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SINTESIS
Con el objetivo de determinar el efecto de especies de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) vy la sistemina en la induccion de respuestas de defensa y evaluar su influencia
sobre la intensidad de las enfermedades causadas por patdgenos, en el cultivo del tomate
(Solanum lycopersicum L.) variedad Amalia, se realizaron tres experimentos en
condiciones controladas. Se encontrd que con la aplicacion combinada de Glomus clarum
(Nicolson y Schenk) y la sistemina no se produjo retardo del desarrollo vegetativo y se
alcanzaron niveles de micorrizacién satisfactorios. La aplicacion del elicitor potencié el
proceso de establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular, que se hizo evidente a
partir de los 12 dias. Se detectd la induccion diferencial de tres sistemas enzimaticos
(B-1,3-glucanasa, quitinasa y peroxidasa) mediante la aplicacion de HMA vy el elicitor, los
que mostraron especificidad en cuanto al tiempo de evaluacion y al organo de la planta
(raiz y hoja). Se encontro la aparicion de isoformas adicionales de (-1,3-glucanasa y de
peroxidasa en raiz, detectadas mediante la focalizacion isoeléctrica (IEF) y otra por geles de
poliacrilamida (PAGE), respectivamente. La aplicacion conjunta de dos HMA, G. clarum
y G. fasciculatum (Walker y Koske), con la sistemina redujo la severidad de las
enfermedades causadas por patdgenos en tomate, de forma diferencial: G. clarum contra
Alternaria solani (Sor) y G. fasciculatum contra Phytophthora nicotianae (Breda de Hann
syn. P. parasitica Dastur). Las enzimas estudiadas mostraron potencial como indicadores
bioguimicos del proceso de micorrizacion y de la induccién de proteccion contra A. solani
y P. nicotianae en el sistema micorriza arbuscular-sistemina. Este constituye el primer
estudio combinado de la sistemina con los HMA, asi como de su efecto sobre la induccion
de proteinas relacionadas con la patogénesis y sobre la intensidad de las enfermedades

causadas por A. solaniy P. nicotianae en Solanum lycopersicum.
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Introduccion 1

1. INTRODUCCION

El tomate, Solanum lycopersicum L., syn. Lycopersicon esculentum Mill, (Cddigo
Internacional de Nomenclatura Boténica, 2008) constituye la hortaliza de mayor consumo a
nivel mundial, en Cuba también posee gran importancia, tanto por el volumen de su
produccion como por el area que ocupa. Su cultivo es afectado por una serie de
microorganismos fitopatdgenos, siendo los de mayor incidencia los géneros Alternaria y
Phytophthora, causantes de diferentes enfermedades entre las que se destacan el tizon

temprano y la marchitez foliar (Judelson, 1997).

Las especies de Alternaria afectan a las Solanaceas y constituyen un factor limitante en la
produccion de los cultivos de papa y tomate, en las condiciones de alta humedad y
frecuentes lluvias (Pérez, 2003). Particularmente Alternaria solani puede producir en las
plantas de tomate la podredumbre del cuello y el tizon temprano el cual causa defoliacion y,
por tanto, afecta la productividad y la calidad del fruto (Maeiro y col., 1991). En Cuba la
afectacion por el tizén temprano ocupa un lugar importante con presencia de la enfermedad
en todas las provincias, tanto en el sector estatal como en el privado. Esto se debe a su
elevado endemismo y a la ausencia de productos de control biolégico (Martinez, y col.,
2002).

Los miembros del género Phytophthora son habitantes del suelo y pueden causar diferentes
enfermedades, tanto sobre cultivos anuales como perennes. La mayoria de sus especies y
razas producen marchitez foliar y pudricion de las raices de las plantulas, de tallos y de
tubérculos. Una vez infectadas las plantas el primer sintoma que muestran es la
desnutricion, debilitdndolas rapidamente y aumentando por ende su susceptibilidad al

ataque por otros patdgenos (Agrios, 2005).

Debido a las cuantiosas pérdidas econdmicas que produce la afectacion por ambos
patdgenos en los cultivos, se han empleado productos fitoquimicos diversos para su control.
En la actualidad, su uso indiscriminado constituye un grave problema debido a la elevada
contaminacién en los suelos y en el agua, por lo que se trabaja en la busqueda de

tecnologias y productos que permitan su sustitucion, sin afectar los niveles de produccion.

Dentro de las alternativas disponibles se encuentra el empleo de los microorganismos
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nativos del suelo, con accién benéfica sobre las plantas, donde los HMA poseen un gran
potencial, si se tiene en cuenta que son ampliamente estudiados por su efecto biofertilizante
(Rivera, 2003).

Diversos autores estudian la interaccion de los HMA con diferentes patégenos, por lo que
es muy conocido el efecto protector de esta simbiosis para las plantas. Se ha informado que
los HMA son capaces de reducir la severidad de enfermedades producidas por especies
fungicas (Fritz y col., 2006), algas, fundamentalmente del género Phytophthora (Judelson,
1997; Pozo y col., 2002; Zheng y col., 2005; Yamamizo y col., 2006) y nematodos
formadores de agallas (Li y col., 2006).

La colonizacion micorrizica induce importantes cambios fisiolgicos y bioquimicos en la
planta hospedante, tales como alteraciones cualitativas y cuantitativas en la expresion de
proteinas, entre las que se encuentran las proteinas relacionadas con la patogénesis (PRS),
(Blee.y Anderson, 2000). De igual forma se inducen otros mecanismos involucrados en los
procesos de defensa, los que han sido fundamentalmente estudiados en la zona radical de la
planta (Pozo y col., 2002). Estos estudios han demostrado la diversidad existente entre las
plantas y los diferentes HMA, donde la especie del hongo participante tiene un papel

preponderante (Gao y col., 2004).

Durante més de 15 afios, en Cuba se han desarrollado una serie de investigaciones
relacionadas con el uso y manejo de los HMA en diferentes agroecosistemas, estudios que
han brindado importantes aportes en el conocimiento del funcionamiento de esta asociacion
en diferentes cultivos (Rivera 2003), sin embargo se conoce poco sobre el potencial de los
mismos en la proteccidn contra patdgenos radicales y foliares.

El empleo de compuestos con accion elicitora diversa constituye en la actualidad una
practica creciente en la agricultura En Solanaceas ha sido caracterizada una proteina
denominada sistemina de bajo peso molecular con actividad elicitora sistémica (Ryan y
Pearce, 1998; Schaller, 1999), detectada en tomate, chile (Capsicum annum L.) y papa
(Solanum tuberosum L.) (Pearce y Ryan, 2003). Su aplicacion a nivel de campo en México
ha demostrado una elevada efectividad en la proteccién contra insectos (Delano, 2000).

Debido a las perspectivas de los HMA en la agricultura y el papel de la sistemina en la
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activacion de respuestas de defensa sistémica, resulta de gran interés el estudio de la

interaccion entre ambos y de su efecto en la induccion de proteinas relacionadas con la

patogénesis, asi como de su influencia sobre enfermedades causadas por patdgenos
radicales y foliares que afectan al cultivo del tomate. De esta forma se lograra sentar las
bases tedricas para la introduccion de su uso en los Programas de Manejo de Plagas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se plantea la siguiente hip6tesis:

“Los hongos formadores de las micorrizas arbusculares y la sistemina inducen la

acumulacién de diferentes proteinas de defensa y reducen la severidad de las

enfermedades causadas por Alternaria solani y Phytophthora nicotianae en plantas de
tomate”.

Para confirmar o refutar esta hipdtesis se propuso el siguiente objetivo general:

Determinar el efecto de dos especies de HMA y de la sistemina sobre la activacion de

respuestas de defensa y evaluar su influencia sobre la severidad de las enfermedades

causadas por Alternaria solani y Phytophthora nicotianae, en el tomate var. Amalia.

Como objetivos especificos se propusieron:

1. Comprobar la influencia de la sistemina sobre el proceso de establecimiento de la
simbiosis micorrizica arbuscular en la variedad de tomate Amalia.

2. Determinar la influencia de la cepa Glomus clarum y de la sistemina, individualmente
y de conjunto, sobre la induccion de enzimas relacionadas con los procesos de defensa
en plantas de tomate.

3. Evaluar el efecto de dos especies de HMA y de la sistemina sobre la severidad de las
enfermedades causadas por Alternaria solani y Phytophthora nicotianae y sobre la
induccion de enzimas relacionadas con defensa en plantas de tomate inoculadas con

estos patdgenos.

Los resultados de esta Tesis resultan novedosos debido a que:
Constituye el primer estudio a nivel mundial de los efectos de la aplicacion
combinada de los HMA vy la sistemina en plantas de tomate, asi como de su influencia
sobre la induccion de proteinas de defensa y la reduccion de la severidad de las

enfermedades causadas por Alternaria solani y Phytophthora nicotianae.
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De forma general la Tesis tiene la siguiente aplicacidn préctica:

1. Se determina la influencia de la sistemina y su efecto potenciador sobre la accién de
G. clarum y G. fasciculatum, en la reduccion de la severidad de las enfermedades
causadas por A. solani y P. nicotianae, respectivamente, en tomate.

2. Se proponen alternativas a ser valoradas en el manejo de A. solani, luego de su
confirmacion en condiciones de campo, que resultan de importancia practica si se tiene
en cuenta la poca existencia de métodos de control de enfermedades foliares.

3. Los resultados obtenidos abren nuevas perspectivas de su uso en la agricultura al
brindan los elementos basicos para el empleo de los HMA vy el elicitor en la proteccion

del cultivo del tomate frente a estos patdgenos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultivo del tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L., syn. Lycopersicon esculentum Mill.) (Cddigo
Internacional de Nomenclatura Botanica, 2008) es una planta de la familia de las solanaceas
originaria de América y cultivada en todo el mundo por su fruto comestible. Las variedades
antiguas son potencialmente perennes, aunque en el cultivo moderno se las trata como plantas

anuales.

Es considerada la hortaliza de mayor distribucion mundial ya que alcanza los 4.5 millones de
hectareas cultivadas y una produccion anual promedio de 122 millones de toneladas (t). En
Cuba, también posee gran importancia, con un 50% del total de areas dedicadas al cultivo de
las hortalizas, un promedio anual de mas de 55 mil hectareas sembradas y una produccion de
0.7 t (FAOSTAT data, 2007). Debido a las condiciones necesarias para su desarrollo este
cultivo es afectado por una serie de patdgenos que producen afectacion de los rendimientos,
siendo los hongos v las algas del grupo de los Oomycetes los de mayor incidencia a nivel
mundial. Las principales afectaciones se producen en la época conocida como primavera-
verano, debido a que las condiciones climaticas de elevada temperatura y humedad favorecen

el desarrollo de estos organismos (Agrios, 2005; Pérez, 2003).

2.2. Patdgenos que afectan al cultivo del tomate.

El cultivo del tomate es amenazado por patdgenos microbianos capaces de afectar el
rendimiento, en mayor o menor medida, en dependencia del grado de resistencia o
susceptibilidad que posea el hospedante a ellos. Dentro del grupo de las bacterias
encontramos a Erwinia carotovora, especies de Pseudomona y Xantomonas campestris,
como los mas importantes por los dafios que causan. De los virus los mas frecuentes son el
Virus del mosaico de tomate, Virus Y y X de la papa (los cuales también afectan al tomate),
Virus del mosaico dorado y el Virus del enchinamiento del tomate. De los hongos se
informan como los mas dafinos, especies de Pythium, Fusarium, Alternaria tenuis, A.
brassicae y Cladiosporium fulvum, sobresaliendo las especies de Phytophthora y Alternaria
solani (Agrios, 2005; Lovisolo y col., 2003).


http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Solanácea
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2.2.1. Alternaria spp

Las enfermedades provocadas por especies de Alternaria spp. en Solanaceas estan
distribuidas a nivel mundial, aunque prevalecen en las condiciones de alta humedad de las
zonas tropicales (Agrios, 2005) y los hospedantes mas frecuentes son el tomate y la papa
(Pérez, 2003). Constituye un factor limitante en la produccion de estos cultivos,
particularmente por causar la reduccién gradual del potencial fotosintético al producir
necrosis de las hojas (Jones y col., 1993). Su mejor representante es la especie A. solani, la
cual ha sido bien caracterizada por Ellis en 1971 (Sol6rzano, 2002). Este género pertenece
a la clase Dothideomycetes, orden Pleosporales, familia Pleosporaceae (Cddigo
Internacional de Nomenclatura Botanica, 2008).

El hongo sobrevive en el suelo, en residuos de cultivos, malezas o en semillas infectadas.
Sus esporas se dispersan ya sea por factores ambientales o antropicos y al llegar a la planta
germinan e infectan las hojas humedas, tallos o fruto. La gravedad del dafio es mayor
cuando la infeccion ocurre a temperaturas moderadas o calientes y el ambiente esta
himedo, por lo que es un problema en la época lluviosa. Los sintomas son diversos
causados por la accion combinada de diferentes factores, entre los que se encuentra el
desvio de las fuentes nutritivas en las ceélulas afectadas y la accion de metabolitos
secundarios fitotoxicos, de origen fungico, como el &cido alternarico y el zinniol (Agrios,
2005).

En semilleros, el hongo produce el “ahorcamiento” de las plantulas y el mal del talluelo
(damping-off), mientras que en plantas adultas puede también causar la podredumbre del
cuello, del tallo y del fruto (Thomma, 2003; Agrios, 2005).

La principal enfermedad causada por este patdgeno es el tizon temprano, la cual es mas
severa cuando las plantas estan estresadas por abundante fructificacion, ataque de
nematodos, o deficiencias de nitrogeno. El sintoma tipico es una mancha oscura con anillos
concéntricos en hoja, con un area clorotica, producida por la difusion de toxinas (Thomma,
2003), entre las que se han caracterizado el alternariol, éter alternariol monometilico,
altenuene, altertoxinas I, I, y 111 y el acido L-tenuazonico (Scott, 2001).

A medida que la enfermedad progresa, el hongo puede atacar tallos y frutos y producir

manchas similares a las de las hojas de color café y anillos concéntricos oscuros, en los que


http://es.wikipedia.org/wiki/Dothideomycetes
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Pleosporales&action=edit&redlink=1
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se observan las esporas polvorientas y oscuras (Castafio-Zacata y del Rio, 1994; Dillard y
col., 1995).

En la actualidad, se trabaja en la busqueda de diversos métodos para el control del tizén
temprano, donde el uso de fungicidas sigue siendo el mé&s empleado, debido a su gran
efectividad, aunque su aplicacién de forma indiscriminada ha producido contaminacién del
agroecosistema. Por esta razén, es importante tomar medidas preventivas para el
saneamiento de los suelos, més adn si se tiene en cuenta que el hongo sobrevive en los
restos de cosecha (Pérez, 2003).

Por otra parte, los esfuerzos por mejorar la resistencia a esta enfermedad en cultivares de
tomate han sido obstaculizados por la necesidad de poseer genes de resistencia simples 'y el
complejo patron de herencia que poseen. Consecuentemente, los cultivares de tomate no
comerciales (silvestres) poseen un adecuado nivel de resistencia a Alternaria que no se
observa en las variedades comerciales como Lycopersicon pimpinellifolium L. (Kalloo y
Banerjee, 1993).

2.2.2. Phytophthora spp

.Las especies del género Phytophthora pertenecen a los Oomycetes con crecimiento
filamentoso, caracteristica que los habia ubicado entre los hongos. Sin embargo, estudios
del metabolismo, composicion de la pared celular y fundamentalmente la secuenciacion de
ARNTr indican que los Oomycetes tienen mas similitud con las chysophytas, diatomeas y
algas pardas (Judelson, 1997; Birch y Whisson, 2001). Pertenecen a la clase Oomycetes,
orden Peronosporales, familia Pythiaceae (Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica,
2008).

Estas algas son tipicos habitantes del suelo y pueden causar enfermedades diversas, tanto
sobre cultivos anuales como perennes. La mayoria de las especies y razas producen
pudricion de las raices, damping-off de las plantulas y pudricion de tallos y tubérculos
similares a los causados por Pythium spp (Judelson, 1997).

El ciclo de vida de estas algas se caracteriza por poseer una fase asexual y otra sexual,
observadas, tanto en el tejido vegetal como en cultivo “in vitro”. Los nicleos son diploides
en cada fase, con excepcion de la formacion de los gametos en la cual se originan nucleos

haploides. La patogénesis involucra el crecimiento asexual, en la cual se despliega un alto
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grado de biotrofismo y especificidad al hospedante, con la obtencion de una infeccion
efectiva. Esta puede estar limitada a cultivos como la papa, el tomate y otras Solanaceas
como la berenjena asi como a otras familias distantes a esta.

La infeccion comienza cuando el esporangio cae sobre la planta y libera las zoosporas
biflageladas, las cuales se “enquistan” después de un periodo movil, a partir del cual
emerge el tubo germinativo. También puede originarse la germinacion directa del
esporangio como ocurre en muchos hongos verdaderos, lo cual le da una ventaja
competitiva a esta especie. La penetracion se produce cuando el extremo del tubo
germinativo se diferencia y se forma el apresorio, el cual es capaz de invadir a la célula
hospedante subyacente. La ramificacion de las hifas que se originan de forma intercelular
permiten la interrelacion nutrimental biotrofica con la célula vegetal a traves de los
haustorios, donde eventualmente la célula hospedante muere, por lo cual las especies de
Phytophthora son consideradas como hemibiotrofo. Cuando la interaccion continla, se
forman nuevos esporangios en la superficie de la planta, los que a diferencia de los conidios
de Ascomycetes y Basidiomycetes no se desecan, aunque son de corta vida, fendmeno que
ha sido observado en todas las especies del género (Agrios, 2005).

Las especies de este género constituyen patdégenos devastadores de los cultivos, los cuales
son de dificil control y manejo y un problema sanitario debido al desarrollo periédico de la
resistencia a la mayoria de los productos fungicidas sistémicos empleados y la aparicion de
cepas altamente agresivas (Yamamizo y col., 2006).

2.3. Interaccién planta-patdgeno

Las plantas se encuentran continuamente expuestas al ataque de patégenos, ante los cuales
tienen que activar diferentes respuestas. Estos pueden conllevar a producir la resistencia
ante el agente causal o a desatarse la enfermedad, porque el patdgeno es capaz de burlar los
mecanismos de defensa.

Se conoce que la resistencia ante un patdgeno determinado, involucra la existencia de
barreras constitutivas y componentes de defensa inducible (Penninckx, 1998). Entre los
mecanismos constitutivos se encuentran la presencia de una cuticula cerosa o reservorios de
compuestos antimicrobianos, estratégicamente situados, cuya funcion es prevenir la

colonizacion de los tejidos (Jackson y Taylor, 1996; Hutcheson, 1998).
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Las respuestas de defensa inducidas son un rasgo caracteristico de las interacciones
incompatibles asociadas con la resistencia a enfermedades, de las cuales Hutcheson (1998),
identificd tres tipos, segun el tejido involucrado y las sefiales participantes: respuesta
primaria, secundaria y sistémica adquirida.

La respuesta primaria es localizada en la célula que entra en contacto con el patdgeno e
involucra la participacion de moléculas sefiales especificas. Su reconocimiento, activa una
serie de fenbmenos en cascada que conllevan, frecuentemente, a la ocurrencia de la muerte
celular programada (PCD). Durante la respuesta primaria se produce, ademas, la liberacion
de moléculas sefiales difusibles, conocidas como elicitores (Boller, 1995; Hahn, 1996).
Estos compuestos son los responsables de la induccion de la respuesta secundaria en las
celulas adyacentes, alrededor del sitio de infeccion. Como tercer tipo se encuentra la
resistencia sistemica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés), la cual es producida por la
participacion de hormonas que son acumuladas en el sitio de infeccion o adyacentes a este.
Las mismas son transportadas por toda la planta, para producir resistencia en zonas lejanas
al sitio de contacto con el patogeno (Durner y col., 1997; Sticher y col., 1997).

Las respuestas inducibles se producen con el objetivo de atenuar o evitar la diseminacion
del patégeno. Una de ellas es el reforzamiento de la pared celular, que constituye una
barrera fisica resistente a las enzimas hidroliticas provenientes del invasor. En este proceso
se ha observado que ocurre la deposicién de lignina, calosa y glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina (HRGP), las que pueden ser inducidas por elicitores derivados de la pared
celular fangica (Templeton y col., 1991). Mediante este mecanismo se limita la
diseminacion del patdgeno en el tejido vegetal, restringiéndolo a la célula hospedante, en la
cual se induce la muerte celular hipersensitiva (Penninckx, 1998).

Al estudiar las bases genéticas que rigen el fendmeno de que ciertos cultivares del
hospedante pueden ser colonizados por razas particulares de un patdgeno, se ha encontrado
que estas relaciones estan gobernadas por una interaccion gen-gen especifica. Estas se
producen entre loci del gen de avirulencia (Avr) del patégeno y alelos del correspondiente
gen de resistencia (R), dando como resultado la resistencia a la enfermedad. A pesar de la

amplia gama de patdgenos diversos y de las moléculas efectoras de la patogenicidad, los
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genes R codifican solamente para cinco clases de proteinas (Penninckx, 1998; Dangl y
Jones, 2001).

Recientemente, se postuld una hipétesis de proteccion que implica el reconocimiento
indirecto del efector del patdgeno por la proteina R, mediante el monitoreo de las
modificaciones inducidas por el mismo en la célula blanco del hospedante (Jones y Dangl,
2006). En ella participan los receptores de reconocimiento de los patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMP), los que acttan en gran medida dentro de la célula. Para ello
usan el polimorfismo de las proteinas NB-LRR (uniones nucleotidicas con dominio de
repetidos ricos en leucina, por sus siglas en inglés), las cuales constituyen productos de los
genes R (Dangl y Jones, 2001).

Los efectores de patogenos de diversos reinos son reconocidos por las proteinas NB-LRR,
las que activan respuestas de defensa similares. La resistencia mediada por ellas es efectiva
solo contra patdgenos que se desarrollan en organismos vivos (biotrofos obligado) o
hemibiotroficos.

Si un efector es reconocido por la correspondiente proteina NB-LRR, ocurre la inmunidad
activada por el efector (ETI, por sus siglas en inglés) que frecuentemente culmina en una
reaccion hipersensible (HR). Esta generalmente se limita a la célula infectada vy retiene el
crecimiento del patdgeno, aunque actualmente no esta claro, en muchos casos, que es lo
que realmente detiene el crecimiento del mismo (Jones y Dangl, 2006).

2.4. Micorrizas

Albert Bernard Frank en 1885, al estudiar la interaccion entre planta y hongo propuso el
término micorrizas (hongo-raiz), para identificar a la asociacion simbiotica observada entre
hongos del suelo y especies forestales (Sylvia y col., 1998). En base a la anatomia de la
infeccion, las micorrizas fueron tradicionalmente separadas en ectomicorrizas Yy
endomicorrizas. Este agrupamiento resultd muy artificial, por lo que estudios recientes sobre
distribucion geografica, especies presentes, morfoanatomia y ultraestructura de la simbiosis,
permitieron la elaboracion de un agrupamiento mas légico, en: ectomicorrizas, endomicorrizas
y ectendomicorrizas, siendo las endomicorrizas las de mayor importancia en los cultivos de

interés agricola.
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Las endomicorrizas, se caracterizan por la penetracion inter e intracelular, pero sin la
formacion de manto ni modificaciones morfoldgicas evidentes en las raices. Cumplen con
estas condiciones las micorrizas ericoides, orquidoides y las arbusculares (Read, 1999). Los
dos primeros tipos son de distribucion restringidas a los taxones hospedantes que le dan
nombre, mientras que el tercero, las micorrizas arbusculares (MA), presentan la mas amplia
distribucién geografica de todos los microorganismos biofertilizantes.

2.4.1. Micorriza arbuscular

Las micorrizas del tipo arbuscular constituyen la simbiosis mas extendida sobre el planeta,
tanto por el nimero de hospedantes como por su distribucién, siendo la mas antigua de las que
se tengan evidencias fosiles. Su origen se ubica en el principio del periodo Devoniano (mas de
400 millones de afios) (Remy y col., 1994). Sin embargo, estudios moleculares basados en la
secuencia del ADN ribosomal (ADNr) 18S, sugirieron que los Glomales poseian alrededor de
350-460 millones de afios, y que la simbiosis fue un instrumento para la colonizacion exitosa
de las plantas terrestres (Harrier, 2001). Barea y col., (1991) estimaron que entre, el 80 y el
90% de las especies vegetales estudiadas poseen micorrizacion de forma natural, donde
aproximadamente en el 95 % de los casos son del tipo arbuscular, con presencia en todos los
habitat (Rodriguez, 2005).

La observacion de que aproximadamente 150 especies de HMA son capaces de colonizar
aproximadamente 225,000 especies de plantas llevé a la conclusion de que estos hongos
poseen un amplio namero de hospedantes, lo que indica su alto grado de adaptabilidad y de
integracion en el proceso simbiotico (Gadkar y col., 2001).

Se ha planteado que en la simbiosis MA no existe especificidad del microsimbionte (HMA), ni
del macrosimbionte (planta). No obstante, las distintas especies e incluso cultivares de la
misma especie pueden mostrar un comportamiento diferentes, lo cual se interpreta como
diferencias en el grado de compatibilidad entre las plantas y los distintos HMA (Rodriguez,
2003).

Los hongos que forman la simbiosis MA fueron clasificados como Zygomycetes segln sus
caracteristicas morfologicas (Morton y Benny, 1990); pero recientemente mediante el analisis
de la secuencia de la subunidad menor del ARNr fueron reclasificados, creandose tres nuevas

phyla, Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota (Schubler y col., 2001). Todos los
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HMA pertenecen a Glomeromycota, el cual posee seis clases, donde se han caracterizado

aproximadamente 150 especies (Kramadibrata y col., 2000; Harrison, 2005).

