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RESUMEN

Se evalué la induccion de peroxidasa en
frutos de lulo con el fin de determinar su
participacién en las respuestas bioquimi-
cas hacia el patégeno Colletotrichum acu-
tatum, causante de la antracnosis. Se esta-
blecieron como mejores condiciones para
su extraccién y para determinacion de la
actividad: buffer fosfatos 100 mM pH 7,
1% SDS y 1% PVPP; sustrato guayacol
15 mM, peréxido de hidrégeno 10 mM,
pH 6,5, 55 °C y 30 uL de extracto. Se
realizé un ensayo in vivo usando frutos
verdes, pintones y maduros, inoculados
con el hongo o con agua estéril. Se deter-
miné la actividad peroxidasa a diferentes
horas a partir de la inoculacién, encon-
trdndose una respuesta diferencial con el
tiempo por efecto de la presencia del pa-
tégeno, y segun el estado de madurez de

los frutos. En lulos verdes inoculados con
el hongo se observé aumento en la activi-
dad al cabo de 6 y 144 horas. En lulos pin-
tones no se observo efecto notable, mien-
tras que en maduros el aumento en
actividad fue pricticamente a todos los
tiempos. Los resultados del contenido de
fenoles totales mostraron que hubo acu-
mulacion a 96 y 144 horas por efecto del
patégeno, para lulos en estado verde y
maduro, mientras que para pintones, en
los que se presentaron mas ripido y con
mayor severidad los sintomas de la an-
tracnosis, no se observé aumento a ningu-
no de los tiempos. En los frutos més en-
fermos, el cambio en actividad peroxi-
dasa y en contenido total de fenoles fue
menos evidente, por lo que se sugiere una
relacién inversa de estos con el desarrollo
de la antracnosis.
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ABSTRACT

The induction of peroxidase in lulo fruits
was evaluated in order to determine its
participation in the biochemical respon-
ses towards the pathogen Colletotrichum
acutatum, which causes the antrachnosis
disease. For extraction and activity deter-
mination, these conditions were establis-
hed as the best: buffer phosphates 100
mMpH 7, 1% SDSy 1% PVPP; substra-
te guaiacol 15 mM, hydrogen peroxide 10
mM, pH 6,5, 55 °C and 30 uL of the ex-
tract. An in vivo test was developed using
unripe, semi-ripe and ripe fruits, inocula-
ted with the fungus or sterile water. The
peroxidase activity was measured at dif-
ferent hours starting from the inocula-
tion, finding a time differential response
caused by the pathogen presence and ac-
cording to the maturity state of fruits; in
unripe lulo fruits inoculated with the fun-
gus, an increase of the activity was obser-
ved after 6 and 144 hours. In semi-ripe
fruits no considerable effect was seen,
while in ripe fruits the increase of the acti-
vity was found practically at all times.
The results of the measured total phenol
content, showed accumulation at 96 and
144 hours as a result of the pathogen pre-
sence in unripe and ripe fruits, while for
semi-ripe fruits, in which the antrachno-
sis symptoms were noticed faster and
more severely, no phenol increase was
found at any time. The less evident chan-
ges seen in peroxidase and phenol con-
tent, using severely affected fruits by the
disease, suggest an inverse relationship
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between these parameters and the deve-
lopment of the antrachnosis.

Key words: lulo, Colletotrichum acu-
tatum, peroxidase, phenolics, Solanum
quitoense, plant defence.

RESUMO

A inducdo da peroxidasa foi avaliada na
casca de frutos de lulo com a finalidade de
determinar a sua possivel participacdo em
reac¢Oes de defesa contra o patégeno Co-
lletotrichum acutatum, causador da doen-
¢a antracnose. Foram estabelecidas as
melhores condigdes para a sua extracgio
e para medir a actividade da enzima ex-
traida, encontrando-se que com tampao
fosfato 100 mM pH 7, 1% SDS y 1%
PVPP, substrato guaicol 15 mM, perdxi-
do de hidrogeno 10 mM, pH 6,5,55 °Cy
30 uL de extracto enzimético se conse-
guiram as actividades enziméiticas mais
elevadas. Foi realizado um ensaio in vivo
usando frutos verdes, em processo de ma-
duracdo e maduros, inoculados com o
fungo ou com 4gua estéril. A actividade
peroxidasa foi determinada a diferentes
horas a partir da inoculagdo encontran-
do-se uma resposta diferencial com o
tempo pelo efeito da presenca ao patoge-
no e de acordo ao estado de madurez dos
frutos. Em lulos verdes observou-se um
aumento da actividade nos frutos inocula-
dos com o fungo ao fim de 6 ¢ 144 horas.
Em lulos em processo de maduracdo, o
patégeno nfo teve maior efeito, enquanto
que em lulos maduros o aumento na acti-
vidade da enzima, como resposta a pre-
senca do patégeno, foi praticamente a to-
dos os tempos avaliados. Os resultados do
contetido de fendis totais mostraram que
ouve uma acumulacio significativaa 96 e
144 horas por efeito da inoculagio com o
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patdégeno para lulos em estado verde e
maduro, enquanto que para os lulos em
processo de maduracdo, nos quais se
apresentaram mais rpido e com maior
severidade os sintomas de antracnose,
ndo se observou aumento em nenhum dos
tempo avaliados. Nos frutos mais afecta-
dos pelos sintomas, a mudanga na activi-
dade POD e no conteudo total de fendis
foi menos evidente, motivo pelo qual se
sugere uma relacfo inversa de estes com
o desenvolvimento de antracnose.

