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ESTUDIO COMPARATIVO DEL COMPORTAMIENTO DE SEIS CEPAS DE HONGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN SU INTERACCION CON EL TOMATE (Lycopersicon
esculentum M. var “Amalia”)

COMPARATIVE STUDY OF BEHAVIOUR OF SIX ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI WHEN
COLONIZE TOMATO PLANTS (Lycopersicon esculentum M. var “Amalia”)

Yakelin Rodriguez Yon', Blanca de la Noval Pons?, Félix Fernandez Martin® y Pedro Rodriguez Hernandez*

Resumen

Dada la extraordinaria importancia ecoldgica y econdmica de los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), en Cuba y otros paises, se han dado pasos acelerados para poner en practica
su uso como biofertilizante. En el presente trabajo se realizd un estudio comparativo del
comportamiento de seis cepas de HMA, en su interaccion con plantulas de tomate de la variedad
“Amalia”, mediante indicadores fungicos, agrondmicos y bioquimicos con el objetivo de evaluar las
diferencias existentes en los patrones de colonizacion de las distintas cepas y seleccionar la mas
promisoria para este cultivo en las condiciones estudiadas. Las cepas de HMA estudiadas fueron
Glomus fasciculatum, G. clarum, G. mosseae, Glomus sp.l1, G. intrarradices y Acaulospora
scrobiculata. A los 18 y 32 dias de germinadas las semillas se evaluo: altura; masa fresca y seca
(aérea, radical y total) y la actividad especifica radical de quitinasa, B-1,3-glucanasa y fenilalanina
amonio liasa (PAL); asi como las variables fingicas colonizacion (%) y densidad visual (%) a los 32
dias. En sentido general, se encontrd un efecto positivo de la inoculacion sobre las plantulas de tomate
con respecto a los controles, expresado en los indicadores agrondmicos y fungicos estudiados. Los
resultados mostraron ademas respuestas diferenciadas de las plantulas de tomate en funcion de las
cepas de HMA inoculadas, con relacion a las actividades enzimaticas, destacandose la cepa Glomus
fasciculatum como la mas efectiva para esta interaccion en las condiciones estudiadas.
Palabras claves: hongos micorrizicos arbusculares, tomate, quitinasa, 3-1,3-glucanasa, PAL

Abstract

Due to ecological and economical importance of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), in Cuba
and others countries, there are programs for their introduction as a biofertilizers. The present work
aimed to do a comparative study of six AMF strains, in their interaction with tomato seedlings
“Amalia” variety, through fungal, agronomics and biochemical indicators with the aim to evaluate the
colonization pattern differences of the different strains and select the best strain for this crop under the
studied conditions. The AMF strains studied were Glomus fasciculatum, G. clarum, G. mosseae,
Glomus sp.1, G. intrarradices y Acaulospora scrobiculata. At 18 and 32 days after seed germination,
height, fresh and dry mass (aerial, radical and total) and radical specific activity of chitinase, -1,3-
glucanase and phenylalanine ammonia lyase (PAL); as well as fungal variables of colonization (%)
and visual density (%) at 32 days. In general, a positive effect of inoculation on tomato seedlings
expressed in agronomic and fungal indicators studied was found. Enzymatic activities showed
different responses in tomato seedlings according to AMF strains, being G. fasciculatum the most
effective strain for this interaction under the studied conditions.
Key words: arbuscular mycorrhizal fungi, tomato, chitinase, 3-1,3-glucanase, PAL

Introduccion

A pesar que los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) surgieron hace 350 - 460 millones de afios
atras (Simon et al., 1993), en la actualidad poseen una
extraordinaria importancia ecologica y econdmica
producto a los beneficios que reportan a la mayoria de

las plantas terrestres, ademas de sustentar los
programas basados en la conservacion
medioambiental.

Esta asociacion no es especifica puesto que
cualquiera de los HMA puede colonizar a cualquiera de
las plantas susceptibles de formar la simbiosis. Sin

embargo, algunos hongos benefician en mayor grado a
un determinado hospedero en comparacion con otros y,
fundamentalmente, muestran un cierto grado de
adaptacion para establecer la micorriza y funcionar bajo
determinadas condiciones edafoclimaticas (Pozo, 1999),
hecho que evidencia las marcadas diferencias, no solo
estructurales, sino también funcionales existentes
entre especies e incluso entre cepas pertenecientes a
una misma especie. De ahi la importancia de conocer
estas diferencias con vistas a seleccionar el hongo
adecuado para cada interaccion, lo cual permitird
obtener resultados satisfactorios.



