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RESUMEN

Se evaluó el cambio en el comportamiento de las enzimas polifenoloxidasa (PFO) y β-
1,3-glucanasa (Glu) en tallos de plantas de clavel inoculadas con el patógeno Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi (Fod) raza 2, con el fin de determinar su posible participación en
la respuesta defensiva y en la resistencia de la planta al marchitamiento vascular. Se
evaluaron parámetros para la extracción y determinación de actividad de dichas
enzimas. Las condiciones que proporcionaron los mejores resultados de extracción
fueron: obtención de polvos de acetona previa al tratamiento con buffer de fosfatos pH
6,5 con 3% de PVPP para PFO y con buffer de fosfatos pH 6,5 para Glu. La cuantifica-
ción de PFO se llevó a cabo usando catecol a pH 7,0 y 37 ºC y midiendo los productos
de reacción a 420 nm, y la de Glu usando laminarina digitata a 37 ºC y pH 5,5. Una
vez establecidos los métodos, esquejes de clavel de una variedad altamente tolerante
(Carolina) y de una susceptible (Uconn) fueron inoculados con el patógeno y someti-
dos al análisis de las enzimas a diferentes tiempos post-inoculación. Mientras que en
la variedad susceptible la actividad PFO no se vio afectada, en la tolerante se presentó
una importante y significativa inducción de esta enzima a las 12 h y 24 h, indicando
que puede desempeñar un papel clave en la defensa de la planta, en fenómenos meta-
bólicos probablemente relacionados con lignificación y síntesis de fenólicos. La enzima
Glu presentó inducción en ambas variedades, aunque a diferentes tiempos, lo cual
hace parte de una respuesta metabólica inespecífica, no relacionada con mecanismos
de defensa activa del clavel contra el patógeno causal del marchitamiento vascular. 

Palabras clave: clavel, Fusarium oxysporum, polifenoloxidasa, β-1,3-glucanasa, defensa
vegetal.

ABSTRACT

We evaluated the changes on the dynamics of polyphenoloxidase (PFO) and β-1,3-
glucanase (Glu) enzymes in carnation steems, which had been previously inoculated



with the pathogen Fusarium oxysporum f. sp. dianthi race 2 (Fod). We established the
experimental conditions in order to obtain the extract of the enzymes from the
carnation steems with the aim to evaluate their enzymatic activity. The best results for
PFO were obtained when acetone powder formation, before the extraction with
phosphate buffer pH 6,5 aditionated with 3% PVPP, was used, and for Glu, phosphate
buffer pH 6.5. The PFO activity quantification was done using catecol at pH 7.0,
37 ºC and measuring the products on 420 nm and, for Glu activity using “laminarina
digitata” at 37 ºC and pH 5.5. Then, carnation’s cutting from a highly tolerant variety
(Carolina) and a susceptible (Uconn) to Fod race 2, were inoculated with the pathogen,
then submitted to the enzymes analysis at different post-inoculation time-lapses. For
the susceptible variety, the PFO activity was not affected, whereas in the highly illness
resistant variety, there was an important inducement 12 h and 24 h post-inoculation,
meaning that this enzyme could be playing a significant rol in the defense response, in
metabolisms related with the lignification and synthesis of phenolic precursors.
Alternatively, the Glu enzyme showed activity inducement in both varieties which
seems to comprise a fraction of a non-specific response, uncorrelated with the active
defense mechanisms of the carnation against this pathogen.

Key words: Carnation, Fusarium oxysporum, polyphenoloxidase, β-1,3-glucanase, plant
defense.

