion de plantas con Phytophtora spp. induce niveles de PRX en
raiz mas altos que los que se inducen en las plantas control, donde no esta presente el patégeno
(Figura 22A). Las mayores inducciones de actividad en raiz corresponden a las plantas inoculadas
con P. infestans. Se observé una disminucion de la actividad de la enzima en las plantas
micorrizadas y enfrentadas a P. nicotianae, en comparacion con las plantas controles e inoculadas
con los patdgenos. Este comportamiento no influyd en la respuesta de estas plantas frente al ataque

del patogeno, pues los niveles de dafio fueron iguales en todos los tratamientos.
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Figura 22. Actividad PRX detectada en raices (A) y hojas (B) de plantas de tomate frente al ataque de
Phytophthora spp. Las barras representan: primera- plantas control, segunda y tercera- plantas
inoculadas con P. nicotianae y P. infestans, respectivamente. T1: plantas control, T2 y T3: plantas
micorrizadas con G. mosseae y G. hoi-like, respectivamente. Las barras representan el intervalo de

confianza de la media (p < 0.05), (n=9).
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Cuando se determind la actividad de esta enzima en hojas (Figura 22B), no se apreciaron
diferencias entre las plantas sin micorrizar y las micorrizadas. Asimismo, se observo que la
infeccion con P. nicotianae indujo valores de actividad de la enzima mayores en las plantas
controles que en las micorrizadas. Sin embargo, la disminucién en la inducciéon no influyo en los
niveles de proteccion detectados porque la severidad de la enfermedad fue similar para todos los
tratamientos.

Con respecto al enfrentamiento a P. infestans, no se encontraron diferencias en los niveles de
actividad enzimatica entre los tratamientos, no obstante se observaron diferencias en la severidad
producida por el patégeno.

3.4.3.2 Actividad PR3 en raices y hojas de plantas micorrizadas frente al ataque de
patégenos

La Figura 23 muestra la induccion de quitinasa en raices y hojas de plantas inoculadas con HMA

frente al ataque de Phytophthora spp.
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Figura 23. Actividad PR3 detectada en raices (A) y hojas (B) de plantas de tomate frente al ataque de
Phytophthora. (La primera barra refiere la actividad de las plantas control, las barras dos y tres
refieren la actividad de las plantas con P. nicotianae y P. infestans respectivamente) (T1: plantas
control, T2 y T3: plantas micorrizadas con G. mosseae y G. hoi-like respectivamente). Las barras

representan el intervalo de confianza de la media para p < 0.05 (n=9).

De modo general, la respuesta local observada resultdé superior en las plantas micorrizadas,
destacandose G. mosseae por la mayor actividad. Esta respuesta resulto similar a la presentada en
el experimento 3 (epigrafe 3.3), donde se evidencié que ambas cepas inducen respuestas locales de
quitinasas en raiz, con diferencias significativas con el control (Figura 23A).

Cuando estas plantas se enfrentaron con P. nicotianae (Figura 23A), los mayores niveles de
actividad se detectaron en las plantas micorrizadas con G. mosseae y no se presentaron diferencias

entre las plantas control y las inoculadas con G. hoi-like. En las plantas inoculadas con G. mosseae
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no hubo actividad detectable al enfrentar las plantas con P. infestans, no asi en las que se
enfrentaron al patdégeno previamente inoculadas con G. hoi-like, que incrementaron su actividad.
La Figura 23 B muestra la induccion de actividad PR3 en el sistema foliar. Se encontré una
respuesta diferencial entre las cepas de micorrizas en cuanto a la induccion sistémica de actividad
quitinasa. Las plantas inoculadas con la cepa G. mosseae mostraron respuesta sistémica en la
induccion de esta enzima, efecto que no se observo en las plantas inoculadas con G. hoi-like donde
se aprecio una disminucion de la actividad. Este resultado también coincide con los presentados en
el epigrafe 3.3.

Para las plantas inoculadas con P. nicotianae se encontr6é una disminucién no significativa de la
actividad en G. mosseae y significativa para G. hoi-like. Con P. infestans no se presentaron
diferencias entre los tratamientos.

3.4.3.3 Actividad PR2 en raices y hojas de plantas inoculadas con HMA frente al ataque de
patogenos

La Figura 24 presenta la induccion de PR2 en raices y hojas de plantas inoculadas con HMA frente
al ataque de patdgenos de accion a nivel de raiz. Se observa que la actividad B 1,3 glucanasa en
raices de plantas micorrizadas resulté en induccidén de respuesta local, dado por la diferencia de
ambas cepas con el control (Figura 24A).

En las plantas enfrentadas con P. nicotianae no se observaron diferencias en la induccion de 1,3
glucanasa en la raiz entre las plantas inoculadas con HMA vy las plantas control. Sin embargo, en el
caso de la inoculacion con P. infestans se aprecié un aumento significativo de la actividad por el

efecto de la inoculacion de las plantas con HMA
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Figura 24. Actividad PR2 detectada en raices (A) y hojas (B) de plantas de tomate frente al ataque
de Phytophthora. (La primera barra refiere la actividad de las plantas control, las barras dos y tres

refieren la actividad de las plantas incoculadas con P. nicotianae y P. infestans respectivamente) (T1:
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plantas control, T2 y T3: plantas micorrizadas con G. mosseae y G. hoi-like respectivamente) Las

barras representan el intervalo de confianza de la media para p < 0.05 (n=9)

No hubo induccién de respuesta sistémica para esta enzima en las hojas de las plantas inoculadas
con HMA, dado que los niveles de actividad PR2 en éstas no se modificaron apreciablemente,
respecto a la de las plantas testigo (Figura 24B). Este resultado coincide con lo mostrado en el
experimento del epigrafe 3.3.

Cuando estas plantas fueron enfrentadas con P. nicotianae se aprecid6 una disminucion
significativa de la actividad de glucanasa en las plantas inoculadas con HMA, sin diferencias entre
las cepas empleadas. En el enfrentamiento a P. infestans las plantas inoculadas con G. mosseae
mostraron la mayor induccidon de la enzima y no hubo diferencias entre el control y las plantas
inoculadas con G. hoi-like.

3.4.3.4 Actividad PAL en raices y hojas de plantas micorrizadas frente al ataque de
microorganismos patogenos de raiz.

La Figura 25 muestra la induccion de fenil alanina amonio liasa (PAL) en los sistemas radical y
foliares de las plantas enfrentadas a las dos especies de Phytophthora. Las plantas inoculadas con
HMA presentaron activacion de respuesta local que resulto sin diferencias entre las cepas de HMA
empleadas (Figura 25A). Cuando estas plantas se enfrentaron con P. nicotianae se obtuvo una
disminucion de la actividad en las plantas micorrizadas con G. hoi-like. No se observaron
diferencias en la induccion de la enzima cuando las plantas se enfrentaron a P. infestans.

Figura 25. Actividad PAL detectada en raices (A) y hojas (B) de plantas de tomate frente al ataque de

Phytophthora spp. (La primera barra refiere la actividad de las plantas control, las barras dos y tres

refieren la actividad de las plantas inoculadas con P. nicotianae y P. infestans respectivamente) (T1:
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plantas control, T2 y T3: plantas micorrizadas con G. mosseae y G. hoi-like respectivamente). Las

barras representan el intervalo de confianza de la media para p < 0.05 (n=9)

La Figura 25B muestra la induccion de la actividad PAL en el sistema foliar. Se encontrd

induccién de respuesta sistémica en las plantas micorrizadas que resultdé ser mayor en aquellas
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inoculadas con G. mosseae. Las plantas micorrizadas con G. mosseae y enfrentadas con P.
nicotianae y P. infestans mostraron niveles de activacion de la enzima mas bajos que las
micorrizadas con G. hoi-like. No se encontraron diferencias entre las plantas micorrizadas con G.
hoi-like y las plantas control cuando se enfrentaron a los patogenos.

Se debe destacar que esta enzima es la que inicia el ciclo de los fenilpropanoides y que se conecta
con varias vias metabolicas en plantas, entre las que se encuentran las fitoalexinas y la lignina y la
suberina, entre otras, por lo que la elevacion de la actividad de la enzima per se no es suficiente
para predecir su papel en la bioproteccion de las plantas frente al ataque de los diferentes
patogenos.

3.4.3.5 Analisis de componentes principales en la interaccion planta-patogenos de raiz-HMA.
Las Figuras 26 y 27 muestran los analisis de componentes principales para las combinaciones de
las actividades PRX, PR2, PR3 y PAL con el efecto producido por los patogenos de accion a nivel
de raiz. Para el caso de P. nicotianae las dos primeras componentes explican el 79,66% de la
variabilidad de los datos (Figura 26). Al componente uno contribuyen la severidad de la
enfermedad y la activacion de B 1,3 glucanasa, PRX y quitinasas de raiz; al componente dos
aportan la B 1-3 glucanasa, PRX y quitinasas de hojas.

Se encontré que no habia relacion entre el dafio producido por el patégeno y las actividades de
PR2 y PR3 en hojas y que la relacion era positiva y estrecha con PAL y PRX en hojas y PRX en
raiz. Se obtuvieron relaciones negativas entre la severidad producida por el patdégeno y la actividad
de B 1-3 glucanasa, quitinasa y PAL en raiz.