2.4.1.1. Establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular

Durante el desarrollo de la simbiosis micorrizica arbuscular tienen lugar cambios

anatémicos y citoldgicos en la raiz. Sin embargo, la expresion morfolégica no se detecta a

simple vista; quizas por ello la simbiosis ha sido ignorada en estudios sobre la fisiologia

de la planta, cuando realmente forma parte de la misma. EI micotrofismo es para el vegetal

la forma habitual de adquisicion de nutrimentos minerales.

Diferentes autores han trabajado en definir los eventos que ocurren en el proceso de

establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular (Bago y col., 1998; Sylvia y col.,

1998; Douds y Nagahashi, 2000), los que de forma general, coinciden con las fases

definidas por Barea y col., (1991):

1.

Germinacion de la espora, estimulada por la accion de los exudados radicales (Buée
y col., 2000; Vierheiling y col., 2003) y de los microorganismos del suelo, asi como
por las condiciones fisico-quimicas del mismo

Formacion del apresorio, sobre la célula epidérmica, debido al incremento de la
presion hidrostatica de la zona apical de la hifa infectiva

Penetracion a través de los pelos radicales o de las células epidérmicas, por la
combinacion de procesos mecanicos y enzimaticos

Crecimiento intercelular a partir de la hifa de penetracion que se extiende entre las
células de la epidermis hacia la corteza de la raiz, sin penetrar en el tejido vascular
ni en los meristemos

Desarrollo del micelio extramatrical en el suelo con la formacion de las estructuras
ramificadas de absorcion, las que aumentan considerablemente la adquisicion de
nutrientes y de agua por la planta

Formacion de los arbusculos intracelularmente, con el consiguiente aumento de la
superficie de contacto entre el hongo vy la célula vegetal. También se puede formar
vesiculas y células auxiliares en dependencia de especie fangica

Formacion de las esporas (Rodriguez, 2005).
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Al parecer, en el establecimiento de la simbiosis actlan sefiales, que controlan las
modificaciones fisiologicas y anatdmicas entre ambos simbiontes.

En la formacién de los arbusculos, el hongo invagina la membrana de la célula vegetal, la
que subsecuentemente lo envuelve, creandose asi un nuevo compartimiento donde se
deposita material de una elevada complejidad molecular, el cual se ha denominado espacio
apoplastico o interfase arbuscular. En esta zona, se produce el contacto directo entre el
hongo vy la planta, ya que los arblsculos ocupan aproximadamente un 35% del volumen de
la célula, distribuida en un 20% como ramificacion y un 15% como tronco arbuscular
(Alexander y col., 1988).

Los arbusculos son las estructuras mas importantes, pues en ellos ocurre la transferencia bi-
direccional de nutrientes y de elementos esenciales en la funcionalidad de la simbiosis,
como los grupos fosfatos (Benedetto y col., 2005; Eckardt, 2005; Karandashov y Bucher,
2005) y las fuentes carbonadas (Bago y col., 2000). Se ha observado que las células
arbusculadas poseen mayor nivel de sacarosa que el resto de las células radicales del
hospedante (Vierheiling y col., 2001). De igual forma, en Medicago truncatula se ha
detectado la expresion de transportadores de hexosas en raices micorrizadas, inducidos en
las células corticales en la vecindad del hongo, lo cual sugiere que este compite con los
mecanismos de la planta, suprimiéndolos (Harrison, 1999).

Durante el desarrollo de estas estructuras ocurren una serie de eventos involucrados en la
morfogénesis de la raiz, que incluyen modificaciones a nivel citoplasmatico y nuclear
(Bonfante y Perotto, 1995), alteraciones metabolicas (Harrison, 1999; Strack y col., 2003),
cambios en la expresion génica y activacion de respuestas de defensa, asi como variacion
en el balance hormonal y modificacion del ciclo celular (Bonfante y Perotto, 2000).
Similares reacciones ocurren en respuesta a la invasion de hongos patdgenos, pero en el
caso de la MA, el citoplasma permanece intacto y funcional, ya que cuando el arbusculo se
ha colapsado, las células llegan a ser frecuentemente reinvadidas.

Al estudiar el desarrollo de las raices micorrizadas, se ha encontrado que en ellas se
producen una amplia variedad de elicitores, vinculados a la fase de pre-colonizacién, los

cuales son inductores de respuestas de defensa (Salzer y Boller, 2000).
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2.4.1.2. Respuestas de defensa inducidas en la simbiosis micorrizica arbuscular

Durante la micorrizacion se inducen respuestas de defensa de forma transciente y en menor
nivel que las observadas en las interacciones planta-patdgeno, las cuales frecuentemente
son suprimidas en los estadios posteriores de la interaccion Este patron de expresion
sugiere la participacion de compuestos que pueden actuar como elicitores, en los primeros
estadios de la formacion de las micorrizas (Garcia-Garrido y Ocampo, 2002), donde la
quitina y los productos de su hidrdlisis podrian ser buenos candidatos (Rodriguez vy col.,
1998; Bonfante y Perotto, 2000).

En 1993, Giovannetti obtuvo la primera evidencia de moléculas sefiales generadas por
plantas micorrizadas, al utilizar membranas semipermeables que separaban al hongo de la
planta. Este autor encontrd que las sefiales eran moléculas difusibles, exudadas por el
hospedante, con peso molecular menor a 500 Da (Bonfante y Perotto, 2000).

Bonfante y Perotto, (1995) plantearon que segun las caracteristicas de la interaccion
micorrizica, al menos tres grupos diferentes de genes de la planta podrian estar
involucrados en el proceso simbiotico. El primero constituido por genes relacionados con la
sintesis de nuevos componentes de las células radicales colonizadas por hifas intracelulares
y arbasculos. El segundo, pudiera incluir genes involucrados en las funciones metabdlicas
de las micorrizas y el tercero, genes asociados con algunos mecanismos de defensa de la
planta (Bonfante y Perotto, 2000).

Con relacién al tercer grupo, se ha encontrado que durante la interaccion simbiotica se
produce la expresion de genes relacionados con los procesos de defensa, tales como
quitinasas, B-1,3-glucanasas (Gao y col., 2004) y fenilalanina amonio liasas (PAL) (Blilou y
col., 2000). Estos genes se activan desde las etapas iniciales de la micorrizacion, activacion
que se mantiene durante varias semanas, a diferencia de la chalcona sintasa (CHS) que se
induce en fases tardias (Mohr y col., 1998; Bonanomi y col., 2001).

Al tratar de explicar este fendmeno se ha especulado que ello podria ocurrir debido a la
participacion de compuestos supresores producidos por el hongo micorrizégeno, que
prevengan el reconocimiento del elicitor. Segin esta teoria, Salzer y Boller (2000)
plantearon dos hipotesis. La primera propone que la accién de los oligémeros de quitina es

anulada por las quitinasas extracelulares, liberadas por la planta, tal como ocurre en la
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interaccion  Rhizobium-leguminosa, durante la inactivacion de los factores Nod
(oligoquitinas). La segunda asume la participacion de fitohormonas en la supresion de las
respuestas de defensa, tal como ha sido observado por Garcia-Garrido y Ocampo, (2002). En
muchas ectomicorrizas y micorrizas arbusculares ha sido demostrada la capacidad de sintetizar
hormonas vegetales (Gongala, 1991).

Segun la primera hipoétesis, Salzer y Boller (2000) proponen un modelo especulativo de los

mecanismos de supresion inducidos por las MA (Fig. 1).
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Figura 1: Modelo propuesto por Salzer y Boller (2000) para explicar los mecanismos
de supresion de las quitinasas inducidos durante la micorrizacion arbuscular.



Revision Bibliografica 16

Segun este modelo en los primeros estadios de la formacion de la simbiosis, (panel A), se
produce la expresion constitutiva de quitinasas en la planta, que degradan parcialmente a los
elicitores fungicos derivados de la quitina. Estas tienen baja actividad bioldgica y por lo tanto
solo producen una respuesta de defensa atenuada. En estadios tardios, (panel B), se produce la
acumulacion de quitinasas especificas inducidas exclusivamente por la micorrizacion, las que
inactivan completamente a los oligoquitosacaridos al hidrolizarlos hasta mondémeros de
N-Acetil glucosalina. Mediante la participacion de estas enzimas se eliminan las respuestas
defensivas rapidas que dan lugar a la sintesis de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR)
Los resultados experimentales indican que los mecanismos o vias por las cuales la accion de
los genes de las quitinasas son suprimidos, son muy especificos (Shaul y col., 2000).

Con relacion a la segunda hipotesis se planteo la participacion de fitohormonas, las que han
sido relacionadas con la supresion de las respuestas de defensa, donde las auxinas de origen
fungico son las mejores candidatas. De igual forma, en las raices micorrizadas se informo
también alteracion de los niveles de citoquininas, &cido abcisico y etileno, cuyo balance puede
modular la expresion de los genes relacionados con la defensa (Barrer y Tagu, 2000).

Durante el proceso de establecimiento de la MA se observé que las plantas experimentan
cambios en la expresion de genes vinculados con las respuestas de defensa, entre las que se
encuentran las proteinas relacionadas con patogénesis (PR), siendo las mas significativas
B-1,3-glucanasas y quitinasas (Mohr y col., 1998; Gao y col., 2004).

2.4.1.2.1. B-1,3-glucanasas

Las B-1,3-glucanasas son enzimas que hidrolizan los enlaces B-O-glicosidicos de las
cadenas poliméricas de B-1,3-glucano. Existen dos mecanismos de accion probables, que
pueden ser identificados por los productos de hidrolisis como exo-p-glucanasas o endo-
glucanasas. Las primeras hidrolizan el sustrato y producen la liberacion de residuos de
glucosa del extremo de cada cadena, mientras que las segundas rompen los enlaces 3 en
sitios al azar a lo largo de la cadena del polisacarido, para producir oligosacaridos mas
pequefios. La degradacion de los p-glucanos por la enzima es acompariada,

frecuentemente, por la accidn sinérgica de exo y endo-glucanasas (Pitson y col., 1993). En
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muchos casos, se ha encontrado todo un sistema de esta enzima, conformado por
numerosas isoformas, las cuales se distinguen por su especificidad hacia el sustrato, modo
de accion, peso molecular, punto isoeléctrico (pl) y condiciones de sintesis y activacion
(Vazquez-Garciduefias y col., 1998).

Entre sus caracteristicas fundamentales estan el pH oOptimo entre 4 y 6, la maxima
actividad se manifiesta a los 37°C (Zheng y Wosniak, 1997; Pan y col, 1989) y se
desnaturalizan entre los 60 y 70°C. El peso molecular varfa entre 10 y 100 kDa, en
dependencia del organismo de origen (Vazquez-Garciduefias y col., 1998).

2.4.1.2.2. Quitinasas

Las quitinasas son enzimas que catalizan la hidr6lisis de la quitina, las cuales se encuentran
presente de forma basal en muchos tejidos de las plantas, aunque su expresion también es
inducida durante infecciones por patdgenos o por evocadores bidticos (David y col, 1998).
Debido a su capacidad de hidrolizar quitina, estas enzimas pueden degradar parcialmente la
pared fungica (Boller y col., 1983) e inhibir el crecimiento de hongos (David y col., 1998).
Varios autores han estudiado las quitinasas mediante diferentes métodos de marcaje a través
de los cuales han localizado su expresion en las células que contienen arbusculo (Blee y
Anderson, 2000; Lambais, 2000). Su papel en el proceso de la micorrizacion se inclina a
favor de que poseen una accion directa sobre la formacion y degradacion de estas
estructuras (Dumas-Gaudot y col., 2000).

Bonfante-Fasolo (1988) al estudiar el papel de la pared celular en diferentes asociaciones
micorrizicas, encontré que a medida que el proceso de establecimiento de la simbiosis
avanzaba, la organizacion fibrilar de la quitina se modificaba. En las esporas este polimero
poseia una estructura helicoidal, en las hifas se observo una disposicion paralela, mientras
que en los arbusculos adopt6é una organizacion amorfa, con apenas 50 nm de grosor. Este
autor mediante el empleo de técnicas de localizacidn ultraestructural basadas en la afinidad
molecular del oro y la quitina, observo que la accesibilidad a este polimero decrecio
cuando se encontraba en una organizacion helicoidal, a diferencia de la estructura paralela
y la amorfa, las cuales fueron susceptibles a ser degradadas por las quitinasas. Este
resultado aporté una informacidn importante sobre el papel de esta enzima en el desarrollo

de la micorrizacion. Ella puede actuar como facilitadora del intercambio entre los



Revision Bibliografica 18

simbiontes al degradar la pared fangica. En los arbusculos la quitina es muy sensible a la
accion de las quitinasas (Dumas-Gaudot y col., 2000).

Mediante diferentes estudios de expresion han sido localizados ARNm de varias enzimas
relacionadas con las respuestas de defensa en las células que contienen arbdsculos, entre las
que se encuentran las B-1,3-glucanasa, PAL, CHS vy glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
(HRGP) (Blee y Anderson, 2000; Lambais, 2000).

De forma general, se informa que los cambios que ocurren durante la transcripcion de
genes de defensa en las células con arblsculos no son tan drésticos como los observados en
la respuesta hipersensible, donde se activa la PCD. Las células arbusculadas son insensibles
a ser atacadas por patdgenos, lo cual podria estar dado por las modificaciones que sufren
como el reforzamiento de la pared celular.

2.4.1.2.3. Peroxidasa

Las peroxidasas son enzimas consideradas como elementos importantes en la compleja
respuesta defensiva de las plantas, ya que acttan en la regulacion de los procesos conocidos
como explosion oxidativa. En estos procesos se produce la acumulacion de especies activas
de oxigeno, entre las que se encuentra el peréxido de hidrégeno (Rodriguez y col., 2003).
Fry, (1986, citado por Lambais, 2000) postula que Ila liberacion de proteinas estructurales
insolubles provenientes de la pared celular es catalizada por esta enzima, en presencia de
H,0,, la cual es regulada a nivel transcripcional y post-transcripcional. De esta forma se
produce la hiperpolarizacion de la membrana, mediante la apertura de canales de calcio
(Mori y Schroeder, 2004), lo cual ha sido observado en diferentes tipos de células de
tomate (Hamilton y col., 2000; Demidchik y col., 2003; Foreman y col., 2003). Su
induccion ocurre, ademas, como repuesta a diferentes estrés, ya sean bidticos, como el ataque
por organismos patdgenos, o abidticos.

2.4.1.3. Isoenzimas y sus métodos de estudio

Las isoenzimas son formas multiples de una enzima determinada que pueden presentarse
en una especie e inclusive ser caracteristicas de una sola célula y estan codificadas por
diferentes alelos de un mismo locus (Market y Moller, 1959). Ellas poseen similar
especificidad hacia el sustrato, asi como condiciones de sintesis y activacion (Vazquez-
Garciduefia y col., 1998; Rodriguez, 2003).
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La multiplicidad isoenzimatica puede ser el resultado de diferencias en las secuencias de
aminoécidos o producto de modificaciones post-traduccionales. En el primero la variacion
esta dada porque son distintos alelos del mismo locus (aloenzimas) o porque pertenecen a
diferentes loci (isoenzimas no alélicas), mientras que en el segundo caso se producen
cambios en la conformacion de la estructura terciaria (isoenzimas conformacionales). Su
origen puede ser diverso, siendo una de las causas la ocurrencia de la duplicacion génica
seguida de divergencia entre los loci. Este mecanismo, generalmente, es un proceso lento
dado por la ocurrencia de mutaciones, seguido por la seleccién o deriva al azar.

La presencia de formas isoenzimaticas le brinda a las células una diversidad en las
funciones que puede realizar, tanto en los mecanismos de regulacion metab6lica, como en
los de sefializacion y expresion diferencial de los genes, lo cual le permite ampliar el limite
de tolerancia ante diversos estrés (Gonzélez, 2002).

La definicion de las isoenzimas como marcadores ha sido controvertida, ya que algunos las
denominan marcadores bioquimicos, mientras que otros al considerar su base genética las
incluyen entre los marcadores moleculares (Rodriguez, 2003). Gonzalez (2002) las ha
descrito como “el mejor método corriente para medir variaciones geneticas cercanas al
nivel del ADN, relativamente libre de efectos ambientales y sobre un nimero de muestras
manipulables”.

Para el estudio de estos sistemas se han empleado diversos métodos de electroforesis, los
cuales se basan en la movilidad diferencial que poseen las proteinas en presencia de un
campo eléctrico La velocidad de migracion en el gel estd en dependencia de su carga neta,
el peso molecular y el pH del medio, por lo que se han disefiado diferentes tipos de
electroforesis que combinan algunas de estas caracteristicas. Los mas utilizados son los
geles de poliacrilamida (PAGE) y el enfoque isoeléctrico o focalizacion isoeléctrica (IEF,
por sus siglas en inglés).

La PAGE fue introducida por Raymond y Weintraub en 1959. En esta técnica se emplea
una malla de poliacrilamida que funciona como tamiz molecular, donde el tamafio del poro
puede ser regulado al variarse las concentraciones de los geles. Este método es capaz de
separar las proteinas segun sus dimensiones y forma. De esta manera las isoformas de

mayor peso molecular se retardan, mientras que las de menor peso se mueven con mayor
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libertad en funcion de su carga ionica. Mediante el uso de la PAGE se hace posible
separar proteinas de cargas idénticas, pero de dimensiones diferentes (Gonzalez, 2002).
Teniendo en cuenta que las proteinas en un medio polarizado libre de barreras se pueden
mover en funcién de su carga, H. Svensson ided un método para su separacion denominado
focalizacion isoeléctrica, la cual permite la determinacién de su punto isoeléctrico. En la
IEF se utiliza un soporte gelificado con un gradiente de pH establecido mediante el empleo
de una mezcla de acidos organicos de bajo peso molecular y bases (anfolitas), las cuales se
distribuyen por si mismas cuando se le aplica un campo eléctrico a través del gel, y crean
un gradiente. Este soporte permite que las isoformas migren y queden “enfocadas” en
aquella posicién cuyo valor de pH es igual a su punto isoeléctrico, formando una banda
bien definida (Nelson y Cox., 2003).

El empleo de las isoenzimas posee sus limitaciones debido a que muchos cambios son
originados post-traduccionales y cerca del 30% de las sustituciones de base en el ADN no
producen modificaciones en la secuencia aminoacidica, a causa de la redundancia del
codigo genético (Rodriguez, 2003). A esto se le une el fendmeno de que no siempre las
sustituciones de aminoacidos en las proteinas producen alteracion en su movilidad
electroforética (Gonzélez, 2002). A pesar de ello contindan siendo una potente herramienta
en el estudio de diferentes procesos metabdlicos.

Debido a la facilidad para su deteccion han sido ampliamente utilizadas, en la estimacion
de la variacion genética entre variedades (Florido y col., 2002; Lara y col., 2003, Morales y
col,, 1999). También se han empleado en la caracterizacién de diferentes enzimas
relacionadas con el desarrollo vegetativo (Andrews y col., 2002), los mecanismos de
defensa en planta (Pozo, 1999; Pozo y col., 1999, 2002; Shaul y col., 2000; Gonzélez,
2002; Talano y col., 2006) y con los procesos simbioticos, entre ellos las micorrizas
arbusculares (Rodriguez y col., 2001, 2003; Rodriguez, 2003; Pozo y col., 2005).

2.4.1.4. Empleo de los HMA en la agricultura

Durante mas de 15 afios en Cuba se han desarrollado una serie de investigaciones
relacionadas con el uso y manejo de los HMA en diferentes agroecosistemas, cuyos

resultados han brindado importantes aportes en el uso y manejo de este biofertilizantes en
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diferentes cultivos a nivel de invernadero y campo (Fernandez y col., 1999; Terry 2001,
Pulido y col., 2003a y b; Fernandez y col., 2002; Rodriguez y col., 2006 b).

Ortiz y Fernandez, (1998), estudiaron la forma y momento de aplicacion de los HMA
mediante recubrimiento de semillas de arroz y encontraron un marcado efecto positivo
mediante esta tecnologia, asi como incrementos en el rendimiento y sus componentes, sin
dafiar la calidad industrial del arroz.

Se demostrd la influencia positiva de cepas de HMA (Glomus clarum y G. fasciculatum)
sobre el desarrollo de posturas de tomate y cebolla, efecto que se favorecio al ser
coinoculadas con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Azospirillum brasilense
y Burkholderia cepacea) (Pulido y col., 2003b). Herndndez y Chailloux (2004) también
obtuvieron resultados favorables al estudiar combinaciones de los HMA, G. moseae y
G. fasciculatum, con las rizobacterias Azospirillum brasilense, Azotobacter chroococum y
Pseudomonas fluorescens en el cultivo del tomate. Similares resultado habian sido
obtenidos por Corbera y Napoles (2000) en el cultivo de la soya al combinar HMA con
Bradyrhizobium japonicum.

Se ha demostrado la gran aceptacion de los biofertilizantes a base de HMA entre los
productores, por lo que uno de los objetivos primordiales, lo constituye ampliar el estudio
del potencial de los HMA en la bioproteccion contra patdgenos radicales y foliares.

2.4.1.5. Contribucion de la micorrizacion a la proteccion contra el ataque de los
patégenos.

La agricultura moderna se esfuerza en reducir el empleo de los pesticidas sintéticos y
optimizar el uso de alternativas estratégicas para el control de los patdgenos, donde los
HMA constituyen un elemento a tener en cuenta. Este biofertilizante es particularmente
importante en los sistemas de cultivos organicos y/o sostenibles que emplean mas los
procesos bioldgicos que los agroquimicos para el control de las enfermedades en las
plantas (Harrier y col., 2004).

Es bien conocida la influencia positiva de las MA en la reduccion de la incidencia de
diversos patogenos del suelo, entre los que se encuentran grupos de hongos (Pozo y col.,
2002; Harrier y col., 2004; Fritz y col., 2006) y nematodos (Diedhiou y col., 2003; Li y
col., 2006).
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Entre los patogenos fungicos del suelo contra los cuales las MA le han conferido
proteccion a las plantas se encuentran especies de Aphanomyces, Cylindrocladium,
Fusarium, Macrophomina, Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinium, Verticillium
y Thielaviopsis, (Lingua y col., 2002; Harrier y col., 2004).

Las algas del género Phytophthora han sido estudiadas ampliamente ya que son causantes
de grandes pérdidas en cultivos de la familia de las Solanédceas, fundamentalmente en las
condiciones del tropico (Judelson, 1997; Salzer y col., 2000; Yamamizo y col., 2006).
Diversos autores han estudiado la interaccion de diferentes especies de HMA con estos
patdgenos, los que informan reduccién de las enfermedades causadas por los mismos
(Cordier y col., 1996, 1998; Dugassa y col., 1996; Jaizme-Vega y col., 1997). Pozo y col.
(2002) informaron la reduccion del indice de la enfermedad causada por P. parasitica
(P. nicotianae) y la induccion de proteinas del grupo de las PRs mediante el empleo de
especies de Glomus.

Zheng y col. (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 y suprimio la mortalidad radical, con un incremento a los nueve dias de la
actividad de la enzima peroxidasa asociado a este fenomeno.

Se informo un efecto positivo de G. intraradices sobre Fusarium oxysporum en plantas de
Dianthus caryophyllus y Tapetes patula, en las cuales se ha encontrado la reduccién de los
sintomas de la enfermedad y el decrecimiento de los propagulos en el suelo (St-Arnaud y
col., 1997). Similar resultado fueron observados por Dugassa y col. (1996) al estudiar la
misma especie de HMA y de hongo fitopatdgeno en Linum usitatissimum. Sin embargo,
estos autores encontraron que la micorrizacion incremento la susceptibilidad a Oidium lini.

Otro de los grupos de patdgenos en los que se ha estudiado la influencia de los HMA por
los dafios que causan a la agricultura, son los nematodos formadores de agallas de la
especie Meloidogyne incognita, ante el cual se han observado diferentes respuestas
(Diedhiou y col., 2003; Nagesh y Parvatha, 2004; Gdémez y Rodriguez., 2005; Li y col.,
2006).

Garcia Garrido y Ocampo (1988, citado por Garcia Garrido y Ocampo, 2002) informaron

que la micorrizacion con G. mosseae protegié a plantas de tomates frente al ataque de la
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bacteria Erwinia caratovora, ademas de producir la disminucion en la poblacion del
microorganismo en la rizosfera.

Como se puede observar existe abundante informacion sobre el empleo de los HMA en el
combate contra los organismos patdgenos del suelo, la que puede ser de gran utilidad en la
agricultura. Ademas, de haberse encontrado buenos resultados en la bioproteccion contra
grupos de patdgenos diversos, este biofertilizante constituyen una alternativa
ambientalmente segura.

2.5. Compuestos inductores de resistencia en plantas

2.5.1. Elicitores

Los elicitores son compuestos organicos solubles en agua de bajo peso molecular que
poseen alta afinidad por sitios de la pared y de la membrana de la célula hospedante que
acttan como sefiales. En ella actian como receptores y producen la activacion de una
cascada de transduccion de sefiales, que conlleva a la expresion de diferentes genes
relacionados con los procesos de defensa (Boller, 1995). Estos pueden ser de dos tipos: los
que son especificos para una interaccion hospedante-patégeno determinada y por lo tanto
estan dados por el genotipo de avirulencia del agente invasor y de resistencia del organismo
invadido; mientras que los no especificos son frecuentemente determinados por todo el
genotipo del patdgeno (Penninckx, 1998).