INTRODUCCIÓN

El marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod) es la
enfermedad de mayor relevancia para el cultivo del clavel alrededor del mundo. En
Colombia, país que se ubica como el segundo exportador de esta flor a nivel mundial,
la raza 2 de este patógeno ataca los cultivos, generando pérdidas económicas consi-
derables. Para su control se ha implementado un plan integrado de manejo que com-
prende diversas medidas que evitan la entrada y diseminación del patógeno en los
invernaderos (Pizano, 2000). Sin embargo, considerando los costos económicos y el
impacto ambiental que conlleva la ejecución de dicho plan, la búsqueda de alterna-
tivas como el desarrollo de variedades resistentes, el control biológico y el uso de elici-
tores bióticos, se constituyen como campos de particular interés investigativo para
el adecuado desarrollo de este cultivo. Para entender los mecanismos de defensa invo-
lucrados en este modelo, se han llevado a cabo diversos estudios histopatológicos y
bioquímicos. Es así como se conoce que la respuesta defensiva del clavel contra este
patógeno involucra procesos como: la acumulación de fenólicos incluídas algunas
fitoalexinas (Baayen y Niemann, 1989; Niemann et al., 1991(b); Higuera y Montes,
1996); la formación de gomas para la oclusión del patógeno (Baayen et al., 1996;
Higuera y Nesbat-Ebrahim, 1999), y el fortalecimiento de las paredes celulares por lig-
nificación (Baayen, 1988; Niemann et al., 1991(a)) y por acumulación de calosa (Trillas
et al., 2000). Sin embargo, dichos mecanismos no han sido elucidados completamente
y son aún desconocidos aspectos clave en la respuesta defensiva del clavel. Las polifeno-
loxidasas son enzimas ampliamente distribuidas en la mayoría de los tejidos vegetales
y cumplen un papel muy importante en diversos procesos fisiológicos. Participan en la
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oxidación de polifenoles a quinonas (compuestos con actividad antimicrobiana) y en
la lignificación de paredes celulares durante el ataque por algunos microorganismos
(Thipyapong et al., 1995; Beckman, 2000; Constabel et al., 2000). Diversos estudios
han sugerido que ésta, así como otras enzimas, pueden estar relacionadas con resis-
tencia a enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus (Beckman, 2000). Sin
embargo, aunque algunos estudios han propuesto la participación de esta enzima en
procesos metabólicos relacionados con defensa contra patógenos del género Fusarium
(Ray y Hammerschmidth, 1998; Mohammadi y Kamesi, 2002), a la fecha no existen
estudios que permitan determinar su papel en la defensa del clavel contra Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi. Por otro lado, dentro de las proteínas relacionadas con pato-
génesis (PRs), las β-1,3-glucanasas han presentado particular interés teniendo en cuen-
ta que pueden llegar a presentar actividad antifúngica in vitro contra algunos patógenos
(Stintizi et al., 1993; Lawrence et al., 1996) y que su acción sobre la pared celular fúngica
puede generar moléculas con actividad elicitora de respuestas de resistencia (Okinawa
et al., 1995). Teniendo en cuenta las diferencias en el patrón de acumulación de esta en-
zima en tejidos de tomate infectados con Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici radisici, entre
variedades con diferentes niveles de resistencia, se postula su papel en defensa vegetal,
en el caso de enfermedades del tipo marchitamiento vascular (Benhamou et al., 1989).
Aunque se ha tratado de determinar su probable inducción en el modelo clavel-Fod (Van
Pelt Heerschap y Smit-Bakker, 1999), los estudios realizados hasta la fecha no han invo-
lucrado la raza 2 del patógeno, de mayor virulencia y de distribución a nivel nacional
y mundial. Por tal razón, en este trabajo se evaluó el comportamiento de las enzimas
polifenoloxidasa y β-1,3-glucanasa en esquejes de clavel, que presentan diferentes nive-
les de resistencia al marchitamiento vascular, a diferentes tiempos de post-inoculación,
buscando con ello establecer si dichas enzimas intervienen en los procesos defensivos
del clavel contra este patógeno y contribuir al esclarecimiento de los mecanismos de re-
sistencia en este modelo.

MATERIALES Y MÉTODOS

MATERIAL BIOLÓGICO

Se utilizó un aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2, obtenido a partir
de plantas de clavel con la sintomatología típica de marchitamiento vascular, trans-
ferido y mantenido en medio PDA (Papa, Dextrosa, Agar). El inóculo se preparó a
partir de este aislamiento, transfiriéndolo a medio líquido Czapek-Dox-Broth por 10
días a 25 ºC con agitación de 80 rpm. Después de filtrar con gasa estéril, se preparó
una suspensión de 1,0 x 107 conidias/mL. Se usaron esquejes de clavel con 15 días de
enraizamiento, de las variedades Uconn (susceptible) y Carolina (tolerante) al marchi-
tamiento vascular causado por este patógeno. Este material biológico fue suministra-
do por la empresa América Flor S. A.