Cuando se compararon las plantas inoculadas con patdgenos y las control, se observd que la
presencia del patdogeno provoca disminucidn en la actividad de las enzimas PR2, quitinasa y PAL
en raiz y aumentos en las actividades PAL y PRX en hojas y PRX en raiz. No se observo relacion

entre la presencia del patdgeno y las actividades PR2 y PR3 en hojas.
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Figura 26. Analisis de componentes principales para P. nicotianae. Leyenda: PRX se refiere

a la actividad Peroxidasa, PR2, a B 1,3 glucanasa, PR3 a actividad quitinasa y PAL a fenil
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alanina amonio liasa, T1 plantas sin micorrizar T2: G. mosseae y T3: G. hoi-like, r: a los
valores de actividad de las enzimas en la raiz y h: en hojas, IP: refiere las plantas

enfrentadas a los patogenos.

En el analisis de componentes principales para P. infestans las dos primeras componentes explican
el 91.75% de la variabilidad de los datos (Figura 27). Se observo que las variables que aportan al
componente uno fueron la severidad de la enfermedad. quitinasas de raiz y hojas, PAL en hojas y
raiz, PRX enraiz y B 1,3 glucanasa en hojas, y al componente dos PRX en hojas y B 1,3 glucanasa
en raiz. No se encontrd relacion entre el dafio producido por el patdégeno y las actividades
glucanasa en raiz y PRX en hojas. Existe relacion positiva entre la severidad de la enfermedad y
las actividades PAL y PRX en raiz y PAL en hojas, y negativa entre el dafio y la actividad B 1,3
glucanasa en hojas y quitinasa en hojas y raiz.

Cuando se comparan las plantas enfrentadas al patogeno y las control, se observo que la presencia
del patogeno provoca disminucion de B 1,3 glucanasa en hojas y quitinasa en ambos organos y
aumentos en las actividades PAL y PRX en raiz y PAL en hojas, sin efectos en las actividades 3

1,3 glucanasa en raiz y PRX en hojas.
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Figura 27 Analisis de componentes principales para P. infestans Leyenda: PRX se refiere a la
actividad Peroxidasa, PR2, a B 1,3 glucanasa, PR3 a actividad quitinasa y PAL a fenil
alanina amonio liasa, T1 plantas sin micorrizar T2: G. mosseae y T3: G. hoi-like, r: a los
valores de actividad de las enzimas en la raiz y h: en hojas, IP: refiere las plantas

enfrentadas a los patogenos.
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3.3.6 Evaluacion de la severidad de los dafios producidos por los patégenos de accion foliar
3.3.6.1 Severidad de las afectaciones producidas por Alternaria solani sobre las plantas
inoculadas con HMA

La Figura 28 presenta los promedios de la severidad de los dafios causados por A. solani sobre
plantas de tomates de la variedad Amalia y evaluados en tres experimentos en los periodos de
enero a marzo de los afios 2003, 2004 y 2005.

Los niveles de necrosis detectados mostraron un efecto diferencial entre las cepas de HMA
empleadas sobre la severidad del dafio producido por el patégeno. Las plantas inoculadas con la
cepa G. hoi-like lograron una disminucion significativa de la severidad del patogeno
aproximadamente dos niveles por debajo de las plantas testigo, no ocurriendo asi para las plantas
micorrizadas con G. mosseae que mostraron un aumento de la severidad de los dafios, en relacion

con las plantas sin micorrizar.
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Figura 28. Necrosis foliar en plantas de tomate inoculadas con los tratamientos en estudio y
enfrentadas a A. solani. Se utilizo una escala en grados para determinar la severidad de la
enfermedad donde 0 es planta sana, 1 hasta un 10 % de hojas con sintomas, 2 hasta un 25 % de hojas
con sintomas , 3 hasta 50 % de hojas con sintomas, 4 hasta un 75 % de hojas con sintomas y 5 hasta
un 100%. T1: plantas control, T2 y T3: plantas micorrizadas con G. mosseae y G. hoi-like
respectivamente. Letras no comunes indican diferencias significativas segiun correcciéon de

Bonferroni para p < 0.05.

3.3.6.2 Afectaciones producidas por Oidiopsis taurica sobre las plantas inoculadas con HMA
Las afectaciones producidas por O. taurica fueron evaluadas en plantas de tomate en los periodos

de enero a marzo de los afios 2003 y 2004 y se representa el promedio de estas en la Figura 29. Al
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igual que en el caso anterior se encontré6 un comportamiento diferencial entre cepas. Las plantas
inoculadas con G. hoi-like y G. mosseae redujeron los porcentajes de necrosis con relacion al
control. Las plantas inoculadas con G. hoi-like se destacaron por disminuir la mayor intensidad de

los dafos producidos por el patdgeno.
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Figura 29. Necrosis foliar en plantas de tomate inoculadas con los tratamientos en estudio y
enfrentadas a Oidipsis taurica. Se utilizé6 una escala en grados para determinar la severidad de la
enfermedad donde 0 es plantas sanas, 1 hasta un 10 % de hojas con sintomas, 2 hasta un 25 % de
hojas con sintomas , 3 hasta 50 % de hojas con sintomas, 4 hasta un 75 % de hojas con sintomas y 5
hasta un 100%. T1: plantas control, T2 y T3: plantas micorrizadas con G, clarum y G. hoi-like,
respectivamente. Letras no comunes indican diferencias significativas segin correcciéon de

Bonferroni para p <0.05.

3.3.7 Actividades enzimaticas detectadas en las plantas frente al ataque de patégenos
foliares

3.3.7.1 Actividad PRX en raices y hojas de plantas inoculadas con HMA frente al ataque de
patogenos foliares

Los promedios de tres experimentos para A. solani y de dos en Oidiopsis taurica para la activacion
de PRX en las plantas tratadas se representa en la Figura 30. La activacion de la enzima en la raiz
confirma el hecho de que esta se induce de manera local.

En el caso de las plantas inoculadas con G. hoi-like la presencia de A. solani no afect6 los niveles
de actividad PRX en raiz ni en hojas. Sin embargo, las plantas inoculadas con G. mosseae
disminuyeron el nivel de PRX en raiz e incrementaron significativamente el nivel de esta actividad
en hojas.

En el caso de la O. taurica, en raiz, se observo la disminucion de la actividad de la enzima en las
plantas inoculadas con HMA respecto a aquellas sin inocular y enfrentadas al patégeno y no se

apreciaron cambios sustanciales en el nivel de actividad de esta enzima en hojas.
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Figura 30. Actividad PRX detectada en raices (A) y hojas (B) de plantas de tomate frente al ataque
de patogenos foliares. La primera barra refiere la actividad de las plantas control, las barras dos y
tres refieren la actividad de las plantas inoculadas con A. solani y Oidiopsis taurica respectivamente
(T1: plantas control, T2 y T3: plantas micorrizadas con G. mosseae y G. hoi-like respectivamente)

Las barras representan el intervalo de confianza de la media para p < 0.05 (n=9; n=6).

3.3.7.2 Actividad PR3 en raices y hojas de plantas micorrizadas frente al ataque de
patogenos foliares

La Figura 31 muestra la induccion de quitinasa en hojas y raices de plantas inoculadas con HMA
con las dos cepas en estudio frente al ataque de los patdgenos foliares empleados.

En la actividad enzimatica de quitinasa en el sistema radical de las plantas en estudio, se observa
una respuesta local mas elevada en las plantas inoculadas con G. mosseae y mas leve en las
inoculadas con G. hoi-like (Figura 31A).

En el caso del enfrentamiento con A. solani se aprecié una disminucion no significativa de la
actividad para las dos cepas de HMA, respecto a las plantas control; sin embargo, en las plantas
enfrentadas con Oidiopsis taurica., esta disminucion resulto significativa.

La Figura 31B muestra la induccion de actividad PR3 en el sistema foliar. Se observa una
respuesta diferencial entre las cepas de micorrizas en cuanto a la induccion sistémica de actividad
quitinasa. Las plantas inoculadas con la cepa G. mosseae mostraron respuesta sistémica, esto no se
observo para las plantas inoculadas con G. hoi-like en las que se aprecidé una disminucion de la
actividad.

De forma general, no se presentaron diferencias significativas entre las plantas control y las
micorrizadas frente al ataque de los patogenos en los niveles de induccion de la enzima, alin
cuando se encontrd una ligera disminucion de la actividad en las plantas micorrizadas con G.

mosseae, y la actividad de quitinasa fue alta en todos los tratamientos.
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Figura 31. Actividad PR3 detectada en raices (A) y hojas (B) de plantas de tomate frente al ataque de
patogenos (La primera barra refiere la actividad de las plantas control, las barras dos y tres refieren
la actividad de las plantas con A. solani y Oidiopsis taurica respectivamente) (T1: plantas control, T2
y T3: plantas micorrizadas con G. mosseae y G. hoi-like respectivamente) Las barras representan el

intervalo de confianza de la media para p < 0.05 (n=9; n=6).