Palavras-chave: lulo, Colletotrichum
acutatum, peroxidasa, fenois, defesa ve-
getal, Solanum quitoense.

INTRODUCCION

Colletotrichum es un género de hongos
responsable de la enfermedad conocida
como antracnosis, la cual constituye uno
de los problemas més significativos para
los agricultores y consumidores. Las an-
tracnosis causadas por Colletotrichum son
devastadoras y destruyen los alimentos
muy rapidamente, antes de que los consu-
midores puedan usarlos. Unas pocas espe-
cies de Colletotrichum atacan buena parte
de los cultivos tropicales y subtropicales, y
causan grandes pérdidas por dafio princi-
palmente en los frutos. La enfermedad se
presenta tanto sobre tejidos y 6rganos de
las plantas en desarrollo, como en las eta-
pas de precosecha y poscosecha. En estu-
dios realizados por el SENA y la Universi-
dad Nacional de Colombia (1), se postula
que la antracnosis es la enfermedad maés li-
mitante durante la etapa de poscosecha en
frutos. El lulo (Solanum quitoense Lam.),
considerado uno de los frutos promisorios
para el mercado internacional, es uno de
los productos atacados por esta enferme-
dad, la cual se manifiesta con una mancha

circular, de apariencia himeda y color ne-
gro, que aumenta hasta cubrir gran
cantidad del fruto, formando depresiones
que posterior- mente se cubren de una
masa de conidias color salmén (2). En in-
vestigaciones recientes (3) se logré esta-
blecer que en el fruto de lulo la especie
causal de la enfermedad antracnosis es Co-
Hetotrichum acutatum.

Para defenderse de los patégenos, las
plantas estdn equipadas con una serie de
mecanismos de resistencia, entre 1os cua-
les estdn diversos arreglos metabdlicos
que se desencadenan una vez el patogeno
entra en contacto con la planta. En algu-
nos modelos de interaccion hospede-
ro-patégeno se ha demostrado el papel de
enzimas como peroxidasas, polifenoloxi-
dasas y glucanasas. Las peroxidasas
(E.C. 1.11.1.7) no presentan por lo gene-
ral actividad anti-fingica por si mismas,
pero estdn involucradas en respuesta a en-
fermedades porque catalizan, entre otras,
la oxidacién de fendlicos para la forma-
cion de lignina. Estas enzimas se involu-
cran ademds en reacciones oxidativas de
la superficie celular como generadoras de
radicales libres y peréxido de hidrogeno,
los cuales son téxicos para muchos orga-
nismos, y por ende, desempefian una fun-
cion importante en defensa vegetal.

Algunos modelos de interaccion hos-
pedero-patogeno han aportado evidencias
del papel de la enzima peroxidasa como
parte de los mecanismos de defensa. En
estudios realizados en manzanas se en-
contr6 que el aumento en su actividad es
un factor especialmente importante a tra-
vés de la lignificacidn, la cual estd rela-
cionada con la resistencia del fruto frente
a la infeccién con Penicillium expansum
(4). Asi mismo, se ha encontrado que al-
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gunas isoenzimas de peroxidasa estdn in-
volucradas en defensa en el modelo
papa-Pectobacterium chrysanthemi (5).

Aunque hay diversos reportes de inte-
racciones hospedero-patégeno en los que
enzimas del tipo peroxidasa han estado
involucradas como posible mecanismo de
defensa, hasta la fecha no existen reportes
conocidos de estudios en el modelo lulo
(Solanum quitoense Lam)- Colletotri-
chum acutatum, que permitan aportar al
conocimiento de esta interaccion particu-
lar. Elucidar los mecanismos bioquimi-
cos en la interaccion hospedero-patégeno
contribuye al entendimiento de como la
planta responde a la presencia del hongo,
informacidén bésica para llegar a manejar
la enfermedad antracnosis, limitante en
este y otros cultivos.

MATERIALES Y METODOS

Inéculo y material vegetal

Se utilizé un aislamiento del hongo Colle-
totrichum acutatum (C. acutatum) propor-
cionado por el Departamento de Biologia
de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Bogotd, el cual fue sembrado en me-
dio PDA (papa, dextrosa, agar). El in6cu-
lo se preparé a partir de dicho aislamiento,
transfiriendo parte del micelio a medio li-
quido papa-dextrosa y manteniéndolo por
7 dias a 17 °C con agitacién (80 rpm) en la
oscuridad. Posteriormente se filtr6 el mi-
celio a través de gasa estéril y se prepard
una suspension de aproximadamente
1x10° conidias/mL. El material vegetal
consistié en frutos de lulo (Solanum qui-
toense) variedad quitoense, recolectados
en tres estados de madurez (verde, pintén
y maduro, clasificados segun su indice de
madurez), provenientes todos de una finca
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semi-tecnificada ubicada en el municipio
de Junin (Cundinamarca), situado a 2.300
msnm y con temperatura promedio de 17
°C. Una muestra del material vegetal usa-
do fue remitida al Instituto de Ciencias Na-
turales para su clasificacién, y reposa bajo
el No. COL 513823.