PUESTA A PUNTO DE LAS CONDICIONES PARA EXTRACCIÓN DE LAS ENZIMAS PFO
Y β-1,3-GLUCANASA

Con el fin de establecer las mejores condiciones de extracción para las enzimas, se eva-
luaron, para el caso de la enzima PFO, tratamientos para la eliminación de fenólicos
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interferentes, como es la formación de polvos de acetona y la extracción con buffer
utilizando polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 10% (Mazzafera y Robinson, 2000). Am-
bas extracciones se ensayaron utilizando maceración de tallos de clavel de las dos va-
riedades con el buffer Na2HPO4-NaH2PO4 pH 6,5 100 mM. Considerando los resulta-
dos así obtenidos, se ensayó la utilización de PVPP al 3% en el buffer de extracción y
con el uso de ultrasonido (Deutscher, 1990). La cuantificación de la actividad de la
enzima extraída se controló usando catecol como sustrato (Chunhua et al., 2001), pi-
ruvato de sodio para la eliminación de la actividad peroxidasa, y realizando segui-
miento espectrofotométrico a 420 nm. La actividad se expresó como A 420 nm/sxmg
proteína. De acuerdo con los resultados obtenidos, el protocolo de extracción
establecido consistió en maceración de 0,2-0,3 g de tallos de clavel y la formación de
polvos de acetona a -20 ºC. Después de agitar por 30 s se centrifugó a 10.000 x g por
10 min y se retiró el solvente. Este proceso se repitió dos veces más para la completa
eliminación de fenólicos y clorofilas. La extracción se llevó a cabo durante una hora
con el buffer Na2HPO4-NaH2PO4 pH 6,5 100 mM a 4 ºC, con 3% de PVPP. Después de
centrifugar a 11.000 x g por 30 min a 4 ºC, los extractos se guardaron a -20 ºC para
ser analizados al otro día de la extracción. 

Para la enzima Glu, se ensayaron diferentes técnicas reportadas para la eliminación
de interferentes (azúcares reductores), como son diálisis contra agua a baja tempe-
ratura (4 ºC) posterior a la extracción con el buffer pH 5,5 y extracción con buffer pH
5,5 y posterior tratamiento con acetona (Van Pelt y Smit-Bakker, 1999). Una vez
seleccionadas las mejores condiciones, se evaluó el efecto del pH en la extracción
usando los buffers acetato-acético 100 mM pH 5,2 y Na2HPO4-NaH2PO4 100 mM pH
6,5. Para determinar la actividad Glu extraída en cada ensayo, se usó Laminarina
digitata con un ensayo discontinuo a 30 min, 37 ºC y pH 5,5 (Mauch et al.,1984). La
cuantificación de los azúcares generados se realizó por el método de Nelson–Somogyi
(Somogyi, 1945), usando glucosa como patrón. Se expresaron los resultados de acti-
vidad como nkat/mg proteína, en donde un kat hace referencia a una mol de glucosa
generada por la acción de la enzima en un minuto. Los extractos obtenidos se man-
tuvieron a -20 ºC hasta determinar la actividad enzimática.