Los compuestos que elicitan las respuestas de defensa primaria en planta pueden ser de
naturaleza diversa, siendo, fundamentalmente, del grupo de los oligosacaridos (Creelman y
Mullet, 1997), aunque también ha sido caracterizada una proteina de bajo peso molecular
con actividad elicitora, la sistemina (Ryan y Pearce, 1998).

Los oligosacaridos que actuan como inductores son carbohidratos complejos, cuyo origen
puede estar dado por la degradacion de la pared celular del hospedante o la del agente
invasor y son capaces de modular el crecimiento y desarrollo de las plantas a bajas
concentraciones (Creelman y Mullet, 1997).

Es posible que en las MA, los fragmentos de la pared celular del hongo, tales como los
oligbmeros de quitina, puedan ser reconocidos como elicitores por la planta, similar a lo
que ocurre en las infecciones causadas por patdgenos (Salzer y Boller, 2000). La quitina es

el mayor componente de la pared celular de los HMA, la cual no solamente posee un papel
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estructural, sino que también actia como molécula sefial (Bonfante y Perotto, 2000). Se ha
observado, que tanto el polimero como sus derivados estimulan el establecimiento de la
simbiosis MA (Rodriguez y col., 1998).

Otros elicitores comunes a los hongos lo constituyen los glucanos, los péptidos de bajo
peso molecular y los oligomeros pécticos liberados por la hidrdlisis de la pectina de la
pared celular vegetal (Blee y Anderson, 2000). La recepcion de estos elicitores produce la
activacion de las cascadas de transduccion de sefiales en el hospedante, que involucran
cambios en el flujo idnico y activacion de proteinas a nivel de membrana plasmaética, asi
como la induccion de kinasas y fosfolipasas (Garcia-Garrido y Ocampo, 2002). También se
ha observado procesos de fosforilacién y desfosforilacion de proteinas, estimulacién de
proteinas G y sintesis de peroxido de hidrégeno, respuestas que varian segun el elicitor y el
hospedante en cuestion (Salzer y Boller, 2000).

En las interacciones planta-patdgeno, los elicitores juegan un papel fundamental al
constituir las moléculas activadoras de todo el sistema de defensa que se desencadena. Ante
el ataque por el agente invasor se produce la acumulacion de fitoalexinas y de lignina, asi
como la activacion de diferentes enzimas, entre las que se encuentran los inhibidores de
proteasas, peroxidasas, lipoxigenasas, p-1,3-glucanasas (Creelman y Mullet, 1997,
Rodriguez y col., 2004), PAL, quitinasas y quitosanasas (Falcon y col., 2002, Rodriguez y
col., 2006 a). Se ha encontrado que en estadios tempranos de la micorrizacion ocurre la
acumulacion transciente de fitoalexinas, la que en algunos casos puede ser inducida también
en estadios tardios (Lambais, 2000).

2.5.1.1. Sistemina

La sistemina es una hormona polipeptidica de 18 aminoacidos, involucrada en la expresion
de genes de defensa en plantas de tomate y otras especies de solanaceas, como respuesta al
ataque por herbivoros y dafio mecanico (Ryan y Pearce, 1998).

Este polipéptido se aislé a partir de hojas de plantas de tomate, gracias a su capacidad de
inducir la acumulacién de inhibidores de proteasas, los cuales se sugieren que interfieren
con los procesos de digestion de los insectos plagas. Sin embargo, investigaciones
posteriores revelaron que la actividad inductora se extiende a la expresion, de por lo menos

19 proteinas, entre las que se inducen endo y exo-proteasas, componentes de las vias de
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transduccion de sefales y otras de las cuales ain se desconoce su funcién en la defensa de
las plantas (Schaller, 1999).

Esta hormona polipeptidica se encuentra codificada por un gen nuclear de 4,2 kb con 11
exones y 10 intrones, que generan un ARNmM maduro de 920 bp. Todo indica que la
sistemina se produce a partir de un precursor de 200 aminoécidos, llamado prosistemina,
por hidrolisis proteolitica catalizada por enzimas aun no identificadas (McGurl y col.,
1992). Dicha hidrdlisis es inducida por el dafio mecénico o por el ataque de insectos,
liberandose el polipéptido de 18 amino &cidos.

Su estructura no varia mucho entre las especies donde se ha identificado. En todas las
secuencias identificadas se encuentran dos motivos Pro-Pro que son parte del palindrome
XXQXBPPXBBXPPBXQXX, donde la B es Lys o Arg, la prolina en posicion 13 y
treonina en posicion 17 son importantes para su funcion biologica (Ryan y Pearce, 1998).
2.5.1.1.1. Actividad bioldgica

Después de la liberacion de la sistemina, mediante la hidrolisis proteolitica, y su posterior
traslocacion por el floema, se produce una respuesta sistémica, en la que actia como una
sefial primaria en tejidos remotos al sitio dafiado (Schaller, 1999; Ryan y col., 2002; Pearce
y Ryan, 2003; Schilmiller y Howe, 2005). Una vez reconocida por las células blanco, se
produce la activacion de una cascada de sefiales que conlleva a la alteracion del transporte
ionico (Schaller y Oecking, 1999), al incremento en la actividad de MAPK (proteinas
kinasas activadoras del mitdgeno, por sus siglas en inglés) (Stratman y Ryan, 1997) y de
Fosfolipasas tipo A2 (Narvaez-Vazquez y col, 1999). También se induce la calmodulina
(Bergey y Ryan, 1999) y se incrementa de forma transiente la concentracion del Ca*
intracelular (Moyen y col., 1998).

Farmer y Ryan (1992) propusieron un modelo en el cual el primer evento es la liberacion de
acido linoleico de la membrana del cloroplasto (Conconi y col., 1996) y su conversion en
acido jasmonico (AJ) por la via de los &cidos octadecanoicos, con la subsiguiente
activacion de genes de defensa (Farmer y Ryan, 1992; O’Donnell y col., 1996).

Scheer y Ryan (1999), mediante el empleo de *#1-Tyr2,Alal5-Sistemina como ligando, y
preparaciones de membranas microsomales preparadas a partir de cultivo celular de plantas

de tomate (Lycopersicon peruvianum), lograron caracterizar el receptor para este
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polipéptido. Las evidencias sefialan que es una proteina de membrana de 160 kDa, la cual
no es abundante, ya que su numero ha sido estimado en 3000 unidades/célula. Sin
embargo, se encontré que este nimero se incrementa luego del tratamiento del cultivo
celular con metil jasmonato (MeJA), lo que se propone ocurre por sintesis de novo del
receptor.

Teniendo en cuenta los trabajos realizados mediante el empleo de diferentes mutantes,
Schaller (1999) plantea un modelo de accion de la sistemina, el que tiene en cuenta la
ocurrencia de una serie de eventos a nivel de membrana, con la participacion de canales de
calcio, hiperpolarizacion de la membrana y ATPasaH®, asi como otros a nivel
citoplasmatico que incluyen la participacion de MAPK (Stratmann, 2003), Fosfolipasa A, y
la Via de los acidos octadecanoicos (Farmer y Ryan, 1992), con la consiguiente sintesis de
novo de acido jasmoénico; hormona que actla directamente en la activacion de genes de
defensa.

Esta hormona polipeptidica es activa a concentraciones extraordinariamente bajas, del
orden de los fmol por planta, pero en suspensiones celulares se ha empleado a
concentraciones de los nmol, al igual que en ensayos realizados en plantas (Ryan, 2000;
Orozco-Cardenas y col., 2001).

A pesar de que la sistemina ha sido descubierta y caracterizada hace mas de una década,
los estudios se han circunscrito a la proteccion contra insectos plagas mediante la
induccion de inhibidores de proteasas y algunas enzimas relacionadas con defensa. Sin
embargo, no se ha abordado su accion en la proteccion contra patdgenos microbianos,
como los hongos, los cuales constituyen un importante causante de pérdidas del
rendimiento en las solanaceas a nivel mundial.

Dadas las caracteristicas de las respuestas que esta hormona induce y las observadas en las
plantas micorrizadas es de gran importancia estudiar su accion combinada en la busqueda

de la proteccion contra patdgenos fungicos e insectos.
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3. MATERIALES Y METODOS
Para cumplimentar los objetivos propuestos se realizaron tres experimentos, los cuales se
enmarcaron en el esquema experimental que se muestra en la figura 2.

Aspectos generales

Se empled la variedad de tomate Amalia (Solanum lycopersicum L., syn. Lycopersicon
esculentum Mill.) (Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica), obtenida por el
Departamento de Mejoramiento Genético del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA, La Habana, Cuba) (Alvarez y col., 1997), la cual es empleada por los productores
de nuestro pais para inicio y cierre de campafia de esta hortaliza, por su buen
comportamiento general y elevados rendimientos (Alvarez y col., 2004). En condiciones in
vitro se determind que es medianamente tolerante a Alternaria solani y resistente a
Phyophthora infestans (Alvarez y col., 1997), pero en produccion, esta variedad se
encuentra entre las mas afectadas por A. solani (MINAGRI, 2002), sin embargo aun no ha
sido evaluada ante P. nicotianae.

Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con hipoclorito de sodio comercial al
10% durante 10 min, seguido de tres lavados con agua destilada (H,O destilada) estéril,
posterior a los cuales se procedid a su siembra.

Los inéculos de los HMA fueron producidos en condiciones controladas, cuyo titulo y
pureza fue analizado por el Laboratorio de Micorrizas del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas. Los mismos contenian un promedio de 25 esporas por gramo de inoculo.

La sistemina sintética fue obtenida por la empresa mexicana BQ SOS Laboraties, la que se

aplico a razon de 1 mL por planta, en la base del tallo, para lo cual se empled una solucién

acuosa preparada a 44 nM, concentracion recomendada por el fabricante para su aplicacion
en el cultivo del tomate en condiciones controladas, asi como por otros trabajos realizados

en el Estado mexicano de Guanajuato en la ultima década (Delano, 2000).
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Efecto de la sistemina sobre el proceso de establecimiento de
ia simbiosis micorrizica arbuscular y el desarrolio vegetativo

del tomate
C, S, Ge Gefs
2.4, 6y8 dias
Masa Fresca Aérea 4/’/\ % Colonizacion
Masa Fresca Radical %DV
.

Dinamica de proteinas PRs Inducidas por la cepa
Glomus clarum y la sistemina

Pre-colonizacion Colonizacion
C.S. Ge, Gels
1,2,4,8,12,18,24y48 h 3,6,9,12,15, 18,21, 24 dias
v v v
% Colonizacion Actividad Patrones isoenzimaticos
%DV Enzimatica (IEF, PAGE])
I

Determinacion del efecto de fos HMA y ia sistemina sobre ia
incidencia de las enfermedades causadas por Alternaria
solani y Phytophthora nicotianae en ftomate

@ ; C.S.C-Ge, Ge/'S, C-Gf, GIfS
21 dias

previo a la inoculacion

Masa Fresca Radical

Masa Fresca Acrea /\ % Colonizacion y %DV

& solani |—» | «—— P. nicolianae

3 dias post-inoculacion
|

v v
Severidad de las Actividad
enfermedades Enzimatica

Figura 2: Esquema de trabajo empleado en el desarrollo de los experimentos.

Experimento 1y 2: C (control), S (sistemina), Gc¢ (Glomus clarum) y Ge/S (Glomus clarum con

sistemina)

Experimento 3: C (Control), S (Sistemina), C-Gc (Control micorrizado con Glomus clarum),
Gc/S (Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (Control micorrizado con Glomus fasciculatum) y

Gf/S (Glomus fasciculatum mas sistemina).

28
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3.1. Efecto de la sistemina sobre el proceso de establecimiento de la simbiosis micorrizica
arbuscular y el desarrollo vegetativo del tomate

Los HMA vy la sistemina han sido estudiados de forma independiente en el tomate; sin
embargo, se desconoce el efecto que pueda tener la accion combinada de ambos, por lo que se
procedi6 a la evaluacion de la accion conjunta de un hongo micorrizdgeno y el elicitor
mediante la determinacion del desarrollo vegetativo y del establecimiento de la simbiosis
micorrizica.

Obtencién del material vegetal

Se sembraron 30 semillas por maceta, de 250g de capacidad. Como sustrato se utilizd la
termolita estéril, sustrato artificial que permite obtener raices limpias, por lo que fue
necesario suministrarle los nutrientes a las plantulas de forma permanente. Para ello se
mantuvieron las macetas en bandejas embebidas en la solucion nutritiva de “Long Ahston”,
la cual posee la siguiente composicion (en g.L™); KNO; 0,404; MgSO,4.7H,0, 0,038;
Ca(NO3)2.4 H,0, 0,944; NaH,PO4.H,0, 0,0986; MnSO4.H,0, 0,0017; CuS0,.5.H,0,
0,0003; ZnS04.7 H,0O, 0,0003; H3;BO; 0,0031; NaCl, 0,0059; (NH4)¢M07024.4H,0,
0,0009; FeCgHs0O7, 0,0245; y acido citrico, 0,0245. Para favorecer el establecimiento de la
simbiosis micorrizica, la concentracién de fosforo se ajusté a 14.6 mg.mL™, teniendo en
cuenta la influencia que tiene este elemento sobre la micorrizacion (Fernandez, 2003).

Aplicacion de los productos

Se selecciono el hongo micorrizégeno Glomus clarum (Nicolson y Schenk), procedente de la
coleccion del INCA, para lo cual se tuvo en cuenta los resultados positivos obtenidos en su
introduccion como biofertilizante en la agricultura cubana (Rivera, 2003). La inoculacién del
HMA se realiz6 mediante recubrimiento de semillas (Fernandez y col., 2000).

La sistemina se adiciond inmediatamente después de la germinacion, en los tratamientos
que correspondian segun el disefio del experimento. Previo a su aplicacion a todas las
plantas se les suspendid el suministro de la solucion nutritiva, la que se restablecio al dia
siguiente. Al resto de los tratamientos se les afiadid agua destilada. La germinacién se
defini6 como el momento en el cual emergieron las plantulas.

Las plantas se desarrollaron en camara de crecimiento, bajo condiciones controladas, con
fotoperiodo de 8h de oscuridad a 16°C y 16h de luz a 28°C y una intensidad de 200-300
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umol.m?.seg™, las raices se mantuvieron inmersas en la solucién nutritiva. Se mantuvo un
grupo de plantulas que constituyeron los controles a las cuales no se les aplic6 HMA ni
sistemina, para conformar los siguientes tratamientos: Control (sin micorriza ni sistemina,
C); Sistemina (S); G. clarum (Gc) y la combinacién de G. clarum con la sistemina (Gc/S).

Muestreo vy evaluacion

Los muestreos se efectuaron a los 2, 4, 6 y 8 dias después a la germinacion (ddg), en los
cuales se evaluaron 30 plantas por tratamiento en cada tiempo de evaluacion. ElI material
vegetal fue separado en hojas y raices. Una fraccion de estas Ultimas se seco en estufa a
70°C para la determinacion del establecimiento de la simbiosis micorrizica (colonizacion
micorrizica).

3.1.1. Determinacion del desarrollo vegetativo de las plantulas

En todos los momentos de muestreo se extrajo todo el material vegetal de las macetas
correspondientes, teniendo el cuidado de recuperar todas las raicillas. Las plantas se lavaron
con agua corriente para retirar el sustrato, luego se dejaron escurrir para evaluar el
desarrollo vegetativo, el que se cuantifico como masa fresca aérea y masa fresca radical,
mediante el empleo de Balanza Analitica Adam Equipment Co. LTD Ada. Se realizaron
tres determinaciones por muestra para calcular el promedio.

3.1.2. Cuantificacion de la colonizacion micorrizica

Se estudio la influencia de los tratamientos sobre el establecimiento de la simbiosis
micorrizica mediante la determinacion de los indicadores que caracterizan este proceso. De
las raices secas a 70 °C se seleccionaron las raicillas, las que fueron tefiidas mediante el
método descrito por Phillips y Hayman (1972). La evaluacion se realizé por el método de los
interceptos desarrollado por Giovanetti y Mosse (1980), mediante el cual se determiné el
porcentaje de colonizacion micorrizica.

La determinacion del porcentaje de Densidad Visual (% DV) o intensidad de la colonizacion
se realizo siguiendo la metodologia descrita por Trouvelot y col. (1986), mediante la cual se

evalué la ocupacién fungica de cada intercepto y se le asigné un nivel (Tabla 1).
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Tabla 1: Transformacion de los porcentajes de ocupacion flngica intrarradical en niveles, segin
Trouvelot (1986).

Nivel de % de ocupacion
evaluacion observada

0 0

1 1

2 2.5

3 155

4 35.5

5) 47.5
Posteriormente se realiz6 el cdlculo segun la formula:

%DV=_YA.
2Z

donde Z: nimero de interceptos contados en cada nivel
A: multiplicacion del nimero de interceptos contados en cada nivel (Z), por el
porciento de ocupacion observada.

Diseno experimental y analisis estadistico

Se empled un disefio completamente aleatorizado con tres repeticiones. Se muestrearon 30
plantas por repeticion en cada momento de evaluacion. El experimento se realizo tres veces en
el tiempo, por lo que se muestran los resultados de una de las repeticiones, teniendo en cuenta
que se observo un comportamiento similar de lo tratamientos, durante las mismas. Se verifico
el cumplimiento de las premisas del ANOVA, como la normalidad y homogeneidad de la
varianza y posteriormente los datos fueron procesados estadisticamente comparandose las
medias mediante los intervalos de confianza con un grado de significacion de 95%. Para
analizar estadisticamente el porcentaje de la colonizacion micorrizica, los datos fueron
transformados mediante el arcvx, por ser un pardmetro binomial. Todas las comparaciones
se realizaron segun el paquete estadistico SPSS Version 10.0 para Windows.

3.2. Dindmica de proteinas PRs inducidas por Glomus clarum Yy la sistemina durante
el establecimiento de la simbiosis MA

Con el objetivo de determinar la influencia de los HMA vy la sistemina sobre la induccion de
proteinas relacionadas con los procesos de defensa en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L), se desarrollé un experimento en condiciones controladas, en el que se
cuantificaron las actividades enziméticas y se determinaron los patrones isoenzimaticos de

proteinas PRs.
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El mismo se realiz6 en dos fases independientes, para poder estudiar el proceso de intercambio
de sefiales entre los simbiontes (Pre-colonizacion), donde aun no es detectable la presencia del
HMA en las raices por los métodos tradicionales de evaluacion y la fase de colonizacion.

Aspectos comunes

El sustrato estuvo conformado por una mezcla de suelo ferralitico rojo lixiviado tipico y
humus de lombriz en relacién 1:1 (v:v), estéril, cuya composicion se muestra en la Tabla 2.
Tanto en este experimento como en el que continGa, se emple6 una concentracion de
fosforo superior a la utilizada en el primer experimento, debido a que las plantas se
desarrollaron hasta los 24 dias, por lo que se necesitaba asegurar que las mismas no

sufrieran deficiencias nutricionales durante este tiempo.

Tabla 2: Caracteristicas fisico-quimicas del sustrato conformado por la mezcla de suelo
Ferralitico Rojo Lixiviado tipico y humus de lombriz en relacion 1:1 (v:v)

K' Ca® Mg* P Materia Organica | pH
cmol.kg™) (mg.mL™) (%) (H,0)
0.31 | 255 | 9.0 160. 14.7 7.1

Las plantulas crecieron en casa de cristal, a una temperatura promedio de 25 + 3 °C y
humedad relativa de 75-80 %.

Se mantuvo el empleo de la especie de HMA G. clarum (Gc), la que se inocul6 de forma
diferente en cada periodo, segun se destaca a continuacion. Los tratamientos quedaron
conformados de la siguiente forma: control, sin aplicacion de HMA ni de sistemina (C),
sistemina (S), G. clarum (Gc) y G. clarum mas sistemina (Gc/S).

3.2.1. Periodo de pre-colonizacion

Se emplearon bandejas de 120 orificios (10 mL de capacidad), donde se sembr6 una semilla
en cada uno. Este sistema permitié realizar los muestreos en cortos periodos de tiempo,
aungue limit6 el volumen del material que se obtuvo. EI HMA y la sistemina se aplicaron
cuando las plantas poseian 21 dias de desarrollo para poder estudiar la actividad de las
proteinas PRs en etapas tempranas de la simbiosis. Ambos se afiadieron a razon de 1 mL

por planta, donde el HMA fue preparado en una suspension acuosa de 20 esporas.mL™.
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Los muestreos se realizaron en las primeras 48 horas en los siguientes momentos: 1, 2, 4, 8,
12, 18, 24 y 48 horas post-aplicacion de los productos

3.2.2. Periodo de colonizacién

Se utilizaron bandejas de 10 kg de capacidad, para obtener abundante material vegetal. El
HMA se aplicé mediante el recubrimiento de las semillas (Fernandez y col., 2000) para lo
cual se empled in6culo en formulacion sélida con un promedio de 25 esporas por gramo de
indculo (Laboratorio de Micorrizas del INCA).

. Posterior a la emergencia se afiadié la sistemina. Para los muestreos se siguié una
dindmica desde los tres hasta los 24 dias después de la germinacion (ddg), correspondientes
alos 3, 6,9, 15,18, 21y 24 ddg.

Procesamiento de muestras

En todos los momentos de muestreo de ambos periodos, el material vegetal fue separado en
hojas y raices, dividiéndose estas Gltimas en dos grupos. Una porcion se empled para la
determinacion de las actividades enzimaticas y los patrones isoenzimaticos, mientras que la
otra se secd en estufa a 70 °C para la determinacion del establecimiento de la simbiosis
micorrizica (colonizacion micorrizica).

3.2.3. Dinamica de la colonizacion micorrizica

En todos los momentos de muestreo se evaluo el establecimiento de la simbiosis
micorrizica, con el objetivo de determinar la influencia de la sistemina sobre este proceso.
Para ello se cuantificd el porcentaje de colonizacion y de la densidad visual, mediante los
métodos referidos en el acépite 3.1.2.

3.2.4. Cuantificacion de las actividades enzimaticas en las raices y en las hojas de
plantas de tomate

Con el objetivo de determinar la induccidn de proteinas relacionadas con la defensa de la
planta, se evaluaron diferentes sistemas enzimaticos, pertenecientes a las proteinas
relacionadas con la patogénesis (PRs), los que fueron cuantificados en las raices y en las
hojas, en todos los momentos de muestreo. En la fase de precolonizacién se determiné la
actividad enzimética de p-1,3-glucanasas y quitinasas, mientras que en la colonizacion se

cuantificd ademas peroxidasa.



Materiales y Métodos 34

Tabla 3: Sistemas isoenzimaticos y métodos empleados.

. . Sistema Método de
Tipo de enzima e Nomenclatura e .
enzimatico cuantificacion
B-1,3-glucanasa PR-2 E.C.3.2.1.39 | Zheng y Wozniak (1997)
quitinasa PR-3 E.C.3.2.1.14 | Bolley col. (1983)
peroxidasa PR-9 E.C.1.11.1.7 | Fric (1976)

Preparacion de los extractos de proteinas para la actividad de PRs

Se procedio a la extraccion de proteinas mediante el método descrito por Sol6rzano (2002).
Para ello se realiz6 una mezcla con las raices y con las hojas de las plantas de cada réplica,
donde se proceso cada organo de forma independiente. La concentracion de proteina se
determind segun las recomendaciones de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories), basada en el
método de Bradford (1976), el cual utiliza una solucién acida de Azul de Coomassie®
Brillante G-250. Para la curva patron se prepararon cinco diluciones de albumina de suero
bovino (BSA por sus siglas en inglés), con concentraciones desde 0,05a0,5 mg.mL ™.
La absorbancia se ley6 a 595 nm, durante los primeros 30 min, para lo cual se empleo el
espectrofotometro Ultrospec Plus Spectophotometer, (Pharmacia LKB).

3.2.4.1. Actividad B-1,3-glucanasas

La cuantificacion de la actividad de esta enzima se realizo por el método descrito por Zheng y
Wozniak (1997), en el cual empled laminarina como sustrato y la solucion amortiguadora
acetato de sodio 50 mM pH 5.5. Las determinaciones se desarrollaron en placas de
microtitulo de polipropileno autoclavables Nunc®96 (Catalog No. 506112-07; PGC Scientific,
Gaithersburg, MD. En el revelado de los azlcares reductores se sustituy6 el calentamiento en
autoclave por ebullicion de la placa colocada dentro de una bolsa sellada "Ziploc Brand” en
bafio de agua, a 100 °C, aproximadamente, durante10 min.

La curva estandar de glucosa se prepard con diferentes concentraciones comprendidas entre
2-80 ng.mL™, por duplicado, aplicando 30 pL.pocillo ™.

La absorbancia se leyd a 450 nm en un lector de microplacas SUMA, PR 521 vy la actividad
enzimatica se calculo mediante el empleo de la ecuacidn de regresion que se obtuvo al graficar

los datos de la D.O y las concentraciones de BSA de la curva patron. La actividad se
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transformod teniendo en cuenta el método descrito por Tipton (1993) y se informd como
actividad enzimatica especifica en pKat.mg proteina™.

3.2.4.2. Actividad Quitinasas

Esta actividad se cuantifico segin el método discontinuo reportado por Boller y col. (1983),
para lo cual se empled como sustrato la quitina coloidal preparada a partir de quitina grado
reactivo (Fluka) y la solucién amortiguadora tetraborato de sodio 0,8 M pH 9.1. La curva
patron se realizé6 empleando n-acetil-glucosamina a las concentraciones de 10-500 pg.mL™.
La absorbancia se ley6 a 585 nm en el espectrofotometro referido en el acépite 3.2.2 y la
actividad se calcul6 segun la formula:

AE = DO x Cot x Vens x dil
t x Venz

donde: Cot: X conc de DO en curva patron
> DO
Vc: Volumen de ensayo
Venz: Volumen de enzima
dil: Dilucién de la muestra

La actividad se transformé teniendo en cuenta el método descrito por Tipton (1993) y se
informé como actividad enzimética especifica en nKat.mg proteina™ en el periodo de pre-
colonizacién y en pKat.mg proteina™ en el periodo de colonizacién.