Seleccion de las condiciones
adecuadas para la extraccion de la
enzima peroxidasa (E. C. 1.11.1.7)

Se plante6 un disefio experimental cuadra-
do latino con el fin de seleccionar un siste-
ma de buffer adecuado para la extraccién
de peroxidasa a partir de corteza de frutos
de lulo (6). Tomando como base prelimi-
nar lo reportado por Cortés (7), se evalua-
ron nueve sistemas buffer, los cuales pre-
sentaron la composicion que se muestra en
laTabla 1. La muestra consistié en 500 mg
de corteza de lulo, la cual se macer$ en
presencia de nitrégeno liquido, seguido de
tres lavados, cada uno con 3 mL, de aceto-
na fria (4 °C). Las muestras fueron cada
vez centrifugadas por 10 min (10000 x g).
Sobre el peller obtenido se evaluaron las
diferentes soluciones de extraccién. A los
extractos crudos obtenidos se les midi6 la
actividad peroxidasa con el fin de estable-
cer el buffer con el cual se logra la mayor
actividad enzimética.

Seleccién de los parametros
adecuados para la medida de
actividad enzimética peroxidasa

Como pardmetros para la medida de
actividad se evaluaron: pH (6,0, 6,5, 7,0,
7,5 y §,0); temperatura (25, 35, 45, 55,
65 y 70 °C); concentracion de guayacol
(3,5, 10, 15, 25 y 40 mM); concentracion
de peroxido de hidrégeno (8, 9, 10y 12
mM) y volumen de extracto enzimético
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Tabla 1. Caracteristicas de los nueve sistemas evaluados para establecer las condiciones de extrac-
cion de peroxidasa a partir de corteza de lulo. Buffer base: fosfatos de sodio 100 mM pH 7

Tiempo de agitacién
Buffer* (min) % SDS % PVPP
1 90 0,2 1
2 60 0,2 3
3 30 0,2 6
4 30 1 1
5 90 1 3
6 60 1 6
7 60 2 1
8 30 2 3
9 90 2 6

* Para cada sistema evaluado se conté con nueve determinaciones.

crudo (10, 15, 20 y 30 uL), teniendo en
cuenta lo reportado por Cortés (7). La
mezcla de reaccion estuvo constituida por
buffer fosfatos 100 mM, guayacol, H,O,
y extracto enzimatico, segin valores por
evaluar. La actividad enzimaAtica se midi¢
realizando un seguimiento espectrofoto-
métrico (Genesys UV 10®) a 470 nm du-
rante 2 min y se expresd como actividad
especifica (AAynm/min*mg de protei-
na). Los parametros se evaluaron siguien-
do un disefio experimental escalonado, es
decir, que al evaluar una de las variables,
las demds permanecieron constantes.
Una vez se establecié cada variable, este
valor se utilizé para estudiar el siguiente
pardmetro. Para cada condicion experi-
mental se contd con nueve determina cio-
nes.

CUANTIFICACION DE PROTEINA

La cuantificacién de proteina en los ex-
tractos enzimaticos crudos se realizd por

el método de Lowry (8). Se utiliz6 albu-
mina bovina sérica (BSA) como patrén,
y cada determinacion se realizo por tri-
plicado.

Andlisis estadistico

Los anélisis realizados a lo largo de la in-
vestigacion contaron con nueve determi-
naciones para cada muestra. Los resulta-
dos obtenidos se analizaron usando
anélisis de varianza (ANDEVA) y prueba
de rango multiple (¢ = 0,05), usando el
programa StatGraphics plus 5.1%,

Ensayo in vivo para establecer el
comportamiento de la enzima
peroxidasa por efecto de la
inoculacion con el patégeno C.
acutatum

Los lulos utilizados para el ensayo in vivo
fueron clasificados teniendo en cuenta
como criterio de madurez la relacion
°Brix/acidez titulable (indice de madu-
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rez, IM). Los valores IM para clasificar-
los como verde, pintén y maduro en esta
investigacion fueron 1,44, 2,83 y 3,02,
respectivamente. Una vez clasificados, se
lavaron y desinfectaron con una solucion
de hipoclorito de sodio (1%) v se enjuaga-
ron con agua estéril. Posteriormente se
separaron al azar en tres grupos o trata-
mientos. El primer grupo, denominado
control, se almacené sin ninglin otro tra-
tamiento. El segundo grupo, denominado
testigo, consistio en lulos a los que se les
realiz6 una pequefia incision (1 cm) con
bisturi en forma de cruz en dos lados
opuestos y se inocularon con 15 uL de
agua estéril, y el tercer grupo fue denomi-
nado frutos inoculados, a los cuales se les
realizé herida igual a los testigos pero se
inocularon con 15 4L de la suspension del
hongo. Una vez inoculados, se almacena-
ron en frascos de vidrio provistos con una
servilleta humedecida con agua (todo el
sistema previamente esterilizado) con el
fin de mantener una adecuada humedad
relativa. Se taparon con vinilpel® y se al-
macenaron en las mismas condiciones de
temperatura (ambiente) y luz (dia/noche).
Se realizaron muestreos de todos los tra-
tamientos al inicio y a las 6, 12, 24, 30,
36, 48, 72, 96 y 144 horas, tomando al
azar tres frutos por cada tratamiento y por
cada estado de madurez, a los que se reti-
16 la corteza en el drea de inoculacion
(cuadrado de 1 cm de lado). Sobre estas
muestras se realizé la extraccion y deter-
minacién de actividad peroxidasa, tenien-
do en cuenta los pardmetros establecidos
previamente, y se cuantificd proteina.
Durante todo el tiempo de muestreo los
frutos fueron observados diariamente
para detectar la presencia de algin sinto-
ma visible de la enfermedad antracnosis,
y se registré su estado de sanidad general.
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Evaluacion por electroforesis en geles
de poliacrilamida y tincién especifica
peroxidasa

Los extractos enzimdticos obtenidos du-
rante el ensayo in vivo fueron dializados
contra tres cambios de agua desionizada,
usando membranas de celulosa (12 kDa).
Una vez dializados, se les determiné el
contenido de proteina (8). Los extractos
seleccionados para los andlisis por elec-
troforesis consistieron en muestras en las
que se obtuvo induccion de actividad en-
zimdtica peroxidasa como consecuencia
de la inoculacién con C. acutatum, asi
€omo sus respectivos controles y testigos.