ESTABLECIMIENTO DE CONDICIONES PARA LA CUANTIFICACIÓN DE LAS ENZIMAS PFO 
Y β-1,3-GLUCANASA

Usando las condiciones de extracción, seleccionadas según se describió anteriormente,
se determinaron luego las mejores condiciones para la cuantificación de la actividad
de las dos enzimas. Para PFO, se evaluaron sustratos frecuentemente usados con esta
enzima, como catecol, ácido clorogénico y L-DOPA, bajo las condiciones menciona-
das y a una concentración 15 mM en cada caso. Con el fin de evaluar el tipo de PFO
extraída de clavel, se realizaron ensayos con inhibidores específicos para catecolasas
(ácido ferúlico, ácido cinámico y PVP) a una concentración final de 15 mM para cada
caso (Mazzafera y Robinson, 2000). Para determinar la mejor relación enzima-sus-
trato, bajo las condiciones de pH previamente descritas y a Tamb, se evaluaron con-
centraciones de sustrato desde 25 mM hasta 150 mM. Para seleccionar el pH se usa-
ron soluciones amortiguadoras citrato-fosfato (pH 4,0 a 6,0), fosfatos (pH 6,0 a 8,0)
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y Tris HCl (pH 8,0 a 10,0) y concentración de sustrato 100 mM a Tamb. Para deter-
minar la temperatura, se llevaron todas las soluciones y la celda a la temperatura
deseada (intervalo entre 5 y 55 ºC) varios minutos antes del ensayo. En todos los ca-
sos la actividad se expresó como A 420 nm/sxmg proteína. Para Glu se evaluó la mejor
relación enzima-sustrato variando para ello la concentración final de laminarina en la
mezcla de reacción dentro del intervalo de 1 a 4 mg. Para determinar el efecto del pH
se utilizaron soluciones amortiguadoras acetato de sodio ácido acético (4,0-5,5) y
ácido cítrico-citrato de sodio (5,5-6,5), con la concentración de sustrato previamente
determinada. Se evaluó el efecto de la temperatura en el intervalo de 4 a 70 ºC y tiem-
po de reacción entre 5 y 120 min, usando los valores previamente seleccionados para
los otros parámetros. 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA

La determinación de la concentración de proteína para todos los extractos se realizó
de acuerdo con el método de Bradford (Bradford, 1976), con la linealización repor-
tada por Zor y Sellinger (1996), usando albúmina bovina sérica (BSA) como patrón.

EVALUACIÓN DE LA INDUCCIÓN DE LAS ENZIMAS

Con el fin de evaluar el efecto de la infección del clavel por Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi raza 2 en la actividad de PFO y Glu a nivel del tallo, esquejes de clavel de una
variedad altamente tolerante (Carolina) y de una variedad susceptible (Uconn) fueron 
inoculados por inmersión de las raíces durante 20 s en una suspensión de conidias del 
patógeno de 1 x 107 conidias/mL (Higuera y Montes, 1996), y sometidos al análisis de
las enzimas a diferentes tiempos post-inoculación. Se dispuso de un diseño experimen-
tal con cuatro tratamientos (T1: variedad susceptible control, T2: variedad suscepti-
ble inoculada, T3: variedad tolerante control y T4: variedad tolerante inoculada), con
muestreos por triplicado de cada tratamiento a las 0, 6, 12, 24, 48, 96 y 192 h. Los
controles fueron esquejes sometidos al mismo tratamiento, pero usando agua estéril
en vez de la suspensión de conidias. Una vez inoculados, los esquejes se mantuvieron
a las condiciones ambientales (18-20 ºC y 70-85% hr promedio). La extracción de las
muestras tomadas a los diferentes tiempos se realizó usando las condiciones seleccio-
nadas según se describió anteriormente. La cuantificación de la actividad de cada en-
zima se hizo por duplicado en cada uno de los extractos obtenidos, bajo las condicio-
nes de actividad seleccionadas. El análisis estadístico de los resultados se llevó a cabo
por ANDEVA con ayuda de la herramienta Statgrafics 6.0. La evaluación de la incidencia
de síntomas de la enfermedad en plantas mantenidas como control, se determinó
cuatro semanas después de la inoculación en cada tratamiento, como: (No. plantas
con sintomatología típica de marchitamiento/No. plantas totales) x100. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) 
Y TINCIONES ESPECÍFICAS PARA PFO
La electroforesis en condiciones desnaturalizantes de los diferentes extractos, se llevó
a cabo de acuerdo con Laemmli (1970). Para ello, los extractos fueron desalinizados
usando columnas de sephadex G-25, liofilizados y resuspendidos en agua. El análisis
se realizó con geles del 12,5% a 150 V. Los análisis en condiciones nativas se realizaron
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con protocolo similar pero sin agentes desnaturalizantes. Para la tinción específica de
PFO, el gel se sumergió a 37 ºC en una solución de L-DOPA 1 M, hasta la aparición
de las bandas (Rubio, 1999). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