3.4.7.3 Actividad PR2 en raices y hojas de plantas inoculadas con HMA frente al ataque de
los patogenos foliares.

La Figura 32 presenta la induccion de PR2 en raices y hojas de plantas inoculadas con HMA frente
al ataque de los patdgenos. Se observa induccion local de B 1,3 glucanasa en raices de plantas
micorrizadas que para ambas cepas fue superior a las plantas testigo (Figura 32A).

Cuando las plantas se enfrentaron a A. solani se observaron diferencias en la induccion de
actividad glucanasa entre las cepas que resultd ser mas alta en las plantas inoculadas con G. hoi-
like. Sin embargo, se evidenci6 una disminucion de esta actividad para aquellas plantas
inoculadas con G. mosseae y enfrentadas con el patogeno. Las plantas testigo e inoculadas con
HMA y enfrentadas con Oidiopsis taurica no mostraron diferencias en la induccion de actividad.
La Figura 32B muestra la induccién de actividad B 1-3 glucanasa en el sistema foliar de las plantas
en estudio. No se encontrd induccioén de respuesta sistémica en las plantas inoculadas con HMA,
dado que los niveles de actividad PR2 en éstas no se modificaron apreciablemente respecto a las

plantas testigo.

No se observaron diferencias en la induccion de actividad entre las plantas inoculadas con HMA y
testigo cuando se enfrentaron a A. solani. Por otra parte, cuando las plantas se enfrentaron con
Oidiopsis taurica, se observo una marcada disminucion de la actividad en las plantas inoculadas

con G. mosseae
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Figura 32. Actividad PR2 detectada en raices (A) y hojas (B) de plantas de tomate frente al ataque de
patogenos (La primera barra refiere la actividad de las plantas control, las barras dos y tres refieren
la actividad de las plantas con A. solani y Oidiopsis taurica respectivamente) (T1: plantas control, T2
y T3: plantas micorrizadas con G. mosseae y G. hoi-like respectivamente). Las barras representan el

intervalo de confianza de la media para p < 0.05 (n=9; n=6).

3.3.7.4 Actividad PAL en raices y hojas de plantas micorrizadas frente a los patégenos
foliares

La Figura 33 muestra la induccion de fenil alanina amonio liasa en los sistemas radical y foliares
de las plantas. La induccion local de actividad PAL resulté mayor para la cepa G. hoi-like (Figura
33A). En el enfrentamiento a A. solani se present6 una disminucion de la actividad para las plantas
micorrizadas. Para el caso en que se enfrentaron a Oidiopsis taurica se aprecioé una disminucion de
la actividad para las plantas inoculadas con HMA con respecto a las plantas testigo (sin patdogeno)

y las no inoculadas con HMA.

W'(m; A A F.0014 B
PAL % PAL
0,008 0,012 -I-
0,007 {‘ 0.011
0,006 0.008
0,005]
0,004 0,006
0,003 0,004
0,002 |
ot || L] L el O
0 . : , 0 . ; .
T1 T2 T3 m 12 T3
Tratamiento Tratamiento

Figura 33. Actividad PAL detectada en raices (A) y hojas (B) de plantas de tomate frente al ataque de
patogenos (La primera barra refiere la actividad de las plantas control, las barras dos y tres refieren
la actividad de las plantas con A. solani y Oidiopsis taurica respectivamente) (T1: plantas control, T2
y T3: plantas micorrizadas con G. mosseae y G. hoi-like respectivamente) Las barras representan el

intervalo de confianza de la media para p < 0.05 (n=9; n=6).
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La Figura 33B muestra la induccion de la actividad en el sistema foliar. Se encontr6 induccion de
respuesta sistémica en las plantas micorrizadas que resultd ser significativa en aquellas inoculadas
con G. mosseae. Se observo activacion en las plantas inoculadas con G. mosseae cuando se
enfrentaron a A. solani y no hubo diferencias entre las plantas testigo y las inoculadas con G. hoi-
like. Cuando las plantas fueron inoculadas con O. taurica la activacion fue evidente para las dos
cepas, siendo superior en las plantas micorrizadas con G. hoi-like.

3.3.8 Analisis de componentes principales en la interaccion planta-patogenos foliares-HMA
Las Figuras 34 y 35 muestran los andlisis de componentes principales para las combinaciones de
las actividades PRX, PR2, PR3 y PAL con el efecto producido por los diferentes patégenos en
plantas de tomate de la var. Amalia.

Para A. solani las dos primeras componentes explican el 86.82% de la variabilidad de los datos
(Figura 34). Al componente uno, aportan las variables severidad producida por los patdgenos,
PRX en raiz y hojas, quitinasas en hojas y PAL en raiz y hojas y al componente dos f 1,3
glucanasa de raiz.

No hay relacion entre el dano producido por el patdogeno y la actividad B 1,3 glucanasa en raices.
Existe una relacion positiva entre la severidad de la enfermedad y las actividades quitinasa, PAL y
PRX en hojas, y negativa con quitinasa, PAL y PRX en raices, P 1-3 glucanasa en hojas y

quitinasa en raiz.

3.2 Tabla de pesos del componente
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Figura 34. Analisis de componentes principales para A. solani. Leyenda: PRX se refiere a la
actividad Peroxidasa, PR2, a B 1,3 PR2canasa, PR3 a actividad quitinasa y PAL a fenil
alanina amonio liasa, T1 plantas sin micorrizar T2: G. mosseae y T3: G. hoi-like, r: a los
valores de actividad de las enzimas en la raiz y h: en hojas, IP: refiere las plantas
enfrentadas a los patogenos.

Cuando se compararon las plantas enfrentadas al patdogeno con las plantas sin patdogenos se
observd que la presencia de este induce aumentos en la actividad quitinasa, PRX y PAL en hojas

y disminucion de la actividad PAL, PRX y quitinasas en raiz y B 1,3 glucanasa en hojas.
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Cuando se analizé la relacion para O. taurica se encontro que las dos primeras componentes
explican el 82.32% de la variabilidad de los datos (Figura 35). Al componente uno aportan las
variables severidad producida por los patégenos, B 1,3 glucanasa en hojas y raiz, PRX en raiz y
quitinasa en raices y hojas, y al componente dos PRX y PAL en hojas.

Como se observa, no se encontrd relacion entre el dafio producido por el patdgeno y la actividad

PRX y PAL en hojas. Esta relacion resultd positiva con quitinasa en raices y hojas y PRX en raices

y B 1,3 glucanasa en hojas y resultd negativa con 3 1,3 glucanasa y PAL en raices.
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Figura 35. Analisis de componentes principales para Oidiopsis taurica. Leyenda: PRX se
refiere a la actividad Peroxidasa, PR2, a B 1,3 glucanasa, PR3 a actividad quitinasa y PAL a
fenil alanina amonio liasa, T1 plantas sin micorrizar T2: G. mosseae y T3: G. hoi-like, r: a los
valores de actividad de las enzimas en la raiz y h: en hojas, IP: refiere las plantas
enfrentadas a los patogenos.

Cuando se compararon las plantas enfrentadas al patdogeno con las plantas sin patdogenos se
observé que la presencia de este produce disminucion de PR2 y PAL en raices e incrementos en
las actividades de quitinasas en raices y hojas y PRX en raices y B 1,3 glucanasa en hojas.

De forma general, los resultados del efecto de los HMA sobre los cuatro patégenos muestran que
G. hoi-like resultd ser la cepa de mayor potencial protectivo en las condiciones de sustrato
empleadas, atin cuando no se observo efecto en la severidad de las afectaciones producidas por P.
nicotianae entre las plantas micorrizadas con esta cepa y las plantas testigo. Para los patdogenos
foliares resultd que esta especie protege a las plantas de tomate contra las afectaciones producidas
por ambos patdgenos, con disminucion significativa de la severidad de la enfermedad. Al
relacionar las actividades enzimaticas con la severidad de los dafios se observd que la disminucion
de la severidad de las afectaciones esta relacionada con un grupo de actividades enzimaticas en

cada patdgeno y no con una enzima especifica.
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IV- DISCUSION

4.1 Seleccion de cepas de dos géneros de hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Una de las alternativas mas prometedoras dentro del contexto agricola mundial, lo constituye el
uso de biopreparados a partir de microorganismos. Los mismos desempefian un importante papel
en los modelos de agricultura sostenible debido a la posibilidad de producirse a partir de recursos
locales renovables (Altieri, 1997; Hernandez y Chailloux, 2004). Entre los microorganismos que
forman parte de la comunidad microbiana de la rizosfera estan los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), a los que se les atribuye beneficios tanto para las plantas como para los
ecosistemas (Bonfante-Fassolo y Perotto, 1995; Barea et al., 2005; Giri et al., 2005; Morgan et al.,
2005).

Existen diferentes hipotesis para explicar la actividad bioprotectora de los HMA contra patdégenos.
Estas incluyen: mejoras en la nutricion de las plantas y de la biomasa radical que contribuyen a
incrementar la tolerancia de las plantas y compensan el dafio causado por el patdgeno, cambios en
la morfologia de la raiz, modificaciones en la poblacion antagonica en la micorrizosfera, y
competencia entre las micorrizas arbusculares y el hongo fitopatdégeno con la posible induccion de
mecanismos de defensa en la planta (Whipps, 2004; Giri et al., 2005; Morgan et al., 2005;
Vierheilig et al., 2008). Por lo anteriormente planteado, es de gran importancia contar con un
grupo de cepas potencialmente eficientes en cultivos de importancia economica, entre ellos el
tomate.

