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RESUMEN

Se evaluo la actividad polifenoloxidasa (PFO) en corteza de fruros de lulo con el fin de
dererminar su participacion en respuestas bacia el parogeno Colletotrichum acutatum,
causante de la antracnosis. Se estudiaron condiciones para la adecuada extraccion
de esta enzima, encontrandose que con buffer fosfatos 100 mM pH 7, 1% SDS Y 1%
PVpp se logran las mayores actividades. Se determinaron como mejores parametres
para medir la acrividad de la enzima extraida, sustrato catecol 40 mM, pH 7,0, 23 °C
Y 30 IJL de extracto. Para determinar su posible induccion en la inceraccion con el
patogeno, se realize un ensayo in vivo usando frutos verdes, pintones y maduros, inocu-
lados con el hongo 0 con agua esteril. A nueve tiempos post-inoculaci6n se determine
la actividad PFO enconrrandose que hay una respuesta diferencial con el riempo y la
madurez de 105 fruros y par efecto del pat6geno. Se obtuvo aumento de actividad en
lulos verdes a 48,96 Y144 horas post-inoculaci6n (hpi) y en maduros a la mayorfa de
los tiempos evaluados, siendo este esrado en el que se presence la respuesta mas no-
table de inducci6n. En pintones aument6 solo a 72 y 144 hpi. Los mayores valores se
registraron en general para frutos en estado verde. Los frutos respondieran al estres
ocasionado por la herida activando tarnbien esta enzima. La inducci6n de actividad se
presento a tiempos mas rapidos en los fruros menos afectados por la enfermedad
(verdes y maduros), por 10 que se puede posrular una relaci6n positiva entre induccion
de PFO y respuesta de rolerancia a la anrracnosis.

Palabras clave: l.ulo, Colletotrichum acutatum, polifenoloxidasa, antracnosis, Solanum
quitoense.

ABSTRACT

Polyphenol oxidase (PFO) activity induction was evaluated in lulo fruits to determine
the role of this enzyme in resistance responses towards the pathogen Colletotrichum
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acutatum which causes anthracnose disease. We studied the experimental conditions
to obtain the enzyme, using lulo peel, and found that extraction with phosphates
buffer 100 mM pH 7, 1% SDS y 1% PVPP showed higher activities. The adequate
paramecers for activity measurement was also evaluated and established as cathecol
40 mM, pH 7,0, 23 °C and 30 ~L of extract. Then, we performed an in vivo assay using
lulo fruits in three maturity stages, green, semi-mature and mature, which were
inoculated with the fungus or with sterile water. Enzymatic induction of this protein
was studied at nine post-inoculation times, and it was found that the induction was
differential according to the time, the maturity stage, and as consequence of
pathogen presence. The PFO activity increased in green fruits at 48,96 Y 144 (hours
post-inoculation (hpi), and in mature lulos for the majority of times studied, with the
most significant induction response at this stage. In semi-mature lulo, the induction
was observed only at 72 and 144 hpi. The highest nominal value of activity was found
in green fruits. Fruits responded to incision with enzyme activation. The increase in the
activity of the enzyme was faster in the fruits with the minor anthracnose symptoms
than the ones that were more affected. Therefore, it is possible to postulate a positive
relation between PFO induction and tolerance to anthracnose symptoms.

Key words: lu!o, Colletotrichum acutatum, polyphenoloxidase, anthracnose, Solanum
quitoense.