PUESTA A PUNTO DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCIÓN DE LAS ENZIMAS

La evaluación de los diversos procedimientos de extracción de PFO pretendía princi-
palmente mantener su estabilidad y eliminar interferencias durante la cuantificación,
con el fin de disponer de métodos que garantizaran medidas confiables de su induc-
ción por efecto del patógeno. Los resultados obtenidos para la extracción usando
polvos de acetona, técnica frecuentemente usada para la extracción de proteínas que
pueden ser afectadas por la presencia de compuestos de tipo fenólico, indicaron que
para tallos de clavel dicha técnica permitió obtener los mayores valores de actividad
respecto a los otros procedimientos usados (Fig. 1). Por tanto, la extracción de PFO
a partir de tallos de clavel se realizó durante toda la investigación usando la forma-
ción previa de polvos de acetona y posterior extracción con el buffer de fosfatos pH
6,5. Con el fin de evaluar si se podían obtener mejores resultados, se ensayaron otras
condiciones que, de acuerdo con diversos reportes (Mayer, 1987; Mazzafera y
Robinson, 2000), permiten obtener niveles más altos de actividad, ya sea porque
favorecen la estabilidad de la enzima (uso de PVPP), o porque permiten una mayor
extracción de la misma (uso de ultrasonido; Deutscher, 1990; Fig. 1).

Figura 1. Selección de las condiciones de extracción para PFO a partir de tallos de clavel. Actividad
expresada como A 420 nm/s x mg proteína. Se realizaron triplicados de extracción y duplicado de la
actividad para cada extracto. Los tratamientos que presentan diferencias significativas (0,5%
ANDEVA), aparecen con diferentes letras. 

Los resultados indicaron que la formación de polvos de acetona y el uso de PVPP al 3%
en el buffer de extracción generaron mayores valores de actividad, expresados como
actividad específica. Esto se debe posiblemente a la efectiva eliminación de compues-
tos fenólicos y a la retención de otras proteínas diferentes a la PFO que realiza la PVPP,
indicando que bajo dichas condiciones el proceso de extracción se hizo más selectivo.
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Se determinó también que el tiempo de tratamiento con acetona debe ser 30 s y que
el uso de ultrasonido no mejora la extracción (Fig. 1). Detergentes como el SDS o el
tritón X-100 no aumentaron los niveles de actividad extraída (resultados no mostra-
dos) por su conocido efecto desnaturante. Por otro lado, considerando que con la
adición de PVPP la actividad Glu disminuía de manera considerable (resultados no
mostrados), debido posiblemente a la alta cantidad de residuos aromáticos que ésta
puede presentar, se vio la necesidad de realizar un proceso de extracción independien-
te para cada enzima. Al evaluar los tratamientos para la eliminación de azúcares re-
ductores, los resultados indicaron que la formación de polvos de acetona y posterior
extracción con buffer pH 5,2, permitieron obtener, hasta este punto, los niveles mayo-
res de actividad de la enzima (Fig. 2).

Figura 2. Selección de las condiciones de extracción para β-1,3-glucanasa a partir de tallos de clavel.
Actividad expresada como n Kat/mg proteína. Se realizaron triplicados de extracción y duplicado de
la actividad para cada extracto. Los tratamientos que presentan diferencias significativas 95%
(ANDEVA), aparecen con diferentes letras. 

Una vez seleccionadas estas condiciones, se determinó el pH más adecuado de extrac-
ción. Los altos niveles de actividad obtenidos a pH 6,5 comparados con los corres-
pondientes a pH 5,2 (Fig. 2), indican que probablemente alrededor de este pH se po-
drían encontrar los puntos isoeléctricos de las β-1,3-glucanasas presentes en esta
matriz vegetal, tal y como ha sido reportado en otros casos (Akiyama et al., 1997;
Caruso et al., 1999). 