3.2.4.3. Actividad Peroxidasa

El método continuo descrito por Fric (1976), fue empleado para determinar la actividad
peroxidasa, en el cual se usaron como sustratos el guayacol y el peroxido de hidrogeno y
como solucion amortiguadora el acetato de sodio 0,1 M pH 5.2. La absorbancia se leyo a
470 nm en el espectrofotometro referido en el acapite 3.2.2, durante dos minutos a
intervalos de 15 segundos. A partir de las lecturas obtenidas se determiné la variacion de
densidad o6ptica (D.O) en el tiempo.

Para el calculo de la actividad enzimética se empled la formula:

AE = ADO x Vens X 1 x dil
At Venz Kk
donde: Vens: Volumen de ensayo
Venz: Volumen de extracto enzimatico
dil: Dilucion de la muestra
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k: Coeficiente de extincion molecular del Guayacol
(5.57 x10°° pmol.mL™)

La actividad se transformd teniendo en cuenta el método descrito por Tipton (1993) y se
informé como actividad enzimatica especifica en nKat.mg proteina™.

3.2.5. Determinacion de los patrones isoenzimaticos

Para la determinacion de los patrones isoenzimaticos se seleccionaron los tiempos de
evaluacion en los cuales se cuantificaron los mayores niveles de las respectivas enzimas.
3.25.1. Obtencion de los patrones de p-1,3-glucanasas mediante geles de
poliacrilamida (PAGE)

Separacion de las proteinas

Para la separacion de las proteinas se preparé el gel concentrador a 4% y el separador a 16%,
mediante el método descrito por Solorzano (2002). Se emplearon los extractos proteicos de las
raices y de las hojas obtenidos a los seis dias. Los mismos se mezclaron con una solucién de
azul de bromofenol 3:1 v/v (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 10 % glicerol, 0.05 % azul de
bromofenol), para ajustar las concentraciones de proteina a 10 pg.mL™?, de las cuales se
aplico 20 pL de cada muestra.

La separacion se efectud en un equipo de electroforesis vertical minigel (BIORAD), con la
solucion amortiguadora Tris-Glicina 0,019M pH 8.3. Las corridas se realizaron con una

intensidad de 25 mA, durante 90-120 min a 4°C.

Deteccion de B-1,3-glucanasas

La deteccion de las isoformas de B-1,3-glucanasas se realizd mediante el método descrito
por Pan y col. (1989), el cual emplea laminarina (100 mg en 75 mL de H,O destilada)
como sustrato de la enzima y cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio al 0,3 % para el revelado.
El gel se calentd en un horno de microondas a la maxima potencia con pulsos de 30 seg.
(tres min como maximo), hasta la aparicion de bandas color rosa. Para reducir el fondo
rosado, el gel se sumergio en acido acético al 7,5 %, hasta la definicion de las bandas de
interés. Para fijar las bandas, el gel se mantuvo unos minutos en una mezcla de 3 mL de

glicerol, 40 mL de metanol, 10 mL de &cido acético y 47 mL de H,O destilada, paso que
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debe realizarse con cuidado y rapidez ya que esta mezcla decolora el gel. Finalmente, se
dejaron secar sobre papel absorbente para su conservacion en una bolsa de nylon sellada.

La posicién relativa de cada banda fue establecida segln su Rf, el cual se obtuvo al dividir
la distancia media de migracion obtenida, entre la distancia de migracion del frente de
corrida, segun la cual cada banda se caracterizé por un valor numérico.

3.2.5.2. Obtencion de los patrones de pB-1,3-glucanasas mediante focalizacion
isoeléctrica (1EF)

Separacion de proteinas

La separacion se realizé empleando geles preformados de poliacrilamida, los cuales poseen
gradiente inmovilizado de pH de 3,5a 9,5y un sistema “Multiphor”, ambos pertenecientes
a Pharmacia. El volumen de las muestras fue ajustado con H,O destilada para obtener una
concentracién final de 20 ug.mL™ de proteina, para reducir el contenido de sales en la
muestra, que puedan interferir en el gradiente de pH. Se aplicO 20 pL de muestras por
aplicador, los que fueron ubicados en el centro del gel (correspondiente al pH 7.0).

Las condiciones de corrida fueron 30 W, 50 mA y 1500 V durante 90 min. Las muestras se
corrieron por duplicado y el pH en el gel se corroboré mediante un medidor portétil de pH
WPA modelo CD-500 con electrodo de superficie EL-34.

Después de la IEF, los geles fueron cortados por la mitad, para revelar la actividad
B-1,3-glucanasa por dos métodos. En ambos casos, los geles se lavaron previamente tres
veces con H,0 destilada.

Deteccion de B-1,3-glucanasas

Se realiz6 mediante el método descrito por Pan y col., (1989), tal como se refiere en el
acapite 3.2.5.1.

Se evalu6 un segundo método en el revelado de estas isoenzimas teniendo en cuenta los
resultados obtenidos por Délano (2000). EI mismo consistio en sumergir el gel en una
mezcla de las soluciones A (40 g.L™" de Na,COs, 16 g.L™" de Glicina y 0.45 g.L™ de
CuSQ,) y B (0.12 g de neocuproina hidroclérica en 100 ml de H,O destilada), empleadas
para la cuantificacion de la actividad, en una relacion 1:1 (v:v).

En ambos casos el desarrollo del color y la conservacion de los geles se realizd6 como se

explica en el acépite 3.2.4.1.
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3.2.5.3. Obtencion de los patrones de peroxidasa mediante PAGE
Separacidn de las proteinas

La separacion de las proteinas se realiz6 segun el acéapite 3.2.2., para lo cual se preparo el gel
concentrador a4 % y el separador a 7.5 %.

Deteccion de peroxidasa

El revelado de las isoformas de peroxidasa se efectué mediante el método descrito por
Barreto y Simén (1979), que emplea para la de tincion benzidina hidroclérica y acido
acético glacial. Las isoformas aparecieron como bandas azules sobre un fondo blanco.

La posicion relativa de cada banda fue establecida segun su Rf, tal como se refiere en el
acépite 3.2.3.1.

Se emple6 una camara digital SONY modelo DSC-R1 para realizar las fotos de los patrones
obtenidos en la PAGE y la IEF.

Diseno experimental y analisis estadistico

El experimento se desarrolld siguiendo un disefio completamente aleatorizado con tres
repeticiones, conformadas cada una por 10 plantas, en cada momento de muestreo. Se
repitio tres veces durante los afios 2002-2004, en los meses de octubre a marzo, por lo que
se muestran los resultados de una de las repeticiones, teniendo en cuenta que se observo un
comportamiento similar de lo tratamientos, durante las mismas.

Los datos fueron procesados estadisticamente comparandose las medias mediante los
intervalos de confianza con un grado de significacion de 95%, para ello primeramente se
verifico el cumplimiento de las premisas del ANOVA, como la normalidad y
homogeneidad de la varianza Todas las comparaciones se realizaron segun el paquete
estadistico SPSS Version 10.0 para Windows.

3.3. Efecto de los HMA vy la sistemina sobre la severidad de las enfermedades causadas
por Alternaria solani y Phytophthora nicotianae en tomate

Obtencién del material vegetal vy aplicacion de los productos

Se emplearon macetas de 1 kg de capacidad con una mezcla de suelo Ferralitico Rojo
Lixiviado tipico y humus de lombriz en relacién 1:1 (v:v) estéril (Tabla 2). Las plantulas
crecieron en casa de cristal, a una temperatura promedio de 25 + 3 °C y humedad relativa
promedio de 75-80 %.



Materiales y Métodos 39

Como HMA se continué trabajando con la especie G. clarum (Gc) y se incorporé Glomus
fasciculatum (Walker y Koske) (Gf), de la coleccion del INCA, con el objetivo de ampliar
el efecto de los hongos micorrizogenos frente a los patdgenos foliares y radicales. Para ello
se tuvo en cuenta los resultados informados por Rodriguez y col. (2004) sobre la induccion
de proteinas PRs por G. fasciculatum, teniendo en cuenta la influencia que tienen las
especies de HMA sobre la activacion de mecanismos de defensa.

Ambos HMA fueron inoculados, de forma independiente, mediante la peletizacion de
semillas (Fernandez y col. 2000), empleando indculos que contenian como promedio un
titulo de 25 esporas por gramo de indculo (Laboratorio de Micorrizas del INCA).

La induccidn con la sistemina se realiz6 aplicando 1 mL por planta de una solucién acuosa
de 44 nM en la base del tallo, en el momento de la germinacion.

Las especies patdgenas con las que se inocularon las plantas fueron aisladas previamente
del mismo cultivo e identificadas por los métodos tradicionales. Como patdgeno foliar se
selecciond la cepa 100 de Alternaria solani (Sor), de la coleccion del Centro Nacional de
Sanidad Agropecuaria (CENSA), por ser la méas agresiva de las 16 probadas por Pérez
(2003) en tomate y como patogeno radical la cepa T8 de Phytophthora nicotianae (Breda
de Hann, syn. P. parasitica Dastur), aislada de tomate, perteneciente a la coleccion del
Instituto de Investigaciones del Tabaco (Toledo, 2003).

Para el desarrollo de los patdgenos se utilizaron medios diferentes segin la especie en
cuestion. Para A. solani se empled el medio sintético Agar papa dextrosa (PDA),
preparado segun las especificaciones del fabricante (BIOCEN). El alga P. nicotianae se
inoculé en el medio natural Agar maiz, que se prepar0 de la siguiente forma: 20 g de
germinado fresco de trigo se hirvié en una porcion de H,O destilada, mientras que por otra
parte 30 g de harina de maiz se hirvié en bafio a 100 °C en una porcion de H,O destilada,
ambos por una hora. Pasado este tiempo ambas porciones se dejaron refrescar y se filtraron
por gasa, los que se unieron para completar 1L con H,O destilada. Posteriormente se afiadié
15 g de agar No.3 (BIOCEN). Ambos medios fueron esterilizados a 120°C por 20 min y
vertidos en placa de Petri de 9 mm. Los patdgenos fueron inoculados en el medio

correspondiente e incubados a 25°C por 15 dias.
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Para la preparacion de los in6culos se separ6 el micelio del medio agarizado, el que se
mezcld con H,O destilada estéril. El material de A. solani obtenido se macerd previamente
en 200 mL de H,0O destilada, completandose posteriormente hasta 600 mL. Con el micelio
de P. nicotianae se prepar0 una suspension acuosa, la que fue mantenida 1h a 4°C para
favorecer la ruptura de los esporangios y la liberacion de las esporas. Las suspensiones
fueron cuantificadas mediante el empleo de una cdmara de ‘“Neubauer” contandose el
namero de fragmentos en A. solani y el nimero de hifas y zoosporas en P. nicotianae.
La inoculacion se realizd a los 21 dias después de la germinacion, para lo cual se
dividieron las plantas en tres grupos (tres macetas con tres plantas cada una), conformados
por los patdgenos y las testigos (sin patdgenos). A. solani se aplicé de forma foliar, por
aspersion de 5 mL por planta de una suspension de fragmentos (10° fragmentos.mL ™),
mientras que de P. nicotianae se aplicO 5 mL por planta de una suspension de esporas
(10° esporas.mL ™) en la base del tallo. Posterior a la inoculacion las plantas fueron
mantenidas en camara hiumeda (cubiertas con nylon), para favorecer el establecimiento de
los patdgenos, hasta el momento de su evaluacion
El experimento se desarrollé en casa de cristal, a una temperatura promedio de 25 + 3°C y
humedad relativa de 75-80 %. Los grupos de plantas fueron mantenidos en cubiculos
separados para evitar la contaminacion entre los tratamientos correspondientes a cada
patogeno Y las plantas sin patdgenos (plantas sanas). En cada grupo se mantuvo un control
al que no se le aplic6 ningdn producto y dos controles micorrizados
correspondientes a cada HMA por separado. Los tratamientos quedaron conformados de la
siguiente forma:
1. Control (C)
Sistemina (S)
Control micorrizado con G. clarum (C-Gc)

2

3

4. G. clarum + Sistemina (Gc /S)

5. Control micorrizado con G. fasciculatum (C-Gf)
6

G. fasciculatum + Sistemina (Gf/S)
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3.3.1. Muestreo y evaluacion previa a la inoculacién de los patégenos

A los 21 ddg se tomaron muestras de plantas para la evaluacion del desarrollo vegetativo,
separandose  una fraccion de las raices para la determinacion de la colonizacion
micorrizica.

3.3.1.1. Determinacion del desarrollo vegetativo de las plantas a los 21 dias después de
la germinacion

Para determinar el estado de las plantas antes de realizar la inoculacién de los patdgenos,
se evaluo el desarrollo vegetativo de las mismas a los 21 ddg. Para ello se escogieron
macetas al azar dentro de cada tratamiento, de las cuales se extrajo el material vegetal,
teniendo el cuidado de recuperar todas las raicillas, lavandose las plantas con agua
corriente para retirar la tierra, las que posteriormente se dejaron escurrir. La cuantificacion
de la masa fresca aérea y masa fresca radical se efectito mediante el uso de una Balanza
Analitica Adam Equipment Co. LTD. Debido al volumen de las plantas para la
determinacion de la masa fresca foliar se empleo una Balanza Técnica Denver Instrument
PK-601.

3.3.1.2. Cuantificacion de la colonizacion micorrizica de las plantas a los 21 dias
después de la germinacion

Con el objetivo de corroborar el establecimiento de la simbiosis micorrizica en las plantas
inoculadas con los HMA se procedié a evaluar los porcentajes de la colonizacién y de
densidad visual a los 21 ddg. Posterior a la evaluacion de la masa fresca radical se secaron
las raices a 70 °C, las que fueron procesadas y evaluadas como se refiere en el acapite
3.1.2.

3.3.2. Muestreo y evaluacion posterior a la inoculacién de los patégenos

A los tres dias posteriores a la aplicacion de los patdgenos (24 ddg) se evaluaron los
sintomas de las enfermedades causadas por los patdgenos y se realizd el muestreo final,
donde el material vegetal fue separado por 6rganos.

3.3.2.1. Evaluacion de los sintomas de la enfermedad causada por Alternaria solani

En el grupo de plantas inoculadas con A. solani, se evalu6 el porcentaje de necrosis foliar

en cada hoja, calculandose el promedio sobre la base de las mediciones en todas las hojas
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de cada planta. Los datos fueron transformados segun la escala informada por Schaefer y
col, (2005) (Tabla 4).

Tabla 4: Escala propuesta por Schaefer y col, (2005) para evaluar la severidad de la enfermedad
causada por A. solani en plantas de tomate.

Grado Nivel de la enfermedad NEERRS el Ef7
(%)

1 Altamente resistente 0-4

2 Resistente, con pequefias lesiones aisladas 5-15

3 Intermedia, con algunas pequefias lesiones Yy/o 16-25
lesiones superficiales en tallo

4 Moderadamente susceptible, lesiones en hojas y tallo 26-50

5 Susceptible, lesiones bien desarrolladas en hojas y 51-95
tallos

6 Altamente susceptible, muerte de hojas y/o plantas 96-100

3.3.2.2. Evaluacion de los sintomas de la enfermedad causada por Phytophthora
nicotianae

En las plantas infectadas con P. nicotianae se evaluo el dafio mediante la medicion del
grado de marchitez en cada planta, segin la escala que se presenta en la Tabla 5y la

pudricion radical mediante estimacion visual.

Tabla 5: Escala empleada para evaluar la intensidad de la marchitez causada por P nicotianae
en plantas de tomate, segiin Pozo y col, (2002).

Grado Porcentaje
0 :
1 hasta un 10% de sintomas
2 hasta un 25% de sintomas
3 hasta un 50% de sintomas
4 hasta un 75% de sintomas
5 hasta un 100% de sintomas

Posterior a las evaluaciones, se realiz6 la toma de muestras, donde las plantas fueron

procesadas segln 3.2
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3.3.2.3. Cuantificacion de las actividades enzimaticas evaluadas en las plantas
inoculadas con los patdgenos en las raices y en las hojas.

Para la extraccion de proteinas se empled la metodologia informada en el acépite 3.2.4.,
mediante la cual se obtuvieron los extractos y se determind la concentracion de proteina.
Se cuantificaron las actividades enzimaticas de B-1,3-glucanasas, quitinasas y peroxidasas
segun los acépites 3.2.4.1., 3.2.4.2.y3.2.4.3.

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se empled un disefio completamente aleatorizado con tres repeticiones, conformado por
tres plantas cada una. El experimento se repitié durante los afios 2003-2005, en el periodo
comprendido entre los meses de marzo a mayo, para favorecer el establecimiento de los
patogenos. Teniendo en cuenta que los tratamientos mostraron similar tendencia en los tres
afios, con relacion a los sintomas de las enfermedades, para el estudio de las actividades
enzimaticas se selecciond la repeticion del experimento realizada en el afio 2003.

Se verifico el cumplimiento de las premisas del ANOVA, como la normalidad y
homogeneidad de la varianza Los datos fueron procesados estadisticamente segun un
Anadlisis de varianza bifactorial donde el primer factor estuvo constituido por seis niveles
(control, sistemina, G. clarum, G. clarum méas sistemina, G. fasciculatum vy
G. fasciculatum maés sistemina) y el segundo factor por tres niveles, conformados por los
grupos de cada patdgeno independiente; el primero por las plantas inoculadas con
A. solani, el segundo las enfrentadas a P. nicotianae y el tercero por las plantas testigo (sin
patdgenos).

Los niveles de severidad de las enfermedades causadas por los patdgenos fueron analizados
estadisticamente mediante el empleo de la prueba no paramétrica de comparacion multiple
de Kruskal Wallis, ya que los mismos no cumplen con la premisa de normalidad. Cuando la
significacion fue mayor a un 95% las medias fueron comparadas mediante el método
multivariado de Mann-Whitney con la correccion de Bonferroni.

Las masas fresca y los resultados de la cuantificacion de las diferentes enzimas, fueron
comparadas mediante el Procedimiento de Tukey con un grado de significacion de 95%.

Para ello se analizaron las medias del patogeno radical y el foliar con el control respectivo,
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de forma independiente. Los procesamientos estadisticos se efectuaron mediante el empleo

del paquete estadistico SPSS Version 10.0 para Windows.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la sistemina sobre el proceso de establecimiento de la simbiosis micorrizica
arbuscular y el desarrollo vegetativo del tomate
4.1.1. Determinacion del desarrollo vegetativo de las plantulas

La figura 3 muestra la dinamica de la masa fresca aérea en la variedad de tomate Amalia,
donde se observa que los tratamientos mostraron un incremento en el tiempo. A los dos,
seis y ocho ddg no se obtuvo diferencias significativas entre las variantes en estudio,
aunque en este Ultimo periodo de evaluacién (ocho ddg) la inoculaciéon con G. clarum de
forma independiente produjo un incremento de este indicador.
Las micorrizas constituyen un sistema simbidtico eficiente donde se produce el intercambio
de nutrientes proveniente del suelo y de los productos de la fotosintesis entre los
participantes, el HMA y la planta, (Bonfante y Perotto, 1995; 2000; Benedetto y col., 2005;
Eckardt, 2005; Karandashov y Bucher, 2005). Por este fenOmeno se ha encontrado que en
diferentes cultivos su aplicacion produce la promocion del crecimiento y del desarrollo
(Hernéndez y Chailloux, 2004; Pulido y col., 2003a y b; Rivera, 2003; Rodriguez y col.,
2006 b), proceso que, al parecer, comienza a producirse en este estudio a partir de los ocho
dias.
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Figura 3: Determinacién de la masa fresca aérea en plantulas de tomate var. Amalia, en los primeros
ocho dias de germinadas (ddg).

Leyenda: C-control, S-sistemina, Gc-Glomus clarum y Ge/S- Glomus clarum mas sistemina.

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05)
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A los cuatro ddg la aplicacién de la sistemina produjo un retardo en el desarrollo de tallos y
hojas, que se evidencio en la masa fresca aérea y mostro diferencias estadisticamente
significativas con el control y con las variantes micorrizadas (Gc y Gc¢/S).

Délano (2000), estudiando la influencia de la sistemina sobre tomate y papa, encontré que
su aplicacion produjo la disminucion del crecimiento en ambos cultivos, en las primeras
etapas del desarrollo de las plantas. Este autor le atribuye este comportamiento al fendmeno
conocido como “economia celular”, segun el cual, al activarse de forma intensa las
respuestas de defensa, las plantas retardan o reprimen los procesos vinculados al
metabolismo primario, como los correspondientes al desarrollo vegetativo.

Al analizar la masa fresca radical (figura 4), se encontrd que las plantas controles y las
micorrizadas mostraron niveles estadisticamente similares, dentro de cada momento de
evaluacion, excepto a los seis ddg donde los mayores valores se alcanzaron en la
combinacion G. clarum/sistemina, variante que mostrd diferencias estadisticamente con el

resto de los tratamientos.
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Figura 4: Determinacion de la masa fresca radical en plantulas de tomate var. Amalia, en los
primeros ocho dias de germinadas (ddg).

Leyenda: C-control, S-sistemina, Gc-Glomus clarum y Gc/S- Glomus clarum mas sistemina. Las
barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05).

La aplicacion de la sistemina produjo la disminucion del desarrollo radical en los primeros
seis ddg, comportamiento que se superé cuando se combiné con G. clarum (Gc/S) a los
cuatro y seis ddg. Este comportamiento fue similar al observado con relacion a la masa

fresca aérea.
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Existen diferentes indicadores que pueden ser empleados para el estudio del desarrollo
vegetativo, entre los que se encuentra como los més utilizados la altura de las plantas, el
namero de hojas y el area foliar. Sin embargo, para la evaluacion en plantulas de muy poco
tiempo de crecimiento es més adecuado el uso de la determinacion de masa, ya sea fresca o
seca, debido a que generalmente la altura y el nimero de hojas no sufren alteraciones
durante este periodo, ademas, de que permite el analisis del desarrollo de toda la plantula de
forma integral.

Rodriguez y col., (2004) estudiaron la influencia de seis especies de HMA sobre el
desarrollo vegetativo de plantas de tomate de la variedad “Amalia”, en condiciones
semicontroladas, y encontraron que las plantas mostraron similitudes estadisticas en cuanto
al comportamiento de la masa fresca total y la masa seca total, evaluadas a los 18 y 32 dias
posteriores a la inoculacion con los HMA. Este resultado nos demuestra que, al menos en
esta variedad, ambos indicadores pueden ser empleados para monitorear el crecimiento
vegetal, mas si se tiene en cuenta que el experimento se desarrollé en camara de
crecimiento.

En resumen, se observo un buen desarrollo de las plantas y aunque la aplicacion de la
sistemina produjo una ligera depresion con relacion al control en los primeros seis ddg, su
dinamica en el tiempo fue creciente.

4.1.2. Cuantificacion de la colonizacion micorrizica

Los resultados de la colonizacion micorrizica obtenidos en las plantas de tomate inoculadas
se muestran en la figura 5A. Con relacién al porcentaje de colonizacion no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos, en los diferentes momentos de evaluacion.
Se destacd que desde estadios tempranos, a los dos ddg, se detectaron elevados niveles de
colonizacion, 30-40 %, lo cual evidencid la efectividad del método de inoculacién que se
empled (peletizacion de semillas) (Fernandez y col., 2000). Es importante destacar que la
sistemina no tuvo efecto negativo sobre el establecimiento de la simbiosis, ya que en la
combinacion con el HMA se alcanzaron niveles similares a los del tratamiento donde no se

aplico el elicitor.
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Figura 5: Indicadores de la colonizacion micorrizica obtenidos en plantulas de tomate, var. Amalia,
inoculadas con el HMA, en los primeros 8 dias de germinadas (ddg). Porcentaje de Colonizacion
(A) y porcentaje de Densidad Visual (%DV) (B).

Leyenda: Ge-Glomus clarum y Ge/S- Glomus clarum mas sistemina.

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05).

La Densidad Visual (%DV) es un indicador importante ya que permite cuantificar la
intensidad de la colonizacion micorrizica arbuscular, el resultado de su evaluacion se
muestra en la figura 5B, donde se observo la existencia de diferencias significativas entre las
variantes micorrizadas. Se encontrd que un gran numero de raicillas poseian niveles
correspondientes a 1.0-2.5 % de ocupacion fangica.

Se observo un efecto puntual a los 4 ddg donde la aplicacién de la sistemina produjo un
incremento de la micorrizacion, a nivel de intensidad de la colonizacion que se hizo evidente
en las plantas donde se combind este elicitor con G. clarum (Gc/S).

Se observd que tanto en el porcentaje de colonizacidbn como en la densidad visual se
obtuvieron elevados niveles si se tienen en cuenta los resultados informados por Rodriguez
y col. (2004), quienes encontraron valores de 15 % de colonizacién y 0.41 % de DV en
plantas de tomate micorrizadas con G. clarum, con 32 dias de crecimiento.

Las diferencias observadas en los indicadores de la micorrizacién pueden deberse a que en
el presente experimento se empleé niveles bajos de fésforo (14.6 mg.mL™), para favorecer
el procesos de micorrizacién, mientras que en el trabajo informado por Rodriguez y col. en
el 2004, se utiliz6 una combinacién conformada por suelo-cachaza en relacion 3:1. Este
sustrato es uno de los recomendado para la produccion de semilleros en diferentes cultivos
por poseer elevados contenidos de nutrientes, lo cual ha sido referido por otros autores
(Jerez y col., 2004; Fernandez y col., 2006).
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Sin embargo, se conoce que los niveles elevados de este elemento afectan el proceso de
establecimiento de la simbiosis a diferentes niveles, siendo uno de los mas importantes la
represion del crecimiento micelial (Fernandez, 2003; Giovannetti, 2000).