INTRODUCCION

En Colombia los cultivos de frutales han adquirido irnportante auge, el cual se eviden-
cia con el aumento de las areas destinadas a su siembra'. Esta actividad agricola se
perfila como una alternativa economica dada la creciente demanda de frutas frescas y
procesadas en los mercados nacionales e internacionales, para los que las preferencias
se dirigen actual mente hacia el consumo de alimentos frescos, sanos e inocuos, que
tengan un alto contenido de vitaminas y fibra. Aunque los frutos exoricos colombianos
se encuentran dentro de las nuevas preferencias por sus particulares caracrensricas
sensoriales y nutricionales, ha sido muy dificil posicionarlos en el mercado interna-
cional par la poca continuidad y los bajos volumenes, ocasionados por la invasion de
los cultivos por pat6genos, entre otras causas. A su vez, el desconocimiento de los me-
canismos bioqulmicos basicos implicados en las enfermedades causadas por microor-
ganismos no ·ha permitido avanzar en alternativas sostenibles de control, a craves de la
generaci6n de variedades resistentes a estes. Uno de los frutos considerados promi-
sorios para el mercado internacional es ellulo (0 naranjilla), de origen tropical yalta-
mente apetecido por su sabor agridulce y su aroma particular y apreciado por sus
caractensticas nutricionales. En Colombia, su cultivo esta disrribuido en varias regio-
nes (cerca de 22 departamentos) y representa el 1,7% de la producci6n nacional de
frutas, siendo Huila el mayor productor. Sin embargo, este fruto es susceptible a pla-
gas y enfermedades, en especial a las ocasionadas por hongos y virus, siendo la an-
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tracnosis una de las de mayor impacto en su productividad. En el pars se han realizado
esrudios sobre el fruto de lulo, tendientes basicamenre a caracterizar procesos
fisiologicos de poscosecha. Es asf como se han evaluado indicadores de actividad an-
tioxida.nre durante la maduracion (Cortes, 2006) y se ha estudiado el comportamien-
to de enzimas como polifenoloxidasa durante la maduraci6n y conservaci6n (Rubio,
1999). Sin embargo, no se tienen reporres conocidos basta el memento, ni al nivel
nacional 0 internacional, de estudios referentes a la caracrerizacion de los evencos
bioqufrnicos que median la inreraccion del fruto de lulo con el parogeno que causa la
antracnosis y que aporten al conocimiento cientifico basico de la enfermedad, el cual
es fundamental para poder buscar estrategias tendienres a disminuir la susceptibilidad
del fruto frente at pat6geno, por ejemplo, a n-aves de la busqueda de variedades resis-
centes que permitan la generaci6n de alteroativas productivas mas rencables y sosteni-
das. La presente investigaci6n busc6 aportar al conocimiento de esta interacci6n
hospedero-pat6geno a traves de la evaluaci6n de algunas respuestas bioqurmicas que
se pueden desencadenar cuando el fruto de lulo se ve enfrenrado al parogeno que oca-
siena la antracnosis. Es as! como se estudio la rposible inducci6n de enzimas del ripo
oxidasas, como es el caso de polifenoloxidasa, la cual con mucha frecuencia se ha en-
contrado asociada a respuestas defensivas vegetales en otros modelos de interacci6n.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOlOGICO

Se ucilizo un aislamiento del hongo Colletotrichum acutatum, proporcionado por el
Departamento de Biologfa de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota, el
cual fue cultivado en medic PDA (papa-dextrosa-agar). EI inoculo se prepar6 trans-
firiendo parte del micelio a medio lfquido papa-dexrrosa y manreniendolo por siete
dlas a 17°C con agitacion (80 rpm) en [a oscuridad. A partir de este culrivo se prepa-
ro una suspensi6n (lx1 05 conidiasjmL) para la inoculaci6n de los frutos. EI material
vegetal usado consisti6 en frutos de lulo (Solanum quitoense) variedad quitoense, cose-
chados en tres estados de madurez (verde, pint6n y maduro), proveniences del muni-
cipio de Junin (Cundinamarca) situado a 2.300 msnm y temperatura promedio de
17 DC Una muestra del material vegetal usado fue remitida al Instituto de Ciencias
Naturales para su c1asificaci6n botanica y reposa bajo el numero COL. 513823.

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTAlES PARA LA EXTRACCION DE

POUFENOlOXIDASA (PFO E.C. 1.10.3.1) A PARTIR DE LA CORTEZA DE lOS FRUTOS

Con el fin de lograr una adecuada extracci6n de la enzima de interes, a partir de la cor-
teza de frutos de lulo, se estudiaron nueve sistemas de buffer fosfatos con algunos aditi-
vas, evaluados usando un diseiio experimencal ripo cuadrado latina (Zimmermann,
2004), los cuales presenraron la compasici6n que se muestra en la tabla 1.

EIproceso de extracci6n se lIev6 a cabo tomando como base reportes previos (Cortes,
2006) y consisti6 en macerar 500 mg de corteza de lulo en presencia de nitr6geno 11-
quido, seguido de tres lavados cansecutivas con acetona frfa (4°C), cada uno can 3 mL.
Las muestras fueron luego cencrifugadas par 10 min a 10.000 g. Sobre el pellet obtenido
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se evaluo la extraccion usando cada uno de los nueve sistemas (Tabla 1). Una vez obce-
nidos los extractos enzimaticos, se determine la actividad PFO con el fin de escablecer
el buffer con el cual se logra ta mayor actividad de esta enzima. Se evalu6 as! mismo la
relaci6n buffer: material vegetal, para 10cual se probaron relaciones 1:2, 1:4 Y1:6.

60

Buffer No. * % pvpp: ;......... t 1
Tiempo de agitacion (min)

90

7

8
9

2 60
3
6

2 30
2 90

Tabla 1. Composici6n de los sistemas buffer y tiempos de agiracion evaluados para la exrraccion de
PFO a partir de corteza de lulo. *EI buffer base consisrio de fosfatos 100 mM pH 7. SDS=Dodecil
sulfate de sodio; PVPP",polivinilpolipirrolidona. Para cada uno de los sistemas buffer se conto con
nueve determinaciones.