ESTABLECIMIENTO DE CONDICIONES PARA LA CUANTIFICACIÓN

DE LAS ENZIMAS POLIFENOLOXIDASA Y β-1,3-GLUCANASA

Los resultados obtenidos indicaron que la enzima PFO extraída de clavel presenta una
mayor afinidad por el sustrato catecol, al comparar con otros sustratos como L–DOPA
y ácido clorogénico. El uso de catecol es un procedimiento ampliamente reportado
para el estudio de PFO de diversas fuentes vegetales (Jharna et al.,1997; Chunhua et al.,
2001; Mohammadi y Kamesi, 2002). Se determinó además que algunos inhibidores
específicos para catecolasas como el ácido cinámico, el ácido ferúlico y PVP inhiben la
actividad de manera significativa (resultados no mostrados), indicando que la PFO
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extraída de clavel presenta características típicas de catecolasa, tal y como se ha repor-
tado en otras fuentes vegetales (Mazzafera y Robinson, 2000). Una vez establecido el
sustrato adecuado, se evaluaron parámetros como la concentración de éste (Figs. 3A
y 4A), pH (Figs. 3B y 4B) y temperatura (Figs. 3C y 4C) que dieran los mejores resulta-
dos de actividad de las enzimas. 

Figura 3. Establecimiento de los parámetros para la determinación de la actividad PFO. Actividad
expresada como A 420nmλ/min x mg proteína. Cada valor es el promedio de dos determinaciones.

Como se observa en la figura 3, para la enzima PFO la concentración de catecol que
generó los mejores resultados fue 100 mM usando 50 µL de extracto enzimático en
una mezcla de reacción de volumen total 450 µL. El pH y la temperatura en los que
PFO presentó los mayores niveles de actividad fueron 7,0 y 40 ºC, respectivamente,
coincidiendo con el pH y la temperatura óptimos reportados para PFO obtenidas de
otras fuentes vegetales (Jharna et al.,1997; Mazzafera y Robinson, 2000; Chunhua et
al., 2001). Para Glu se determinó que la concentración de laminarina que generó los
mejores niveles de actividad es 2,5 mg/mL, mientras que el pH fue 5,5 y la tempe-
ratura 37 ºC (Fig. 4). β-1,3-glucanasas de otras fuentes vegetales han mostrado pará-
metros similares a los encontrados en el presente estudio para el clavel (Van Pelt et al.,
1999; Ramachandra et al., 2000; Salles et al., 2002). Además, se observó la estabili-
dad que presenta esta enzima a altas temperaturas, un hecho que ha sido también
destacado en otras fuentes vegetales (Ramachandra et al., 2000).

Figura 4. Establecimiento de los parámetros para la determinación de la actividad β-1,3-glucanasa.
Actividad expresada como n Kat/mg proteína. Cada valor es el promedio de dos determinaciones.
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EVALUACIÓN DE LA INDUCCIÓN DE LAS ENZIMAS PFO Y β-1,3-GLUCANASA DE CLAVEL

DURANTE LA INFECCIÓN CON EL PATÓGENO Fusarium oxysporum f. sp. dianthi RAZA 2
Con el fin de evaluar la viabilidad y virulencia del patógeno, se determinó la incidencia
de síntomas del marchitamiento vascular en plantas mantenidas como control de la
enfermedad. El tratamiento T2, correspondiente a la variedad susceptible inoculada
fue altamente afectado por el patógeno (incidencia de 100%). Para T4, solo algunas
plantas (< 30%) mostraron síntomas al término de dicho control. La variedad toleran-
te no mostró ninguna sintomatología a los tiempos de evaluación de las enzimas. Los
controles, T1 y T3, se mantuvieron sanos durante todo el experimento.

En cuanto a la evaluación de la actividad de las enzimas durante el proceso infectivo,
se determinó que a las 12 h post-inoculación se presentó una inducción significativa
(p > 0,5) de la actividad PFO en la variedad de clavel tolerante, inducción que se man-
tuvo hasta las 48 horas (Tabla 1). Para la variedad susceptible no se presentó aumen-
to significativo de la actividad de esta enzima, respecto a los controles. 