La dindmica de colonizacion de las cuatro cepas empleadas en este trabajo, evidencid que la
intensidad de la colonizacién disminuia hacia los 45 dias (Figura 3) y que esto se relacionaba con
la fase de floracion masiva. Este comportamiento podria deberse a la presencia de un nuevo sitio
de consumo (flores y frutos) que se relaciona con perpetuar la vida del individuo, por lo que la
migracion de asimilatos es hacia ese lugar, disminuyendo asi las estructuras flingicas al ser
privadas de estos. Por otra parte, la variedad Amalia es del tipo determinado medio (Domini,
2000), y al alcanzar el tamafio requerido en el inicio de la fase de floracion, comienza a prescindir
de la asociacion fungica y se ven disminuidas sus estructuras en el interior de la raiz (Rivera et al.,
2007).

En experimentos realizados por Schliemann et al. (2008), donde se evaluaron, a través de
marcadores genéticos especificos, la colonizacion y la presencia de arbusculos en Medicago
truncatula micorrizada con G. intraradices encontraron que al inicio de la interaccion HMA-planta
el incremento de los arbusculos era lento, seguido por una etapa en la que los niveles de
colonizacioén y el contenido de arbusculos incrementaba entre los 21 y los 49 dias con presencia de

todos los estadios de desarrollo y senescencia de estos ultimos, mientras que la tincion con Tripan
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azul indicaba un estado estacionario de colonizacién que se alcanzaba aproximadamente a los 35
dias.

En el presente trabajo el estado estacionario se presentd a partir de los 33 dias (datos no
mostrados) y los niveles de colonizacion resultaron adecuados desde etapas tempranas del cultivo,
lo que indica que la presencia de arbusculos como estructuras de intercambio en el interior de la
raiz se mantuvo en niveles altos de representacion y que la intensidad de la colonizacion fungica
medida como D.V. fue clevada para las especies G. hoi-like y G. mosseae a partir del dia 17
presentando diferencias con las restantes especies estudiadas.

La capacidad de las cepas para inducir respuestas defensivas en plantas, asi como la presencia de
estructuras de intercambio en el interior de la raiz permitié definir que G. hoi-like y G. mosseae
difieren del resto de las cepas en cuanto a la rapidez en que superan la fase de estrés biodtico en el
cultivo del tomate de la variedad Amalia y comienzan a comportarse como simbiontes. En las
condiciones del sustrato utilizado se determiné que las cepas G. hoi-like y G. mosseae resultaron
las especies mas asociativas, lo que era de esperar dados los altos niveles de fertilidad del sustrato
empleado. Estos resultados corroboran que bajo estas condiciones de fertilidad la especie mas
asociativa es G. hoi-like, aunque se presenta cierta especificidad cepa-cultivo en el caso de la
asociacion con G. mosseae (Rivera et al., 2007).

Por otro lado, al analizar las respuestas de defensa inducidas por estos HMA en la planta, se
demuestra que en una primera fase esta reconoce a los HMA como patogenos, con el correspondiente
incremento de las actividades enzimadticas evaluadas, las que posteriormente se deprimen como
consecuencia del reconocimiento del hongo como simbionte. Es importante destacar que esta fase de
reconocimiento es mas corta para las cepas G. hoi-like y G. mosseae, lo que las ratifica como las mas
asociativas en las condiciones del sustrato empleado. En estudios de campo realizados por diferentes
autores se ha demostrado que la cepa G. hoi-like es la mas asociativa en las condiciones de pH y
fertilidad del sustrato empleados en el estudio (Rivera et al., 2007).

Cuando se relacionaron las dindmicas de ocupacion fungica y actividad enzimatica (Figuras 3 y 4),
se observo una primera etapa en la que las plantas activaron mecanismos de defensa debido a la
penetracion del HMA, mientras que los niveles de densidad visual se mantienen bajos.
Posteriormente, se observd disminucion de la actividad de las peroxidasas, lo que sugiere que
comienza una nueva fase en la que las plantas reconocen a estos HMA como simbiontes, con el
consiguiente incremento de los niveles de ocupacion fungica. Este comportamiento se mantiene de
forma irreversible, ain cuando se promueve un incremento de la actividad de la enzima en etapas
posteriores del desarrollo de la planta, especialmente para el tratamiento con G. hoi-like donde este
incremento se presenta de forma mas tardia y en menor grado, en comparacion con el resto de las

cepas de HMA estudiadas. El aumento de la actividad enzimatica que se observa en todos los
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tratamientos puede estar relacionado con la penetracion de los HMA en la raiz y con el
crecimiento de la planta, considerando que fue inducido tanto en plantas micorrizadas como en
plantas testigo.

Se conoce que los HMA no tienen la capacidad de atravesar las paredes celulares reforzadas por
los productos metabolicos de la via de las peroxidasas, por lo que el hecho de que las plantas
micorrizadas mantengan niveles de activacion mas bajos, determina que la asociacion se pueda
establecer, como se observa en la dinamica de ocupacion fungica. La induccion del sistema
peroxidasa no solo estd relacionado con los mecanismos defensivos de las plantas sino también
con la toma de Fosforo (Pozo et al., 1999 Lambais et al., 2003). Los HMA permiten la nutricion
fosforada de la planta a través del micelio extramatrico por lo que la actividad de esta enzima en
las plantas no micorrizadas es mayor para suplementar las necesidades del elemento. En el caso de
las plantas micorrizadas este es suministrado fundamentalmente por el hongo (Pazskowski et al.,
2006; Mohammadi et al, 2008; Ramos et al., 2008), por lo que se obtuvieron niveles inferiores de
actividad enzimatica.

En este sentido, el aumento de la actividad de PPO en las plantas no micorrizadas podria deberse a
la toma de Fosforo en el inicio de la fase de crecimiento masivo, que demanda las mayores
cantidades del elemento por la planta, lo mismo que se plantea para la activacion de PRX. La
elevacion de esta actividad en un segundo momento, en las plantas no micorrizadas, podria
deberse a la adquisicion de Fosforo por la planta. Se ha sugerido que las plantas micorrizadas
reciben la mayoria del Fosforo por la via de esta simbiosis (Smith et al, 2003), a través del micelio
extramatrico (Pazskowski et al., 2006; Pazskowski, 2006a; Mohammadi et al., 2008; Ramos et al.,
2008). La induccion de los mecanismos involucrados con esta via es mas baja en las plantas
micorrizadas mientras que las plantas testigo inducen actividades superiores para suplementar sus
necesidades.

Se debe destacar que al inicio de la dinamica, la induccion de PRX observada para G. mosseae
presentd los niveles mas bajos de actividad en comparacion con el resto de las cepas. Estos niveles
de actividad permitieron el establecimiento de la cepa con niveles de ocupacion superiores a los
encontrados para G. claroideum y A. scrobiculata.

El incremento de la actividad enzimatica entre los dias 30 y 36 podria estar relacionado con el
inicio de la fase de floraciéon masiva, en la que el metabolismo primario demanda la mayor
cantidad de energia y metabolitos de reserva por parte del vegetal, por lo que se observa una
disminucién de los niveles de ocupacion fungica hacia el final de la dindmica (Figura 3).

En este trabajo, aunque no se determinaron los contenidos de Fosforo en la planta, se relacionan
los aumentos de estas actividades con el inicio de la fase de floracion masiva y la mayor demanda

de portadores energéticos para su metabolismo primario. El retraso encontrado en esta actividad
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para la cepa G. hoi-like hacia el final de la dindmica podria estar relacionado con la eficiencia de la
cepa en estas condiciones de fertilidad del sustrato. En esta interaccion, la comunicacion que se
establece entre los simbiontes es mas fuerte. Sin embargo, la disminucion de los niveles de
ocupacion estan determinados por el hecho de que las plantas son de tipo determinado y al inicio
de la fase de crecimiento masivo precisan de la mayor cantidad de metabolitos para perpetuarse en
flores y frutos.

Rodriguez et al. (2002), en un estudio similar relacionado con la actividad enzimatica de
peroxidasas en plantas de tomate de la variedad INCA 17, inoculadas con dos especies de HMA,
relacionaron esta dinamica con la ocupacion fungica y concluyeron que los niveles de actividad al
inicio del proceso de colonizacion fueron los que determinaron el grado de infectividad de cada
cepa, resultando exitosa en G. hoi-like cuando la actividad de la enzima resulté baja. No obstante,
al inicio del experimento en este trabajo, aun cuando los niveles de la enzima en algunas de las
cepas, son incluso mayores que en las plantas sin inocular, el proceso de colonizacion se produce.
En cuanto a la actividad quitinasa, se ha planteado que la activacion de la enzima produce
fragmentos mas pequenos derivados de la pared celular de los HMA que no cumplen con su
funcion elicitora (Harrison, 2005). Las fluctuaciones ciclicas de la dinamica de activacion de esta
enzima observadas en el estudio, pudieran explicar este hecho y por tanto no se activan los
mecanismos de defensa de la planta.