SELECCION DE LOS PARAMITROS ADECUADOS PARA LA MEDIDA DE AcnVIDAD ENZIMA.TlCA PFO
Se estudiaron diverse s condiciones experimentales para la medida de actividad PFO
como pH, para el cual se ensayaron los siguientes valores: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 Y8,0; tern-
peratura: 23, 27, 32, 37 Y40°C; concentraci6n de sustrato: catecol 20, 30, 40,50,75
Y100 mM y, volumen de extracto enzimatico crudo: 10, 20, 30 Y40 IJL,tomando como
base para la escogencia de estos intervalos reportes previos (Ardila e Higuera, 2005). La
actividad enzimatica se determine haciendo un seguimiento espectroforomec-ico
(Genesys UV 10™) durante 30 s a 420 nm y se expres6 como M42onmjmin*mg de pro-
teina. La mezcla de reacci6n contenra el extracto enzimanco, 460 IJLde sustrato (care-
col, segun concentracion a evaluar con acido piruvicc al 1,64% adicionado para elimi-
nar posibles interferencias con peroxidasas) y buffer fosfatos 100 mM, con pH segun
valor a evaluar. Los parametres se esrudiaron siguiendo un diseno experimental escalo-
nado, es decir, que al en sayar una de las variables las dernas permanecieron constantes.
Una vez establecida cad a variable, esta condicion se utilize para evaluar la siguiente.
Para cada condicion experimental se canto nueve can determinaciones.

CUANTIFICACl6N DE PROTEINA

El contenido de proteina se determin6 en los diferentes extractos por el rnetodo de
Lowry (Deutscher, 1990) usando BSA (albumina de suero bovino) como estandar.
Cada determinacion se realize por triplicado.

EVALUACION DE LA INDUCCl6N DE PFO paR EFECTO DE LA INFECCl6N DE LOS FRUTOS

DE LULO CON C. acutatum
Los frutos para el ensayo in vivo fueron clasificados en verde, pinton y maduro ha-
ciendo uso del fndice de madurez (OBrixjacidez titulable). Luego fueron lavados y
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desinfectados con hipoclorito de sodio al 1% Yenjuagados can agua esteril. Se sepa-
raron al azar en tres grupos para conformar los tres traramientos: grupo control,
almacenado sin rungun tratamiento adicional: grupo testigo, fruros a los que se les
realize una pequefia incision con bisturf en dos lad os opuestos y se aplicaron en cada
una 15 IJLde agua esteril, y grupo inoculados, a los cuales se res realizaron incisiones
similares y se aplicaron 15 IJL de la suspension de hongo en cada una. Esre proce-
dimienro se realize con frutos en los tres estados de madurez. Se almacenaron luego
en frascos de vidrio provisros de una servillera humedecida can agua (todo el sistema
previamente esterilizado) con el fin de mantener una humedad relative elevada. Se
taparon con vinilpel y se mantuvieron todos los frutos bajo las mismas condiciones
de temperatura y luz. Se realizaron muestreos a las cera, 6, 12, 24, 30, 36, 48, 72, 96
Y144 horas posr-inoculacion (hpi), tomando al azar tres frutos par tratarniento y por
estado de madurez a los que se res retiro !a corteza cercana al area de inoculaci6n (en
rodos los casas se tom6 un area de 1 em). Sabre estas muestras se realize la extrac-
cion y se evaluo la actividad PFO, teniendo en cuenca los para metros establecidos
segun se indico antes. Se determine a cad a muestra el contenido de protefna, usando
el procedimiento antes indicado.

ANAuSIS ESTAOfsTICO

Los resultados obtemdos en rodas las muesrras (N=9) se procesaron usando analisis
de varianza (ANDEVA) y pruebas de rango multiple (P~O,05), usando el programa
Statgraphics Plus 5.1®

PROPIEDADES FISICOQufMICAS

Can eJ fin de establecer el fndice de madurez de )05 frutos usados en el estudio, y para
evaluar si se presenta alguna relacion entre propiedades fisicoqufmicas y desarrollo de
los stnromas de antracnosis, se realize la determinacion de los parametres: pl-l, dure-
za, acidez titulable y grades Brix. La acidez se evaluo realizando una titulacion acido
base can NaOH 0,1 N (Norma Tecnica Colombiana, NTC 4623) Y se expreso como
% de acido dtrico. Los grades Brix (sclidos solubJes) se evaluaron segun NTC 4624,
colocando la pulpa sobre un refracrometro (ATAGO 8682) a temperatura ambience.
Todas estas determinaciones se realizaron par triplicado.