Tiempo T1 Susceptible T2 Susceptible T3 Tolerante T4 Tolerante
post-inoculación (h) control inoculada control inoculada

0 31,40a 31,40a 42,65b 42,65b

6 19,74a 25,44a 19,49a 22,40a

12 17,90c 22,80b 29,97a 60,09d

24 21,05c 16,44b 7,33a 34,16d

48 20,65a 22,82ab 24,91bc 29,14c

96 15,17a 16,99a 10,82a 13,49a

192 11,32a 15,68a 22,95ab 10,35a

Tabla 1. Comportamiento de la actividad polifenoloxidasa durante el ensayo in vivo de inoculación
de esquejes de clavel con Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2. Se realizaron triplicados de extracción
para cada tratamiento en cada uno de los tiempos y duplicado de la actividad para cada extracto.
Los tratamientos que presentan diferencias significativas (p < 0,5) aparecen con letras diferentes.

La inducción de la actividad PFO observada en la variedad tolerante, después de la
inoculación con el hongo, indica que dicha respuesta metabólica puede estar correla-
cionada con resistencia del clavel ante el patógeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza
2, tal y como ha sido reportado en otros modelos que involucran patógenos del gé-
nero Fusarium (Goodman et al., 1986; Ray y Hammerschmidt, 1998; Mohammadi
y Kamesi, 2002). Considerando la importancia que tienen para la biosíntesis de fe-
noles enzimas como la PFO (Beckman, 2000), es probable que dicho aumento en la
actividad esté correlacionado con el aumento en el metabolismo de los fenoles, pro-
ceso éste que ha sido sugerido como relacionado con defensa para este modelo
(Niemann et al., 1991), dado el aumento que se observó en la cantidad de fenólicos
en trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigación (Higuera y Montes,
1996). El aumento en la actividad PFO, ya sea por la liberación de formas latentes o
por activación transcripcional, puede estimular vías clave del metabolismo secundario
y generar incremento en los niveles de los compuestos fenólicos presentes en las
células parenquimáticas del xilema. Estos compuestos, a su vez, pueden diversificarse
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para generar especies con actividad antifúngica, así como participar en la biosíntesis
de ligninas, otra respuesta que ha sido sugerida como relacionada con defensa en el
presente modelo (Baayen et al., 1996, Higuera y Nesbat-Ebrahim, 1999). Dado que
la participación de la PFO en procesos relacionados con el fortalecimiento de pare-
des celulares es un fenómeno que ha sido bastante documentado (Mayer, 1987;
Beckman, 2000), es probable que dicha enzima también desempeñe un papel central
para lograr este efecto durante el evento mismo de la interacción del clavel con el
patógeno causante del marchitamiento vascular. Es importante destacar que con la
evidencia experimental del presente estudio se propone la participación de la enzima
PFO en los mecanismos de defensa del clavel contra Fod raza 2, el patógeno que
afecta mayormente el cultivo de esta flor en Colombia y en el mundo, siendo éste el
primer reporte de dicha inducción. 

En lo que respecta a la actividad β-1,3-glucanasa, durante la infección con el pató-
geno se presentó una inducción temprana en la variedad susceptible a las 12 h y 24 h
horas post-inoculación, mientras que para la tolerante dicha inducción se presentó a
un menor nivel, 12 horas mas tarde. Este comportamiento indica que, aunque esta
enzima ha sido propuesta en ocasiones como clave en mecanismos de defensa vegetal
que actúan contra patógenos causantes de marchitamientos vasculares (Benhamou
et al., 1989), en el presente modelo no se encontró evidencia que indique que partici-
pe en defensa activa (Tabla 2).