La cuantificacion de la intensidad de la colonizacion, indic6 que la micorrizacion se
encontraba en las fases iniciales del proceso de establecimiento, donde aiin no se detectan la
presencia de los arbusculos, como ocurrié en este trabajo, lo cual explica porque no se
observé una marcada tendencia al aumento del crecimiento en los tratamientos micorrizados.
Los arbusculos son la estructura de intercambio entre los simbiontes, en los cuales se produce
el movimiento bidireccional, de nutrientes hacia la célula vegetal y de fotosintatos hacia el
hongo (Bago y col., 2000; Vierheiling y col., 2001). Su formacion es crucial para el
establecimiento de la fase simbiética, en la cual se observa la estimulacion del desarrollo
vegetativo. Es reconocido que la simbiosis micorrizica promueve el crecimiento de las
plantas, debido a diferentes mecanismos (Bago y col., 2000), sin embargo, para ello es
necesario que la simbiosis esté bien establecida.

Los resultados de la evaluacion de las masas frescas indicaron que, al parecer, no se
produjo el estadio parasitico caracterizado por Siqueira y Franco (1988), a pesar de que las
plantas tenian corta edad, lo cual se evidencid porque no se produjo una depresion
significativa del desarrollo vegetativo. Estos autores estudiaron la relacion entre el micelio
externo y el interno, y caracterizaron esta fase como “establecimiento de la colonizacion™ o
"fase parasitica”. En la misma se produce un retardo del crecimiento vegetal como
consecuencia del movimiento unilateral de fotosintatos hacia el hongo, lo que en plantas de
ciclo corto puede durar entre cuatro y cinco semanas. Es posible que este resultado se deba
a que a las plantas se les suministré de forma continua los nutrientes a través del riego con
la solucion de “Long Ahston”, por lo cual no sufrieron deficiencias nutricionales. En la
misma el contenido de fésforo fue bajo para favorecer el desarrollo de la micorrizacion, de
forma tal que se pudiera estudiar mejor la influencia de la sistemina sobre este proceso,
efecto que se observo en las evaluaciones realizadas.

Por primera vez se estudia la accion combinada de G. clarum y la sistemina, la que
teniendo en cuenta los resultados alcanzados, puede ser empleada en la variedad de tomate

Amalia, ya que se alcanzaron elevados niveles de micorrizacién, similares a los informados
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en plantas adultas, por lo que la aplicacion exdgena de este elicitor no afect6 el proceso de
colonizacion de los HMA.

Por otra parte se alcanzé un resultado interesante con relacion a la evaluacién del desarrollo
vegetativo, ya que se tenian antecedentes de que ambos por separado producian retardo del
crecimiento, en las primeras semanas de desarrollo del tomate. En el presente experimento
se alcanzaron niveles de crecimiento similares a los obtenidos por las plantas controles, lo
cual demuestra que no existié antagonismo entre G. clarum y la sistemina.

4.2. Dinamica de proteinas PRs inducidas por Glomus clarum Yy la sistemina durante
el establecimiento de la simbiosis MA

4.2.1. Periodo de pre-colonizacion

4.2.1.1. Dinamica de la colonizacidén micorrizica en el periodo de pre-colonizacion

En la figura 6 se muestran los resultados de la evaluacion del porcentaje de colonizacion y

de la densidad visual, como indicadores de la micorrizacion.
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Figura 6: Indicadores de la colonizacién micorrizica obtenidos en las plantulas de tomate, var.
Amalia, inoculadas con el HMA, en el periodo de pre-colonizacion (1-48 horas). Porcentaje de
colonizacion (A) y porcentaje de Densidad Visual (%DV) (B).

Leyenda: C-control y Ge/S- Glomus clarum mas sistemina.

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05).

En las primeras 18 horas del periodo de pre-colonizacion no se detectd la presencia de
estructuras fungicas en las raices, las que fueron observadas entre las 24 y 48 horas. Con
relacion al porcentaje de colonizacion se observd similitud estadisticamente entre las dos
variantes inoculadas con G. clarum, a diferencia de la densidad visual, donde los

tratamientos mostraron diferencias estadisticas a los 48 horas. En este momento de
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evaluacion se produjo una disminucién de este indicador en las plantas donde se realizo la
aplicacion combinada del HMA y del elicitor.

Esta respuesta puede deberse a la manifestacion en las raices de dos eventos que compiten
entre si, la induccion de respuestas rapidas por la sistemina y el estrés producido por los
procesos de penetracion y diseminacion del micelio del hongo intrarradicalmente. Este
altimo involucra una serie de fendmenos como la ocurrencia de modificaciones
morfoldgicas y fisioldgicas en la célula colonizada (Bonfante y Perotto, 1995; Harrison,
1999; Strack y col., 2003) y variaciones en la expresién de genes como los sym8, sym9 y
sym19, los cuales participan en la compatibilidad entre ambos simbiontes (LaRue y
Weeden, 1994).

Con relacion a esta hipotesis se observo que en las plantas donde se aplico de forma
combinada G. clarum y la sistemina a las 48 horas no se produjo un incremento de la
intensidad de la micorrizacion (%DV), al ser comparadas con los niveles obtenidos a las 24
horas, mostrando similitud estadistica entre si.

En ambos indicadores se observaron niveles bajos (1.5-3.75 % colonizacion y 0.023-0.16 %
DV), lo cual indica que se encontraba en las primeras fases de la colonizacién del hongo
micorrizogeno dentro de las raices. A pesar de ello, fue interesante la observacion de la
presencia del HMA en las raices en la micorrizacion etapas tempranas ya que no se habia
estudiado con anterioridad.

Existen numerosos informes de la evaluacion de la colonizacion micorrizica en diferentes
cultivos, los cuales se realizan en momentos diversos segun sea el interés. Cuando se
necesita correlacionar la micorrizacion con determinados procesos fisioldgicos de la
plantas, generalmente estos se realizan a partir de los 25 dias (Fernandez y col., 2006;
Hernandez y Chailloux, 2004; Pulido y col., 2003a y b; Tian y col., 2004; Rodriguez y col.,
2004). Sin embargo, en los estudios bioquimicos, de expresion génica y de citolocalizacion
de genes y enzimas, estos se efectlian a partir de los tres dias (Blilou y col., 2000; Gao y
col., 2004).

En el presente experimento la evaluacidn de la colonizacion en etapas tempranas permitio
detectar los momentos iniciales del establecimiento de la simbiosis, los que ocurrieron entre
las 24 y 48 horas.
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4.2.1.2. Cuantificacion de las actividades enzimaticas en las raices y en las hojas de
plantas de tomate en el periodo de pre- colonizacion

4.2.1.2.1. Determinacién de la actividad B-1,3-glucanasas en el periodo de pre-
colonizacion

En las raices se observd que la actividad de las enzimas (3-1,3-glucanasas poseen un nivel
basal (figura 7A), detectado en las plantas controles, el que se cuantificd desde la primera
hora de evaluacién y se mantuvo hasta las 48 horas (61.58 - 52.28 pKat.mg™ proteina).

La presencia de esta enzima durante todo el periodo de evaluacion se explicé ya que las
determinaciones se realizaron en plantas de muy corta edad, periodo en el cual las mismas
se encontraban en pleno crecimiento y desarrollo, donde el proceso de diferenciacion
celular se encuentra activo. Agrios (2005), informd que esta enzima exhibe una actividad
basal en muchos tejidos de las plantas, a las que se les atribuyen diversas funciones
fisiologicas como la diferenciacion celular.

Se observé que el tratamiento conformado por la aplicacion de la sistemina mostrd
diferencias estadisticamente significativas con relacion al control a los ocho, 18 y 48 horas,
siendo importante el incremento alcanzado a los ocho horas (166.33 pKat.mg™ proteina).
Se ha demostrado que la sistemina es un elicitor de respuesta rapida (Ryan, 2000;
Shilmiller y Howe, 2005) que induce la expresion de varias proteinas, siendo las mas
estudiadas las relacionadas con la proteccion contra insectos (Schaller, 1999). Lee y Howe
(2003) estudiaron la acumulacion de RNAm de diferentes proteinas inducidas por la
aplicacion de la sistemina en tomate y encontraron que la deteccion de los inhibidores de
proteasas ocurria a las dos horas posteriores al tratamiento con el elicitor, mientras que una
lipoxigenasa y las especies activas de oxigeno fueron expresadas en los primeros 30
minutos post-induccion.

Con la aplicacion de G. clarum, de forma independiente, se alcanzaron niveles de la
actividad B-1,3-glucanasas inferiores al control, en las primeras ocho horas, con diferencias
significativas entre si. A partir de las 12 horas mostro niveles similares a los obtenidos en
las planta controles, hasta las 48 horas, momento en el que se produjo un aumento (199.08

nKat.mg™ proteina, respectivamente).
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Garcia-Garrido y Ocampo (2002), plantearon que las respuestas de defensa durante la
micorrizacion se inducen de forma transiente y que frecuentemente son suprimidas en los
estadios posteriores, ademas de ocurrir en etapas mas avanzada de la micorrizacion, por lo
que este es un resultado esperado.

Se observo un efecto sinérgico con la aplicacion conjunta de G. clarum y de la sistemina,
que produjo un incremento importante de la actividad de esta enzima en las primeras dos
horas. EI mismo puede ser debido a la accién conjunta de componentes de las via de
traduccion de sefiales del elicitor y de las respuestas activadas durante la simbiosis
micorrizica.

Se conoce que luego de la recepcion de la sistemina se activa una serie de reacciones donde
se produce la acumulacion de MAPK, la entrada de calcio, la acumulacion de especies
activas de oxigeno y el incremento de la actividad de la enzima ATPasaH®, con la
consecuente hiperpolarizacion de la membrana (Bergey y Ryan, 1999; Moyen y col., 1998;
Stratman y Ryan, 1997).

Diferentes autores han informado sobre elementos que constituyen sefiales secundarias o
productos de la induccion de respuestas de defensa durante el proceso de micorrizacion.
De esta forma se ha observado que en plantas micorrizadas se produce de forma diferencial
la expresion de tres ATPasaH™ membranales (Ferrol y col., 2002), de dos kinasas, una
dependiente de cadmodulina y por consiguiente de Ca (CCaMKs) (Lévy y col., 2004) y otra
gue constituye uno de los receptores de la simbiosis (SYMRK). Esta ultima es requerida
como sefial primaria del proceso de micorrizacion (Hause y Fester., 2005; Stracke y col.,
2002; Yoshida y Parniske, 2005). Hause y col., (2002) e Isayenkov y col., (2005) han
informado también, la acumulacion de especies activas de oxigeno y de una proteina
inductora de jasmonico.

Como puede apreciarse existen varios componentes de ambas vias que constituyen
elementos importantes de la ruta de sefializacion que conducen a la acumulacion del acido
jasmonico (Farmer y Ryan, 1992; Schaller y col., 2005; Thoma y col., 2003) y de esta
forma a la induccion de respuestas de defensa, entre las que se encuentran las proteinas
PRs.
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La cuantificacion de la actividad de esta enzima en hoja se presenta en la figura 7B, donde
se alcanzaron niveles mas bajos que el obtenido en las raices. En este 6rgano se encontré la
presencia de un nivel basal dado por el tratamiento control, de forma similar al observado
en las raices, que se mantuvo alrededor de 38.26 pKat.mg™ proteina. Los tratamientos
mostraron diferencias estadisticas entre si a los ocho horas, donde se destacé la respuesta
alcanzada por la aplicacion de la sistemina (93.37 pKat.mg™ proteina) y a las 24 horas,
donde la combinacion del HMA vy el elicitor super6é al restd de las variantes (89.63
nKat.mg™ proteina).

4.2.1.2.2. Determinacion de la actividad quitinasas en el periodo de pre- colonizacion
En la figura 8A se muestran los resultados de la determinacion de la actividad especifica de
esta enzima en las raices de los diferentes tratamientos en estudio, entre los cuales se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Esta enzima tiene una expresion
basal (plantas control) que se observo desde la primera hora de evaluacion y que coincidio
con lo informado por Agrios (2005). Este autor relaciono las proteinas PR-3 con el proceso
de germinacion de la semilla, similar a como ocurre con las -1,3-glucanasas.

La respuesta basal encontrada pareceria contradictoria, dado por la propia actividad de esta
enzima, si tenemos en cuenta que en las plantas no existe la presencia de su sustrato, la
quitina. Sin embargo, Bisseling (1999) sefialo que podrian participar en el proceso de
desarrollo de las raices, al inducir la diferenciacion de callos de tomate en cultivo in vitro,
mientras que Agrios (2005) las relaciono con la embriogénesis en zanahoria.

Con la aplicacién de la sistemina se produjo un rapido incremento de la actividad a las dos
horas, con un segundo momento a las ocho horas (1.64 y 2.38 nKat.mg™ proteina,
respectivamente), que mostrd diferencias significativas con todas las variantes estudiadas.
Este resultado corrobora su caracter de hormona polipeptidica sistémica, de accion rapida
(Ryan, 2000; Schilmiller y Howe, 2005). A pesar de ello, la mayoria de los estudios
realizados centran su atencion en la deteccion de genes gue se expresan por dafio mecanico
o por el ataque de insectos herbivoros (Li y col, 2002; Kessler y Baldwin, 2004) y
monitorean los inhibidores de proteasa (Ryan, 2000; Li y col, 2002), asi como otras
proteinas inducidas por el acido jasmonico (Schilmiller y Howe, 2005), por lo que este

trabajo constituye el primer reporte mundial de la induccion de quitinasas por este elicitor.
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La inoculacion con G. clarum de forma independiente produjo una disminucion de la
actividad de esta enzima hasta las 12 horas, al ser comparada con los niveles alcanzados por
el control, con diferencias significativas entre si. A las 24 horas se observo un incremento que
alcanz6 1.95 nKat.mg™ proteina y que difiri¢ estadisticamente con el control y con la
variante donde se aplico la sistemina de forma independiente.

La depresion producida por G. clarum en los estadios tempranos se logro superar al ser
combinado el HMA con el elicitor (Gc/S), variante en la cual se produjo un aumento de la
actividad en las primeras dos horas de evaluacion (0.99 - 1.36 nKat.mg™ proteina). Al
parecer, esta respuesta fue inducida por la sistemina y no por un efecto sinérgico entre
ambos, ya que mostrd el mismo patron de comportamiento al encontrado con la aplicacion
del elicitor de forma independiente.

Nuevamente en hoja se encontré la presencia de niveles basales de la enzima quitinasa
(plantas controles), los que fueron superados por todos los tratamientos, en la mayoria de
los tiempos en que se realizd la evaluacion (figura 8B), mostrando diferencias
estadisticamente significativas entre ellos.

La aplicacion de la sistemina produjo un incremento de la actividad a las ocho y a las 24
horas (1.57 y 0.91 nKat.mg™ proteina, respectivamente), momentos a los cuales difiri6
significativamente de los demas tratamientos. Por su parte, la micorrizacion con G. clarum
y su combinacion con la sistemina solo produjeron aumentos a las ocho horas, con 1.20 y
1.62 nKat.mg™ proteina, respectivamente. Este resultado confirma los informados por otros
autores con relacién a la influencia de los HMA sobre esta enzima, quienes plantean que
posee una expresion transciente (Spanu y col., 1989; Volpin y col., 1994).

Spanu, y col., (1989), en raices de Allium porrum micorrizadas con G. versiforme
encontraron induccién de la actividad de quitinasa en los primeros estadios de la formacion
de la micorrizacién arbuscular, la que decrecié cuando la simbiosis fue totalmente
establecida. En el presente experimento también se observo el acople entre el incremento de
la actividad de esta enzima y la deteccion de la presencia del HMA en las raices del tomate,
evaluada como porcentaje de colonizacion y densidad visual. Similares resultados fueron

obtenidos por Volpin y col., (1994) en plantas colonizadas con G. intrarradices.
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Salzer y Boller (2000), estudiando la expresion de los genes que codifican para las
quitinasas, encontraron que la misma estuvo relacionada con la micorrizacion, ya que no se
encontrd en raices no micorrizadas, en las mutantes myc- (no micorrizégenas), ni en las
inoculadas con hongos patdgenos.

Se ha informado que existe una fuerte correlacion entre la expresion de isoformas de
quitinasas acidas y el establecimiento de la micorrizacion arbuscular en plantas de perejil
(Petroselinum crispum Mill.) (Dumas-Gaudot y col., 1994), aunque en un estudio realizado
por David y col., (1998) encontraron que la expresion de quitinasas basicas en plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) colonizadas con G. intraradices se reducia como respuesta al
establecimiento de la simbiosis

En las raices y en las hojas a las 48 horas se produjo una caida abrupta en la actividad
enzimatica, la que fue apenas detectada en este Gltimo 6rgano.

Se observd que en la primera hora de evaluacion en las hojas las plantas controles
alcanzaron niveles de actividad superiores a los mostrados por los demas tratamientos, con
diferencias significativas entre ellos.

Diferentes autores informan la participacion de las quitinasas en diversos procesos
fisiologicos, los cuales como la diferenciacion celular (Bisseling, 1999; Agrios, 2005), las
cuales pueden haber sido las responsables del incremento obtenido en el tratamiento control
en la primera hora de evaluacion. Sin embargo, esta respuesta no fue observada en las
plantas micorrizadas ni en las que se efectuo la aplicacion de la sistemina.

Durante el establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular las quitinasas juegan un
papel importante, donde ocurre la regulacion de la expresion de esta enzima por el HMA en
el tiempo (Rodriguez, 2005).

En las fases iniciales de la micorrizacién se promueven diferentes procesos en los cuales son
intercambiadas sefiales entre ambos simbiontes, de forma tal que se suprimen los mecanismos
defensivos de la planta De esta forma se facilita la penetracion del micelio fungico en la raiz.
En este caso se observo la disminucidn de la actividad de esta enzima en hoja con relacion a
los niveles basales, lo cual indicé que posterior a la aplicacion del HMA, en periodos muy

cortos de tiempo (una hora), se produjo la activacion de sefiales mdviles en la planta, capaces
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de dar una respuesta sistémica y que se reflejo en la supresion de la expresion de las quitinasas
en hoja.

Esta hipdtesis se apoya también en el resultado de la evaluacion de los indicadores de la
micorrizacion, donde se observo la presencia del HMA en la raiz en las primeras 24 horas
posteriores a la inoculacion, avalados por el porcentaje de colonizacién y de Densidad Visual.
La aplicacion de la sistemina produjo la  expresion temprana de las enzimas
B-1,3-glucanasas y quitinasas en raiz, en las primeras ocho horas de evaluacion, lo que
sugiere que en este érgano debe existir un sistema de recepcién exdgena para este elicitor,
donde participe la proteina SR-160 u otra similar, que actle como sefial primaria.

Otro mecanismo puede ser que esta hormona penetre a través de las pequefias heridas que
se producen en la pared celular de las raices de la planta, por la entrada de la hifa de
penetracion del HMA, facilitado por su pequefio tamafio. Esta Ultima hipdtesis podria
explicar el efecto sinergico con G. clarum, pero no las respuestas que se observaron cuando
se aplico el elicitor de forma independiente.

4.2.2. Periodo de colonizacion

4.2.2.1. Dindmica de la colonizacidén micorrizica en el periodo de colonizacion

Se detecto la presencia de estructuras fungicas en las raices desde los tres ddg las que
fueron evaluadas como porcentaje de colonizacion y de densidad visual (figura 9). Ambos
indicadores mostraron niveles bajos en los primeros nueve dias (6.1 % colonizacion y
0.0824 % DV), si se comparan con los obtenidos en el estudio de la interaccion HMA-
sistemina (acépite 4.1.2). Esta diferencia se explica si se tiene en cuenta que en dicho
experimento se empled en la solucién nutritiva un nivel de fésforo bajo (14.6 mg.L™) para
favorecer el establecimiento de la micorrizacion, mientras que en el presente el sustrato
posefa 160 mg.L™ de fésforo.

Como se habia planteado con anterioridad las altas concentraciones de este elemento tienen
una influencia negativa sobre la micorrizacion (Fernandez, 2003; Giovannetti, 2000). Sin
embargo, tanto en el presente estudio como en el siguiente se necesitd utilizar
concentraciones mas elevadas de este elemento, debido a que las plantas se desarrollaron

hasta un periodo mas largo de tiempo.



Resultados y Discusion 58

A
70 ~
60
5 50 3 %
8 40 7 e Gc
2 3 Z B Ge/s
O - ™ "
3 ¥ : =
g 207 2
T %% T = T T = T T = 1
3 6 9 12 15 18 21 24 ddg
B
5 -
N I
> 34 Z —Iﬂ_—
) et ks
© = = BGc
© 2 %gg = EGels
A
0 T = T T T T i T =2 |
3 6 9 18 21 24 ddg

Figura 9: Indicadores de la colonizacién micorrizica obtenidos en plantulas de tomate, var.
Amalia, inoculadas con el HMA, en el periodo de colonizacién, 3-24 dias de germinadas (ddg).
Porcentaje de colonizacion (A) y porcentaje de Densidad Visual (%DV) (B).

Leyenda: C-control y Ge/S- Glomus clarum mas sistemina.

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05).

A partir de los 12 y 15 ddg, tanto la colonizacién como la densidad visual se incrementaron
rapidamente, los que mostraron diferencias significativas con los niveles obtenidos en los
periodos anteriores (de tres a nueve ddg). A los 15 ddg se produjo un segundo aumento,
para alcanzar valores que se mantuvieron hasta el final del experimento, con similitud
estadistica entre ellos (15 a 24 ddg). Durante esta fase se alcanzando niveles elevados de
ambos indicadores para este cultivo si se tienen en cuenta los resultados informados por

Rodriguez y col., (2001). Estos autores encontraron valores de 19 a 28 % de colonizacién y
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0.45 a 0.56 porcentaje de DV en plantas de tomate micorrizadas con G. clarum en un
periodo similar (15 a 26 dias).

Se observo que la sistemina actué como potenciador de la micorrizacion, a partir de los
12 ddg, evaluada tanto como porcentaje de colonizacion, como de ocupacién fungica
(%DV), siendo mas evidente en este dltimo indicador. En la combinacion
G. clarum/sistemina (Gc/S) se obtuvieron porcentajes de incremento de la densidad visual
desde 32.08% hasta 78.63 %, al compararlos con los niveles alcanzados por las plantas
donde se inoculé G. clarum de forma independiente.

Este es un resultado muy interesante si tenemos en cuenta que esta proteina es un inductor
de respuestas propias del metabolismo secundario, vinculada con la acumulacion de acido
jasmoénico y etileno (O’Donnell y col., 1996). Con relacion a la influencia de estas
hormonas sobre la micorrizacion Minosky (2005) observo que durante la interaccion
simbiodtica entre Medicago truncatula y G. intraradices se produjo el incrementé del AJ
enddgeno. Sin embargo, las raices de plantas mutantes con supresion de la expresion de la
sintesis de oxido de aleno ciclasa (MtAOC) exhibieron niveles bajos de AJ, un marcado
retardo de la colonizacion y el decrecimiento del nimero de arbusculos, aunque no se
afectd su estructura. Este resultado indico el papel crucial de esta hormona en el
establecimiento de la simbiosis MA en M. truncatula.

Por otra parte, se ha observado que la aplicacion de diferentes concentraciones de etileno a
Medicago sativa y Triticum vulgare tuvo efectos diversos sobre la depresion de la
colonizacion por Glomus mosseae. Niveles bajos estimularon la germinacion y el
crecimiento hifal, mientras que concentraciones superiores a 0.2 mg.mL™ inhibieron
drésticamente ambos procesos (Geil, 2000).

El efecto observado sobre la micorrizacion con la aplicacion del elicitor, resulta de gran
utilidad practica, si tenemos en cuenta que podria incrementar los beneficios que estos
hongos le brindan a los cultivos, lo cual deberia profundizarse en trabajos futuros. El
aumento del contenido de micelio intrarradical (%DV) se traduce en la posibilidad de la
formacién de mayor nimero de arbusculos y por lo tanto de un incremento en el grado de

intercambio bidireccional de nutrientes entre las raices de las plantas y el HMA.
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En los estadios avanzados de la simbiosis (24 ddg) se observaron niveles elevados de
colonizacion y DV, lo que indicé que este es un periodo adecuado para la realizacion de
investigaciones que necesiten una micorrizacion efectiva, como los trabajos de
enfrentamiento a patégenos.

4.2.2.2. Cuantificacion de las actividades enzimaticas en las raices y en las hojas de
plantas de tomate en el periodo de colonizacion

4.2.2.2.1. Determinacion de la actividad B-1,3-glucanasas en el periodo de colonizacion
En este periodo se observé que en raiz los niveles basales alcanzaron valores inferiores a
los encontrados en la fase de pre-colonizacién (plantas control), los que se mantuvieron
hasta los 24 ddg, con un promedio de 44.96 pKat.mg™ proteina (figura 10A). La sistemina
mostrd incremento de la actividad a los seis y 12 ddg con valores de 317.64 y 256.34
nKat.mg™ proteina, respectivamente, los que mostraron diferencias significativas

Una tendencia similar a la detectada en las plantas control fue seguida por el tratamiento
donde se inoculd G. clarum en la mayoria de los momentos de evaluacion, a excepcion de
los tres ddg, donde se observé un aumento de la actividad enzimatica (248.64 pKat.mg™
proteina). Esta respuesta coincidio con el desarrollo de las primeras fases del proceso de
establecimiento de la simbiosis, dada por la presencia del hongo en el interior de la raiz en
niveles bajos (6.1 % colonizacion y 0.0824 %DV).