YAKELIN RODRIGUEZ, BLANCA DE LA NOVAL, FELIX FERNANDEZ Y PEDRO RODRIGUEZ

Ecol. apl. Vol. 3 N° 1 y 2, 162-171

El seguimiento del comportamiento en campo de
las plantas colonizadas ha sido muy usado para estos
fines, pero estos estudios hoy dia se complementan
con técnicas mas avanzadas como son los marcadores
bioquimicos y/o moleculares, que constituyen
alternativas mas rapidas, sensibles y confiables
(Koslova et al., 2000; Morton & Redecker, 2001).

Durante el establecimiento de esta simbiosis se
producen alteraciones citoldgicas y metabolicas en las
células hospederas, mediadas por sefales que se
intercambian entre la planta y el hongo (Salzer & Boller,
2000), detectandose variaciones en la expresion y
actividad de algunas enzimas involucradas en los
mecanismos de defensa (Dumas-Gaudot et al, 2000).
Dentro de estas enzimas se destacan las quitinasas (EC
3.2.1.14) y B-1,3-glucanasas (EC 3.2.1.39), las cuales
hidrolizan los polisacaridos de la pared celular de los
hongos, por lo que se ha descrito el papel de las mismas
en la resistencia activa de las plantas contra
fitopatogenos (Graham & Sticklen, 1994; Vazquez -
Garciduefias ef al., 1998), aunque estas enzimas también
pueden ser inducidas por elicitores bidticos liberados
durante la propia accion del hongo (Boller, 1995).

Por su parte, la fenilalanina amonioliasa (PAL) (EC
4.3.1.5) pertenece a la clase de las liasas y cataliza la
desaminacion de la L-fenilalanina para producir &cido
trans-cindmico y amonio, reacciébn que constituye el
primer paso en la biosintesis de los fenilpropanoides en
plantas superiores (Lister ef al., 1996). Mediante esta via
metabdlica se sintetizan compuestos como la lignina,
suberina, fitoalexinas, flavonoides y compuestos
fendlicos en general, cuya sintesis y acumulacion es
parte de la estrategia desarrollada por las plantas para
evitar la infeccion de patdgenos, por lo que la induccion
de esta enzima es relevante en los mecanismos de
defensa (Espinosa-Victoria, 2000).

Teniendo en cuenta estos aspectos se realizd un
estudio comparativo del comportamiento de seis cepas
de HMA en su interaccion con plantulas de tomate de la
variedad “Amalia”, mediante indicadores fungicos,
agrondomicos y bioquimicos con el objetivo de evaluar
las diferencias existentes en los patrones de colonizacion
de las distintas cepas y seleccionar la mas promisoria
para este cultivo en las condiciones estudiadas.

Materiales y métodos

Material vegetal. Para el desarrollo del presente
trabajo se utiliz6 como hospedero plantulas de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) de la variedad
“Amalia”, la cual fue obtenida por el Departamento de
Mejoramiento Genético del Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA) de Cuba (Alvarez et al.,
1997). Las semillas fueron desinfectadas utilizando una
solucion de hipoclorito de sodio al 10 % por 10 min. La
siembra se efectud en recipiente metalico (300 ml), en
un sustrato estéril compuesto por suelo Ferralitico
Rojo (Hernandez et al, 1999) y cachaza en la
proporcion  3:1 (v:v). Las plantulas de tomate

crecieron en casa de malla bajo condiciones
ambientales de temperatura y humedad relativa,
siendo  éstas 22°C +- 3°C y entre 80-85%,
respectivamente, asi como iluminacion natural. Se
utilizé un diseflo completamente aleatorizado con 10
réplicas.

Material fungico. Se estudiaron seis cepas de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), pertenecientes a dos
géneros, los cuales representan los tratamientos estudiados
conjuntamente con el control (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos estudiados y cepas de hongos
micorrizicos arbusculares utilizados.

Trata- Cepas Procedencia
miento
Glomus fasciculatum (Gerdeman & Trappe | LAP-1,
Gf emendado por Walker & Koske) Dijon,
Francia
Ge Glomus clarum (Nicolson & Schenck) CIAT C_.IS L,
Colombia
Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.
Gm emendado por Gerdeman & Trappe) Gira, Cuba
Gsp Glomus sp.1 (amarillo) Ghira, Cuba
Tope de
Gi Glomus intrarradices (Shenck & Smith) Collantes,
Cuba
Tope de
Asc Acaulospora scrobiculata (Trappe) Collantes,
Cuba
C Control sin inocular

La inoculacion se realizé afiadiendo 200 esporas,
desinfectadas previamente, por recipiente en el
momento de la siembra. La separacion de las esporas
se realizo segun la modificacion de Herrera et al.
(1995) del protocolo descrito por Gerdemann &
Nicholson (1963). Las 200 esporas se depositaron en
viales que contenian 300 ul de solucién Ringer para su
conservacion hasta el momento de la desinfeccion. La
solucion Ringer contenia 7.5 g de NaCl, 0.75 g de
KCL 0.1 g de CaCl, y 0.1 g de NaHCO; en 1 L de
agua destilada.