EVALUACl6N PREll MINAR DE LOS PERFILES PROTEICOS POR ElECTROFORESIS EN GElES

DE POLlACRILAM,DA (SDS-PAGE) Y TINC'ON ESPECiF'CA

Los extractos enzirnaricos obtenidos durante el ensayo in vivo fueron dializados contra
tres cam bios de agua desionizada, usando membranas de celulosa can camano de
poro de 12 kOa. Posteriormente se res determine el conrenido de protefna por el
rnetodo de Lowry (1990). Se seleccionaron muestras de los tiempos en los que, segun
el ensayo in vivo, se habra observado inducci6n de la actividad PFO como conse-
cuencia de la inoculacion can el hongo C. acutatum.

A las muestras seleccionadas (controles, testigos e inoculadas) se res realiz6 electro-
foresis 50S-PAGE en un equipo Mini Vertical Gel System EC120®. Para ella se usaron
geles de acrilamida y bisacrilamida (50%). Las muestras se desnaturalizaron por ca-
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lencamienro y adici6n de SDS al 10%. Se aplicaron 20 IJg de protein a en cada carril y
se usa-on 150 V para el gel de concentraci6n (5%). Una vez se sobrepas6 este, se
aplicaron 100 V durante el gel de separaci6n. Los geles fueron rertido s con solucion
de azul de Coomassie R. Se realize tam bien electroforesis en condiciones nativas a las
muestras selecconadas. usando las mismas condiciones de voltaje y concentraci6n de
acrilamida-bisacr.lamida utilizadas en 50S-PAGE, con la diferencia de que ni a los
geles ni al buffer de con-ide se les adiciono 50S. Una vez se corrieron las muestras, los
geles fueron sometidos a tincion espedfica para PFO. Para ello se sume-gieron en una
solucion de L-DOPA 10 mM preparada en buffer fosfatos 100 mM pH 7,0 durante el
ciernpo necesario para que las bandas tomaran coloracion. Posterior-mente se lavaron
con una soluci6n de acioo acetico al 10%.

RESULTADOS Y DISCUSION

SELECCION DE CONDICIONES ADECUADAS PARA LA EXTRACCION DE LA ENZIMA PFO
Los resultados obtenidos a! evaluar los nueve sistemas de buffer de extracci6n se
muestran en la Figura 1.
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Figura l Actividad PFO en extracros de correza de lulo obtenida empleando diferentes buffer de
extraccion (tabla 1). Len-as diferentes indican diferencias stgnificativas (P=O,05). Cada valor es e!
promedio de 9 resultados.

EIanal isis de estos resultados (ANOEVA) indico que el sistema No.4, compuestD por
buffer fosfatos 100 mM pH 7,0, 1 % de 50S, 1 % de PVPP y agitaci6n durante 30 min,
fue el que permiti6 obtener los mayores valores de actividad PFO, con diferencias
signiFicativas respecto a los demas sistemas estudiados. Por tanto, se seleccion6 este
como el mas adecuado para la extracci6n a 10 largo del estudio de inducci6n. Estos
resultados coinciden con reportes (Jimenez y Garda, 1996; Mayer, 2006) en los que
se indica que la presencia de 50S incrementa [a actividad de PFO cuando el pH es
neutro. Esce aumenco, que esta condicionado al pH aSI como a la concenrraci6n de
50S, es atribuido posiblemenre a enlaces del detergente con centros espedficos de la
enzima, 10 que genera un desplazamiento de sus pKs y modifica su solubilidad. EI uso
de PVPP contribuye, a su vez, para que no haya interferencia de los fenoles en la me-
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dida de la actividad de la enzima, por retencion de este tipo de compuestos. Se encon-
tr6, as! mismo, que con 3 mL de buffer de extraccion por cada 500 mg de corteze de
lulo se obtiene actividad enzirnatica significativamente mayor (resultados no mostra-
dos), por 10cual se utilize dicha relaci6n durante todas las extracciones posreriores.