Se observo un efecto sinérgico entre G. clarum y la sistemina (Gc/S) a los tres y seis ddg,
que presentd diferencias estadisticamente significativas con los tratamientos donde se
aplicaron ambos de forma independiente (560.49 y 699.06 pKat.mg™ proteina). La
combinacion del HMA y el elicitor fue la que mostrd los valores mas elevados durante el
experimento.

Se observd que en hoja los tratamientos mostraron diferencias estadisticamente
significativas, aunque de forma general en todos se alcanzaron niveles bajos, los que
oscilaron entre 1.64 y 2.06 uKat.mg™ proteina (figura 10B). Solo a los nueve ddg se
observé un incremento importante en la actividad en las plantas control, el que fue seguido
en orden decreciente por G. clarum y por la sistemina (4.02, 3.77 y 3.16 pKat.mg™

proteina, respectivamente).
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Se ha informado que durante el periodo de establecimiento de la simbiosis MA las plantas
experimentan cambios en la expresion de genes relacionados con las respuestas de defensa,
como los de las proteinas 3-1,3-glucanasas.

Al analizarse de forma conjunta los periodos de pre-colonizacion y colonizacion, se
observd que la actividad de esta enzima se increment6 en raiz en etapas tempranas del
proceso de establecimiento de la simbiosis micorrizica (48 horas y a los tres ddg), de forma
similar a lo descrito por Garcia-Garrido y Ocampo (2002), quienes plantearon que las
respuestas de defensa durante la micorrizacion se inducen de forma transiente y que
frecuentemente son suprimidas en los estadios posteriores de la micorrizacion.

Las enzimas [-1,3-glucanasas al igual que otras proteinas PRs han sido localizadas
solamente en las células que contenian arbusculos (Blee y Anderson, 2000), lo cual podria
explicar los resultados obtenidos en este experimento, ya que en el mismo no se observo la
presencia de estas estructuras al realizar la cuantificacion de la colonizacion micorrizica.

Con relacion a la funcion de estas enzimas en la simbiosis MA se ha encontrado en la pared
de los miembros de la familia de las Glomaceae y Acaulosporaceae la presencia del sustrato
de estas hidrolasas, los p-1,3-glucanos (Lambais, 2000). Esto sugiere la posibilidad de que
las B-1,3-glucanasas puedan estar involucradas en la degradacion parcial de la pared celular
de los HMA y de las plantas, lo cual facilita la penetracion (Rodriguez y col., 2004).

Por otra parte, también se observo que la aplicacion de la sistemina de forma independiente
produjo un incremento transitorio de la actividad de esta enzima en raiz a las ocho horas 'y a
los seis ddg. Se conoce que esta hormona polipeptidica produce la acumulacion de
inhibidores de proteinasas, y de por lo menos 19 proteinas mas. Ellas abarcan componentes
de las vias de transduccion de sefiales y otras proteinas cuya funcién en la defensa de las
plantas es aun desconocida (Schaller, 1999; Ryan, 2000), sin embargo, su influencia sobre
esta PR no habia sido informada con anterioridad.

La presencia de la sistemina fue importante, ya que potencio la accién de G. clarum sobre
la induccion de p-1,3-glucanasa, en ambos periodos, lo cual se manifesto en el tratamiento
con ambos, en el cual se encontrd un efecto sinérgico en las primeras dos horas y a los seis
ddg.
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Hasta el presente, el efecto de este elicitor solo habia sido estudiado en las hojas, evaluando
la acumulacion de inhibidores de proteasas inducidas por el ataque de insectos herbivoros,
por lo que este es el primer informe de su influencia sobre proteinas PRs en las raices de
plantas de tomate, asi como de su relacion con la simbiosis micorrizica arbuscular.

4.2.2.2.2. Determinacion de la actividad quitinasa en el periodo de colonizacion

En el periodo de colonizacion (figura 11A) todos los tratamientos alcanzaron valores
inferiores a los obtenidos en la fase de pre-colonizacion (10 veces mas bajos). Se observo
que en la mayoria de los tiempos de evaluacion los tratamientos mostraron diferencias
significativas.

Se produjeron dos incrementos importantes, uno en las plantas inoculadas con G. clarum de
forma independiente a los nueve ddg (154.05 pKat.mg™ proteina) y otro a los tres ddg en la
combinacion del HMA vy la sistemina (Gc/S), tratamiento en el cual se alcanzaron los
valores més elevados (263.09 pKat.mg™ proteina). Ambos mostraron diferencias
estadisticamente significativas con todos los tratamientos, durante los tiempos a los cuales
se evallo esta actividad.

A los 12 ddg se observé un incremento de la actividad de esta enzima en las plantas control,
que mostré diferencias significativas al compararlas con los demas tratamientos. Como se
conoce esta PR participa en diferentes procesos fisiologicos, con funciones diversas, que
pudieron haber producido el incremento puntual de quitinasas no relacionadas con la
micorrizacion (Salzer y Boller, 2000). Agrios, (2005) plante6 que estas enzimas son
abundantes en las raices donde pueden actuar liberando sefiales moleculares que actuan
como elicitores enddgenos de la morfogénesis. Por otra parte, como ha sido informado con
anterioridad, en las plantas micorrizadas se produce una regulacién de la expresion de esta
proteina PR para favorecer el procesos de micorrizacion (Rodriguez, 2005), lo cual podria
explicar porque en este grupo de plantas no se produjo el incremento de la actividad en este
momento de evaluacion. Téngase en cuente que a los 12 ddg ocurrié un incremento de la
colonizacion micorrizica tanto a nivel del nimero de raices (porcentaje de colonizacion)
como de intensidad (porcentaje de densidad visual). Sin embargo, no se observo la
presencia de los arblsculos, estructura en cuya morfogénesis participan estas enzimas
(Bonfante y Perotto, 2000).
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Con relacion a la sistemina, es importante resaltar que su influencia sobre la induccion de esta
PR no habia sido estudiada anteriormente, por lo que se desconoce cual pueda ser la causa de
la represion de la actividad de esta enzima en raiz a los 12 ddg, al ser comparada con las
plantas control. Por otra parte, tampoco se ha encontrado una influencia negativa de los
componentes de la via de sefializacion de este elicitor con la induccion de quitinasas.

Al igual que en las raices, la cuantificacion de la actividad de esta enzima en las hojas
mostrd niveles inferiores a los alcanzados en la fase de pre-colonizacion (figura 10B). A
pesar de que desde los primeros momentos se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos, todos alcanzaron valores cercanos o inferiores al
control. El mismo mostré una media de 71.49 pKat.mg™ proteina, a excepcion de los 18
ddg, momento en el cual alcanzé un méximo de 103.08 pKat.mg™ proteina.

Durante los estadios iniciales del establecimiento de las MA, predominan las quitinasas no
relacionadas con la simbiosis, como ha sido planteado con anterioridad, las que producen
respuestas de defensa atenuadas, mientras que en las fases mas avanzadas se produce la
acumulacion de quitinasas especificas de la micorrizacion (Salzer y Boller, 2000). Rodriguez
(2005) encontrd la acumulacion de quitinasas vinculadas con la micorrizacion a los 32 dias en
plantas de tomate de la variedad Amalia inoculadas con G. clarum. Al parecer en el presente
experimento este momento de induccién se produjo a los nueve ddg en raiz y a los 21 ddg en
hojas, lo cual confirma la ocurrencia de un proceso de sefializacion rapida que condujo a la
induccion de respuestas de defensa sistémicas.

La sistemina aplicada de forma independiente produjo una depresion de la actividad a partir
de los 18 ddg que se mantuvo aun a los 24 ddg. Con la aplicacion de este elicitor se ha
encontrado la activacion rapida de respuestas de defensa en las cuales participan diferentes
elementos que conllevan a la acumulacién de AJ y etileno, los cuales son inductores de la
expresion de proteinas PRs, entre las que se encuentra la quitinasa. Sin embargo, estas

hormonas no han sido vinculadas con procesos de represion de la actividad de esta enzima.

4.2.2.2.3. Determinacién de la actividad peroxidasa en el periodo de colonizacion
Los resultados de la cuantificacion en raiz de la actividad peroxidasa se muestran en la figura

12A. La actividad de esta enzima se observo desde los primeros momentos de evaluacion,
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principalmente en las plantas controles, en las cuales se alcanzaron los mayores niveles a los
tres, 12 y 18 ddg (507.14, 444.43 y 446.40 nKat.mg™ proteina, respectivamente).

Al analizar la dindmica inducida por la aplicacién de la sistemina, se encontré que ésta se
increment6 a los 12 ddg, en los cuales se alcanzé el mayor valor de actividad de todo el
experimento (982.53 nKat.mg™ proteina), el que mostr6 diferencias significativas con
relacion a los demds tratamientos.

En las plantas micorrizadas con G. clarum, tanto de forma independiente, como
combinadas con la sistemina (Gc y Gc/S) se obtuvo una dinamica similar durante todo el
experimento, a excepcion de los nueve ddg, donde en la combinacion se alcanzaron valores
inferiores, con diferencias estadisticas entre si. Los mayores niveles fueron observados a los
seis y a los 12 ddg (529.93 y 770.10 nKat.mg™ proteina, respectivamente), siendo este
altimo tiempo donde se alcanzo los mayores valores el que coincidio con el incremento del
porcentaje de colonizacion y de densidad visual (acapite 4.2.2.1.).

En el tejido foliar se observo el incrementd de la actividad de esta enzima en los primeros seis
ddg (figura 12B). Se destacaron las plantas control a los tres ddg (523.81 nKat.mg™
proteina) y las variantes a las que se les aplico la sistemina ya fuera de forma independiente
o combinada con G. clarum (Gc/S) a los seis ddg (463.35 y 221.43 nKat.mg™ proteina,
respectivamente). Sin embargo, a partir de los nueve ddg la actividad de esta enzima
decay0 hasta niveles no detectables.

Stennis y col. (1998) observaron que el pre-tratamiento de suspensiones celulares de L.
esculentum variedad "Rio Grand PtoR"con sistemina, incremento entre 10 y 16 veces la
intensidad de las respuestas oxidativas, inducidas en estas células por la adicion de
oligogalaturénidos de origen fungico. Este efecto no se produjo al emplear el analogo
inactivo de la sistemina (A-17), ni cuando se adiciond cicloheximida al medio (inhibidor de
la sintesis de proteinas), lo que indicd que la respuesta era especifica para este elicitor y que
ésta requeria de la sintesis de novo de proteinas. Estos autores también encontraron que, era
necesario pre-incubar las células con sistemina 12 horas antes de la aplicacion del elicitor.
En el presente experimento se observd un incremento a los 12 ddg con la aplicacion de esta
hormona, la que resulto tardia, si se tiene en cuenta los resultados informados por Lee y

Howe, (2003), quienes encontraron la expresion de especies activas de oxigeno a los 30
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minutos posteriores a la induccién con el elicitor, respuesta que se mantuvo hasta las dos
horas, posteriores a las cuales se suprimio.

En raiz y en hoja se observo un resultado interesante, donde tanto los tratamientos
micorrizados como la variante donde se aplicé la sistemina produjeron una reduccién de la
actividad peroxidasa con relacion a las plantas control. En las plantas se ha encontrado que
esta enzima participa en diferentes procesos como la respiracién, las reacciones oxidativas,
la peroxidacion lipidica y respuestas ante condiciones de estrés bidtico y abidtico (Vera-
Estrella y col., 1994), lo cual puede explicar los niveles basales obtenidos en los
tratamientos control.

Es conocido que las micorrizas son capaces de proteger a las plantas debido a la activacion
de diferentes mecanismos, que conducen a la obtencion de un buen balance nutricional, la
mejora del estatus hidrico de las plantas, asi como la regulacion de diversos estrés
(Bonfante y Perotto, 1995, 2000), entre los que se ha observado la disminucion de la
actividad peroxidasa en las primeras fases de la simbiosis MA.

Solorzano y col, (2001) encontraron que en plantas de tomate micorrizadas se produjo la
disminucién de la actividad peroxidasa en los primeros nueve dias, los que estuvieron
relacionados con el proceso de establecimiento del hongo micorrizégeno en las raices.
Estas enzimas participan en el reforzamiento de las paredes celulares con la formacion de
lignina y suberina (Pozo, 1999), compuestos que no pueden ser degradados por los HMA y
por lo tanto inhiben el establecimiento de la simbiosis micorrizica.

4.2.2.3. Determinacion de los patrones isoenzimaticos en el periodo de colonizacion
4.2.2.3.1. Patrones de B-1,3-glucanasas obtenidos mediante geles de poliacrilamida
(PAGE)

Mediante la separacion de las isoenzimas de (-1,3-glucanasas por PAGE se obtuvo un
namero bajo de isoformas, poco definidas entre si. En el mismo, los tratamientos en estudio

no mostraron diferencias en el patron de expresion de esta enzima.
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4.2.2.3.2. Patrones de B-1,3-glucanasas obtenidos mediante la Focalizacidn isoeléctrica
(IEF)

El empleo del cloruro de trifeniltetrazolio para revelar las B-1,3-glucanasas permitio la
deteccion de una isoforma diferencial en hoja con punto isoeléctrico (pl) 3.8, la que de
expreso cuando se combind la sistemina con G. clarum. En raiz fue observada en todos los

tratamientos, aunque con menor intensidad (figura 13).
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Figura 13: Isoforma écida de -1,3-glucanasas en las raices (A) y en las hojas (B) de tomate var.
Amalia, a los seis dias despues a la germinacion (ddg), obtenidos por focalizacion isoeléctrica y
reveladas mediante el empleo de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio.

Leyenda: C-control, S-sistemina, Ge-Glomus clarum y Ge/S- Glomus clarum mas sistemina.

La flecha indica isoforma con diferente nivel de expresion.

Con el empleo del revelado de la neocuproina hidroclorica se detectd una isoforma nueva
de B-1,3-glucanasas que se expreso en todos los tratamientos, tanto en las hojas como en las

raices (pl 6.0) (figura 14), no observadas en la tincion con trifeniltetrazolio.
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Figura 14: Isoformas de B-1,3-glucanasas obtenidas en raices de tomate var. Amalia a los seis dias
después a la germinacion (ddg). Las proteinas fueron separadas por focalizacion isoeléctrica y
revelada la actividad mediante el empleo de Neocuproina hidroclérica.

Leyenda: C-control, S-sistemina, Ge-Glomus clarum y Ge/S- Glomus clarum mas sistemina.

La flecha indica isoforma nueva.
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En este drgano la sistemina indujo otra forma adicional, ligeramente &cida (pl 6.2), que se
observo desde los tres hasta los nueve ddg, vinculada con la aplicacion de la sistemina, ya
sea de forma independiente o combinada con G. clarum (Gc/S). Esta forma nueva puede ser
la responsable del resultado observado en la cuantificacion de la actividad enzimatica a los
seis ddg ya que estuvo relacionada con los tratamientos donde se alcanzaron los mayores
valores en ese momento de evaluacion.

Pozo y col. (2002) estudiaron la expresion de las $-1,3-glucanasas por PAGE y encontraron
la presencia de tres isoformas constitutivas (dos &cidas y una basica) localizadas en las
raices de plantas de tomate no micorrizadas y de tres isoenzimas nuevas (una acida y dos
basicas) relacionada con la micorrizacion por Glomus mosseae. Plantearon, ademas, que
existe una respuesta especifica en ciertas interacciones HMA-planta, donde el hongo es el
responsable de la especificidad.

En este experimento se observo un efecto sinérgico en raiz entre el HMA y la sistemina con
relacion a la actividad enzimética de la B-1,3-glucanasa en etapas tempranas (acapite
4.2.2.2.1.), que coincidio con la aparicion de nuevas isoformas al sexto dia de evaluacién
separadas por la IEF.

4.2.2.3.3. Patrones de peroxidasa obtenidos mediante PAGE

En la figura 15 se muestra el resultado de la separacion de las peroxidas de las raices
mediante geles de poliacrilamida, en la cual se observaron diferentes patrones
isoenzimaticos en los tiempos de muestreo.

A los tres ddg se observo la aparicion de cuatro isoformas, donde las de mayor intensidad
se encontraron en el tratamiento control, en coincidencia con los resultados de la
determinacion de la actividad enzimatica (figura 15A). En las variantes donde se aplico la
sistemina, ya fuera de forma independiente o combinada con G. clarum, también se
detectaron dos isoformas, aunque de muy baja intensidad. En estos tratamientos se
alcanzaron niveles de actividad inferiores a los controles (acapite 4.2.2.2.2.).

A los nueve ddg (figura 15B) se obtuvieron cinco isoformas, las que presentaron diferentes
intensidades. Solo el tratamiento de Gc/S mostré un comportamiento diferente, el cual
presentd una banda adicional con Rf de 0.119, con relacion al resto de los tratamientos e
incremento de la intensidad de otras dos (Rf de 0.285 y 0.405).
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Este resultado es contradictorio en relacién con los obtenidos en la cuantificacion de la
actividad de esta enzima, ya que en este tratamiento se alcanzaron niveles bajos, sin
embargo, fue en el que se observd el mayor nimero de isoformas (seis).
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Figura 15: Patrones isoenzimaticos de peroxidasa en raiz de tomate var. Amalia, a los tres (A),
nueve (B) y doce dias después a la germinacion (ddg).

Leyenda: C-control, S-sistemina, Gc-Glomus clarum y Ge/S- Glomus clarum mas sistemina.

Las flechas indican isoformas nuevas o con diferente nivel de expresion.

Son diferentes los mecanismos que originan la aparicion de isoenzimas y que podrian dar
respuesta al resultado obtenido en la combinacion de G. clarum con la sistemina, los que estan

influenciados por diferentes condiciones bidticas o abidticas. Al parecer en este tratamiento
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(GclS) las formas cuyo Rf corresponde a 0.285 y 0.405 son las que poseen mayor contribucion
a la actividad enzimética, siendo una caracteristica propia de esta variante.

El patron de expresion a los doce ddg fue similar al que se observé a los nueve ddg, tanto
en el nimero de isoenzimas como en la intensidad de las mismas, a excepcion de la
isoforma adicional (Rf 0.119), la cual no fue detectada (figura 15C).

La expresion de esta enzima esta regulada por el proceso de desarrollo de la planta lo cual
se evidencia en el incremento del nimero e intensidad de las informas en el tiempo, tal
como lo informan Vera-Estrella y col., (1994), quienes plantean que las peroxidasas estan
muy vinculadas al desarrollo de estadios fisioldgicos de la planta.

Se ha informado en diferentes cultivos que durante el desarrollo de las MA el patrén de
expresion de las peroxidasas es muy similar al observado para las quitinasas, con una
induccion transciente seguida por la supresion de la actividad (Dumas-Gaudot y col., 2000;
Lambais, 2000), lo cual podria explicar la diferencia en la deteccion de la isoforma
adicional observada a los nueve y a los 12 ddg.

La mayoria de los estudios que se informan con relacion a los patrones de expresion de esta
enzima en tomate (Solanum lycopersicum L) se han basado en la separacion por
isoelectroenfoque, por lo que se refieren a isoformas con relacion a su punto isoeléctrico
(pl). Se han encontrado tanto formas acidas como basicas, con diferencias en la
localizacion celular (Botella y col., 1994; Talano y col., 2006). Brownleader y col., (1995)
trabajaron con suspensiones celulares de este cultivo y aislaron una isoenzima de
peroxidasa que mostro un pl de 9.0 y PM de 30 kD.

En cuanto a la expresion de estas enzimas en la simbiosis micorrizica Santos y col., (2001)
estudiaron la inoculacion con diferentes especies de HMA y encontraron que la aparicion de
isoformas no estaba relacionada con la micorrizacién, de forma similar a lo que se observé en
este trabajo.

El analisis integral de los resultados permitio plantear que las PRs estudiadas se indujeron
de forma local. Las enzimas p-1,3-glucanasa y quitinasa presentaron los mayores niveles de
actividad en ambos periodos (pre-colonizacion y colonizacion), mientras que la peroxidasa

lo mostro en la fase tardia (a los 12 ddg ).
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Por su parte, la sistemina mostré un efecto sinérgico con G. clarum que se manifesté a nivel
de establecimiento de la simbiosis micorrizica (porcentaje de colonizacion y densidad
visual) y de las evaluacion de las PRs. Este fue evidente sobre la enzima 3-1,3-glucanasa en
etapas tempranas mientras que sobre las quitinasa se manifestd en estadios mas avanzados.
El elicitor produjo una respuesta transitoria que coincidié con la expresion de una isoforma
adicional, ligeramente &cida a los seis dias (pl 6.2), ya fuera aplicado de forma
independiente o combinado con el HMA.

Se logré definir sistemas enzimaticos que permiten la caracterizacion del procesos de
establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular en sus diferentes estadios.

Este constituye el primer informe de la determinacion de proteinas PRs inducidas por la
sistemina, a través del estudio de la actividad y patrones isoenzimaticos, en plantas de
tomate micorrizadas. Los resultados alcanzados son importantes ya que se evaluaron
enzimas claves en la defensa de las plantas contra patdgenos fungicos y en procesos de
estrés bidticos y abioticos, sobre las cuales la sistemina y su combinacién con G. clarum
mostraron un efecto positivo.

4.3. Efecto de los HMA vy la sistemina sobre la severidad de las enfermedades causadas
por Alternaria solani y Phytophthora nicotianae en tomate

4.3.1. Evaluacion previa a la inoculacion de los patogenos

4.3.1.1. Determinacion del desarrollo vegetativo de las plantas a los 21 dias después de
la germinacion

Para determinar la influencia de los HMA vy la sistemina sobre el desarrollo vegetativo de
las plantas previo a la inoculacion con los patdgenos se evalud la masa fresca en ambos
organos (figura 16), encontrandose diferencias estadistica entre los tratamientos. Con
relacion a la masa fresca foliar (figura 16A), se encontr6 que en la combinacion de
G. clarum con la sistemina (Gc/S) fue en la se alcanzé el valor més elevado, que mostro
diferencias estadisticamente significativas con su control micorrizado (C-Gc).

Esta evaluacion se realizo a los 21 ddg, momento en el cual en todos los tratamientos se
alcanzé un desarrollo foliar adecuado, obteniéndose plantas de buen porte.

Con relacion a la masa fresca radical (figura 16B) se observd que los tratamientos

mostraron diferencias significativas entre si. EI mayor nivel se obtuvo en la combinacion de
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G. clarum con la sistemina (Gc/S) que coincidié con el nivel mas elevado de la masa fresca
foliar, lo cual sugiere que la misma es favorable para la obtencion de plantas vigorosas.
Este tratamiento mostr6 similitud estadistica con el control micorrizado con

G. fasciculatum (C-Gf), pero difirié del resto.
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Figura 16: Desarrollo vegetativo obtenido por las plantas controles (sin aplicacion de los
patdgenos) a los 21 dias de germinadas, tomate var. Amalia. Masa fresca aérea (A) y masa fresca
radical (B).

C (control inoculado), S (sistemina), C-Gc (control micorrizado con Glomus clarum), Gc/S
(Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (control micorrizado con Glomus fasciculatum) y Gf/S
(Glomus fasciculatum mas sistemina).

Medias con letras comunes no difieren significativamente segn el Procedimiento de Tukey (HSD)
(p<0.05). Las barras verticales indican la desviacion estandar.

En todas las variantes se observd un abundante desarrollo radical que ocupd todo el
sustrato.

El uso de los HMA en la agricultura ha sido avalado por numerosos resultados que
demuestran su importancia en cultivos y condiciones diversas (Rivera, 2003; Artursson,
2006), tanto a nivel de parcela experimental como en condiciones de produccion (Terry 2001;
Fernandez y col., 2002; Pulido y col., 2003 a y b; Hernandez y Chailloux, 2004). A pesar
de ello, en nuestro pais no se ha abordado el papel de estos hongos en la proteccion contra
patdgenos, circunscribiéndose las investigaciones a su influencia como biofertilizante sobre el
rendimiento, de ahi la importancia de realizar este experimento adicionando ademas un elicitor
como la sistemina.

El analisis global de los indicadores evaluados permitié concluir que todos los tratamientos

promovieron un buen desarrollo vegetativo, ya que en los mismos se alcanzd valores de
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masa fresca similares o superiores a las observadas en las plantas control. Sobresalié la
interaccion Gc/S, en la cual se alcanz6 3.81 g de masa fresca total, por lo que las plantas se
encontraban aptas para el enfrentamiento a los patégenos en estudio.

4.3.1.2. Cuantificacion de la colonizacién micorrizica de las plantas a los 21 dias
después de la germinacion

La evaluacion de los indicadores del proceso de micorrizacion a los 21 ddg se muestra en
la tabla 6. Se observo que la combinacion de G. clarum con la sistemina (Gc/S) produjo la
disminucién del porcentaje de colonizacion con relaciébn a su control micorrizado
(C-Gc), sin embargo, ambos mostraron niveles similares de intensidad de la micorrizacion
(%DV), respuesta que tambien fue observada en los tratamientos micorrizados con
G. fasciculatum. Con relacion a la densidad visual, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre las variantes micorrizadas.

Tabla 6: Indicadores micorrizicos evaluados como porcentaje de colonizacién y de Densidad Visual
(% DV) en plantas de tomate, var. Amalia, tratadas con HMA y sistemina a los 21 dias de
germinadas.

Tratamientos % Colonizacién % DV

Control micorrizado con G. clarum 41,3 a 1,03 a

G. clarum + sistemina 39.2 b 1,02 a

Control micorrizado con G. fasciculatum 40,66 ab 0,96 a

G. fasciculatum + sistemina 37,66 C 0,97 a
ESx 1.97* 0.05*

Medias con letras comunes no difieren significativamente segin el Procedimiento de Tukey (HSD)
(p<0.05).

