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RESUMEN

Se evalué la actividad polifenoloxidasa (PFO) en corteza de frutos de lulo con el fin de
determinar su participacién en respuestas hacia el patégeno Colletotrichum acutatum,
causante de la antracnosis. Se estudiaron condiciones para la adecuada extraccién
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 parametros
para medir la actividad de la enzima extraida, sustrato catecol 40 mM, pH 7,0, 23 °C
y 30 pL de extracto. Para determinar su posible induccién en la interaccién con el
patégeno, se realizé un ensayo in vivo usando frutos verdes, pintones y maduros, inocu-
lados con el hongo o con agua estéril. A nueve tiempos post-inoculacién se determind
la actividad PFO encontrdndose que hay una respuesta diferencial con el tiempo y la
madurez de los frutos y por efecto del patégeno. Se obtuvo aumento de actividad en
lulos verdes a 48, 96 y 144 horas post-inoculacién (hpi) y en maduros a la mayoria de
los tiempos evaluados, siendo éste estado en el que se presentd la respuesta mds no-
table de induccién. En pintones aument6 solo a 72 y 144 hpi. Los mayores valores se
registraron en general para frutos en estado verde. Los frutos respondieron al estrés
ocasionado por la herida activando también esta enzima. La induccién de actividad se
presentd a tiempos mas rapidos en los frutos menos afectados por la enfermedad
(verdes y maduros), por lo que se puede postular una relacién positiva entre induccién
de PFO y respuesta de tolerancia a la antracnosis.

Palabras clave: Lulo, 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
parameters for activity measurement was also evaluated and established as cathecol
40 mM, pH 7,0, 23 °C and 30 pL 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: lulo, Colletotrichum acutatum, polyphenoloxidase, anthracnose, Solanum
quitoense.

INTRODUCCION

En Colombia los cultivos de frutales han adquirido importante auge, el cual se eviden-
cia con el aumento de las dreas destinadas a su siembra’. Esta actividad agricola se
perfila como una alternativa econémica dada la creciente demanda de frutas frescas y
procesadas en los mercados nacionales e internacionales, para los que las preferencias
se dirigen actualmente hacia el consumo de alimentos frescos, sanos e inocuos, que
tengan un alto contenido de vitaminas y fibra. Aunque los frutos exéticos colombianos
se encuentran dentro de las nuevas preferencias por sus particulares caracteristicas
sensoriales y nutricionales, ha sido muy dificil posicionarlos en el mercado interna-
cional por la poca continuidad y los bajos volimenes, ocasionados por la invasién de
los cultivos por patégenos, entre otras causas. A su vez, el desconocimiento de los me-
canismos bioquimicos basicos implicados en las enfermedades causadas por microor-
ganismos no ha permitido avanzar en alternativas sostenibles de control, a través de la
generacion de variedades resistentes a éstas. Uno de los frutos considerados promi-
sorios para el mercado internacional es el lulo (o naranjilla), de origen tropical y alta-
mente apetecido por su sabor agridulce y su aroma particular y apreciado por sus
caracteristicas nutricionales. En Colombia, su cultivo esta distribuido en varias regio-
nes (cerca de 22 departamentos) y representa el 1,7% de la produccién 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 pais se han realizado
estudios sobre el fruto de lulo, tendientes basicamente a caracterizar procesos
fisiolégicos de poscosecha. Es asi como se han evaluado indicadores de actividad an-
tioxidante durante la maduracién (Cortés, 2006) y se ha estudiado el comportamien-
to de enzimas como polifenoloxidasa durante la maduracién y conservacién (Rubio,
1999). Sin embargo, no se tienen reportes conocidos hasta el momento, ni al nivel
nacional o internacional, de estudios referentes a la caracterizacion de los eventos
bioquimicos que median la interaccién del fruto de lulo con el patégenc que causa la
antracnosis y que aporten al conocimiento cientifico basico de la enfermedad, el cual
es fundamental para poder buscar estrategias tendientes a disminuir la susceptibilidad
del fruto frente al patdgeno, por ejemplo, a través de la blisqueda de variedades resis-
tentes que permitan la generacién de alternativas productivas mas rentables y sosteni-
das. La presente investigacion buscé aportar al conocimiento de esta interaccion
hospedero-patdgeno a través de la evaluacion de algunas respuestas bioquimicas que
se pueden desencadenar cuando el fruto de lulo se ve enfrentado al patégeno que oca-
siona la antracnosis. Es asi como se estudié la tposible induccion de enzimas del tipo
oxidasas, como es el caso de polifenoloxidasa, |z cual con mucha frecuencia se ha en-
contrado asociada a respuestas defensivas vegetales en otros modelos de interaccién.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizé un aislamiento del hongo Colletotrichum acutatum, proporcionado por el
Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota, el
cual fue cultivado en medio PDA (papa-dextrosa-agar). El indculo se preparé trans-
firiendo parte del micelio a medio liquido papa-dextrosa y manteniéndolo por siete
diasa 17 °C con agitacién (80 rpm) en la oscuridad. A partir de este cultivo se prepa-
ré una suspension (1x10° conidias/mL) para la inoculacién de los frutos. El material
vegetal usado consistié en frutos de lulo (Solanum quitoense) variedad quitoense, cose-
chados en tres estados de madurez (verde, pintén y maduro), provenientes del muni-
cipio de Junin (Cundinamarca) situado a 2.300 msnm y temperatura promedio de
17 °C. Una muestra del material vegetal usado fue remitida al Instituto de Ciencias
Naturales para su clasificacion botanica y reposa bajo el nimero COL. 513823.