Algunos autores encontraron que la pared de la hifa extrarradical contiene una gran cantidad de [3-
1,3 glucanos, pero que son menos abundantes en la hifa intercelular e indetectables en los
arbusculos (Gollotte et al., 1997), lo que apoya la teoria de que la accion litica de ambas enzimas
(quitinasas y B-1,3 glucanasas) permite que el hongo se establezca, ya que le facilita la extension
intrarradical. Considerando lo anterior, se puede sugerir que los altos valores de actividad de la
enzima al inicio del proceso infectivo de las especies G. hoi-like y G. mosseae pudieran ser la
razon por la que se obtienen los mayores valores de D.V.

Estos resultados se corresponden con lo planteado por Bonfante-Fassolo y Perotto (1995),
Harrison (2005), Pazskowski (2006b) que informan que una vez establecido el HMA, los cambios
fisiolégicos que ocurren, asi como las modificaciones estructurales, son un indicativo de la
comunicacion gendémica que existe entre los simbiontes, lo que permite la compatibilidad celular y
funcional.

Si se toma en cuenta lo planteado por Mosse (1986), sobre los cambios de la estructura de la
quitina, que pasa desde una estructura tridimensional en la hifa extrarradical hasta plana en los
arbusculos, y se observa las fluctuaciones de la dindmica de actividad de esta enzima que resultd
sin cambios bruscos de induccidon, se puede inferir que la quitinasa estd involucrada en el

crecimiento intrarradical de los HMA.
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Asimismo, se observo que la induccidon de B 1,3 glucanasa resulté superior y mantenida en las
especies que mayor porcentaje de colonizacion y ocupacion fungica presentaron. Esta enzima
provee un mejor sustrato para la actividad quitinasa y viceversa (Pennickx 1998; van Loon et al.,
2006), por tanto se podria concluir que esta enzima junto con la quitinasa estdn involucradas
directamente en el crecimiento de los HMA en el interior de la raiz y con los niveles de ocupacion
fungica observados para las especies G. hoi-like y G. mosseae.

Otro aspecto a considerar es la elevacion de los niveles de estas enzimas en los estadios tardios de
la colonizacién. Las quitinasas inducidas en estas etapas estan involucradas en el proceso de
remocion de los arbusculos en el interior de la raiz, con lo cual se explica la relacion observada
entre la elevacion de los niveles de estas enzimas en la etapa final del experimento y la
disminucioén de los niveles de D.V. (Salzer et al., 2000; Franken et al., 2007).

Aunque los hongos micorrizicos no son considerados como inductores de respuesta de defensa
completa del hospedante, se conoce de la acumulacion de fitoalexinas y algunas enzimas, como la
PAL, que incrementan su concentracion y actividad de manera significativa durante las primeras
etapas de la colonizacion radical (Kapulnik, et al., 1996). En este sentido, Volpin (1994),
determino que la actividad PAL estaba asociada con la penetracion del hongo en el sistema radical.
Esta podria explicar la elevacion de la actividad de esta enzima para todas las cepas en el inicio del
experimento que ademas fue significativa para G. hoi-like, cepa que logrd colonizar y establecerse
mas rapidamente en el cultivo, seglin valores de densidad visual (D.V) obtenidos.

Durante el establecimiento de la simbiosis las sefiales moleculares entre la planta y el HMA
permiten la germinacion, penetracion y desarrollo intrarradical de estos hongos (Gao et al., 2004).
Sin embargo, la planta responde con un aumento transiente de los niveles de PR proteinas porque
en un inicio reconocen a estos HMA como patdgenos (Barrer y Tagu, 2000; Salzer y Boller, 2000;
Gao et al., 2004). En la medida que se establece la micorrizacion por un didlogo coordinado entre
los simbiontes estas respuestas son subsecuentemente reprimidas, proceso que es mediado por los
genes sym (Harrison, 2005; Giovannetti, 2008). Durante la primera etapa del establecimiento el
HMA actia de forma parasitica y demanda mayor flujo de fotosintatos que los beneficios que
aporta a la planta (Harrison, 2005). Este mecanismo conocido como paso de estrés bidtico a
simbionte depende de la eficiencia micorrizica y estd determinada por la asociacion tripartita
suelo-planta-HMA (Rivera et al., 2007; Kageyama et al., 2008).

En esta investigacion se presenta el primer informe de una dindmica de induccidon de cinco
sistemas enzimaticos que se relacionan con los niveles de ocupacion fingica. Se demuestra
ademas, que las enzimas involucradas en el paso de estrés bidtico a simbionte son las del estrés

oxidativo: Las dinamicas de activacion de las otras enzimas (PR2, PR3 y PAL), solo permiten
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justificar el crecimiento micelial del HMA en el interior de la raiz y no los mecanismos de estrés
informados por otros autores.

Dado el papel que podrian desempefiar estas cepas en la bioproteccion contra patdgenos que atacan al
cultivo del tomate y la importancia que tiene el estudio en el tiempo de la expresion de enzimas
relacionadas con la defensa, se establecié una dindmica mas precisa con vistas a conocer el momento

y tipos de respuesta que podrian obtenerse en plantas inoculadas con estas cepas eficientes.

4.2. Dinamica de induccion temporal y local de PR 2 y PR 3, en plantas micorrizadas con las
cepas seleccionadas

La induccion de mecanismos defensivos por estos hongos formadores de micorrizas arbusculares
que es deprimida como consecuencia del reconocimiento molecular entre los simbiontes, provoca
una supresion de los eventos moleculares que permiten la accion defensiva por parte de la planta,
aspecto que esta en correspondencia con lo sefialado por otros autores (Gianinazzi-Pearson et al.,
1996; Harrison, 2005).

Esta depresion es lo que permite la colonizacion de la raiz de la planta por los HMA, que a partir
de la percepcion de seiales, de forma rapida provoco niveles de induccion de PR proteinas en solo
12 horas después de haber sido enfrentados los simbiontes. Este hecho indica que en la medida que
la planta y los HMA comienzan a interactuar, la dindmica en el tiempo de inducciéon de
mecanismos de defensa debe disminuir, si se considera que pasan de una fase de estrés biotico a
simbiontes, lo que se puede predecir por el rapido establecimiento de las sefales que se establecen
entre ambas partes.

Los resultados de induccién temprana de B 1, 3 glucanasa, asi como la deteccion de niveles basales
en las plantas sin micorrizar coinciden con los informados por Noval (2004), al encontrar niveles
de activacion de la enzima desde horas tempranas de la colonizacion.

La existencia de un maximo de actividad enzimatica en las plantas inoculadas con G. hoi-like en el
inicio de la dindmica de actividad de B 1,3 glucanasa indica que la presencia del HMA en la raiz,
induce la activacion de esta enzima, que ademds de actuar en los procesos de diferenciacion
celular, participa en la degradacion de las paredes celulares de los hongos que contienen 1,3
glucanos (Gianinazzi-Pearson et al., 1996), lo que permite este reconocimiento entre la planta y los
hongos micorrizicos empleados y que es mas evidente para la cepa G. hoi-like.

De igual forma, las quitinasas presentes en las plantas generan la produccion de elicitores que
inducen respuestas mas débiles en plantas micorrizadas que en aquellas que se enfrentan a

microorganismos patogenos (Harrison, 2005; Pazskowski, 2006b).
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Los niveles basales de actividad para ambas enzimas podrian estar asociados con procesos de
diferenciacion celular, segin lo informado por Collinger et al. (1993) y Vazquez-Garcidueiias et
al. (1998).

La elevacion de las actividades enzimadticas al inicio de la dindmica realizada, seguida por una
disminucién rapida que llega hasta los niveles basales de actividad, supone una interaccion y
reconocimiento entre las plantas y el HMA. Esta demostrado que esto hace que cese la respuesta
defensiva por parte de la planta (Gadkar et al, 2001) y que el reconocimiento de los simbiontes
suprima rapidamente los patrones defensivos de la misma (Harrison, 2005).

4.3 Estudio de la induccidn, local y sistémica, de PRs en plantas de tomate inoculadas con las
dos cepas de HMA

Se considera fundamental la determinacion de los niveles de colonizacidon entre experimentos aun
cuando se utiliza el mismo modelo experimental ya que se ha encontrado diferencias en los niveles
de estas variables (Rivera et al., 2007) y en dependencia de los niveles de representacion de estos
simbiontes en la rizosfera, son los cambios que se inducen en las plantas, por lo que el término
eficientemente micorrizadas define a las plantas que presentan estructuras de intercambio en
valores similares a los informados por otros autores en una condicion edafica dada (Rivera et al.,
2007), por lo que se presentan los valores de ocupacion fungica (DV) y colonizacion encontrados
en cada caso.

El analisis del efecto de la inoculacion de plantas de tomate con HMA a través del parametro de la
masa fresca foliar y de raiz, permitid tener una idea general del efecto de las cepas de HMA
seleccionadas sobre el crecimiento de las plantas. En el caso de la masa fresca de la parte aérea se
observaron diferencias entre las cepas y entre estas y el control en el dia 21, las que fueron
rapidamente superadas por la cepa G. hoi-like en el dia 24 (Figura 13A). Para la masa fresca de la
raiz, se demostrd que las cepas superaron al control sin inocular en el dia 24 y que esta promocion
del crecimiento de la raiz siempre fue superior para la cepa G. hoi-like (Figura 14B). Aun cuando
se conoce que la masa fresca no es una medida para seguir los cambios en el crecimiento vegetal
debido a que esta sujeta a variaciones promovidas por el crecimiento y por errores experimentales
(Bashan y de-Bashan, 2005; Hernandez et al., 2008), en el presente trabajo se evidencié que el
comportamiento de la masa fresca, permiti6 utilizarlo como un indicador del crecimiento.