Desinfeccion de las esporas. Las esporas fueron
sumergidas en una solucion de cloramina T (2 %) por
10 min. Posteriormente se lavaron tres veces con agua
destilada estéril y a continuacion se les afiadidé una
solucion de cloramina T (5 %) por 10 min. y se
lavaron tres veces con agua destilada estéril, esta
ultima etapa se repitio dos veces.

Muestreo y evaluaciones. La toma de muestras se
realizd a los 18 y 32 dias después de la germinacion.
Se evaluaron los indicadores agrondémicos y se
determinaron las actividades enzimaticas, en la parte
aérea y radical. Para evaluar los pardmetros fungicos
los sistemas radicales fueron cuidadosamente lavados

y pesados.
Evaluaciones fiingicas
Morfologia. Se analizaron algunas caracteristicas

morfologicas de las seis cepas de HMA estudiadas
(Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas morfologicas de los hongos
micorrizicos arbusculares estudiados.

Recorrido | No. Paredes de
Cepa Color Forma
(um) la espora
Gl hialino a
jomus crema globosa 60-110 3 capas
fasciculatum (1
palido
3 capas, la 3™
Glomus amarillo- frecuentemente
. globosa 100-260 separada en
clarum ambar
esporas
maduras
3 capas, se van
formando
Glomus naranja globosa, 100-260 segun se
mosseae palido | subglobosa diferencia la
pared de la
espora
amarillo
) a 3 capas, la 2%
Glomus spl amarillo globosa 60-110 es laminada
palido
3 capas, solo la
Glomus blanco a globosa, 1" estd
. . crema 40-140 presente en
intrarradices (1 subglobosa
palido esporas
jovenes
Acaulospora -
scrobiculata hialina | subglobosa | 80-160 3 capas

Colonizacion. Se determinaron los porcentajes de
colonizaciéon micorrizica (%C) y densidad visual
(%DV) en el segundo periodo de evaluacion (32 dias),
para ello se tomaron aproximadamente 200 mg de
raicillas por tratamiento que fueron secadas a 70°C y
teflidas seglin la metodologia descrita por Phillips &
Hayman (1970). La colonizacion se realizd por el
método de los interceptos desarrollado por Giovanetti
& Mosse (1980) y la densidad visual o intensidad de
la colonizacion segin metodologia descrita por
Trouvelot et al. (1986).
Indicadores agronémicos. En ambos periodos de
evaluacion (18 y 32 dias) se determino la altura de las
plantulas de tomate, la masa fresca aérea, radical y
total, asi como la masa seca aérea, radical y total; esta
ultima se realizd secando a 70°C en estufa hasta peso
constante.
Estudio de las actividades enzimdticas

En el tejido radical de las plantulas de tomate se
determind la actividad especifica de quitinasa, p-1,3
glucanasa y fenilalanina amonio liasa (PAL).
Extraccion de enzimas. Para la obtencion de los
extractos enzimaticos radicales se procedid segun la
metodologia descrita y estandarizada por Soldrzano
(1997), procesandose tres réplicas en cada caso. Se
utilizé una solucion amortiguadora de extraccion Tris-
HCI 50 mM pH 7.2, en proporcion 1:1 (p/v), la cual
contenia sacarosa 10 %, polivinilpirrolidona 5 % y B

mercaptoetanol 0.1 %. El sobrenadante obtenido se
guard6 a —20°C.

La concentracion de proteinas se determind por el
método de Bradford (Bradford, 1976), en un
espectrofotometro Ultrospec 2001 pro.

Quitinasa. La actividad quitinasa se determind segliin
el método colorimétrico, discontinuo, descrito por
Boller et al. (1983), donde se utiliz6 como sustrato la
quitina coloidal obtenida a partir de quitina (calidad
reactivo Fluka), registrandose la absorbancia a 585
nm. Para realizar la curva patrén se utilizd una
solucion de n-acetil glucosamina (1 mg. ml™), a partir
de la cual se prepararon las diluciones, a las que se les
realiz6 el mismo procedimiento. Posteriormente, la
actividad se célculo segun la expresion:

Actividad enzimatica = D.O..Cot. Vens. dil

t incub. Venz

Donde t incub. es el tiempo de incubacion del ensayo,
Vens y Venz son los volimenes de ensayo y enzima,
respectivamente y Cot. la cotangente de la curva patrén.