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA EXTRACCION DE
POLIFENOLOXIDASA (PFO E.C. 1.10.3.1) A PARTIR DE LA CORTEZA DE LOS FRUTOS

Con el fin de lograr una adecuada extraccién de la enzima de interés, a partir de la cor-
teza de frutos de lulo, se estudiaron nueve sistemas de buffer fosfatos con algunos aditi-
vos, evaluados usando un disefio experimental tipo cuadrado latino (Zimmermann,
2004), los cuales presentaron la composicién que se muestra en la tabla 1.

El proceso de extraccién se llevé a cabo tomando como base reportes previos (Cortés,
2006) y consistié en macerar S00 mg de corteza de lulo en presencia de nitrégeno i-
quido, seguido de tres lavados consecutivos con acetona fria (4 °C), cada uno con 3 mL.
Las muestras fueron luego centrifugadas por 10 mina 10.000 g. Sobre el péllet obtenido
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se evalud la extraccion usando cada uno de los nueve sistemas (Tabla 1). Una vez obte-
nidos los extractos enzimaticos, se determiné la actividad PFO con el fin de establecer
el buffer con el cual se logra la mayor actividad de esta enzima. Se evalué asi mismo la
relacion buffer: material vegetal, para lo cual se probaron relaciones 1:2, 1:4 y 1:6.

Buffer No.* | %PVPP  %SDS TieAmpo de agitacién (min)

o 1 o 1 ' 0,2 E 90

T i s+ e o re———
- T 6 0,2 30
ol 1 1 30
5 . R | —— 1. 20
6 6 1 60
P 1 2 60
8 i 3 2 30
9 6 7 1 90

Tabla 1. Composicién de los sistemas buffer y tiempos de agitacién evaluados para la extraccién de
PFO a partir de corteza de lulo. *El buffer base consistié de fosfatos 100 mM pH 7. SDS=Dodecil
sulfato de sodio; PVPP= polivinilpolipirrolidona. Para cada uno de los sistemas buffer se conté con

nueve determinaciones.

SELECCION DE LOS PARAMETROS ADECUADOS PARA LA MEDIDA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA PFO
Se estudiaron diversas 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 y 8,0; tem-
peratura: 23, 27, 32, 37 y 40 °C; concentracion de sustrato: catecol 20, 30, 40, 50, 75
y 100 mM y, volumen de extracto enzimatico crudo: 10, 20, 30 y 40 pL, tomando como
base para la escogencia de estos intervalos reportes previos (Ardila e Higuera, 2005). La
actividad enzimatica se determiné haciendo un seguimiento espectrofotométrico
(Genesys UV 10™) durante 30 s a 420 nm y se expresé como AA,,;nm/min*mg de pro-
teina. La mezcla de reaccion contenia el extracto enzimatico, 460 pL de sustrato (cate-
col, seglin concentracién a evaluar con dcido pirdvico al 1,64% adicionado para elimi-
nar posibles interferencias con peroxidasas) y buffer fosfatos 100 mM, con pH segun
valor a evaluar. Los parametros se estudiaron siguiendo un disefio experimental escalo-
nado, es decir, que al ensayar una de las variables las demds permanecieron constantes.
Una vez establecida cada variable, esta condicién se utilizé para evaluar la siguiente.
Para cada condicién experimental se contd nueve con determinaciones.