En el caso de la masa fresca de raiz se observd para G. mosseae valores similares en el dia 21 al
testigo sin inocular, que resultaron superiores para G. hoi-like. Estos valores fueron superiores en
el dia 24 para todos los tratamientos; dado que las especies del género Glomus presentan una alta
estabilidad funcional en suelos con alta o media fertilidad donde suelen ser competitivas y
efectivas (Rivera et al., 2007). Sin embargo, los niveles obtenidos de masa fresca de raiz para G.

hoi-like, no se correspondieron con los de la masa fresca de la parte aérea obtenidos.
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Al relacionar este parametro con los valores de ocupacidon fingica presentados en la Figura 12, se
observo que la cepa G. hoi-like indujo una respuesta positiva sobre las plantas de tomate de la
variedad Amalia, lo que demuestra que supera rapidamente los estadios de parasitismo y ejerce un
efecto beneficioso sobre el desarrollo vegetativo de las plantas y promueve el desarrollo del
sistema radical del cultivo con valores superiores a los alcanzados por la otra cepa. Esto demuestra
que las condiciones de pH y fertilidad del sustrato empleadas permiten los mayores niveles
asociativos de esta cepa; no obstante, dada la alta especificidad que presenta G. mosseae con el
cultivo del tomate (Rivera et al., 2007), los valores de D.V fueron similares a los obtenidos con G.
hoi-like. Algunos autores han obtenido resultados con tendencias similares a las de este trabajo
(Morgan et al., 2005, Pazkowski, 2005) y sefialan que las asociaciones micorrizicas establecen un
flujo bidireccional de nutrientes; la planta suministra fuente carbonada hacia el HMA y el hongo
nutrientes minerales hacia la planta que favorecen su crecimiento y desarrollo, lo que en este
trabajo se demostro a través del efecto sobre la masa fresca.

El establecimiento de la red micorrizica ofrece un nimero de ventajas basicas para la adquisicion
de nutrientes minerales dado que la hifa fungica se extiende mas alla del area de insuficiencia de
nutrientes cercano a la raiz, ademds de que pueden acceder a formas de N y P no orgénicas que no
estan disponibles a plantas no inoculadas con HMA (Morgan et al., 2005; van Aarle y Olsson,
2008).

Por otro lado, diversos autores plantean que las plantas ejercen una accion selectiva sobre las
comunidades microbianas que aparecen en su rizosfera (Bashan et al., 1996; Hernandez et al.,
2004; Acebo et al., 2007; Rives et al., 2007) debido a que diversas especies de plantas tienen
diferentes ensamblajes con los HMA en sus sistemas radicales, lo que indica que hay diferencias
entre las preferencias HMA-planta hospedante (Vandenkoornhuyse et al., 2003; Morgan et al.,
2005), lo que pudiera explicar los resultados de esta investigacion donde se reafirma que la cepa
G. hoi-like es la mas asociativa en la interaccion con las plantas de tomate de la variedad Amalia
bajo las condiciones de fertilidad del sustrato empleadas (Rivera et al., 2007).

Por otra parte, en todos los casos las dindmicas de induccién de PR proteinas presentadas en el
primer y tercer experimento, mostraron similares tendencias, no solo en el momento de la
induccion, sino que estadisticamente presentaron valores equivalentes. En las condiciones de
sustrato empleadas los resultados son altamente reproducibles con las dos cepas mas promisorias e
indican que la presencia y funcionamiento de las cepas no varia en el tiempo, lo que es de gran
utilidad en la préctica agrondmica.

Se aprecié que la induccion de PRX en las plantas tratadas con G. hoi-like es sistémica, a
diferencia de lo ocurrido con G. mosseae donde la inducciéon fue local (Figura 15). Estos

resultados demuestran que esta cepa podria tener mayores potencialidades para disminuir los
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dafos provocados por patégenos foliares en las condiciones de fertilidad del sustrato empleadas.
Sin embargo, para los otros sistemas enzimaticos determinados (PR2 y PR3) no se observo
induccion sistémica.

Las plantas tratadas con los HMA en estudio no difieren de forma significativa con las plantas
testigo en cuanto a la actividad de B 1,3 glucanasa y quitinasa, lo que manifiesta que en la
interaccion no se aprecia la induccion de respuesta del tipo sistémica para estas enzimas. Se debe
destacar que aun cuando se observo actividad enzimatica en ambos organos de la planta, ésta no
puede considerarse respuesta sistémica inducida por las cepas de HMA incluidas en el estudio
porque no superan de forma significativa a las plantas sin inocular en los diferentes tiempos.

Este comportamiento podria explicarse a través de la hipotesis planteada por Lambais y Mehdy
(1993), que sefialan que la rapida movilizacion de las respuestas defensivas resulta en la
produccion de supresores por parte del hongo micorrizico arbuscular que previenen el
reconocimiento del elicitor.

Algunos autores (Lambais y Mehdy, 1993; Morgan et al., 2005; Harrison, 2005), coinciden en
plantear que los HMA inducen respuestas que son subsecuentemente reprimidas. Si se considera
que las fases iniciales de la micorrizacion inducen estrés bidtico y respuestas de defensa que son
rapidamente suprimidas cuando comienza la fase de simbionte, es 16gico que no se observen
respuestas sistémicas en la investigacion desarrollada en esta tesis. Estos resultados demuestran
que la induccién de resistencia para ambas cepas de HMA es rapida y que en un corto periodo de
tiempo se alcanza la fase de simbionte, lo que indica la supresion de este tipo de respuesta. Pozo y
Azcon-Aguilar (2007), sefialaron que no se conoce de la acumulacion sistémica de PR proteinas,
acido salicilico o la expresion de genes marcadores asociados con la resistencia sistémica
adquirida en plantas micorrizadas. Lo anteriormente planteado sefiala la importancia de desarrollar
bioensayos in vivo para comprobar el efecto de los hongos micorrizicos arbusculares sobre las
respuestas de las plantas ante el ataque de patogenos, con énfasis en los patogenos foliares ya que
como se pudo apreciar no se observo induccion de respuestas sistémicas por la inoculacién con
estas cepas.

4.4 Efecto de los HMA seleccionados sobre la severidad de las enfermedades causadas por
Phytophthora nicotianae, P. infestans, Alternaria solani y Oidiopsis taurica

En el presente estudio se comprobd que en todos los momentos las dos especies de HMA se
encuentran representadas en altos valores en la micorrizosfera, dado los niveles de densidad visual
observados para la edad del cultivo, lo que se corresponde con lo sefialado por Rivera et al. (2007).
Los HMA son inductores de mecanismos de defensa y por tanto, pueden influir en los estrés
bidticos de las plantas (Li et al., 2006; de la Pefia et al., 2006); sin embargo, la premisa

fundamental para lograr resistencia inducida por los HMA es que la asociacion micorrizica esté
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bien establecida (Slezack et al., 2000; Khaosaad et al., 2007, Pozo y Azcon-Aguilar, 2007;
Vierheilig et al., 2008).

Para el caso de las plantas que se enfrentaron a patdégenos de raiz, no se observo efecto protector
de los HMA en la interaccion tomate- P. nicotianae-HMA y para P. infestans se observé una
disminucion limitada a especie de la severidad de la enfermedad en las plantas inoculadas con G.
hoi-like.

Para P. nicotianae, la mayoria de los sistemas enzimaticos estudiados fueron reprimidos o
disminuidos en comparacion con las plantas en la misma condicion pero sin el patdgeno. Se debe
destacar que la intensidad de la enfermedad producida por P. nicotianae fue alta y sin diferencias
significativas con el control sin inocular. Se encontrd una relacion inversa entre esta variable y los
niveles de las enzimas de defensa en raiz que fueron bajos.

A pesar de existir poca informacion en la literatura que avalen este comportamiento, se describe
por algunos autores (Gianinazzi, 1991; Gianinazzi-Pearson et al., 1995; Gianinazzi-Pearson et al.,
1996; Cordier et al., 1998) que las hifas de P. parasitica nunca han sido observadas en células
colonizadas por HMA vy sefialan que probablemente las células que contienen arbusculos estan de
alguna forma relacionadas con la baja induccidn de proteinas de defensa de la planta en presencia
del HMA en esta célula. Esta hipotesis podria explicar los resultados de este trabajo donde se
encontrd una relacion inversa entre las proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR2 y PR3) y
la PAL, con el nivel de afectacion de las plantas, producido por este patogeno.

No obstante a lo anterior, Cordier et al. (1996), Pozo et al. (1999) y Pozo et al. (2002), sefialaron
que las plantas micorrizadas forman estructuras papilares alrededor del sitio de infeccion del
patogeno, previniendo la diseminacién del mismo y acumulan cantidades significativas de PR1ay
B 1-3 glucanasa basica, en comparacion con las plantas no micorrizadas.