SELECCION DE LOS PAAAMETROS ADECUADOS PARA LA MEDIDA DE AcnVIDAD ENZIMATICA PFO
Para las diferences medidas de actividad PFO, bajo cada condicion experimental
evaluada, se realize una grafica de tiempo contra la absorbancia letda y se tom6 la
parte lineal de la curva obrenida. Con el dato del contenido de protein a de cad a
extracto enzimatico evaluado, se calculo la actividad espedfica como el cambio de ab-
sorbancia (M) a 420 nmjmin*mg de proretna. Se presentan en la Figura 2 los valores
obtenidos para cada pararnerro experimental estudiado. Teniendo en cuenra estes
resultados, se pudo establecer que los parametres adecuados para la medida de ac-
tividad PFO, extra.ida a partir de corteza de lulo, son: pH 7,0; sustrato catecol 40 mM,
27 DC Y40 ~L de extracto enzimatico, dados los mayores valores de actividad obre-
nidos, con diferencias significativas (ANDEVA) respecto a las otras condiciones evalua-
das. AI comparar con diversos reportes de literatura se enconcrc que estes parametres
son, en conjunto, similares a los obtenidos para PFO de alcachofa (Aydemir, 2004).
Sin embargo, la mayor diferencia encontrada con respecto a datos cineticos de otras
PFOs estudiadas en diferentes Fuentes vegetales, se presenran basicamenre en la tem-
peratura optima. Es de anotar que para lulo, y en general para frutos tropicales, no se
encuentran estudios de caracterizaci6n de enzimas involucradas en respuestas a enfer-
medades y pat6genos, y tampoco se dispone de mayor informacion cinecica sobre esta
enzima en particular. Por tanto, se considera de inreres evaluar los paramerros cine-
ticos luego de realizar el aislamienro y la purificaci6n de la enzima PFO aislada de
fi-utos de lu!o, con el fin de aportar ala caracterizacion de la misma.
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Figura 2. Actividad PFO obtenida de corteze de lulo en funcion del pH, temperatura de reaccion y
concentraci6n de sustraro (catecol). Letras diferenres indican diferencias estadtsticamente sign i-
flcativas (P=O,OS). Cada valor es el promedio de 9 resultados.
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EVALUACION DE LA INDUCCION DE LA ENZtMA PFO EN FRUTOS DE lUlO COMO RESPUESTA

Al ATAQUE DEL PATOGENO C. acutatum
Evaluaci6n de sfntomas de antracnosis
A todos los frutos de lulo usados en el ensayo in vivo se les realiz6 un seguimiento diario
con el fin de evaluar su estado general, as! como la aparicion de sfntomas visibles de
antracnosis. Las observaciones permitieron establecer que los slntomas caracteristicos,
tales como mancha necrotica y ablandamiento, ademas de la aparici6n de micelio algo-
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donoso sobre la zona de inoculacion, se presentaron en promedio a las 72 hpi en los
frutos inoculados con el hongo. Se pudo determinar tam bien que los lulos en estado
pinton fueron los mas afectados, seguidos por los verdes, mientras que los maduros
fueron los menos afectados. Los resultados en cuanto a sfntornas coinciden con 10 re-
portado por Cer6n (2005), quien encontro que en lulos pintones la incidencia de los
srntomas causados por el hongo C. acutatum es mayor. Ninguno de los frutos control 0

testigo presence evidencias de anrracnosis durante el tiempo que dur6 el experimento.

Evaluaci6n de la inducci6n de actividad de la enzima PFO en los tres esrados de
madurez por efecto de fa inoculaci6n.
Los resultados de actividad PFO obtenidos a cada tiempo de muestreo se analizaron
estadisticamenre entre tratamientos, a un determinado tiempo, para establecer post-
ble inducci6n por efecto del pat6geno.
a) Estado de madurez verde. En la Figura 3 se comparan los resultados de actividad PFO
obcenidos a los diferentes tiempos post-inoculaci6n para lulos en estado verde, durante
el ensayo in vivo. Se observa que a 6 horas se presenro un incremento esradrsncamenre
significative en fa acrividad PFO en fruros testigo e inoculados, frente a los controles.
Esta activacion temprana de [a enzima se presenta probablemente como respuesta al
esrres producido por la herida realizada can el bistun al efectuar la inoculacion, ya sea
con el pat6geno 0 con agua. El hecho de que la actividad haya aumentado en los frutos
restigo, no permite atribuir la induccion observada en este riempo en los frutos
inoculados, a una respuesta del hospedero espedfica a la presencia del pat6geno.

Figura 3. Variaci6n de la actividad PFO en corteza de lulos verdes durante el ensayo de inoculaci6n
in vivo. Letras diferentes indican diferencias significativas para cad a tiempo (P=O,05). Cad a date es el
prornedio de 9 resultados.