CUANTIFICACION DE PROTEINA

El contenido de proteina se determind en los diferentes extractos por el método de
Lowry (Deutscher, 1990) usando BSA (albimina de suero bovino) como estandar.
Cada determinacidn se realizé por triplicado.

EVALUACION DE LA INDUCCION DE PFO POR EFECTO DE LA INFECCION DE LOS FRUTOS

DE LULO CcON C. acutatum

Los frutos para el ensayo in vivo fueron clasificados en verde, pintén y maduro ha-
ciendo uso del indice de madurez (°Brix/acidez titulable). Luego fueron lavados y
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desinfectados con hipoclorito de sodio al 1% y enjuagados con agua estéril. Se sepa-
raron al azar en tres grupos para conformar los tres tratamientos: grupo control,
almacenado sin ningun tratamiento adicional; grupo testigo, frutos a los que se les
realizé una pequefa incision con bisturi en dos lados opuestos y se aplicaron en cada
una 15 pL de agua estéril, y grupo inoculados, a los cuales se les realizaron incisiones
similares y se aplicaron 15 pL de la suspensién de hongo en cada una. Este proce-
dimiento se realizé con frutos en los tres estados de madurez. Se almacenaron luego
en frascos de vidrio provistos de una servilleta humedecida con agua (todo el sistema
previamente esterilizado) con el fin de mantener una humedad relativa elevada. Se
taparon con vinilpel y se mantuvieron todos los frutos bajo las mismas condiciones
de temperatura y luz. Se realizaron muestreos a las cero, 6, 12, 24, 30, 36, 48, 72, 96
y 144 horas post-inoculacién (hpi), tomando al azar tres frutos por tratamiento y por
estado de madurez a los que se les retird la corteza cercana al drea de inoculacion (en
todos los casos se tomd un drea de 1 cm). Sobre estas muestras se realizo la extrac-
cion y se evalud la actividad PFO, teniendo en cuenta los pardametros establecidos
seglin se indicd antes. Se determiné a cada muestra el contenido de proteina, usando
el procedimiento antes indicado.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en todas las muestras (N=9) se procesaron usando analisis
de varianza (ANDEVA) y pruebas de rango multiple (P=0,05), usando el programa
Statgraphics Plus 5.1®

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Con el fin de establecer el indice de madurez de los frutos usados en el estudio, y para
evaluar si se presenta alguna relacion entre propiedades fisicoquimicas y desarrollo de
los sintomas de antracnosis, se realizé la determinacién de los parametros: pH, dure-
za, acidez titulable y grados Brix. La acidez se evalué realizando una titulacién acido
base con NaOH 0,1 N (Norma Técnica Colombiana, NTC 4623) y se expresé como
% de dcido citrico. Los grados Brix (sélidos solubles) se evaluaron segin NTC 4624,
colocando la pulpa sobre un refractometro (ATAGO 8682) a temperatura ambiente.
Todas estas determinaciones se realizaron por triplicado.

EVALUACION PRELIMINAR DE LOS PERFILES PROTEICOS POR ELECTROFORESIS EN GELES

DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) Y TINCION ESPECIFICA

Los extractos enzimaticos obtenidos durante el ensayo in vivo fueron dializados contra
tres cambios de agua desionizada, usando membranas de celulosa con tamafio de
poro de 12 kDa. Posteriormente se les determind el contenido de proteina por el
método de Lowry (1990). Se seleccionaron muestras de los tiempos en los que, segtin
el ensayo in vivo, se habia observado induccién de la actividad PFO como conse-
cuencia de la inoculacién con el hongo C. acutatum.