Algunos autores avalan que el mecanismo de competencia por el sitio de infeccion podria explicar
la disminucion de la severidad de la enfermedad en plantas inoculadas con HMA (Whipps, 2004;
Barea et al., 2005), sin embargo en este estudio no se observaron efectos significativos entre las
plantas sin inocular y las inoculadas con HMA al enfrentarse con los patdgenos, aun cuando
fueron detectados niveles adecuados de colonizacion micorrizica de la raiz, lo que indica que no es
este precisamente el mecanismo involucrado en los resultados que se presentan.

Este principio de competencia por el sitio de infeccion, se postuld para explicar la proteccion
ejercida por los HMA en las plantas, sin embargo no es aplicable a todas las combinaciones de
planta-HMA. Se han observado diferencias en cuanto a la proteccion del cultivo, algunas especies
tienen la capacidad de inducirla y otras no. En este trabajo solo se encontrd proteccion de las
plantas de tomate para P. infestans, influenciada por el tipo de especie micorrizica empleada.

Barea et al. (2005) plante6 que el efecto no se ejerce con la misma efectividad por todas las
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combinaciones microbianas y no es aplicable a todos los patdgenos, sustratos y condiciones
ambientales. Se debe sefialar que las especies del género Glomus se recomiendan para suelos con
niveles de fertilidad de media a alta (Rivera et al., 2007), sin embargo a pesar de considerarse
efectivas en esta combinacion de sustrato, no se demostré6 que las combinaciones suelo-HMA-
Phytophthora empleadas, resultaran efectivas en la proteccion contra patdgenos de raiz.

Se han postulado diferentes mecanismos para explicar el papel de los HMA en la proteccion de
plantas, entre los que se encuentran mejoras en la nutricion, compensacion del dafio, competencia
por los sitios de colonizacion o los fotosintatos, cambios en el sistema radical y en las poblaciones
microbianas en la rizosfera y la activacion de los mecanismos de defensa. Estos mecanismos
pueden estar operando simultaneamente con diferentes contribuciones dependiendo de las
condiciones ambientales, el tiempo de interaccidon y las partes involucradas en la interaccion
planta-HMA (Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Whipps, 2004; Pozo y Azcon-Aguilar, 2007;
Vierheilig et al., 2008).

La induccién del acido salicilico (AS) es el mecanismo que coordina la defensa efectiva contra
patogenos biotroficos, mientras que la producciéon de acido jasmonico (AJ) es el mecanismo
principal contra patogenos necrotrofos (Ton et al., 2002; Glazebrook, 2005). Los genes
involucrados en la sintesis del AJ estan sobreexpresados en células que contienen arbtisculos, y las
raices micorrizadas se asocian con un incremento endogeno del jasmonato (Franken et al., 2007;
Pozo y Azcon-Aguilar, 2007), lo que determina condicionamiento de la respuesta defensiva de
estos microorganismos contra patdogenos (Conrath, 2006).

Como biotrofos, los HMA comparten similitudes con los patégenos biotrofos, por lo que su
sensibilidad a las respuestas defensivas reguladas por AS es pobre (Guimil et al., 2005;
Paszkowski, 2006). De acuerdo a este planteamiento, es probable que los HMA repriman en la
planta hospedante, las respuestas defensivas dependientes de AS para lograr una interaccion
compatible (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007).

Existen evidencias que vinculan la via del jasmonato con la deposicion de calosa y el aumento de
la resistencia contra oomycetes (Harniduzzarnan et al., 2005). Esta via metabdlica se vincula con
la formacion de papilas en tomates micorrizados ante la infeccion con Phytophthora (Cordier et
al., 1998). Sin embargo, Pozo y Azcon-Aguilar (2007) proponen que una micorrizacion funcional
implica la supresion parcial de las respuestas dependientes del AS en la planta, compensado por un
incremento de las respuestas reguladas por AJ. Esto resultaria en un condicionamiento de los
mecanismos de defensa dependientes de AJ y explicaria el espectro de efectividad descrito para la
resistencia inducida por micorrizas, incrementando la susceptibilidad a patdégenos biodtrofos e

incrementando la resistencia a necrotrofos.

70



Se conoce que la resistencia a Phytophthora, en papa y tabaco, es dependiente de la activacion de
una respuesta hipersensitiva (HR) intensa y rapida, para bloquear el progreso del patogeno al
interior de la planta (Jones y Dangl, 2006). En este proceso ocurre la acumulacion de especies
activas de oxigeno regulada, entre otros, por el acido salicilico (AS) (Stennis et al., 1998; Desender
et al., 2007), produciéndose la activacion de la muerte celular hipersensitiva, la que tiene un efecto
protector contra patdgenos biotroficos (Govrin y Levine, 2000).

Sin embargo hay un solapamiento en el espectro de eficiencia, especialmente en aquellos con estilo de
vida intermedios como el caso de Phytophthora spp. (Pozo et al., 2004; Thaler y Bostock, 2004). Se
han realizado grandes esfuerzos para determinar la interaccion dentro de la red de regulacion de
defensa y el intercambio de sefales entre las vias del 4cido salicilico y el jasmonico (Bostock, 2005;
Beckers y Spoel, 2006).

En este sentido, el mecanismo propuesto para la activacion de defensa contra Phytophthora por
Jones y Dangl (2006), podria explicar los resultados presentados en el estudio, al encontrarse
disminuidos los niveles de proteccion contra este patogeno. Este comportamiento esta relacionado
ademas con la variedad de tomate empleada como modelo, que se considera medianamente
resistente a Phytophthora, por lo que no se obtuvieron diferencias entre las plantas micorrizadas y
sin micorrizar para P. nicotianae, aunque se evidenciaron diferencias en los niveles protectivos
entre cepas para P. infestans, destacandose G. hoi-like. Es importante destacar que las cepas de
patogenos empleadas en este estudio se informan como altamente virulentas (Toledo, 2008), lo que
garantiza que los resultados sean representativos de lo que se puede encontrar en condiciones de
campo.

Se ha informado la acumulacion de especies reactivas de oxigeno, la activacion de la via de los
fenilpropanoides y la acumulacion de isoformas especificas de enzimas hidroliticas como
quitinasas y glucanasas en raices micorrizadas. Estas reacciones generalmente se describen como
respuestas localizadas que desempefian un papel en el control y establecimiento de la simbiosis
(Dumas-Gaudot et al., 2000; Pozo et al., 2002; Garcia-Garrido y O’campo, 2002; Hause et al.,
2007; Schliemann et al., 2008).

En el presente estudio, se evidencié que la inducciéon de estos mecanismos resultaba en una
induccion local, sin embargo los patrones de induccion variaron frente al ataque de Phytophthora
spp. Para el caso de las peroxidasas, las plantas micorrizadas disminuyeron los niveles de
activacion, a nivel local y sistémico. Este comportamiento es normal, si consideramos que la
induccidn de las especies activas de oxigeno es dependiente de la via del 4cido salicilico (Desender
et al,, 2007) y que en el caso de las plantas micorrizadas hay una supresion parcial de las

respuestas dependientes de esta via (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007).
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La via de los fenilpropanoides tampoco mostro diferencias entre las plantas micorrizadas,
independientemente de la presencia del patdégeno. La supresion de la induccion de la quitinasa se
debe a que el género Phytophthora no contiene quitina en su pared celular (Bernicki-Garcia, 1968)
y por tanto por principio de economia celular la induccion de esta enzima se ve limitada.
Diferentes autores relacionan la defensa contra Phytophthora en las plantas de tomate
micorrizadas con la induccion de glucanasas (Cordier et al., 1996; Pozo et al., 1999; Pozo et al.,
2002). Sin embargo en ¢l presente estudio, se observo que para P. nicotianae, no hubo diferencias
entre las plantas micorrizadas y sin micorrizar, en relacion con la actividad de esta enzima, por lo
que no se observo diferencias en los niveles protectivos entre las plantas de estos tratamientos.
Cuando las plantas se enfrentaron a P. infestans, se evidenciaron diferencias en los niveles de
induccion, que resultaron significativas entre las plantas micorrizadas con G. hoi-like y las no
micorrizadas, lo que podria estar asociado con la disminucion de la severidad de los dafios
producidos por este patogeno.

De forma general, las plantas micorrizadas con G. hoi-like, indujeron disminucion de la severidad
de la enfermedad para P. infestans y no se observéd efecto para P. nicotianae. La otra especie
micorrizica no mostrd efecto sobre la disminucion de la severidad de los sintomas provocados por
los patogenos de raiz.

Cuando las plantas micorrizadas con las dos cepas se enfrentaron con los patdégenos foliares, como
el caso de A. solani, se observo un efecto diferencial entre las cepas de HMA utilizadas, logrando
las plantas inoculadas con G. hoi-like una disminucion significativa del tizén temprano. Se
mostraron diferencias con los plantas inoculadas con G. mosseae que resultaron mas afectadas que
las plantas control sin micorrizar. Estos resultados demuestran que la cepa de HMA es un factor
determinante en la proteccion de las plantas de tomate de la variedad Amalia contra este patdgeno,
bajo las condiciones de sustrato empleados. Las dos cepas de HMA protegen a las plantas de
tomate contra O. taurica, aunque G. hoi-like se destaco por el mejor comportamiento.