La actividad enzimatica se expres6 como pmoles de
producto formado/ min/ ml enz (UAE).
1,3 glucanasa. Para la determinacién de esta
actividad se mezclo 50 pl de laminarin (-1,3
glucano) ( 2 mg ml') y 50 pL del extracto
enzimatico, incubandose durante 30 min. a 37 °C.
Posteriormente  se cuantificaron los azicares
reductores formados a 660 nm segun el método
propuesto por Somogyi (1952). La curva patron se
realiz6 con el uso de glucosa (1 mg ml™") como estandar,
a partir de la cual se prepararon soluciones con distintas
concentraciones.

El calculo y la expresion de esta actividad fue igual
que para la quitinasa.
Fenilalanina amonio liasa (PAL). La actividad PAL
fue cuantificada segun el método discontinuo propuesto
por Paynet et al. (1971), que utiliza como sustrato la
fenilalanina. En este caso la velocidad de la reaccion se
calcul6 a partir de las lecturas de absorbancia a 275 nm,
donde se mide el acido cinamico formado. Este mismo
reactivo fue utilizado para hacer la curva patrén.

El célculo y la expresion de esta actividad fueron
iguales que para la quitinasa.
La actividad especifica en todos los casos se determind
de la siguiente forma:
Act. Especifica = Act. enzimatica/ concentracion de
proteina
y se expresé como UAE. mg proteina”, siendo esta la
presentada en los resultados.
Anadlisis estadistico. Los datos del porcentaje de
colonizacién micorrizica (%C) fueron transformados
por la funcion 2arcsenVx. Esta variable, al igual que la
densidad visual, los indicadores agronomicos de las
plantulas evaluados (altura, masa fresca y seca aérea,
radical y total,) y las actividades especificas
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determinadas fueron sometidas a un andlisis de
varianza de clasificacion simple (ANOVA), siendo las
medias con diferencias significativas comparadas
seglin la prueba de rangos multiples de Duncan para
P<0.05.

Todos los analisis estadisticos se ejecutaron con el
software SPSS para Windows (SPSS 7.5).

Resultados y discusiéon

Colonizacion fungica. En la Tabla 3 se muestran los
porcentajes de colonizacion micorrizica y de densidad
visual de los tratamientos evaluados en el presente
estudio. Al analizar el porcentaje de colonizacion
micorrizica se observa que el valor mas elevado se
obtuvo en las raices inoculadas con G. fasciculatum, el
que alcanzoé un 24 %, seguido por los tratamientos con
A.. scrobiculata, G. clarum y Glomus sp.1, entre los
cuales no hubo diferencias significativas, donde se
obtuvo un 18 % en el primer caso y un 15% en los dos
ultimos. De las plantas micorrizadas, las colonizadas
con G. mosseae y G. intrarradices exhibieron los
valores inferiores con un 13 %, aunque las mismas no
difirieron de los tratamientos que alcanzaron el 15 % (G.
clarum y Glomus sp.1).

Tabla 3: Porcentajes de colonizacién micorrizica
(%C.) y de densidad visual (%D.V.) en raices de
tomate control e inoculadas con seis cepas de
hongos micorrizicos arbusculares, a los 32 dias
después de la germinacion.

Tratamiento % C. % D.V.

Control 0d Oe

G. fasciculatum 24+0.012a 0.80+0.009b

G. clarum 15+0.006bc 0.41+0.006d

G. mosseae 13+£0.012¢ 0.61£0.000c

Glomus spl 15+0.012bc 0.37+0.014¢

G. intrarradices 13£0.006¢ 0.64+0.012¢

A. scrobiculata 18+0.012b 0.88+0.065a
Sig. * *

Los valores de cada indicador seguidos de letras
comunes no difieren significativamente segun la
prueba de Duncan (P<0.05).

Respecto al porcentaje de densidad visual se
observan  diferencias  significativas entre los
tratamientos. En primer lugar se destacan las plantas
inoculadas con A. scrobiculata con un valor de 0.88 %
y a continuacion las micorrizadas con G. fasciculatum
con un 0.80 %. Seguidamente se encuentran los
tratamientos colonizados por G. intrarradices y G.
mosseae, los cuales alcanzaron un 0.64 % y 0.61 %,
respectivamente, los que no presentaron diferencias
significativas entre si. Los valores mas bajos

correspondieron a los tratamientos con G. clarum y
Glomus sp.1, entre los que no hubo diferencias desde
el punto de vista estadistico y fueron de un 0.41 % y
0.37 %, en cada caso.