Tiempo T1 Susceptible T2 Susceptible T3 Tolerante T4 Tolerante
post-inoculación (h) control inoculada control inoculada

0 4,26a 4,26a 3,42a 3,42a

6 6,23c 1,75a 3,23b 2,16ab

12 1,64a 4,95ab 3,50bc 2,40c

24 2,60a 7,16b 2,74a 1,49a

48 1,76a 4,18b 2,28a 3,81b

96 1,14a 1,43a 0,98a 4,13b

192 0,63a 2,48b 0,44a 1,05a

Tabla 2. Comportamiento de la actividad β-1,3-Glucanasa durante el ensayo in vivo de inoculación
de esquejes de clavel con Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2. Se realizaron triplicados de extracción
para cada tratamiento en cada uno de los tiempos y duplicado de la actividad para cada extracto.
Los tratamientos que presentan diferencias significativas (p < 0,5) se presentan con letras diferentes. 

Estos resultados indican que, más que relacionado con resistencia, dicho aumento en
la actividad puede corresponder a una respuesta inespecífica, presentada en ambas
variedades por el estrés biótico causado por el patógeno. La modulación espaciotem-
poral de dicha activación estaría determinada en cada una de las variedades por la
velocidad de colonización del patógeno. Por ejemplo, para la variedad susceptible
la inducción se observa a tiempos menores, ya que en esta variedad la colonización
del patógeno es mucho más rápida que en la variedad resistente. Por otro lado, la
cantidad de patógeno que se establece en los tejidos de la planta susceptible a las 12
h, es mucho mayor que la presente en la resistente a las 24 h, por lo que los niveles
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de inducción en la primera son superiores que en la segunda. Este modelo está de
acuerdo con lo propuesto por Van Pelt-Heerschap y Smit-Bakker, (1999), quienes al
estudiar la inducción de algunas proteínas relacionadas con patogénesis en tallos de
una variedad holandesa de clavel durante la interacción con Fod raza 1 y 8, encontra-
ron que se presenta una inducción no específica para enzimas como glucanasas, qui-
tinasas y peroxidasas, tanto en interacciones compatibles como incompatibles. Este
comportamiento nos permite concluir que los fenómenos bioquímicos relacionados
con resistencia en este modelo son bastante complejos, y deben estar determinados
por el reconocimiento efectivo del patógeno invasor por parte de la planta. 

PERFILES ELECTROFORÉTICOS DE LOS EXTRACTOS A DIFERENTES TIEMPOS POST-INOCULACIÓN

Con el fin de buscar correlación con la inducción de actividad observada para las en-
zimas, se evaluaron los perfiles electroforéticos de extractos de las dos variedades a
los diferentes tiempos post-inoculación. Para las electroforesis en condiciones desna-
turalizantes, es importante destacar que existe un conjunto de bandas (31, 21 y 17
KDa) que presentan un aumento en su intensidad, únicamente en los extractos obte-
nidos a partir de la variedad tolerante “Carolina” inoculada con el hongo (Fig. 5).
Dichas bandas deben corresponder a proteínas que hacen parte del conjunto de las
que se inducen durante la activación de los mecanismos de defensa del clavel contra
este patógeno. Por otro lado, la tinción específica para PFO (Fig. 6) indicó que, al pa-
recer, el número de isoenzimas de ésta permanece constante durante todo el proceso
infectivo, y que la inducción de la actividad está probablemente dada por la modu-
lación de isoformas presentes. Sin embargo, considerando que se pueden presentar
diferentes isoenzimas en esta misma banda, este resultado debe ser confirmado a
través de experimentos de isoelectroenfoque. 

Figura 5. SDS-PAGE de extractos de tallos de la variedad tolerante “Carolina” (izquierda) y suscep-
tible “Uconn” (derecha), inoculados con Fusarium oxysporum f.sp. dianthi raza 2.

El conjunto de evidencias experimentales aportadas con este estudio contribuyen a la
elucidación de los mecanismos de defensa que actúan en el clavel contra Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi raza 2. El conocimiento de dichos mecanismos dará las bases
para el desarrollo de nuevas alternativas de control de esta enfermedad y obtener así
condiciones económicas favorables para la producción del clavel. 
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Figura 6. Tinción específica para PFO de extractos de la variedad tolerante “Carolina” inoculada con
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2.
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