Se realizd electroforesis en condicio-
nes nativas con dichos extractos, em-
pleando un equipo Mini Vertical Gel
System EC 120®. Se usaron geles del
12,5% a 150 V. Se aplicaron volimenes
de las muestras tal que correspondieran
todos a 25 ug de proteina. Una vez se so-
brepaso el gel de concentracion, se aplic
100 V durante el gel de separacion. Los
geles fueron luego sometidos a tincién es-
pecifica para peroxidasa. Para ello se su-
mergieron en una solucién de o-dianisidi-
na 1,8 mM y perdxido de hidrégeno al
1,2% preparada en buffer fosfatos 100
mM pH 6,5 hasta que aparecieron las
bandas (9). Posteriormente se sumergie-
ron los geles en una solucién de 4cido
acético al 10%.

Determinacion del contenido
de fenoles totales

Para determinar el contenido de com-
puestos fendlicos totales, se tomaron 500
mg de las muestras de corteza y se mace-
raron en presencia de nitrégeno liquido.
Luego se realiz6 la extraccién por agita-
cién durante 30 s con 3 mL de acetonaa 4
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°C. Se centrifugé por 10 min (10000 x g)
y se retir6 el sobrenadante. Este procedi-
miento se realizé tres veces consecutivas.
Los sobrenadantes se reunieron y se al-
macenaron en frascos dmbar bajo refrige-
racion (4 °C) para su posterior anilisis.
La cuantificaciéon se realiz6 usando el
reactivo de Folin-Ciocalteu’s (10). Cada
extracto se llevé a 10 mL con agua. A par-
tir de esta solucion se tomé un volumen de
300 uL, se le adicion6 200 uL de carbo-
nato de sodio (22%), 900 uL de agua y
100 4L de reactivo, de tal forma que la
concentracién final fue 0,125N. La mez-
cla anterior se homogeneiz6 y se leyé a
500 nm después de 30 min de reaccién,
usando un equipo Genesys UV-10%. Se
realizaron curvas de calibracion usando
4cido géalico como patrén en un intervalo
de concentracién entre 0 y 25 mg/L. El
contenido de fenoles totales se expresé
como mg/L de 4cido galico por mg de ma-
terial vegetal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccién del buffer adecuado para la
extraccién de peroxidasa

Los resultados de actividad enzimética
especifica peroxidasa, obtenidos al eva-
luar los nueve sistemas de buffer de ex-
traccién, se muestran en la Figura 1.

El ANDEVA de los resultados indicé
que el sistema No. 4, compuesto por buf-
fer fosfatos 100 mM, pH 7,0, 1% SDS
(dodecil sulfato de sodio), 1% PVPP
(polivinilpolipirrolidona) y agitacién du-
rante 30 min, permiti6é obtener la mayor
actividad. Se pudo establecer que existen
diferencias estadisticamente significati-
vas, al nivel de confianza del 95 %, entre
el buffer No. 4 y los demas sistemas es-
tudiados. Por tanto, se selecciond este
como el més adecuado para la extraccion
de peroxidasa a partir de corteza del fru-
to de lulo.
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Figura 1. Actividad de peroxidasa en extractos de corteza de lulo obtenidos empleando diferentes sistemas de
extraccion, descritos seginla Tabla 1. Letras distintas indican diferencias significativas a un nivel de confianza

de 95%. Cada valor es el promedio de nueve determinaciones.
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Seleccion de los parametros
adecuados para la medida
de actividad enzimatica peroxidasa

A partir de las medidas de actividad, ob-
tenidas usando las diferentes condiciones
experimentales evaluadas, se realizaron
gréficas de tiempo de reaccion contra ab-
sorbancia y se tomd la pendiente de la
curva. Con el dato del contenido de pro-

teina, determinado para cada extracto, se
expres6 la actividad como actividad
especifica. En las grificas de la Figura 2
se presentan los resultados obtenidos para
cada pardmetro experimental evaluado.

Con base en los resultados obtenidos,
y usando ANDEVA para cada grupo de
datos, se logré establecer que los pardme-
tros adecuados para la medida de la acti-
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Figura 2. Actividad peroxidasa obtenida de corteza de lulo utilizando diferentes valores de pH, temperatura,
concentracién de peréxido de hidrégeno y guayacol. Letras distintas indican diferencias estadisticamente sig-
nificativas con un nivel de confianza de 95%. Cada resultado es el promedio de nueve determinaciones.
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vidad de la enzima peroxidasa, extraida a
partir de corteza de lulo, son: pH 6,5,
sustrato guayacol 15 mM, H,0,, 10 mM,
y temperatura 55 °C usando 30 L de ex-
tracto crudo, con los cuales se obtuvieron
los mayores valores de actividad especifi-
ca. Los pardmetros obtenidos fueron, en
general, similares a los encontrados en
estudios previos para lulo en los que el pH
fue 6,3 y la temperatura 63 °C (7). Para
pepinillo se reporté pH 7 (11) y para pepi-
no pH, entre 5,5y 7,5 (12). La tempera-
tura éptima tanto en pepino como en pepi-
nillo se determiné en el intervalo de 25 °C
a 45 °C.