En las plantas controles no se observo presencia

fingica en la raiz, como era de esperarse pues no
fueron inoculadas con el hongo y el sustrato con el
cual se trabajo fue esterilizado previamente por lo que
se encontraba libre de posibles propagulos, ademas,
las semillas se desinfectaron superficialmente antes de
la siembra.
Las diferencias encontradas entre los tratamientos en
estos dos indicadores coinciden con lo reportado por
Douds et al. (1998), quienes detectaron que las plantas
de alfalfa alcanzan niveles de colonizacion diferentes en
dependencia de la especie fungica inoculada.

Estudios similares realizados por Noval (2000) y
por Rodriguez et al. (2001) en plantulas de tomate
inoculadas con las cepas G. fasciculatum y G. clarum,
arrojaron valores (e los porcentajes de colonizacion
micorrizica y densidad visual superiores a los
obtenidos aqui, oscilando entre 19-40 % y 0.45y 1.5
%, respectivamente. Estas discrepancias pudieran
atribuirse a las diferencias en el método de
inoculacion y en el sustrato empleados. Estos autores
aplicaron el indculo a la hora de la siembra en el nido
de la semilla y utilizaron la tecnologia de
recubrimiento de las semillas, respectivamente,
favoreciendo en ambos casos la colonizacion debido a
la proximidad entre el hongo y las raicillas una vez
germinadas las semillas, a la conservacion de la
micorrizésfera y a la existencia de hifas infectivas y
raices precolonizadas en el indculo, ademas de las
esporas (Fernandez et al., 1999; Ortiz & Fernandez,
1998).

El comportamiento destacado del tratamiento con
G. fasciculatum en los indicadores fingicos evaluados
coincide con los resultados obtenidos por Hernandez
(2001) y por Rodriguez et al. (2001).

Indicadores agronomicos

En la Figura 1 se muestra el comportamiento de la

altura de las plantulas en los dos periodos de evaluacion
estudiados, donde a los 18 dias los tratamientos
inoculados presentaron valores muy similares (alrededor
de los 8 cm) por lo que no se observaron diferencias
significativas entre ellos, aunque de forma general
superaron al control cuya altura fue significativamente
inferior (6.36 cm).
En cambio, a los 32 dias sobresalieron las plantulas
colonizadas con G. intrarradices, G. mosseae, G.
fasciculatum 'y G. clarum, las cuales difirieron
significativamente de los controles y cuya altura oscild
entre los 18.5 y 20.2 cm. En este periodo las plantulas
inoculadas con A. scrobiculata no difirieron del resto de
los tratamientos.

Respecto a las masas fresca y seca solo se muestran
los wvalores totales que reflejan claramente los
comportamientos  aéreo y  radical,  estando
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fundamentalmente determinada la masa total por la
aérea pues la radical hace una contribucion pequefia.
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Figura 1. Altura de las plantulas de tomate, var.
“Amalia”, inoculadas con seis cepas de hongos
micorrizicos arbusculares, a los 18 y 32 dias de
germinadas.
Barras con letras comunes en cada grupo no difieren
significativamente segun el test de Duncan (P<0.05).
Leyenda: C- control, Gf- Glomus fasciculatum, Ge- G.
clarum, Gm- G. mosseae, Gsp- Glomus sp.1, Gi- G.
intrarradices, Asc- Acaulospora scrobiculata
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En la Figura 2 se observa la masa fresca total,
donde a los 18 dias sobresalieron por sus valores los
tratamientos inoculados con las especies G.
fasciculatum, G. intrarradices, G. mosseae, A.
scrobiculata 'y G. clarum, entre los que no hubo
diferencias significativas. Le siguieron las plantulas
colonizadas con Glomus sp.l y finalmente las
controles, con valores de 131 y 041 g,
respectivamente, las cuales difirieron estadisticamente
entre ellas y del resto de los tratamientos. A los 32
dias se distinguieron dos grupos estadisticamente
diferentes, el mas destacado abarco los tratamientos
inoculados con G. fasciculatum, G. mosseae, G.
intrarradices y G. clarum, cuyos valores estuvieron
entre los 13.75 y 12.22 g, mientras que el segundo
agrup6é los tratamientos con Glomus sp.l, A.
scrobiculata y el control, con valores entre 6.69 - 8.32
g.