Se pudo establecer rarnbien que hubo aumento significativo de la actividad PFO a las
48,96 Y144 hpi en los frutos inoculados con el pat6geno, con respecto a los inoculados
solo con agua. Este resultado indica que a estos tiempos se presenta evidentemente
una respuesta del fruto frente a la presencia del hongo, en terminos de activar la
enzima PFO. Es de resaltar que la primera inducci6n se present6 a las 48 hpi, es decir,
24 h antes del tiempo en que se sucedi6, en promedio, la aparici6n de los sfntomas
visibles de la enfermedad en frutos en orro estado de madurez (pint6n), hecho este que
pod ria estar relacionado con la baja severidad de los slntomas encontrada a las 72 hpi
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en lulos verdes. Ello indicarfa que al activarse algun proceso metabofico en el que est a
invalucrada la enzima PFO se puede retardar el desarrollo de la enfermedad, ya sea par
inhibici6n del pat6geno 0 por reforzamiemo de estructuras de defensa de la planta, tal
como ha sido plameado para diversos model os de imeracci6n hospedero-parogeno.
En durazno, por ejemplo (Wang et al., 2004), se reporto induccion de la enzima PFO
24 horas despues de haber sido inoculado con Penicillium expansum y, a su vez, aumenro
de la incidencia de la enfermedad en el fruto cuando la actividad de la enzima dismi-
nuy6. En pera se encontr6 aumento en la actividad PFO en frutos inoculados con
Alternaria alternata (Tian et ol., 200S). En Fuentes vegetales diferentes a frutos, como es
el caso de trigo, se report6 que variedades resistentes a Sitobion avenae presenraron ma-
yor actividad PFO (Chrzanowski eta!.; 2003). En c1avel (Ardila e Higuera, 2005) tarn-
bien se ha encontrado que en variedades toleranres infectadas con el hongo Fusarium
OXJsporum f. sp. dianthi raza 2, la actividad PFO es signiFicativamenre mayor.

b) Estado de madurez pint6n. En [a Figura 4 se muestran los resultados obtenidos para
lulos en estado pincon. Se observ6 un incremento importance a las 72 y 144 hpi en los
fruros inoculados con el hongo, respecto a los inoculados con agua. EI mayor valor de
actividad PFO en este estado de madurez se obtuvo a las 72 h yesta inducci6n se puede
asociar evidentemente con una respuesta a la presencia del pat6geno, dado que para el
fruto inoculado solo con agua el valor fue significativamente menor (ocho veces
menos), al igual que el del control. Aunque con magnitudes de actividad men ores, este
comportamienro de inducci6n de la enzima como respuesta a la inoculaci6n con el
hongo tambien fue observado a 144 hpi. Cabe anotar que, en general, las magnitudes
de las actividades PFO en estado pint6n fueron menores a las que se determinaron para
frutos en estado verde, y que las respuestas de inducci6n enzimatica en frutos inc-
culados se presenraron en tiernpos posteriores a las presentadas en lulos verdes. Estas
respuestas al parecer algo "tardfas" podrfan estar relacionadas con el grado de
severidad de la enfermedad, pues en estado pinr6n los sfntomas a las 72 hpi fueron mas
evidentes, si se comparan con los otros dos estados de madurez.

Figura 4. Variacion de la actividad PFO en corteza de lulos pintones durante el ensayo de inoculaci6n
in vivo. Letras diferentes indican diferencias significativas para cada tiempo (P=O,05). Cada date es el
promedio de 9 resultados.

c) Estado maduro. En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos para frutos en
estado maduro. Como se observa, se tuvo un aumento significative al tiernpo 6 hpi
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en los frutas resrigos e inoculados con el hongo, respecro a los controles. Este resul-
cado perm ire postular de nuevo que hay una respuesra, en terminos de inducci6n de
PFO, del fruta frente a! estres ocasionado por la herida realizada con el biscurt. Este
ripo de respuesra ha sido frecuenremente reportada para otros sistemas vegerales so-
mericos a esrreses bi6ricos y abioticos y permire evidenciar la importancia de contar
con controles adecuados en el rnornento de evaluar inducci6n de respuestas vegetales
a parogenos. La respuesra mas notable de inducci6n de PFO se obtuvo en esre esrado
de madurez, dado que al comparar 105 valores obcenidos en varios de los riempos
para los fruros inoculados can el hongo, can sus respectivos controles, se notan au-
mentes estadfsticamente significacivos. por efecro de la presencia del pat6geno. Des-
de que se realiza la inoculacion hay una induccion, la cual se mantiene hasra el riempo
final de muestreo de esre esrudio.
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Figura 5. Variacion de la actividad PFO en corteza de lulos maduros durante el ensayo de inocutacion
in vivo. Lecras diferenres indican diferencias significativas para cada tiempo (P=O,05). Cad a data es el
promedio de 9 resultados.