Los porcentajes de colonizacion fueron elevados en correspondencia con la edad de las
plantas. Estos valores tuvieron similitud con los informados por Terry (2001), quien
encontré un 39% de colonizacion en plantas de tomate inoculadas con G. fasciculatum, y
superiores a los informados por Rodriguez y col. (2001).

El hecho de obtenerse plantas con elevados niveles de porcentaje de colonizacion y

densidad visual nos permitio asegurar, que los resultados que se observaron en las
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evaluaciones realizadas posteriormente a la inoculacion con los patégenos fueron debido a
una micorrizacion eficiente y por lo tanto al efecto de los HMA sobre los mismos.

4.3.2. Evaluacién posterior a la inoculacién de los patégenos

4.3.2.1. Evaluacién de los sintomas de la enfermedad causada por Alternaria solani

En la figura 17 se muestran los resultados de la severidad de la enfermedad producida por
A. solani en las plantas de tomate, en todos los afios de estudio. Se observé que en los tres
afios que se repitid el estudio los tratamientos mostraron tendencias similares, los que
tuvieron similitudes estadisticas entre si. En todas las variantes se produjo la afectacion por
este hongo, aunque en diferente grado, siendo mas severa en las plantas del control

inoculado y en el control micorrizado con G. clarum.
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Figura 17: Grados de Necrosis foliar producida por A. solani en plantas de tomate, var. Amalia, a
los tres dias post-inoculacién del patdgeno (24 dias de germinadas), durante los tres afios de
evaluacion.

C (control inoculado), S (sistemina), C-Gc (control micorrizado con Glomus clarum), Gc/S
(Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (control micorrizado con Glomus fasciculatum) y Gf/S
(Glomus fasciculatum mas sistemina).

Medias con letras comunes no difieren significativamente segln la prueba no paramétrica de
comparacion multiple de Kruskal Wallis y la comparacion de las medias mediante el método
multivariado de Mann-Whitney con la correccion de Bonferroni (p<0.05).

La aplicacion de la sistemina de forma independiente redujo significativamente la
severidad del tizén temprano en dos grados, con relacion al control, con el cual mostro

diferencias estadisticamente significativas, al igual que con el control micorrizado con
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G. clarum (C-Gc). Esta respuesta puede deberse al caracter necrotréfico de A. solani, ya
que se conoce que los patdgenos con este comportamiento activan respuestas defensivas
dependientes de AJ (Trusov Yy col., 2006), hormona principal de la cascada de transduccion
de sefiales inducida por la sistemina (Ryan, 2000).

Trusov y col., (2006) en un estudio con mutantes de Arabidopsis thaliana y los patégenos
necrotroficos Alternaria brassicicola y Fusarium oxysporum, concluyeron que la
sefializacion mediada por AJ es un componente importante en la resistencia de la planta
contra este grupo de patdgenos. Mientras que Glazebrook, (2005) demostré que la
diseminacion de los patdgenos necrotréficos Alternaria brassicicola y Botrytis cinerea en
Arabidopsis thaliana fue restringida por la induccion de respuestas de defensa dependientes
de AJ y etileno.

Se observo un efecto interesante al aplicar de forma conjunta la especie G. clarum y la
sistemina (Gc/S), en la cual se produjo una reduccion considerable de la severidad del
Tizén temprano si se compara con el control micorrizado con este HMA (C-Gc) (dos
grado). En este tratamiento (Gc/S) se alcanzd una niveles similares a los obtenidos por la
aplicacion de la sistemina (1.66 en la combinacion y 1.33 grados con el elicitor), aunque
también compartio similitudes estadisticas con el control micorrizado con G. fasciculatum
(C-Gf) y con su combinacion con el elicitor (Gf/S), los cuales mostraron mayor grado de
afectacion.

Fritz y col., (2006) estudiaron el efecto de las micorrizas sobre le tizon temprano en tomate
y encontraron que Alternaria indujo clorosis y necrosis en todas las hojas, tanto en las
plantas micorrizadas como en las no micorrizadas, aunque en las colonizadas con el HMA
fue significativamente menor, a pesar de que no obtuvo mejoria del crecimiento de la planta
ni de la toma de fosfatos.

Diversos autores indican que las plantas micorrizadas expresan incrementos en el nivel de
resistencia al ataque por patdgenos, siendo una de las respuestas que se inducen, las
modificaciones de la pared de la célula vegetal, para limitar la penetracion del agente
invasor (Cordier y col., 1998; Blee y Anderson, 2000). Al producirse el reconocimiento del

patdgeno por la planta, se activa a nivel celular una serie de procesos rapidos con el fin de
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limitar la penetracion por el organismo invasor o de bloquearle el acceso a las fuentes de
nutrientes (Staskawicz y col., 1995; Glazebrook, 2005).

Al parecer en las plantas de resistencia intermedia, como es el caso de la variedad Amalia,
este mecanismo de resistencia para impedir la afectacion por este hongo patdégeno no es lo
suficientemente rdpido y/o intenso. Esto se evidencié en las plantas control enfrentadas al
patdgeno, en las que se alcanzd un nivel tres (aproximadamente un 25 % de necrosis foliar),
correspondiente a resistencia intermedia.

Con relacion a la respuesta de esta variedad ante la afectacién por A. solani, se han
obtenido resultados diferentes, Alvarez y col, (1997) informan una conducta
medianamente tolerante, mientras que Pérez (2003) encontrd una respuesta de resistencia
ante la cepa 100 del patégeno.

Con el empleo de la sistemina de forma independiente se logro que esta variedad mostrara
una elevada resistencia al Tizon temprano (grado 1), mientras que en sus combinaciones
con los HMA solo se alcanzé una condicion de resistencia (grado 2). Estas respuestas
deben ser el resultado de la modulacion de la expresion de diferentes mecanismos de

defensa relacionados con la proteccion ante este patdgeno.

4.3.2.2. Evaluacion de los sintomas de la enfermedad causada por Phytophthora
nicotianae

El dafio producido por la inoculacion con la especie P. nicotianae fue evaluado mediante la
determinacion de diferentes parametros que caracterizan la enfermedad causada por este
patogeno. Con relacion al porcentaje de marchitez se observo una respuesta similar en los
tres afios evaluados (figura 18). En ellos no se encontr6 un efecto positivo de los
tratamientos sobre la reduccion de la severidad de la enfermedad, a excepcion de la
combinacion de G. fasciculatum con la sistemina (Gf/S). En este tratamiento se logro la
disminucién del dafio en 1.6 grados (20 %) el que mostro diferencias significativas con

relacion al control inoculado y al control micorrizado con G. fasciculatum (C-Gf).
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Figura 18: Grados de marchitez producido por P. nicotianae en plantas de tomate, var. Amalia, a
los tres dias post-inoculacién del patdégeno (24 dias de germinadas), durante los tres afios de
evaluacion.

C (control inoculado), S (sistemina), C-Gc (control micorrizado con Glomus clarum), Gc/S
(Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (control micorrizado con Glomus fasciculatum) y Gf/S
(Glomus fasciculatum mas sistemina).

Medias con letras comunes no difieren significativamente segun la prueba no paramétrica de
comparacion multiple de Kruskal Wallis y la comparacion de las medias mediante el método
multivariado de Mann-Whitney con la correccion de Bonferroni (p<0.05).

Las variantes correspondientes al combinacion de G. clarum con el elicitor y el control
micorrizado con G. fasciculatum, compartieron similitud estadistica con el control
inoculado. Mientras que el control micorrizado con G. clarum mostré una conducta
intermedia en los dos primeros afios de evaluacion, entre el control inoculado y la variante
donde se aplico la sistemina de forma independiente. En este tratamiento (S) se incremento
significativamente la severidad de la afectacion por este patdgeno en dos grados, con
relacion al control absoluto (68.17%).

Se conoce que la resistencia a Phytophthora, en papa y tabaco, es dependiente de la
activacion de una HR intensa y rapida, para bloguear el progreso del patégeno al interior de
la planta (Jones y Dangl, 2006). En este proceso ocurre la acumulacién de especies activas
de oxigeno regulada, entre otros, por el acido salicilico (AS) (Stennis y col., 1998),
produciéndose la activacion de la muerte celular hipersensitiva, la cual tiene un efecto
protector contra patdgenos biotroficos (Govrin y Levine, 2000). Sin embargo, la sistemina
produce la induccion de genes defensivos dependientes de la sintesis de novo de AJ (Ryan,

2000) la cual se ha observado posee un caracter antagonico con el AS (Pozo y col., 2005).
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Por esta razon la aplicacion exdgena de la sistemina podria haber modificado, alterado o
inhibido la generacién de la HR dependiente de AS y por lo tanto, aumentado la
susceptibilidad a la infeccion por Phytophthora, cuando se aplicd este elicitor de forma
independiente.

Al analizarse la pudricion en las raices (tabla 7), no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos, donde los porcentajes de dafio
observados fueron bajos.

Tabla 7: Porcentaje de pudricion radical en las plantas de tomate var. Amalia, que se
enfrentaron a P. nicotianae a los tres dias post-inoculacién del patégeno (24 dias de
germinadas).

Tratamientos Pudricion

(%)
Control inoculado con P. nicotianae 3,17
Sistemina 2,77
Control micorrizado con G. clarum 2,83
G. clarum + sistemina 2,89
Control micorrizado con G. fasciculatum 4,22
G. fasciculatum + sistemina 3,83

ES x 0,71 n.s.

Medias con letras comunes no difieren significativamente segin el Procedimiento de Tukey
(HSD) (p=<0.05).

El uso de las MA en la proteccion de las plantas contra patdgenos ha sido bien
documentado en la literatura, la que se ha centrado, fundamentalmente en las enfermedades
causadas por hongos (Dugassa y col., 1996; St-Arnaud y col., 1997; Judelson, 1997;
Harrier y col., 2004; Fritz y col., 2006) y su relacién con varios mecanismos de defensa que
se activan en esta simbiosis. (Pozo y col., 1999, 2002; Cordier y col., 1998; Zheng vy col.,
2005; Yamamizo y col., 2006)

Todo parece indicar que las vias de sefalizacion que participan en la activacion de las
respuestas defensivas ante cada uno de los patdgenos estudiados son diferentes; sin que

hasta el momento haya sido posible determinar cual es el mecanismo que explica porque en
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la combinacién con la sistemina la especie G. fasciculatum resulté ser mas efectiva contra
P. nicotianae, mientras que contra A. solani se destacd G. clarum.

Los estudios previos generalmente se han referido al empleo de una sola especie de hongo
micorrizégeno, diferentes a las del presente experimento, fundamentalmente
G. intrarradices (Cordier y col., Dugassa y col., 1996; 1998; Pozo, 1999, 2002; Zheng y
col., 2005; Yamamizo y col., 2006).

Se conoce que algunas respuestas de defensa son controladas por etileno y/o jasmonato, las
que muestran un considerable sobrelapamiento con otras como con las que son inducidas
por dafio mecénico. Las vias dependientes de AS, AJ y etileno poseen una gran interaccion,
donde el AS y el AJ son inhibitorios mutualistas de la expresion de muchos genes
(Glazebrook, 2005).

A pesar de ello, es posible que la potenciacion de la respuesta defensiva contra
P. nicotianae observada en la combinacion de G. fasciculatum con la sistemina (Gf/S) se
deba a que en ella se haya favorecido la activacion de las respuestas oxidativas necesarias
para una accion eficiente contra este patdgeno.

4.3.2.3. Cuantificacion de las actividades enzimaticas evaluadas en las plantas
inoculadas con los patdgenos en las raices y en las hojas

4.3.2.3.1. Determinacion de la actividad de B-1,3-glucanasas y quitinasas

En todas las actividades enzimaticas estudiadas el analisis de varianza bifactorial, mostrd
interacciones entre los tratamientos.

En la figura 19A se presenta respuesta de las plantas a los tratamientos en cuanto a la
induccidn de las -1,3-glucanasas en las raices de las plantas inoculadas con A. solani y su
comparacion con las no enfrentadas (plantas sanas).

Al analizar la actividad de esta enzima en las plantas sanas, se observé que los mayores
niveles se alcanzaron en el tratamiento donde se aplico la sistemina de forma
independiente, seguidos por los controles micorrizados con  G. clarum y con
G. fasciculatum (C-Gc y C-Gf), con los cuales mostré diferencias estadisticas.

En las plantas infectadas con A. solani se observd que los niveles de induccién fueron
ligeramente superiores a los obtenidos en las testigo, donde se destacaron los tratamientos

donde se aplicé la sistemina y el controles micorrizados con G. fasciculatum, con 12.11 y



Resultados y Discusion 79

9.54 pKat.mg™ proteina, respectivamente. Estos tratamientos produjeron un 76.28 y
60.31% de incremento, respectivamente, con relacién a sus homélogos del grupo de las
plantas sanas. En la combinacion de G. fasciculatum con la sistemina (Gf/S) se produjo la
disminucion de la actividad, con relacion a su respectivo controles micorrizados (C-Gf.).
Con relacion a esta enzima en raiz se obtuvo un resultado interesante en el tratamiento
donde se aplicé la sistemina de forma independiente, ya que fue éste en el que se alcanzé
los niveles mas bajos de la severidad de la enfermedad, sin embargo, no se observé igual
respuesta en la variante de la combinacién de G. clarum con la sistemina, en la cual se
produjo también una reduccién de la necrosis foliar.

La actividad especifica de B-1,3-glucanasa obtenida en las plantas que se enfrentaron a
P. nicotianae se muestra en la figura 19B, en la cual se observé que no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos, en los que se obtuvo niveles similares a los
alcanzados en los controles de las plantas sanas.

En la figura 20 se exponen los resultados de la induccion de esta enzima en hojas, en la que
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, en los
respectivos grupos. El andlisis de las plantas sanas (figura 20A) revelé que tanto la
aplicacion de la sistemina como la micorrizacion produjeron la disminucién de esta
actividad, con relacion al control, a excepcion de la combinacion de G. fasciculatum con la
sistemina (Gf/S), la cual mostro similitudes estadisticas con el mismo.

Cuando se realizo el enfrentamiento de las plantas a A. solani, se observo que la actividad
de B-1,3-glucanasa en hoja mostré una tendencia diferente a la obtenida en las plantas
sanas, con niveles inferiores a este. En este grupo los tratamientos en estudio alcanzaron
niveles de actividad enzimatica similares o inferiores al control inoculado con el patdgeno,
a excepcién de la combinacion de G. clarum con la sistemina (Gc/S), en la cual se obtuvo
valores superiores, con diferencia estadisticas entre si.

Estos resultados reafirman los obtenidos por diferentes autores como Lawrence y col. (1999)
y Solérzano (2002) quienes plantean que estas enzimas poseen diferentes funciones, pero en la
interaccion con A. solani no parecen tener una clara relacién con los mecanismos defensivos.
En la figura 20B se muestra el efecto de la aplicacion de P. nicotianae y su comparacion

con las plantas sanas. Se observo que tanto los HMA como el elicitor produjeron la
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disminucidn de la actividad, con relacion al control inoculado con el patdgeno, a excepcion
de la combinacién de G. fasciculatum con la sistemina (Gf/S) la cual mostré similitud
estadistica con el mismo. Esta fue la variante donde se alcanz6 el nivel més bajo de
severidad de la enfermedad causada por P. nicotianae.

Contrario a estos resultados Yi, y Hwang, (1997) cuantificaron la actividad de esta enzima
y encontraron que los hipocotilos de soja infectados con una raza incompatible de
Phytophthora soja mostraban niveles més elevados que los sanos.

De forma general, en el presente estudio se encontrd que los HMA indujeron respuestas
diferentes, en la cual influyo tanto el 6rgano donde se cuantificd, como el patégeno. De esta
forma, se observd que cuando las plantas se enfrentaron a A. solani en la aplicacion conjunta
de G. clarum con la sistemina (Gc/S) fue donde se alcanz6 los mas elevados niveles de
actividad en hoja, sin embargo, esta combinacion no tuvo una influencia positiva sobre la
reduccion de la severidad de los sintomas causados por este patogeno.

Los resultados de la determinacion de la actividad quitinasa en las raices de las plantas
sanas y de las que fueron enfrentadas a A. solani se muestran en la figura 21A. En este
grupo no se obtuvieron diferencias entre los tratamientos con relacion al control absoluto, a
excepcion de la sistemina, la cual en las plantas testigo mostré un incremento de actividad
(482.78 pKat.mg™ proteina). A pesar de ello en este grupo fue donde se obtuvieron los
mayores niveles para esta enzima.

En las plantas enfrentadas a P. nicotianae se pudo observar la misma respuesta obtenida
por el grupo anterior, aunque con niveles de actividad mas bajos que los de las plantas
sanas (figura 21B).

La cuantificacion de la actividad de estas enzimas en las hoja reveldé que se obtuvieron
diferencias significativas entre los tratamientos, en las plantas testigo (figura 22A). En la
variante de la combinacién de G. fasciculatum con la sistemina (Gf/S) se alcanzaron los
valores mas bajos, los que mostraron diferencias estadisticamente significativas con el

controles micorrizados con G. clarum.

La inoculacion de las plantas con A. solani produjo un increment6 generalizado de la
actividad quitinasa con relacion a las plantas sanas, en las que no se observo diferencias

estadisticas entre los tratamientos. Se destaco la combinacion de G. clarum con la sistemina
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(Gc/S) (276.6 ppKat.mg™ proteina) que mostré un 339.77 % de incremento con relacion a
su homoblogo sin enfrentar al patdgeno, seguido por la aplicacion conjunta de
G. fasciculatum y la sistemina (Gf/S) (245.39 pKat.mg™ proteina).

Los resultados de la cuantificacion de esta enzima en las plantas donde se aplico
P. nicotianae se muestran en la figura 22B, en las cuales los tratamientos no mostraron

diferencias estadisticas, con niveles inferiores a los de las plantas enfrentadas a A. solani.

Al realizar un andlisis global de la cuantificacion de las quitinasas en las plantas que fueron
enfrentadas a los diferentes patdgenos, se pudo observar que los tratamientos en estudio
produjeron cambios en su induccién, en las hojas. En el grupo de plantas enfrentadas a A.
solani se obtuvo un incremento en hoja con relacidn a las plantas sin enfrentar, lo cual es un

resultado a esperar pues este es un patogeno foliar.

Debido a su capacidad de hidrolizar quitina, las quitinasas pueden degradar parcialmente la
pared fungica y por ende inhibir el crecimiento de hongos patdgenos (Agrios, 2005) por
esta razon estas enzimas han sido ampliamente estudiadas en diferentes interacciones
planta-patdgeno. Sin embargo, con relacién a los tratamientos en el grupo de plantas
inoculadas con A. solani ninguno produjo incrementos de la actividad, por lo cual, esta
enzima de forma independiente no logra explicar la respuesta que se observo sobre la
reduccion de la severidad del Tizén temprano cuando se aplico la sistemina.

La induccion de quitinasas podria ser uno de los mecanismos por los cuales esta variedad
manifiesta una resistencia intermedia ante A. solani (grado 3), si se tiene en cuenta que se
alcanzaron valores superiores al observado en las testigo. La expresion constitutiva de
genes que codifiquen para esta PR es una de las estrategias propuestas para obtener un nivel
amplio y durable de resistencia a diferentes hongos patdgenos (Solérzano, 2002).

En el grupo de plantas que se enfrentaron a P. nicotianae, la actividad de la quitinasa no se
vio alterada por la influencia del patdgeno, resultados que son consistentes si se tiene en
cuenta que la pared de los Oomycetes contiene muy bajo contenido de quitina (Barnicki-
Garcia, 1968). Contrario a los resultados observados en este experimento, Salzer y col.,
(2000) informaron la expresion de ocho genes diferentes de quitinasa, miembros de cinco

clases de esta enzima, en raices del Medicago truncatula micorrizadas con Glomus



Resultados y Discusion 82

intraradice. En dicho trabajo encontraron que los patégenos Phytophthora megasperma y
Fusarium solani produjeron el incremento de la expresion de quitinasas de las clases I, 11, y
IV, las cuales no se observaron en las plantas micorrizadas.

Al analizar de forma conjunta la cuantificacion de la actividad en ambas proteinas PRs, en
las plantas que no se enfrentaron a los patdgenos, se encontrd una induccién en el tiempo
en las plantas controle, tanto en raiz como en hoja. Este resultado coincidié con el nivel
basal de estas enzimas observado y discutido con anterioridad, lo que corrobora lo
informaron por Collinger y col., (1993).

4.3.2.3.2. Determinacion de la actividad de peroxidasas

En la figura 23A se presenta la cuantificacion de la actividad peroxidasa en las raices, en el
grupo de las plantas sanas, donde se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos. En las variantes micorrizadas con G. fasciculatum fue donde se
observé los niveles mas elevados, los que mostraron diferencias significativas con el resto
de los tratamientos.

Contrario a lo observado, en el grupo de plantas que se enfrentaron a A. solani los mayores
niveles de actividad se alcanzaron con la aplicacion de la sistemina, de forma
independiente, la que mostro diferencias significativas con todos los tratamientos, seguido
por las plantas micorrizadas con G. fasciculatum. Es importante sefialar que el nivel mas
bajo de severidad del Tizon temprano se alcanzo en la variante donde se aplico el elicitor de
forma independiente, por lo que los resultados en estas variante resulta interesante, mas si
se tiene en cuenta que este es un patdégeno con incidencia foliar.

En las plantas inoculadas con P. nicotianae se obtuvieron valores de actividad superiores a
los obtenidas en las plantas sanas (figura 23B). En este caso, tanto la sistemina como su
combinacion con G. clarum (Gc/S) mostraron niveles mas bajos que los alcanzados por el
control absoluto, con diferencias estadisticamente significativas.

La cuantificacion de la actividad enzimatica de las enzimas peroxidasas en hojas se muestra
en la figura 24. En las plantas sanas (figura 24A) se destacan las variantes micorrizadas en
las que se obtuvo los mayores valores con similitud estadistica entre ellas, a excepcion de la

combinacion de G. fasciculatum con la sistemina, la cual mostré los valores mas bajos.
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En las plantas que se enfrentaron a A. solani se destacO el tratamiento del control de
G. clarum (C-Gc), seguido por el grupo de plantas donde se aplicd la sistemina de forma
independiente y su combinacion de G. fasciculatum (Gf/S). Estos Gltimos produjeron
porcentajes de incremento de 107.9% y 98.65%, respectivamente, con relacion al control
inoculado y enfrentado al patégeno.

Este resultado es interesante, pues en la variante donde se aplico el elicitor de forma
independiente fue en la que se produjo la reduccion de la afectacion por este patdgeno en
dos grados, por lo que es posible que la peroxidasa participe en la obtencién de la
proteccion contra esta enfermedad, inducida por la sistemina, sin embargo, no puede
explicar la respuesta observada en la combinacion de G. clarum con la sistemina (Gc/S).

En el grupo de plantas inoculadas con P. nicotianae (figura 24B) se observo que las
variantes en estudio produjeron una depresion de la actividad con relacion al control
inoculado. Sin embargo, en este grupo se cuantificaron mayores niveles que los observados
en el testigo, con porcentajes de incremento de 316.13% (control inoculado) y 148.31%
(GclS), con relacion a sus homdlogos en las plantas sanas. El resto de las variantes
mostraron entre 41.98% y 125.17%.

La cuantificacion de la actividad de esta enzima en hojas demostré una vez mas que los
tratamientos fueron capaces de activar los mecanismos de respuesta sistémica, ya que los
inductores fueron aplicados en las raices, lo cual puede resultar importante en la proteccién
ante A. solani, por ser este 6rgano su blanco de ataque.

Ante la presencia de un patogeno se inducen una serie de respuestas rapidas que incluyen la
liberacion de proteinas estructurales insolubles provenientes de la pared celular, proceso
que es catalizado por la enzima peroxidasa, en la presencia de H,O,, la cual es regulada a
nivel transcripcional y post-transcripcional (Lambais, 2000).

Asociada a esta interaccion se ha observado la ocurrencia de un proceso que conlleva a la
activacion de las vias oxidativas con la formacion de especies activas de oxigeno (AQOS),
como el peroxido de hidrégeno (Davies y col., 2006, Demidchik y col, 2003, Mori y
Schroeder, 2004). Jones y Dangl, (2006) han planteado la participacién de la HR en la
resistencia ante este patdgeno, vinculada con la activacion de la enzima peroxidasa y la

produccidn de especies activas de oxigeno (Davies y col., 2006).



Resultados y Discusion 84

Estas enzimas catalizan, ademas, la polimerizacion oxidativa de los fenilpropanoides al
producir la liberacion de lignina, la que se encuentra involucrada en el entrecruzamiento de
las proteinas de la pared celular, durante la penetracion flungica (Lambais, 2000). Ante el
ataque por patdgenos, estas modificaciones producen el reforzamiento de las paredes
celulares y de esta forma las hacen resistentes a la accion de las enzimas hidroliticas de
origen microbiano (Brisson y col., 1995).

Las plantas infectadas por microorganismos logran limitar su diseminacion en el tejido
vegetal mediante este mecanismo, restringiéndolo a la célula hospedante, en la cual se
induce la muerte celular hipersensible (Penninckx, 1998). Este fendmeno no se produce
durante la micorrizacion, pues el establecimiento del HMA en las raices no se ve afectado,
lo cual corrobora su condicion de simbionte.

Un resultado contradictorio fue el observado en la cuantificacion de la actividad de esta
enzima en las plantas retadas con A. solani, en las cuales no existié una correspondencia
entre estos resultados y los obtenidos en la evaluacion de la severidad del tizon temprano.
La aplicacion de la sistemina de forma independiente produjo la reduccion de la necrosis
foliar en dos grados, sin embargo se obtuvieron niveles intermedios de actividad
peroxidasa.