La Figura 3 muestra el comportamiento de la masa
seca total en los dos periodos evaluados, donde a los
18 dias se destacd el tratamiento inoculado con la
especie G. intrarradices con un valor igual a 0.38 g,
mientras que el resto de los tratamientos no mostraron
diferencias significativas entre ellos. Cabe resaltar que
los tratamientos inoculados con G. mosseae, G.
clarum, G. fasciculatum y A. scrobiculata, a pesar de
tener valores inferiores, no difirieron estadisticamente
del tratamiento inoculado con G intrarradices. Sin
embargo, a los 32 dias los valores mas elevados

fueron alcanzados por los tratamientos inoculados con
las especies G. mosseae, G. fasciculatum y G
intrarradices, entre los que no hubo diferencias
significativas y sus respectivos valores fueron 1.54,
1.37 y 130 g. Las plantulas colonizadas con A.
scrobiculata asi como las controles mostraron el valor
mas bajo con 0.68 g, las cuales no presentaron
diferencias significativas entre ellas pero si del resto
de los tratamientos.
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Figura 2. Masa fresca total de las plantulas de tomate,
var. “Amalia”, inoculadas con seis cepas de hongos
micorrizicos arbusculares, a los 18 y 32 dias de
germinadas.

Barras con letras comunes en cada grupo no difieren
significativamente segun el test de Duncan (P<0.05).
Leyenda: C- control, Gf- Glomus fasciculatum, Ge- G.
clarum, Gm- G. mosseae, Gsp- Glomus sp.1, Gi- G.
intrarradices, Asc- Acaulospora scrobiculata.
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Figura 3: Masa seca total de las plantulas de tomate,
var. “Amalia”, inoculadas con seis cepas de hongos
micorrizicos arbusculares, a los 18 y 32 dias de
germinadas.

Barras con letras comunes en cada grupo no difieren
significativamente segun el test de Duncan (P<0.05).
Leyenda: C- control, Gf- Glomus fasciculatum, Ge- G.
clarum, Gm- G. mosseae, Gsp- Glomus sp.1, Gi- G.
intrarradices, Asc- Acaulospora scrobiculata.
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Figura 4: Actividad especifica radical de las plantulas de tomate, var. “Amalia”, inoculadas con seis
cepas de hongos micorrizicos arbusculares, a los 18 y 32 dias de germinadas.
Barras con letras comunes en cada grupo no difieren significativamente segun el test de Duncan

(P<0.05).

Leyenda: C- control, Gf- Glomus fasciculatum, Ge- G. clarum, Gm- G. mosseae, Gsp- Glomus sp.1,
Gi- G. intrarradices, Asc- Acaulospora scrobiculata.

En resumen, los tratamientos que mas se
destacaron en los indicadores agronémicos de forma
general fueron los inoculados con G. mosseae, G
intrarradices 'y G. fasciculatum. Las plantulas
colonizadas con G. clarum también tuvieron un buen
comportamiento en la mayoria de los indicadores
evaluados, sin embargo, los valores de masa seca
fueron bajos, y debemos considerar la extraordinaria
importancia de este indicador en este analisis.

Existen numerosas evidencias del efecto positivo de
los HMA en el crecimiento y desarrollo de cultivos de
importancia econdmica, asi como en su rendimiento
(Fernandez et al., 1997; Llonin & Medina, 2002; Terry
et al., 1998). En algunos de estos trabajos se evidencia
la necesidad de seleccionar correctamente el tipo de
hongo a emplear, segun el suelo utilizado, para evitar
problemas de “parasitismo” durante el desarrollo de la
simbiosis,  observandose el = comportamiento
sobresaliente del tratamiento con G. fasciculatum.

Coincidentemente, los resultados de este trabajo
corroboran lo anterior, manifestando las plantulas
inoculadas con G. fasciculatum un comportamiento
destacado, de forma integral, en los indicadores
fingicos y agrondmicos analizados a los 32 dias.
Actividades enzimadticas en raiz
Quitinasa y 1,3 glucanasa

La Figura 4A muestra los resultados de la
actividad especifica quitinasa radical en las plantulas de
tomate inoculadas con seis cepas de HMA, donde a los
18 dias solo el tratamiento con G. fasciculatum supero al

control alcanzado 4.74x10”* UAE. mg prot’, el resto de
los tratamientos micorrizados no presentd diferencias
significativas respecto al control. Mientras que a los 32
dias, ademas de este tratamiento, se destaco también el
inoculado con Glomus sp.l, al mostrar los valores
superiores, seguidos por G. clarum y G. intrarradices,
los que difirieron estadisticamente del control.

Respecto a la actividad B-1,3 glucanasa en raiz
(Figura 4B) se observé que a los 18 dias los
tratamientos con G. fasciculatum y Glomus sp.1
alcanzaron los valores mas elevados, seguidos por el
inoculado G. mosseae, los cuales presentaron
diferencias significativas entre ellos y respecto al
control. El resto de los tratamientos micorrizados no
mostrd diferencias estadisticas con el control. En
cambio, en el segundo periodo de evaluacion se
produjo una represion de la actividad en los
tratamientos inoculados presentando valores inferiores
al control. Sélo el tratamiento con G. fasciculatum no
mostr6 diferencias significativas respecto a éste.