La induccion temprana de actividad PFO podrfa estar asociada con el menor grade de
severidad de los sfntomas ocasionados par el patogeno, ya que como se menciono
antes, los frutos en estado maduro fueron los que presentaron menores sfncomas de la
antracnosis en esra investigaci6n. Las comparaciones de actividad se efectuaron para
cada tiempo entre los tres tratamientos, con el fin de detectar posibles inducciones
ocasionadas por e! pat6geno. Entre tiempos se observan variaciones que, como sucede
en sistemas vivos, no obedecen a un patron regular de aumento 0 disminucion, Los re-
sultados obtenidos indicaron que hay induccion de la enzima PFO en los lulos inocu-
lades con el patogeno en rod os los esrados de madurez perc a diferentes tiempos y que
el perfil de inducci6n depende de dicho estado. Se puede postular tam bien de manera
preliminar que la diferencia en el perfil de inducci6n enzimatica puede estar relacionado
can la enfermedad en el fruta, ya que como se anota, la severidad de los sfntomas varia
en cad a estado de madurez, observandose que en los frutos donde se presenta una in-
duccion temprana de la acrividad PFO (verde y madurc), coincidi6 con que estos fueron
men ores. Aunque no existen reportes donde se correlacione la incidencia de la enfer-
medad can el estado de madurez en frutos como el lulo, es claro que durante los pro-
cesos de maduracion se promueven cambios bioqufmicos ylo histalagicos que pueden
tener incidencia durante la interaccion hospedero-pat6geno.
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PROPIEDADES FISICOQufMICAS DE lOS FRUTOS DE LULO

En la tabla 2 se reportan los resultados obtenidos en la determinacion de parametres
fisicoqufmicos de los frutos usados para el estudio. Con base en la relacion entre los
grad os Brixy la acidez, se c1asificaron los frutos para conformar los grupos correspon-
dientes a los estados verde, pinton y maduro. Cabe mencionar que esros resultados,
y la caracterizaci6n, estan acordes con 10 reportado por estudios previos (Casierra et
at., 2004), realizados en lulos de esta misma variedad.

Propiedad

' ..~:~.~:.:.~...(.!,?f!'p.~.~.)....
j Grades Brix-

;pH

f'A~i'd-~'~--'(%--~~-id~-'~i~;i~~')"'"..• ....1 .......•3~12 1 ~':.~ L 3,3: j
fJ.0.~.!:~~:·~:~..·~·~:~__~_i_~_~:-('~·~.~i~/~~!.9.~.~),.

Tabla 2. Propiedades fisicoqufmicas de los lulos utilizados en el ensayo in vivo.

Maduro

4,50
3,09

Como se discutio al analizar la inducci6n de la enzima PFO, fue evidence que el estado
pint6n fue el que presence menor inducci6n, ademas. en este estado no hubo acumu-
lacion de fenoles (resultados por publicar) y la severidad de la enfermedad fue mayor.
Sin embargo, estos resultados no parecen tener relacion can las propiedades flsico-
qutmicas evaluadas, pues como se muestra en la tabla 2, no se obtuvieron diferencias
marcadas en la mayorfa de las propiedades medidas, par tanto, no es posible afirmar
que alguna de estas favorezca 0 no la invasion par parte del pat6geno. En la propiedad
que se observ6 mayor diferencia can el estado de madurez fue en la dureza, pero no se
pudo establecer que existiera relacion, par ejemplo, entre una menor dureza (frutos
maduros) y la facilidad de invasi6n del pat6geno, hecho esce que no debe estar nece-
sariamente correlacionado. La poca diferencia en propiedades como pH y acidez entre
los tres esrados de madurez ya ha side previamente documentada para ellulo y es por
ella que estes parametres no se utilizan par 10 general para caracrerizar el grad a de
madurez del fruto. No se puede descartar que exisran otro tipc de moleculas propias
del metabolismo y que esren correlacionadas con el estado de madurez, que 51 tengan
relacion con la facilidad de la invasion 0 no. Un ejemplo claro son aquellas que confie-
ren color 0 que forman parte de la composici6n misma de la capa cerosa de 105 frutos
que puedan afectar 0 favorecer la invasion el hongo. Es asf como en algunos reportes
(Salisbury, 1992) se ha encontrado que compuestos de caracrer fenolico (los cuales
tienen origen en rutas metabolicas como la del acido shiqurmico y fenil propanoide)
presences por ejemplo en ceboltas rajas consideradas resistentes al ataque de Cofletotrichum
eireinans, no esran presentes en cebollas blancas, consideradas suscepribles. ASI mismo,
OCurreen frutos de ajl, en los que el ajf verde es mas susceptible al ataque del pat6geno
Cofletotrichum gloesporioides que el aji raja (Kim et al.; 1999).