Estudio in vivo: evaluacién
de sintomas de antracnosis

A los lulos inoculados con el hongo, asi
como a los lulos testigo y controles, se les
realizé un seguimiento diario con el fin de
evaluar su estado y la aparicién de los sin-
tomas visibles de la enfermedad antracno-
sis. Los resultados permitieron establecer
que los sintomas caracteristicos, tales
como mancha necrética y aparicion del
micelio algodonoso sobre la zona de ino-
culacién, se presentaron en promedio a
las 72 h después de inoculacién. Se pudo
determinar también que los lulos en esta-
do pintén fueron los mds afectados, se-
guidos por los verdes, mientras que los
maduros fueron los menos afectados. Los
resultados en cuanto a sintomas de la en-
fermedad coinciden con lo reportado por
Cerodn (3), quien encontré que en los pin-
tones la incidencia del hongo C. acuratum
fue mayor. Ni los frutos control ni los tes-
tigos presentaron evidencia alguna de sin-
tomas de la enfermedad durante el tiempo
de la evaluacién de estos.

Estudio del comportamiento de la
enzima peroxidasa en frutos de lulo
(Solanum quitoense Lam) por efecto
de C. acutatum durante la interaccién
fruto-patégeno

En la Figura 3a se observa la variacién de
actividad de la enzima peroxidasa en ex-
tractos crudos obtenidos de lulos en esta-
do verde, como respuesta a la inoculacién
con C. acutatum y su comparacion res-
pectiva con los controles. Los resultados
mostraron un aumento muy notable a 144
horas, correspondiente a cuatro veces el
valor obtenido para el control, induccién
que se puede atribuir a la presencia del
patégeno, dado que en los inoculados con
agua el valor fue considerablemente més
bajo, hecho que permite descartar que tal
aumento se trate de una respuesta al estrés
causado por la herida. Este tipo de com-
portamiento ha sido demostrado en algu-
nos modelos de interacciones, en los que
se ha encontrado aumento significativo de
actividad peroxidasa como respuesta del
hospedero frente al ataque de un patégeno
(4). Dicho aumento se ha correlacionado
con frecuencia con el incremento en el
contenido de compuestos fendlicos y de
lignina, la cual forma parte de la defensa
pasiva del hospedero, ya que es un meca-
nismo mediante el cual se refuerza la pa-
red celular para impedir la invasién del
patégeno y que conlleva la intervenciéon
de diversas peroxidasas.

También fue obtenido un aumento sig-
nificativo de actividad por efecto de la
presencia del patogeno al tiempo inicial y
a 6 h, lo que se constituye en una induc-
cion temprana de la actividad peroxidasa,
aunque la magnitud de este aumento no
fue tan alta como la obtenida a 144 h en
frutos inoculados. Por otro lado, a36hy

33




REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 38, No. 1 DE 92009

OcControl

Tiempo (horas)

Bl Testigo M Inoculado con el hongo

3 250
3
'E- a
o 9
2 200
Ed a. Lulos verdes
Z 150
=
L
£ 100
= E
- :
- a
F S0 b 5 I
b r b !‘L_a :_1‘?‘_' I ¢ ahh
N R R
-
- Tl __k_,
0 6 12 24 96 144
'liempo (htmz«i}
Control B Testigo M Inoculado con el hongo
=
:E 250
& 200 1 .
EF b. Lulos pintones
=
| 150
E 100 1 a
=
1% i m
=
: E- | (i EL-
- (1] G 12 96
Ilempn {Imms)
OcComrol  BETestigp  MInoculado con ¢l hongo
o2 72 .
ﬂ 250
H
g 200 4
- ¢. Lulo maduro
2
£
E 150
g
£ 100 a
z a
< i b
T 50 - b4 T
2 L c 7 2 ¢ r b
3 b hi b
<4 o4 - -
2 36 48 72

Figura 3. Variacion de la actividad peroxidasa en corteza de lulos a. verdes, b. pintones y c. maduros durante
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(P=0,05). Cada dato es el promedio de nueve medidas.
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48 h también se presentd incremento de la
actividad en los frutos inoculados con el
hongo. Sin embargo, este aumento es es-
tadisticamente significativo Unicamente
frente al testigo (inoculado con agua), ya
que con respecto al control no existe dife-
rencia alguna. Por ello, el aumento a es-
tos tiempos no se puede correlacionar de
manera clara con respuesta al hongo. Las
evidencias indican que el fruto verde ma-
nifesté un comportamiento diferente ante
los distintos tratamientos a los que fue so-
metido, y es probable que el aumento de
actividad observado con el tiempo en los
frutos control pueda ser producto del pro-
ceso metabdlico que continlia desarro-
1ldndose, por ejemplo de maduracion, tal
como se ha reportado en la literatura (7).