En el caso particular de estos dos microorganismos, se evidencian diferencias en cuanto a los
niveles de tolerancia/resistencia entre aislados de HMA (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007). Estas
diferencias en cuanto a los niveles protectivos, se observaron ain cuando ambas cepas de HMA
estaban representadas en niveles altos en la micorrizosfera.

En este estudio los niveles de induccién enzimatica no lograron diferenciar entre especies
micorrizicas para los niveles protectivos, por lo que se puede inferirse que probablemente algin
metabolito deba estar relacionado con la capacidad protectiva de la cepa. En este sentido, se
conoce que los cambios en los compuestos fendlicos que se presentan en la interaccion planta—
patogeno estan involucrados en la resistencia contra las enzimas del microorganismo invasor, de

forma que limita el crecimiento de este y constituye una barrera al avance de los patogenos (Dixon
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2001; Hahlbrock et al., 2003). Schliemann et al. (2008) encontraron diferencias en la induccion de
tyrosol, metabolito que exhibe actividad antifungica, producido por los HMA en dependencia de la
especie de micorriza empleada (Tarus et al., 2003; Slininger et al., 2004).

Algunos autores sefialan que la defensa de las plantas contra las afectaciones por A. solani no son
dependientes de la induccién de la actividad B 1,3 glucanasa (Solorzano 2002, Noval, 2008). En
este estudio no se observaron diferencias en la induccion de la actividad de esta enzima para
ninguna de las dos especies de HMA utilizadas, lo que corrobora esta afirmacion. Aunque
Solorzano (2002), plantea que la induccion de quitinasa es fundamental para la disminucion de las
afectaciones producidas por el patdgeno, en este estudio tampoco se encontraron diferencias en la
induccién de la actividad de la enzima por la micorrizacion. Sin embargo, hubo diferencias en la
afectacion producida por el patogeno entre las dos especies de HMA. Adicionalmente la induccion
de la actividad PRX en hojas fue diferencial entre cepas y de forma similar, donde la actividad fue
mayor, las plantas resultaron mas sensibles frente a este patogeno. Estos resultados no se
corresponden con los informados por Soldrzano (2002) quien considera que los aumentos en las
actividades de B 1,3 glucanasa y peroxidasas determinan la disminucion de los dafios en las plantas
enfrentadas a A. solani.

En el caso de las plantas que se enfrentaron a O. taurica, se observo una relacion directa entre la
severidad de los dafos encontrados y los niveles de actividad de quitinasa en raiz y hojas,
peroxidasa en raiz y glucanasa en hojas; sin embargo, la actividad de glucanasa y PAL en raiz, se
relacionaron inversamente con la severidad del dafio.

En las plantas micorrizadas los niveles de AJ se incrementan con respecto a las plantas sin
micorrizar (Meixner et al., 2005; Stumpe et al., 2005; Franken et al., 2007) y se ha observado que
este incremento activa genes involucrados con la defensa de plantas como las enzimas de la via de
los fenilpropanoides y la produccion de PRs (Devoto y Turner, 2005; Lorenzo y Solano, 2005;
Hause et al., 2007). Para el caso de Oidiopsis taurica, se observo que la disminucion de los dafios
estaba relacionada con el aumento de la induccion de B 1,3 glucanasa y PAL, mecanismos que se
inducen por la via del jasmonato con lo que se ratifica lo planteado por Pozo y Azcon-Aguilar
(2007).

El disefio de este experimento, s6lo permiti6 evaluar los niveles de actividad de las enzimas en el
momento del dafio y para asociar la actividad de estas enzimas con el nivel de proteccion
encontrado, se requiere de una dinamica temporal de estas a partir de la inoculacion con el
patogeno.

De forma general, no se obtuvo respuesta sistémica atendiendo a las enzimas en estudio lo que esté
en concordancia con lo planteado por Pozo y Azcén-Aguilar (2007), aunque la presencia del

patogeno produjo una induccion mayor de algunas de las PRs en los casos de las plantas
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enfrentadas con A. solani y O. taurica. Sin embargo, la elevacion en los niveles de actividad de
una enzima particular no es suficiente para predecir el comportamiento de las plantas frente al
ataque del patogeno (Noval, 2008), sino que la combinacion de los sistemas enzimaticos en la
planta es la responsable de la disminucion de los dafios, lo que se demostro a través del analisis
multivariado.

Los avances recientes atendiendo a la sefializacion de los procesos en las asociaciones mutualistas
y patogénicas han permitido la mejor comprension de las interacciones de las plantas con el
ambiente. El espectro de la resistencia inducida por micorrizas se asocia con el condicionamiento
por una activacion eficiente de los mecanismos de defensa frente al ataque de patdgenos (Conrath
et al., 2006). Esta resistencia de bajo costo puede ser la principal razéon que explique por qué los
hongos micorrizicos se han conservado durante la evolucidon y estan tan extendidos entre las
especies de plantas en el planeta y que no esté restringida solo a las areas micorrizadas, sino que se
extiende a toda la planta (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007).

Dentro de las especies empleadas en este estudio los resultados que se obtuvieron con G. hoi-like
corroboran las potencialidades de esta cepa en la proteccion de patogenos foliares e incrementa su
importancia practica en el manejo integrado de enfermedades que afectan al cultivo.
Consideraciones generales

El efecto rizosfera para las micorrizas depende de tres factores fundamentales: el hongo, la planta
y el suelo en el que se desarrolla la interaccion. El sistema de recomendacion de cepas del INCA
estd basado en la fertilidad de los suelos, de esta forma se recomienda una cepa o grupo de cepas
de HMA en dependencia de los niveles de fertilidad (Rivera et al., 2007). Esta recomendacion
permite que la micorriza que se establece en tal asociacion sea la mas eficiente segun el tipo de
suelo y con ellos se logra no solo que los niveles de colonizacion sean altos sino también que la
eficiencia micorrizica entendida como el mecanismo por el que se logran los niveles nutricionales
mas altos de la planta favorecido por la interaccion, sea superior.

Se conoce ademds que durante el establecimiento de la simbiosis las sefiales moleculares que se
establecen entre la planta y el HMA permiten la germinacion, penetracion y el desarrollo
intraradical de estos HMA (Gao et al., 2004), sin embargo la planta responde con un aumento
transiente de de los niveles de PR proteinas dado que en un inicio reconocen a estos HMA como
patdgenos con el consecuente aumento (Barrer y Tagu, 2000; Salzer y Boller, 2000; Gao et al.,
2004). En la medida que se establece la micorrizacion por un dialogo coordinado entre los
simbiontes, estas respuestas son subsecuentemente reprimidas y esto estd determinado por los
genes Sym que apagan esta respuesta (Harrison, 2005; Giovannetti, 2008).

En este trabajo se ha observado el efecto de la cepa de HMA G. hoi-like en la bioproteccion del

cultivo del tomate variedad Amalia, asociado con un nivel centinela de respuestas de defensa en la
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planta que permite el condicionamiento rapido de la respuesta defensiva ante el patdégeno con la
consiguiente disminucion de la severidad de la enfermedad, por enfrentamiento directo de las
respuestas de las plantas ante el patogeno y por el hecho de que una planta mejor nutrida estd mas
preparada para tolerar la enfermedad (Pozo y Azcdn-Aguilar 2007; Vierheiling et al., 2008).
Teniendo en cuenta estos aspectos, se considera que este mecanismo es comun a otras variedades
de tomate de tipo determinado y que esta cepa puede ser aplicada como parte del manejo integrado
de plagas en el cultivo del tomate en las condiciones de sustrato recomendada y no como la

solucion Unica a la incidencia de estos patdgenos en campo.
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Conclusiones

1.

Las cepas de HMA Glomus hoi-like y G. mosseae inducen mayor micorrizacion y mejores
respuestas defensivas en plantas de tomate de la variedad Amalia, en las condiciones de sustrato
empleadas, transitando entre cinco y siete dias mas rapido de la fase de estrés bidtico a
simbionte.

Las cepas G. hoi-like y G. mosseae activan sefiales moleculares rapidas que provocan la
induccion de proteinas defensivas temporalmente atenuadas a nivel local.

G. hoi-like mostré una mayor efectividad contra patdgenos foliares (A. solani y O. taurica) y de
raiz (P. infestans), reduciendo la severidad de los dafios provocados por los microorganismos
patdgenos analizados.

Las enzimas PR-2, PR-3, PR-9 y PAL no estan involucradas de forma independiente con los
mecanismos defensivos frente a la infeccion por los patdgenos.

La bioproteccion contra patogenos del tomate por HMA estd relacionada con los niveles
centinelas de las PR proteinas con lo cual produce un condicionamiento de la respuesta

defensiva de la planta y la consiguiente disminucion de la severidad de la enfermedad.
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Recomendaciones

1. Realizar otros estudios basicos de dinamica temporal que permitan profundizar en la induccion
de actividad enzimatica asociada a la defensa contra patdgenos a partir de su inoculacién en
plantas micorrizadas.

2. Desarrollar estudios in situ que permitan profundizar en la interaccion patégeno- HMA-planta
de la variedad Amalia para determinar si la proteccion de la planta se mantiene durante todo el

ciclo del desarrollo del cultivo.
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