Respecto a los cambios observados en la expresion
de enzimas de defensa en las plantas micorrizadas, de
forma general, se han detectado incrementos
localizados en los estadios iniciales, incluso cuando
apenas comenzaba a producirse el contacto y Ia
penetracion intrarradical, seguidos por una supresion
al establecerse completamente la simbiosis (Dumas -
Gaudot et al., 2000; Noval, 2000; Volpin et al., 1994).

No obstante, se ha encontrado reducciéon de una
quitinasa basica, en raiz, durante la etapa inicial de la
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simbiosis (David et al., 1998), asi como la
acumulaciéon de ARNm y la expresion de quitinasa
acida clase III, y B-1,3-glucanasa en estadios tardios
de la micorrizacion (Dumas-Gaudot et al., 1992;
Garcia-Garrido ef al., 1992; Salzer & Boller, 2000).

Como se aprecia existen criterios divergentes en
cuanto a la induccion de estas dos enzimas hidroliticas
en esta interaccion simbidtica, por lo que no resulta
sorprendente las diferencias observadas en el
comportamiento de las distintas especies en el
presente estudio, donde se destacd de manera integral
el tratamiento con G. fasciculatum. Estos resultados
corroboran los trabajos realizados por Dumas-Gaudot
et al. (1992) y por Pozo (1999), quienes encontraron
que existe una respuesta diferente en dependencia de
la especie flingica inoculada, siendo el hongo el
responsable de la especificidad.

Para comprender mejor la relacion de estas
enzimas con la simbiosis MA, debemos considerar
que sus sustratos, quitina y B-1,3 glucanos, estan
presentes en la pared celular de las distintas
estructuras de estos hongos, aunque difieren en cuanto
a cantidad y/o forma. Al respecto, Gianinazzi-Pearson
et al. (1994) encontraron que en las familias
Glomaceae y Acaulosporaceae, la pared de la hifa
extrarradical contenia una gran cantidad de f-1,3
glucanos, pero que eran menos abundantes en la hifa
intercelular e indetectables en los arbusculos (Gollotte
et al., 1997). De forma similar, Bonfante-Fasolo
(1988) encontr6 que la organizacion macromolecular
de la quitina en la pared de las diferentes estructuras
fingicas se va modificando a medida que avanza el
establecimiento de la simbiosis.

Estos hallazgos sugieren el papel de estas enzimas
en el desarrollo de la simbiosis, ya que la accion litica
de ambas favorece la diseminacion intrarradical del
hongo al irse simplificando la pared, con la formacion
de las distintas estructuras fungicas, hasta llegar a los
arbisculos donde es muy fina para facilitar el
intercambio de nutrientes y metabolitos entre los
simbiontes. También se sugiere que podrian participar
en la degradacion parcial de la pared vegetal
facilitando la penetracion (Lambais, 2000).

Por otro lado, las quitinasas inducidas por los
HMA pueden hidrolizar los elicitores fingicos,
producidos por la planta ante la llegada de estos
hongos, y por tanto atenuar los sistemas de defensa.
Salzer & Boller (2000) plantean que en estadios
tardios, se produce la acumulaciéon de quitinasas
especificas  inducidas  exclusivamente por la
micorrizacion, las cuales inactivan completamente a
los oligosacaridos al hidrolizarlos hasta monémeros de
N-acetil glucosamina y de esta forma se eliminan las
respuestas defensivas rapidas que dan lugar a la
sintesis de proteinas PR.

De forma similar, Lambais & Mehdy (1993) han
sugerido el papel de las quitinasas vegetales en la
degradacion de las estructuras fingicas colapsadas.

Debemos resaltar que en los arbusculos la quitina no
se mantiene en estado cristalino, siendo sensible a la
accion de las quitinasas (Dumas-Gaudot et al., 2000).
En apoyo a esta teoria, se han localizado quitinasas y
B-1,3-glucanasas s6lo en células que contienen
arbusculos (Blee & Anderson, 2000; Harrison &
Dixon, 1994) y se ha planteado una posible
correlacion entre la intensidad de la acumulacion de
ARNmMm de glucanasas y quitinasas con la presencia de
arbusculos jovenes (Blee & Anderson, 1996).