En la Figura 3b se observa el compor-
tamiento de la actividad peroxidasa en lu-
los pintones durante el ensayo in vivo. En
los lulos testigo e inoculados con €l hon-
go, se evidenci6 un incremento de la acti-
vidad en el tiempo inicial y a 6 h, el cual
se puede asociar con una respuesta al es-
trés producido por la herida. Este com-
portamiento ha sido ampliamente docu-
mentado en la literatura (13). Se conoce
que, como respuesta de las plantas a dife-
rentes tipos de estrés, ya sea bidtico o
abidtico, se genera acumulacién de H,O,,
el cual inicia un proceso de sefializacion
que involucra activacion de enzimas, ex-
presion de genes, muerte celular progra-
mada y dafio celular. Para este estado de
madurez no se encontraron cambios en la
actividad comparables con los que se pre-
sentaron para lulos en estado verde a 144
h. En promedio, la inoculacion con el pa-
tégeno no tuvo mayor efecto en la activi-
dad peroxidada, y se observé més bien
una disminucién en las magnitudes de la

actividad enzimdtica con el tiempo, para
los tres tratamientos.

El comportamiento de la actividad de
la enzima peroxidasa durante el ensayo in
vivo en lulos maduros se muestra en la
Figura 3c. Los resultados indicaron que,
en general, hay una induccién significati-
va de la enzima atribuible a la inoculacién
con el patdgeno, dada la diferencia con el
testigo. El aumento fue significativo al
tiempo inicial, 6, 24, 30, 48, 72y 144 h.
La mayor induccion se observo a 48 h,
con un aumento de casi cuatro veces con
respecto al testigo. En promedio, la acti-
vidad fue mayor a los mayores tiempos de
muestreo, a diferencia de lo observado
con los frutos pintones, en los que dismi-
nuy6, en general, con el tiempo. Este
comportamiento podria estar relacionado
con el proceso mismo de maduracién, ya
que, como se ha reportado en estudios
previos (7), la actividad peroxidasa en
corteza de lulo a temperatura ambiente
aumenta, especialmente hacia el maximo
climatérico, es decir cuando el fruto al-
canza su estado 6ptimo de madurez.

En el modelo objeto de nuestro estu-
dio, lulo- C. acutatum se puede postular,
con base en los resultados obtenidos, que
hay respuestas diferenciales a la infecciéon
con el hongo en términos de induccién de
la enzima peroxidasa. Una vez que se es-
tablecen diferencias en la actividad de una
enzima por efecto de un patégeno, como
es este caso, resulta interesante determi-
nar si esta se relaciona con la inhibicién
del desarrollo de 1a enfermedad, es decir,
con reacciones de defensa del fruto. Para
ello es necesario avanzar en la investiga-
cién del modelo, estableciendo si el no
desarrollo de sintomas se debe, por ejem-
plo, a la formacién de estructuras de de-
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fensa (lignificaciones, reforzamiento de ta. En papa (5), se determiné una isofor-
paredes, depositacion de calosa, etc.)oa  ma con alta movilidad electroforética
la formacién de compuestos que sean to- como respuesta a la infeccién con el pato-
xicos para el patégeno. Es de resaltar que geno Pectobacterium chrysanthemi. Una
en este modelo en particular se observé  de las respuestas més tempranas de plan-
que los frutos verdes y maduros, en los tas a patogenos es la generacién de espe-
que hubo mayor induccién de la activi- cies reactivas de oxigeno (ROS), evento
dad, y ademds temprana, los sintomas de ~ para el cual se han postulado diversos sis-
la enfermedad a un mismo tiempo des- temas enzimaticos y, con mucha frecuen-
pués de la inoculacién fueron menores cia, el correspondiente a peroxidasas de
respecto a los lulos pintones. Ello sugiere  pared celular. Estas ROS contribuyenala
una posible asociacion entre la inducciéon  defensa, ya sea como compuestos antimi-
de la enzima y la aparente defensa frente  crobiales, como inductores de muerte ce-
al patégeno. lular del hospedero o como formadores
] ] de barreras estructurales.
Existen reportes en los que peroxidasa
estd involucrada como una enzima que . o ez
- . . q Electroforesis PAGE y tincién
participa en las interacciones hospede- 2 :
5 . especifica para peroxidasa
ro-patogeno. En manzana (4), se reportd
aumento en su actividad, asi como en el Muestra de los perfiles electroforéti-
contenido de lignina, y a su vez, una dis-  cos obtenidos para algunos extractos cru-
minucién en la incidencia de la enferme- dos enzimiticos de Ilulo verde, pintoén y
dad frente al ataque de Penicillium expan- maduro se muestran en la Figura 4. En la
sum. En pera (14), se reporté aumentoen  Figura 4a se comparan dos tiempos des-
la actividad peroxidasa cuando los frutos ~ pués de inoculacion, para extractos enzi-
fueron inoculados con Alrernaria alterna- ~ maéticos crudos de lulo verde: tiempo ini-
a C.
0 horas | 144 horas Ohoras 36 horas 72 horas 12 horas 48 horas
g o (A . e et i c ot i ¢ t i
' 7
ERARREN) I m I
‘ |
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- . | .
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<«
Verde Pintdn Maduro
Figura 4. Perfil electroforético en condiciones nativas, con tincién especifica para peroxidasa, de extractos
crudos de corteza de lulos a diferentes horas de inoculacién.
c¢: control; t: testigo; i: inoculado. Cantidad de proteina en cada carril: 25 ug. En cada fotografia, la muestra de
la izquierda corresponde a extractos enzimaticos donde no hubo induccién de actividad peroxidasa, mientras
que la de la derecha corresponde a extractos en los que se obtuvo induccion de la enzima.
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cial, donde no hubo induccién de
actividad, y 144 h, en el que hubo induc-
cion importante de la enzima en frutos
inoculados con el patégeno. Al comparar
los resultados obtenidos en la electrofore-
sis, se observd que en las muestras co-
rrespondientes a 144 h el perfil present6
dos nuevas bandas. De estas nuevas ban-
das o isoenzimas, solo una puede atribuir-
se a una respuesta del fruto frente al ata-
que del patégeno, dado que Unicamente se
presenta en los lulos sometidos a la accién
del hongo, mientras que la otra puede ser
una proteina de respuesta al estrés. Este
resultado estd de acuerdo con los obteni-
dos en la evaluacion de la actividad enzi-
mética, en los que a 144 horas los extrac-
tos de lulos inoculados con el hongo
mostraron un aumento muy notable res-
pecto a los control y testigo.