Se plantea que la enfermedad causada por microorganismos potencialmente parasiticos
ocurre cuando ellos son capaces de evadir la defensa constitutiva y eluden la activacion de
la respuesta inducida en el tejido infectado o inhiben la induccion de estas repuestas
mediante la secrecion de toxinas metabolicas u otros factores necrotizantes (Jackson y
Taylor, 1996; Knogge, 1996). Las especies de Alternaria son capaces de producir
diferentes toxinas mediante las cuales pueden eludir los mecanismos de defensa y causar
la enfermedad (Scott, 2001; Thomma, 2003).

La induccion de esta enzima tuvo como objetivo no solo circunscribir al patégeno al sitio
de infeccion, como se observo en las plantas enfrentadas a P. nicotianae (grado tres de
marchitez), sino también de preparar a la planta para evitar la infeccion por patégenos en
zonas alejadas al sitio de induccion, como fue el caso de A. solani. En este Gltimo se

produjo el incremento de la actividad en hoja con la aplicacion de la sistemina, la variante
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donde se obtuvo reduccién de los sintomas de las enfermedades producidos por estas
plagas.

En el presente estudio se produjo un incremento en la actividad de esta enzima en las
plantas que fueron enfrentadas a P. nicotianae en raiz, lo cual es consistente con el hecho
de que este es un patdgeno radical, aunque no se observé una correspondencia entre la
actividad y la reduccion del tizon tardio.

Santos y col (2001) estudiaron los patrones de peroxidasa y no encontraron isoformas
diferenciales de la micorrizacion. De forma general, se ha observado que el patron de
expresion de las peroxidasas en varios cultivos durante el desarrollo de las MA es muy
similar al observado para las quitinasas, con una induccion transciente, seguida por la
supresion de la actividad (Dumas-Gaudot, 1998, citado por Dumas-Gaudot y col., 2000;
Lambais, 2000).

En nuestro caso, a pesar de alcanzarse porcentajes de colonizacion inferiores, se observo
una respuesta sistémica con relacion a la incidencia de A. solani, que se manifesto en la
induccion de peroxidasa foliar. Se comprobd ademas que la enzima B-1,3-glucanasa no
participa en los mecanismos de defensa contra este patdgeno, tal y como ha sido informado
por otros autores.

De forma general, se observo la ocurrencia de una respuesta diferencial ante cada patdgeno,
con relacion a los sistemas enzimaticos estudiados, lo cual esta dado por poseer diferentes
modos de infeccién y produccion de la enfermedad. Los patdgenos inducen diferentes
cascadas de transduccion de sefiales con la participacion de hormonas diferentes, A. solani
con AJ y etileno y P. nicotianae con AS.

En este experimento se observd un efecto sinérgico entre el elicitor y los HMA,
manifestado sobre la severidad de la enfermedad, al producir la reduccion de la misma. La
interaccién con G. clarum resultd ser mejor con relacion a A. solani mientras que ante
P. nicotianae lo fue G. fasciculatum. Este HMA tuvo, de forma general, un buen
comportamiento sobre la reduccién de las enfermedades causadas por ambos patdgenos.

El empleo de la sistemina de forma independiente produjo una reduccion importante (dos

grados) de la severidad del Tizon temprano.
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Se encontr6 que en ninguno de los tres sistemas enzimaticos existio correspondencia entre
los incrementos de actividad enzimatica y el resultado de la severidad de las enfermedades,

por lo que no pueden ser empleados para caracterizar estas interacciones.
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5. DISCUSION GENERAL

En la agricultura moderna existe la tendencia creciente del uso de los bioproductos con
fines diversos. Las micorrizas arbusculares han sido ampliamente utilizadas en la
basqueda de tecnologias orgéanicas, ya que permiten la sustitucién de fertilizantes
quimicos sin producir afectacion de los niveles de productividad.

En las Gltimas décadas investigadores y productores de diversos paises han trabajado en
el manejo de plagas de importancia econdmica por los dafios que estos causan en los
cultivos. Dentro del mismo se presta atencion al uso de controles bioldgicos y de
bioproductos que permiten mejorar las respuestas ante estrés biéticos y abidticos.

Las micorrizas aunque no actlan directamente sobre las plagas, son de gran utilidad,
debido al impacto ecologico positivo que produce su aplicacion (Rivera, 2003). Estos
hongos, crean un nicho en las raices de las plantas que favorece el desarrollo de grupos
microbianos diversos, que colaboran en el desarrollo del ecosistema, a este nivel. Por otra
parte, sensibilizan a la planta mediante la activacion de diferentes respuestas de defensa,
las que pueden ser potenciadas por elicitores diversos, como por ejemplo la sistemina,
como se logroé demostrar en el presente trabajo.

Por primera vez a nivel mundial se estudio la accion conjunta de los HMA y la sistemina
en plantas de tomate, no existiendo antagonismo entre ellos. Se obtuvo un buen
desarrollo vegetativo y los tratamientos permitieron y promovieron la colonizacion
micorrizica, tanto en estadios tempranos (dos a ocho dias de germinadas las plantas),
como en las fases mas avanzadas (24 dias). Se alcanzaron niveles de micorrizacion
elevados si se comparan con los informados por diferentes autores (Rodriguez y col.,
2004), los que fueron incrementados con la aplicacion de la sistemina.

El estudio de tres sistemas enzimaticos relacionados con los mecanismos de defensa en
las plantas demostro que ellos fueron inducidos de forma local, en raiz, los que mostraron
una respuesta diferencial con relacion al proceso de establecimiento de la simbiosis MA.
De forma general, las enzimas [-1,3-glucanasas y quitinasas mostraron los mayores
niveles de actividad en etapas tempranas en raiz, mientras que las peroxidasas lo fueron

en estadios tardios.
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En los tratamientos control se detectaron niveles basales de las enzimas PR-2 y PR-3,
desde la primera hora de evaluacion hasta los 24 dias, lo cual corrobora lo descrito por
otros autores en relacién con su vinculo a otros procesos metabdlicos, como la
diferenciacion celular (Vazquez-Garciduefas y col., 1998; Bisseling, 1999).

La aplicacion de la sistemina en las raices promueve dos tipos de respuestas relacionadas
con las actividades de las enzimas -1,3-glucanasas y quitinasas, una transitoria temprana
en raiz que coincide con la expresion de una isoforma adicional de B-1,3-glucanasa,
ligeramente acida (pl 6.2) y otra tardia, a los 24 dias posteriores a su aplicacion. Estos
resultados corroboran el caracter sistémico de las respuestas inducidas por este elicitor
informada por Schilmiller y Howe (2005).

En el presente trabajo se observa un efecto sinérgico interesante entre G. clarum vy la
sistemina, que se manifestd sobre la actividad de las proteinas PRs en raiz. Este efecto se
observé durante los primeros dias de haber germinado las plantas, tanto en los niveles de
actividad, como en los patrones isoenzimaticos Con relacion a la enzima p3-1,3-glucanasa
se indujo una isoforma acida (pl 4.0) a los seis dias y en las peroxidasas como una
isoenzima adicional a los 12 dias, con diferencias, ademas en los niveles de intensidad.
Al parecer este sinergismo esta influenciado por las respuestas que son inducidas por el
péptido y alguno de los componentes que participan en los eventos de reconocimiento,
durante las primeras fases del establecimiento de la simbiosis MA.

Como se conoce, la sistemina, luego de su reconocimiento por el receptor, produce la
activacion de una cascada de sefiales que conllevan a la sintesis de AJ (Scheer y Ryan,
1999, citado por Scheer y Ryan, 2002), el cual tiene una estrecha relacidn con el etileno,
al producir su modulacion. Estudios de los genes PRs demuestran que mdltiples vias de
sefiales cooperan para dar una respuesta de defensa, en las cuales participan las hormonas
AS, Al y etileno. Ellas responden con la activacion de sefiales de alarma especificas
después del ataque del patdgeno, que varian en intensidad y composicidn, resultando en
la activacion diferencial de genes relacionados con la defensa (Rojo y col., 2003). Se ha
informado que las vias de sefalizacién donde participan el AS y el AJ podrian ser

comunes, lo cual permitiria su modulacion (Garcia-Brugger y col., 2006).
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En el presente trabajo de tesis se encontrd que en las plantas inoculadas con G. clarum se
produjo un incremento transciente de la actividad peroxidasa a los 12 dias, la que estuvo
muy relacionada con el aumento de los indicadores de la colonizacion micorrizica. Se ha
informado que en las plantas micorrizadas se produce la acumulacion de AS, el que se
encuentra relacionado con actividad de esta enzima en los primeros estadios de la
formacion de la simbiosis (Blilou y col.,, 2000). Estos resultados evidencian la
importancia de esta hormona y de las especies activas de oxigeno como segundos
mensajeros en la asociacion MA, como ha sido informado por Garcia-Garrido y Ocampo
(2002).

De forma similar a lo que ocurre con la acumulacién de B-1,3-glucanasa y quitinasa, se ha
observado la presencia de peroxido en las células que contiene arbdsculos, lo que sugiere
que el control de la diseminacion del hongo micorrizégeno intracelularmente esta
asociado con la explosion oxidativa. Este fendmeno localizado puede también explicar la
induccion de la acumulacion de transcriptos relacionados con la defensa en estas celulas
0 en su vecindad inmediata (Lambais y col., 2003).

Esta diferencia en la expresion de peroxidasa inducida por la aplicacion combinada del
hongo micorrizico arbuscular vy el elicitor no habia sido informada con anterioridad para
el cultivo del tomate. Rodriguez y col. (2003) estudiaron el patron de expresion de seis
HMA y encontraron que plantas micorrizadas con G. clarum y G. fasciculatum
mostraron la presencia de una sola isoforma, que se manifesté a los dos y tres meses
posteriores a la inoculacion de los mismos.

El papel del JA durante la micorrizacién no ha sido esclarecido aun, aunque se informa
que su aplicacién en hojas promueve la colonizacion por los HMA y el desarrollo de los
arbasculos, mientras que el etileno a bajas concentraciones es capaz de estimular la
germinacion de las esporas y el crecimiento hifal de HMA (Ludwig-Mauller, 2000). Estos
resultados explican porque la aplicacién de la sistemina promovio el desarrollo de las
estructuras fangicas, a partir de los 12 dias. El etileno es una hormona poco estudiada en
la simbiosis micorrizica arbuscular, sin embargo se conoce que participa en la induccién

de B-1,3-glucanasas y quitinasas en plantas durante la infeccion con patégenos.
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Al realizarse el enfrentamiento con los patdgenos A. solani y P. nicotianae se observa
que los HMA aplicados de forma independiente no tuvieron influencia sobre la severidad
de las enfermedades causadas por estos patdgenos. Sin embargo cuando se combinaron
con la sistemina se obtiene un efecto diferencial dado por la especie de hongo
micorrizogeno. La accion conjunta de G. clarum con el elicitor produjo la reduccion de la
necrosis producida por A. solani en un grado, mientras que ante P. nicotianae el mejor
resultado se obtuvo en la combinacion con G. fasciculatum.

Estos resultados sugieren, que los mecanismos responsables de la resistencia inducida por
estos HMA antes estos patdgenos son diferentes, los cuales con los trabajos informados por
otros autores no logran ser explicados.

Son pocos los trabajos que relacionan la influencia de diferentes especies de HMA sobre
la induccion de proteinas de defensa y su efecto bioprotector contra patdgenos (Pozo y
col, 2002). Rodriguez y col., (2004) encontraron una respuesta diferencial en las plantulas
de tomate con relacion a la induccion de PR-2 y PR-3, que estuvo en funcion de la
especie de HMA, donde se destaco G. fasciculatum como la més efectiva.

Pozo y col. (2002) estudiaron la influencia de dos hongos micorrizogenos sobre la
induccion de respuestas de defensa en tomate (L. esculentum) inoculado con
Phytophthora nicotianae y encontraron que G. mosseae fue mas efectiva en la reduccion
de los sintomas producidos por la infeccion con este patdgeno que G. intrarradices, lo
que se evidencid en la induccidén de mecanismos locales y sistémicos que podrian ser los
responsables del efecto bioprotector.

Rodriguez y col., (2004) encontraron, ademas, en las plantulas de tomate una respuesta
diferencial en funcion de la especie de HMA con relacion a la induccién de
B-1,3-glucanasa y quitinasa, donde se destaco G. fasciculatum como la méas efectiva. De
forma similar Gao y col., (2004) encontraron diferencias en la expresion de los genes que
codifican para estas enzimas al estudiar seis hongos micorrizicos pertenecientes a Glomus
y Acaulospora.

Existen diferentes evidencias descritas en la literatura que podrian explicar el sinergismo
observado entre la sistemina y los HMA, con relacion a la obtencion de respuestas de

defensa de las plantas, en particular la accion coordinada del AJ y el etileno y el AS,
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aunque es posible que ademas, participen otros componentes involucrados en las vias de
sefializacion a partir del reconocimiento de las micorrizas y la sistemina en la planta.
Tanto el AJ como el AS participan en la respuesta hipersensitiva que se produce contra
los patdgenos, con la consecuente expresion de proteinas PRs (Pefia-Cortés y col., 2005).

Los estudios genéticos en Arabidopsis han hecho posible la identificacién de numerosos
genes involucrados en las vias del AJ, el etileno y el AS, las cuales posiblemente estén
interconectadas entre ellas (Lorrain y col, 2003). Se ha informado que las respuestas de
defensa dependiente de AS son mas efectivas contra un amplio espectro de patégenos
(Ricci, 1997, citado por Garcia-Brugger y col., 2006).

La aplicacion de la sistemina de forma independiente indujo una respuesta diferencial
para cada patogeno estudiado, produciendo una disminucion de la severidad de la
enfermedad en las plantas infectadas con A. solani, mientras ante P. nicotianae produjo
un incremento de la susceptibilidad. Se plantea que las respuestas de defensa pueden ser
adaptadas segun el patdgeno en cuestion, las dependientes de AS cuando se trata de un
bidtrofo (P. nicotianae) y las dependientes de AJ y etileno cuando el ataque es producido
por un necrotrofo (A. solani) (Glazebrook, 2005; Garcia-Brugger y col., 2006). Se conoce
que el AJ es un elemento importante de la via de transduccion de sefiales, inducida por el
elicitor lo que puede explicar la respuesta observada ante el Tizon temprano.

Se conoce que la sistemina es transportada a nivel de floema (Schaller, 1999), donde
activa la liberacion de nueva sistemina enddgena a partir de su precursor, la prosistemina
(McGurl y col., 1992), lo cual es posible ocurran también cuando se aplica en las raices.
Este proceso puede ser el responsable de la respuesta sistémica que se ha observado con
relacion a la proteccion contra A. solani.

Los estudios genéticos en Arabidopsis han hecho posible la identificacion de numerosos
genes involucrados en las vias del AJ, el etileno y el AS, las cuales posiblemente estén
interconectadas entre ellas (Lorrain y col, 2003). Las respuestas de defensa pueden
disparase en la resistencia sistémica adquirida duradera la cual es dependiente de AS y es
efectiva contra un amplio espectro de patdégenos (Ricci, 1997, citado por Garcia-Brugger
y col., 2006).
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Se encontrd que en las plantas inoculadas con los patdgenos se produjo un incremento de
la actividad peroxidasa que se relaciond con el 6rgano diana (A. solani, en hoja y
P. nicotianae en raiz). Sin embargo, no se encontrd correspondencia entre los
incrementos de actividad enzimatica y el resultado de la severidad de las enfermedades,
por lo que no pueden ser empleados para caracterizar estas interacciones. No son
abundantes los trabajos que profundizan en el analisis integral de la induccion de
proteinas de defensa y los sintomas causados por patdgenos (Lawrence y col. 1999 y
Solérzano, 2002).

De forma general, los elementos basicos que aporta el presente trabajo sobre el empleo de
estos bioproductos puede resultar de gran utilidad en la agricultura, pues han mostrado
tener una influencia positiva en la induccion de respuestas de defensa local en las plantas
de tomate, con una reduccidn de la severidad de las enfermedades causadas por dos de
los principales patdgenos que afectan a este cultivo.

Los resultados de esta tesis constituyen el primer informe mundial de la interaccion
tomate-micorrizica arbuscular-sistemina, asi como de su influencia sobre proteinas
relacionadas con la patogénesis y la reduccion de las enfermedades producidas por
A. solani y P. nicotianae.

Constituyen los primeros experimentos en que se realizo la aplicacion del elicitor en las
plantas via raiz con un efecto determinado, lo que implica que en este 6rgano debe existir
un receptor, el que podria ser la propia proteina SR 160 identificada en hoja (Scheer y
Ryan, 2002) u otra diferente, aspecto este que debe ser esclarecido en futuras
investigaciones

Los resultados obtenidos en esta tesis se insertan dentro de las investigaciones priorizadas
que se realizan en el pais con vistas a mejorar el potencial de algunos bioproductos que se
emplean en la agricultura. Actualmente las micorrizas han sido ampliamente aplicadas
como biofertilizantes pero pueden también ejercer un efecto protector sobre diferentes
enfermedades que afectan el cultivo del tomate, a partir de su uso combinado con
elicitores como la sistemina, lo cual debe ser evaluado en condiciones de parcela

experimental y de produccidn en futuras investigaciones.
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El uso de elicitores en la préctica agricola ha tomado mucho auge en la ultima década, los
cuales han sido empleados con objetivos diversos. La sistemina constituye uno de los
inductores con grandes posibilidades de ser aplicados en la busqueda de la proteccidn
contra patdgenos. Se aplica a muy bajas concentraciones (Ryan, 2000; Orozco-Cérdenas y
col., 2001), ademas, puede ser aplicado unido a otro producto mediante la metodologia del
recubrimiento de semillas o por fertirriego, lo cual permite ser utilizado a gran escala.

Su empleo de forma conjunta con las micorrizas arbusculares, permitirian obtener un nuevo
producto con grandes potencialidades como biofertilizante y en la proteccion contra
patdgenos diversos.

Este trabajo establece las bases para futuras investigaciones a nivel molecular que permitan
caracterizar mejor el proceso de defensa inducidos por los HMA vy por la sistemina, asi
como estudios a nivel de parcela experimental y de campo, con vistas a determinar su

posible aplicacion en la préactica agricola.
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. CONCLUSIONES

La aplicacion exdgena de sistemina en raices de plantas de tomate de la variedad
“Amalia” potenci6 el proceso de colonizacion del hongo micorrizogeno Glomus clarum
de acuerdo al porcentaje de colonizacion y de densidad visual.

La micorrizacion de plantas de tomate con Glomus clarum, la aplicacion de la sistemina
y su combinacién provocd una respuesta diferencial de proteinas relacionadas con la
patogénesis durante el proceso de establecimiento de la simbiosis. Las actividades
enzimaticas de B-1,3-glucanasa y quitinasa fueron superiores a nivel local (radical) y
sistémico (hojas) en etapas tempranas.

La aplicacion combinada de los HMA vy la sistemina provocé la reduccién de la
severidad de enfermedades en Solanum lycopersicum L, con un efecto diferencial, de
acuerdo a la especie de hongo micorrizogeno y del patégeno. La combinacion con
G. clarum fue la més efectiva con A. solani, mientras que para P. nicotianae el mejor
resultado se obtuvo con G. fasciculatum.

La sistemina per se tuvo un efecto positivo sobre la disminucion de la afectacion por el
Tizén temprano pero incremento la severidad del dafio en las plantas inoculadas con
P. nicotianae.

No existié correspondencia entre los resultados de la evaluacion de los sintomas y las
actividades de B-1,3-glucanasa, quitinasa y peroxida en la variedad de tomate “Amalia”,
por lo que al parecer estas enzimas, no parecen estar involucradas de forma
independiente con los mecanismos defensivos frente a la infeccion por A. solani y
P. nicotianae, en ninguno de los tratamientos estudiados.

Se logro detectar los estadios iniciales del establecimiento de la simbiosis micorricica,

los que ocurrieron entre las 24 y 48 horas.



RECOMENDACIONES

1.

Profundizar a nivel molecular el estudio de la interaccion micorriza arbuscular-
sistemina, en la busqueda de la expresion de genes relacionados con la defensa, en
las diferentes fases del proceso de establecimiento de la simbiosis y en la proteccion

contra patégenos radicales y foliares.

Evaluar la factibilidad técnica y econdmica del empleo de los HMA vy la sistemina en
condiciones de parcela experimental y de produccion, con vistas a ser empleados en la
reduccién de la incidencia de A. solani y P. parasitica, dentro del manejo de las
plagas en el cultivo del tomate.
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Figura 7: Actividad B-1,3-glucanasa en plantas de tomate a los diferentes momentos de
evaluacion (horas post aplicacion de los HMA 'y de la sistemina), durante el periodo de pre-
colonizacion. Raiz (A) y hoja (B).

Leyenda: C (control), S (sistemina), Gc (Glomus clarum) y Gc/S (Glomus clarum con
sistemina).

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05).
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Figura 8: Actividad quitinasa en plantas de tomate a los diferentes momentos de evaluacion
(horas post aplicacion de los HMA y de la sistemina), durante el periodo de pre-
colonizacion. Raiz (A) y hoja (B).

Leyenda: C (control), S (sistemina), G¢ (Glomus clarum) y Gc/S (Glomus clarum con
sistemina).

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05).
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Figura 10: Actividad B-1,3-glucanasa en plantas de tomate en los diferentes momentos de
evaluacion (dias después de la germinacién, ddg), durante el periodo de colonizacion. Raiz
(A) y hoja (B).

Leyenda: C (control), S (sistemina), G¢ (Glomus clarum) y Gc/S (Glomus clarum con
sistemina).

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05).
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Figura 11: Actividad quitinasa en plantas de tomate a los diferentes momentos de
evaluacion (dias después de la germinacién, ddg), durante el periodo de colonizacion. Raiz
(A) y hoja (B).

Leyenda: C (control), S (sistemina), Gc¢ (Glomus clarum) y Gc/S (Glomus clarum con
sistemina).

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05).
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Figura 12: Actividad peroxidasa en plantas de tomate a los diferentes momentos de
evaluacion (dias después de la germinacién, ddg), durante el periodo de colonizacion. Raiz
(A) y hoja (B).

Leyenda: C (control), S (sistemina), Gc (Glomus clarum) y Gc¢/S (Glomus clarum con
sistemina).

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0.05).
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Figura 19: Actividad p-1,3-glucanasa en raices de tomate, a los tres dias post-inoculacion del
patégeno (24 dias de germinadas). Alternaria. solani (A) y Phytophthora nicotianae (B).
Leyenda: C (control inoculado), S (sistemina), C-Gc (control micorrizado con Glomus clarum),
Gc/S (Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (control micorrizado con Glomus fasciculatum) y
Gf/S (Glomus fasciculatum mas sistemina).

Medias con letras comunes no difieren significativamente segln el Procedimiento de Tukey (HSD)
(p<0.05). Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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Figura 20: Actividad B-1,3-glucanasa en hojas de tomate, a los tres dias post-inoculacon del
patégeno (24 dias de germinadas). Alternaria. solani (A) y Phytophthora nicotianae (B).
Leyenda: C (control inoculado), S (sistemina), C-Gc (control micorrizado con Glomus clarum),
Gc/S (Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (control micorrizado con Glomus fasciculatum) y
Gf/S (Glomus fasciculatum mas sistemina).

Medias con letras comunes no difieren significativamente segun el Procedimiento de Tukey (HSD)
(p<0.05). Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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Figura 21: Actividad quitinasa en raices de tomate, a los tres dias post-inoculacion del patégeno
(24 dias de germinadas). Alternaria. solani (A) y Phytophthora nicotianae (B).

Leyenda: C (control inoculado), S (sistemina), C-Gc (control micorrizado con Glomus clarum),
Gc/S (Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (control micorrizado con Glomus fasciculatum) y
Gf/S (Glomus fasciculatum mas sistemina).

Medias con letras comunes no difieren significativamente segin el Procedimiento de Tukey (HSD)
(p<0.05). Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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Figura 22: Actividad quitinasa en hojas de tomate, a los tres dias post-inoculacion del
patdgeno (24 dias de germinadas). Alternaria. solani (A) y Phytophthora nicotianae (B).
Leyenda: C (control inoculado), S (sistemina), C-Gc (control micorrizado con Glomus clarum),
Gc/S (Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (control micorrizado con Glomus fasciculatum) y
Gf/S (Glomus fasciculatum mas sistemina).

Medias con letras comunes no difieren significativamente segun el Procedimiento de Tukey (HSD)
(p<0.05). Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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Figura 23: Actividad peroxidasa en raices de tomate, a los tres dias post-inoculacion del patégeno
(24 dias de germinadas). Alternaria. solani (A) y Phytophthora nicotianae (B).
Leyenda: C (control inoculado), S (sistemina), C-Gc (control micorrizado con Glomus clarum),

Gc/S (Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (control micorrizado con Glomus fasciculatum) y
Gf/S (Glomus fasciculatum mas sistemina).

Medias con letras comunes no difieren significativamente segin el Procedimiento de Tukey
(HSD) (p<0.05). Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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Figura 24: Actividad peroxidasa en hojas de tomate, a los tres dias post-inoculacién del patégeno
(24 dias de germinadas). Alternaria. solani (A) y Phytophthora nicotianae (B).

Leyenda: C (control inoculado), S (sistemina), C-Gc (control micorrizado con Glomus clarum),
Gc/S (Glomus clarum mas sistemina), C-Gf (control micorrizado con Glomus fasciculatum) y
Gf/S (Glomus fasciculatum mas sistemina).

Medias con letras comunes no difieren significativamente segin el Procedimiento de Tukey (HSD)
(p<0.05). Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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