Todo lo expuesto anteriormente justifica los
incrementos en la actividad de ambas enzimas
encontrados en el presente estudio. Asi a los 18 dias la
induccion de las quitinasas y pB-1,3-glucanasas podria
estar asociada al desarrollo del hongo dentro de la raiz
y a su morfogénesis, a la emision de sefiales como
parte del reconocimiento entre los simbiontes y a la
degradacion de compuestos que normalmente se
acumulan en las interacciones patogénicas, en caso de
formarse. Mientras que a los 32 dias el aumento en la
actividad quitinasa pudiera deberse a la degradacion
de elicitores fungicos atenuando las respuestas de
defensa y a la formacion y degradacion de arbusculos,
que constituyen procesos activos en esta fase donde la
simbiosis se establecid y es funcional.

De forma general, el tratamiento con G.
fasciculatum exhibié el mejor comportamiento en
ambas actividades con valores superiores al resto de
los tratamientos, lo cual sugiere que la interaccion de
esta especie con las plantulas de tomate estda mas
favorecida para las condiciones estudiadas. Estos
resultados confirman los obtenidos por Hernandez
(2001) y por Solorzano et al. (2001), en estudios
similares, asi como por Llonin & Medina (2002) en
etapa de campo.

Fenilalanina amonio liasa

En la Figura 5 se muestran los resultados de la
actividad fenilalanina amonio liasa (PAL) en raiz, donde
a los 18 dias se observo un comportamiento similar en
todos los tratamientos, siendo G. fasciculatum el Ginico
que alcanzé valores superiores al control con 14.37 x107
UAE. mg prot”. A los 32 dias se destaco este mismo
tratamiento con 19.12 x10? UAE. mg prot', mientras
que el resto presentd valores similares o inferiores al
control.

Autores como Volpin et al. (1994) encontraron
incrementos en la actividad de esta enzima en raices
de alfalfa inoculadas con G. intrarradices, a los 17
dias, el que a las 24 horas posteriores decrecid a
valores inferiores a los del control. Ademas, estos
autores observaron que dicha induccién ocurrid
después que la manifestada por las enzimas quitinasas
y CHI, por lo que asociaron su actividad a la
penetracion del hongo en la raiz y no a las sefales
previas. Blee & Anderson (1996) al estudiar la
acumulacion de transcritos de ARNm de esta enzima
en raices de frijol inoculadas con G. intrarradices, no
detectaron diferencias apreciables y observaron su
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acumulacién so6lo en las células que contenian
arbusculos. Resultados similares fueron encontrados
por Harrison & Dixon (1994) en raices de alfalfa
colonizadas por Glomus versiforme.

Fenilalanina amonio liasa
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Figura 5. Actividad especifica radical de las plantulas
de tomate, var. “Amalia”, inoculadas con seis cepas de
hongos micorrizicos arbusculares, a los 18 y 32 dias
de germinadas.
Barras con letras comunes en cada grupo no difieren
significativamente segun el test de Duncan (P<0.05).
Leyenda: C- control, Gf- Glomus fasciculatum, Ge- G.
clarum, Gm- G. mosseae, Gsp- Glomus sp.1, Gi- G.
intrarradices, Asc- Acaulospora scrobiculata.
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En general, los niveles de expresion de transcritos
y/o actividad enzimatica de la via de los
fenilpropanoides, en la simbiosis MA, difieren en el
tiempo y en dependencia de las combinaciones planta
- HMA (Dumas-Gaudot et al., 2000). Las evidencias
expuestas se confirma con los resultados de este
estudio, donde solo se observd aumento de la
actividad PAL en el tratamiento con G. fasciculatum,
lo cual reafirma el comportamiento destacado de esta
especie en las evaluaciones agronémicas, en los
indicadores fungicos y en el resto de los sistemas
enzimaticos analizados.

Otros trabajos también apuntan hacia esta especie
como la mas efectiva para esta interaccion en las
condiciones estudiadas (Herndndez, 2001; Llonin &
Medina, 2002; Solérzano et al., 2001).

Conclusiones

Los resultados demuestran que existen diferencias
en el proceso de colonizacion de las distintas cepas de
HMA, los cuales se evidencian en el comportamiento
fingico, agrondmico y bioquimico de los tratamientos
analizados, donde se destaca la cepa G. fasciculatum
como la mas efectiva para la interaccion con el
tomate, variedad “Amalia”, en las condiciones
estudiadas, en la etapa que abarco este estudio.
Ademas, las diferencias en las actividades enzimaticas
radicales detectadas indican la existencia de multiples

mecanismos de intercambio de sefiales entre la planta
y el hongo, las cuales son especificas de la interaccion
simbidtica y  presentan particularidades en
dependencia de la cepa de HMA involucrada.
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