En el perfil electroforético de extrac-
tos crudos de corteza de lulo en estado
pintén (Figura 4b), se comparan tres.
Uno a tiempo inicial, en el que no hubo
induccion de la actividad, y los otros a 36
y 72 h, extractos en los que hubo ligera in-
duccién. En estos se pudo observar un
perfil muy similar al obtenido para ex-
tractos del estado verde. Sin embargo, se
detectd en los extractos de 36 hy 72 h la
aparicion de una nueva banda, con la ma-
yor movilidad electroforética relativa, en
las muestras correspondientes a los lulos
testigos y los inoculados con el hongo.
Por tanto, esta posible isoenzima podria
atribuirse a una respuesta del fruto frente
a las condiciones de estrés producidas por
la incisién realizada y no al patégeno. Por
otro lado, se observd una banda con la
menor movilidad electroforética relativa,
la cual solamente estd presente en el ex-
tracto de 72 h en la muestra correspon-
diente a lulo inoculado con el hongo; por

consiguiente, puede suponerse, de mane-
ra preliminar, que esta proteina puede
asociarse a una respuesta del fruto frente
al ataque del patégeno. Respecto al perfil
electroforético obtenido para extractos
enzimaticos crudos de corteza de lulo ma-
duro (Figura 4c), se observé que, en
comparacién con los estados verde y pin-
ton, el perfil presenta menos bandas. Esto
hace suponer que durante el proceso de
maduracion las formas activas de la enzi-
ma peroxidasa parecen disminuir. Al
comparar los dos extractos de Iulo madu-
ro evaluados, es decir, 12 'y 48 h, se en-
contr6 que en el de 48 h las bandas que ha-
bian sido observadas para lulo control son
mucho menos evidentes, y se observa la
aparicion de una nueva banda, con la ma-
yor movilidad electroforética relativa, la
cual esta presente en los extractos corres-
pondientes a lulos testigo e inoculado con
el hongo, lo que quiere decir que esta
isoenzima se presenta como una respues-
ta a las condiciones de estrés causadas por
la incision realizada. Cabe resaltar que la
intensidad de esta banda es algo mayor en
la muestra correspondiente al lulo inocu-
lado con el patégeno, aumento que, de
corroborarse por cuantificacion, podria
correlacionarse con la induccién de acti-
vidad de la enzima observada a este tiem-
po en las muestras correspondientes a
Iulos inoculados con el patégeno.

El comportamiento en los tres perfiles
electroforéticos de los extractos enzimati-
cos crudos de corteza de lulo durante el
ensayo in vivo en los tres estados de ma-
durez puede parecerse en esta evaluacion
preliminar con lo observado en estudios
realizados en el modelo trigo- Fusarium
graminearum (15) en el que se encontra-
ron, en una variedad resistente, 9 isofor-
mas de peroxidada; 4 de estas fueron in-
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ducidas luego de la inoculacion de la
planta con el patégeno. Teniendo en
cuenta lo anterior, es posible postular en
forma preliminar que algunas isoenzimas
especificas podrian estar involucradas en
reacciones de respuesta del lulo frente al
hongo C. acutarum. Aunque no es del
todo claro el papel especifico de la pero-
xidasa en mecanismos de defensa, se sabe
que esta enzima esti asociada con biosin-
tesis de pared celular, polimerizacion de
alcohol cinamilico a lignina, polimeriza-
cién de extensinas, respuestas a heridas y
al ataque de patégenos. Adicionalmente,
se relaciona con la catélisis de compues-
tos fendlicos para producir una variedad
de productos bioactivos, sugiriendo que
los productos de la reaccion constituyen
una forma de defensa quimica y fisica.

Cuantificacién de compuestos
fendlicos totales

La determinacion del contenido de feno-
les totales se realizd a todas las muestras
en los tres estados de madurez con el fin
de establecer si se produce una acumula-
cién de estos como consecuencia de la
inoculacion con el patégeno, vy si esta acu-
mulacién tiene alguna relacién con la in-
duccioén de la enzima peroxidasa.

Los resultados obtenidos para lulos en
estado verde se muestran en la Figura 5a.
Estos permitieron establecer que hubo in-
cremento significativo en los lulos inocu-
lados con el hongo a 30, 96 y 144 h, des-
pués de inoculaciéon. Con excepcién del
dato a 144 h no se encontr6 relacion di-
recta entre induccion de peroxidasa y au-
mento en el contenido total de fenoles.