EVALUACl6N PRElIMINAR DE LOS PERFilES PROTEICOS POR ElECTROFORESIS 5DS-PAGE
y TINCI6N ESPEcfFICA

Con base en perfiles electroforeticos preliminares obtenidos en diversos geles tenidos
con azul de Coomassie (foros no mostradas), se pudo visualizar que, en general, para
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un mismo estado de madurez hay aumento en el numero de bandas a 10 largo de las
horas post-inoculaci6n. Se pudo establecer adernas que para un mismo riempo de
muestreo hay variaci6n en el perfil segun sea el esrado de madurez del fruto, encon-
trandose que en el escado maduro se presenta mayor numero de band as, algunas de
las cuales no se detectan en los exrractos correspondientes al escado verde ni pint6n,
particularmente para horas tempranas posr-inoculacion. Ello mdicarta la actividad
rnetabolica normal que se sucede durante el proceso de maduraci6n, en el que sin
duda se generan nuevas prorefnas y otras cambian su nivel de actividad. Adicional-
mente a estas observaciones, cierras band as se presentaron con mayor intensidad en
las muestras de lulo inoculadas con el pat6geno, que fue evidente a simple vista, a pesar
que no se cont6 con cuantificaci6n de las band as. Este cornportamiento ha sido
reportado en diversos estudios, como en el model a c1avel-Fusarium oxysporum dianthi
(Ardila e Higuera, 200S) en el que se observ6 que un conjunto de bandas de protefnas
incrementaron su intensidad unicamente en extractos obtenidos a partir de una varie-
dad tolerante inoculada can el hongo. En la Figura 6 se muestra un gel con tinci6n es-
pectfica para PFO en el que se observa, en primer lugar, que hay presencia de mas de
una banda dando la reacci6n espedfica para dicha enzima, es decir hay la posibilidad
de la presencia de varias isoenzimas PFO. En el perfil que se muestra (Iulos en estado
maduro) se observaron mayor cantidad de bandas respecto a lulos verdes y maduros
(resultados no mostrados), seguramente como consecuencia del proceso de madura-
ci6n. As! mismo, se observe la aparici6n de una nueva banda de baja movilidad
electroforetica (Fig. 6, flecha de mayor longitud) la cual se presence en la muestra de
lutes inoculados con agua y con el parogeno, observandose mas intense en la muestra
inoculada con e! pat6geno. Con estos resultados preliminares puede postularse que
esta isoenzima haria parte de una respuesta del fruto frente al estres al que fue some-
tido el fi-uto por efecro del corte con bisturf y que es tam bien posiblemente una pro-
tefna de respuesta a la inoculaci6n con el hongo, resultados que es importante con-
firmar a rraves de estudios de mayor profundidad. Es de resaltar que la aparici6n de
nuevas isoenzimas 0 el aumento de la intensidad de las ya existentes en muestras
inoculadas con el pat6geno se present6 en algunos casos, como el que se ilustra, en
extractos en los que se encontr6 inducci6n de la actividad enzimatica PFO. Por tanto,
es posible postular una inducci6n de nuevas isoenzimas con actividad PFO que po-
drran estar involucradas en el mecanismo de respuesta del fruta de lulo frente al
ataque de C acutatum. Estos resultados coinciden con algunos reportes en los que se
han encontrado diferente numeros de isoformas de PFO, cuatro en kiwi, siete en trigo,
tres en akachofa y dos en alamo, y algunas de elias como respuesta a ciertos pat6-
genos (Wang et at.; 2004). Los resultados generales de este estudio se constituyen en
un aporte al conocimiento, por 10demas escaso, de las respuestas bioqufmicas en inte-
racciones frutos·pat6genos, y son los primeros conocidos acerca de la interacci6n lulo-
e. acutatum, mostrando para este modelo evidencias que permiten postular la partici-
paci6n de la enzima polifenoloxidasa en respuestas del fruto a la presencia del pat6~
geno que causa la enfermedad antracnosis. Es necesario indagar mas a fondo si tales
respuestas pueden catalogarse como de defensa vegetal en este modelo, 10 cual se
sugiere aca, dada la relaci6n encontrada entre su inducci6n y el men or desarrollo de los
sfntamas tfpicos de la enfermedad.
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24 hcras 48 horas
~C_~_[__ 1_ _c__ t__ i_

Figura 6. Perfil electroforerico en condiciones nativas con tincion especffica para PFO (L-Dopa) a
partir de exrractos crudos de corteza de lulos maduros a 24 y 48 horas post-inoculacion. c: control;
c resngo; i: inoculado. Cantidad de proterna: 20 ~g. Las muestras corresponden a extracros enzima-
rlCOS en los que hubo inducci6n de acnvidac PFO. Se observa mayor intensidad para las bandas de
inoculados indicadas por la flecha.
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