La Figura 5b muestra los resultados
obtenidos para frutos pintones. Se encon-
tr6 una interesante respuesta enlo que ala
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induccion de fenoles se refiere, a tiempos
tempranos (6 h), posiblemente relaciona-
da con el estrés producido al realizar la
incisién, dado el aumento tan significati-
vo en el contenido (del orden de 300%)
obtenido para los frutos tanto inoculados
con agua como con el hongo, conrelacién
alos controles. El contenido de fenoles en
los frutos testigo permanecié relativa-
mente constante durante todo el ensayo.
No se observé aumento que se pueda atri-
buir especificamente a la inoculacién con
el hongo, dado que las diferencias entre
inoculados con agua o con el patégeno no
fueron significativas. Es de resaltar que el
contenido promedio de fenoles totales en
los lulos pintones fue mayor al de los lu-
los verdes. Sin embargo, a lo largo del
analisis, en el estado pintén la tendencia
general fue a disminuir.

Para los frutos maduros, la variaciéon
en el contenido de fenoles totales durante
el ensayo in vivo se muestra en la Figura
5c¢. Se obtuvo un aumento significativo a
30, 96 y 144 h en los lulos inoculados con
elhongo. Aligual que en los verdes, no se
encontraron cambios que indiquen que
los fenoles aumentaron como producto de
la herida realizada con el bisturi, dado
que en los lulos inoculados con agua no se
observd aumento significativo. En pro-
medio, se observd que el contenido de fe-
noles totales es ligeramente mayor en los
lulos maduros que en los otros dos esta-
dos de madurez. Adicionalmente, se en-
contr6 que la acumulacion de fenoles a
144 horas coincide con la induccion de la
enzima en lulos maduros por efecto del
patégeno.

Salvo el caso del tiempo 144 h, no se
puede deducir a partir de estos resulta-
dos una relacion directa general entre la
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actividad peroxidasa y el contenido total
de fendlicos, aunque es bueno resaltar
que se trata de contenidos totales y no se
consideraron posibles casos de disminu-
cion de algunos fenoles en aras del au-
mento de otros, lo que metabdlicamente
es frecuente.

Por otro lado, 1a acumulacién a 30, 96
y 144 h por efecto de la inoculacién en lu-
los verdes y maduros se puede relacionar
con la evaluacién hecha de la enferme-
dad, en el sentido de que, en dichos esta-
dos de madurez, los sintomas visibles de
esta fueron menores, mientras que en los
lulos pintones, en los que la severidad de
la enfermedad fue la mayor, no se encon-
tré acumulacién de fenoles totales atribui-
ble al patogeno.

La acumulacién de compuestos fendli-
cos es una de las respuestas tipicas de de-
fensa de las plantas frente al ataque de pa-
tégenos (16). Las fitoalexinas, por
ejemplo, son una clase de compuestos to-
xicos a patégenos, muchos de tipo fendli-
co, que las plantas producen en cantida-
des apreciables sélo después de haber
sido estimuladas por diferentes tipos de
microorganismos fitopatégenos o de ha-
ber sufrido dafios causados por agentes
quimicos 0 mecénicos.

Los resultados observados en el mode-
lo lulo- C. acutatum estan de acuerdo con
algunos reportes en los que se han encon-
trado cambios en el metabolismo fendlico
después de la interaccién planta-patdge-
no. Uno de estos modelos es Hypericum
perforatum L. (17), una planta medicinal
con la que, a través de un cultivo celular,
se logrd establecer que luego de elicita-
cién con Colletotrichum gloesporioides
se produjo la acumulacion de xantonas,
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compuestos conocidos por su actividad
farmacolégica como antibacteriales y an-
tifiingicos. En otros modelos como lechu-
ga-Colletotrichum trifolii (18), se reporta
que después de evaluar interacciones
compatibles e incompatibles, fue en la in-
teraccién incompatible donde se encontré
acumulacién de medicarpina y sus conju-
gados a las 24 h después de la inocula-
cién, manteniéndose hasta 72 h, mientras
que en interacciones compatibles la acu-
mulacion ocurrié solo a 48 h y posterior-
mente decay6. En el modelo clavel-Fusa-
rium oxysporum (19) se reportd
acumulacion diferencial de compuestos
fendlicos entre variedades con diferentes
niveles de resistencia al patégeno causan-
te del marchitamiento vascular.

Teniendo en cuenta lo anterior, €s po-
sible postular que la acumulacién de com-
puestos fendlicos totales a 96 y 144 h en
lulos verdes y maduros, pueda ser una
respuesta de la planta frente al ataque del
patégeno, ya que puede descartarse que la
respuesta se deba al estrés de la herida
realizada con el bisturi, puesto que en
ninguno de estos tiempos se observaron
diferencias significativas entre los conte-
nidos obtenidos para los controles (sin
inocular) comparados con los testigos
(inoculados con agua). Sin embargo, es
necesario profundizar en el estudio, por
ejemplo, realizando perfiles cromatogra-
ficos con el fin de establecer cudles feno-
les se inducen o se sintetizan de novo y el
tipo de fenoles especificos que estarian
involucrados en la respuesta defensiva.

Los resultados de este estudio se cons-
tituyen en un aporte al conocimiento, por
lo demas escaso, de las interacciones fru-
tos-patdgenos, y son los primeros conoci-
dos acerca de la interaccion lulo- Colleto-
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trichum, lo cual permite establecer para
este modelo evidencias que permiten pos-
tular la posible participacion de la enzima
peroxidasa y de los fenoles en respuestas
de defensa, y la dependencia del desarro-
llo de sintomas de la antracnosis y el gra-
do de enfermedad con el estado de madu-
rez del fruto.
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