A las muestras seleccionadas (controles, testigos e inoculadas) se les realizo electro-
foresis SDS-PAGE en un equipo Mini Vertical Gel System EC120®. Para ello se usaron
geles de acrilamida y bisacrilamida (50%). Las muestras se desnaturalizaron por ca-
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lentamiento y adicion de SDS al 10%. Se aplicaron 20 pg de proteina en cada carril y
se usaron 150 V para el gel de concentracién (5%). Una vez se sobrepasd éste, se
aplicaron 100 V durante el gel de separacion. Los geles fueron tefiidos con solucién
de azul de Coomassie R. Se realizé también electroforesis en condiciones nativas a las
muestras seleccionadas, usando las mismas condiciones de voltaje y concentracién de
acrilamida-bisacrilamida utilizadas en SDS-PAGE, con la diferencia de que ni a los
geles ni al buffer de corrido se les adicioné SDS. Una vez se corrieron las muestras, los
geles fueron sometidos a tincién especifica para PFO. Para ello se sumergieron en una
solucién de L-DOPA 10 mM preparada en buffer fosfatos 100 mM pH 7,0 durante el
tiempo necesario para que las bandas tomaran coloracién. Posteriormente se lavaron
con una solucién de dcido acético al 10%.

RESULTADOS Y DISCUSION

SELECCION DE CONDICIONES ADECUADAS PARA LA EXTRACCION DE LA ENZIMA PFO
Los resultados obtenidos al evaluar los nueve sistemas de buffer de extraccién se

muestran en la figural.
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Figura 1. Actividad PFO en extractos de corteza de lulo obtenida empleando diferentes buffer de
extraccion (tabla 1). Letras diferentes indican diferencias significativas (P=0,05). Cada valor es el
promedio de 9 resultados.

El analisis de estos resultados (ANDEVA) indicé que el sistema No. 4, compuesto por
buffer fosfatos 100 mM pH 7,0, 1% de SDS, 1 % de PVPP y agitacién durante 30 min,
fue el que permitié obtener los mayores valores de actividad PFO, con diferencias
significativas respecto a los demas sistemas estudiados. Por tanto, se selecciond éste
como el mas adecuado para la extraccion a lo largo del estudio de induccién. Estos
resultados coinciden con reportes (Jiménez y Garcia, 1996; Mayer, 2006) en los que
se indica que la presencia de SDS incrementa la actividad de PFO cuando el pH es
neutro. Este aumento, que estd condicionado al pH asi como a la concentracién de
SDS, es atribuido posiblemente a enlaces del detergente con centros especificos de la
enzima, lo que genera un desplazamiento de sus pKs y modifica su solubilidad. El 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 retencién de este tipo de compuestos. Se encon-
tré, asi mismo, que con 3 mL de buffer de extraccién por cada 500 mg de corteza de
lulo se obtiene actividad enzimdtica significativamente mayor (resultados no mostra-
dos), por lo cual se utilizé dicha relacién durante todas las extracciones posteriores.

SELECCION DE LOS PARAMETROS ADECUADOS PARA LA MEDIDA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA PFO
Para las diferentes medidas de actividad PFO, bajo cada condicién experimental
evaluada, se realizé una grafica de tiempo contra la absorbancia leida y se tomé la
parte lineal de la curva obtenida. Con el dato del contenido de proteina de cada
extracto enzimdtico evaluado, se calculd la actividad especifica como el cambio de ab-
sorbancia (AA) a 420 nm/min*mg de proteina. Se presentan en la figura 2 los valores
obtenidos para cada parametro experimental estudiado. Teniendo en cuenta estos
resultados, se pudo establecer que los parametros adecuados para la medida de ac-
tividad PFO, extraida a partir de corteza de lulo, son: pH 7,0; sustrato catecol 40 mM

27 °Cy 40 pL de extracto enzimatico, dados los mayores valores de actividad obte-
nidos, con diferencias significativas (ANDEVA) respecto a las otras condiciones evalua-
das. Al comparar con diversos reportes de literatura se encontré que estos pardmetros
son, en conjunto, similares a los obtenidos para PFO de alcachofa (Aydemir, 2004).
Sin embargo, la mayor diferencia encontrada con respecto a datos cinéticos de otras
PFOs estudiadas en diferentes fuentes vegetales, se presentan basicamente en la tem-
peratura éptima. Es de anotar que para lulo, y en general para frutos tropicales, no se
encuentran estudios de caracterizacién de enzimas involucradas en respuestas a enfer-
medades y patégenos, y tampoco se dispone de mayor informacién cinética sobre esta
enzima en particular. Por tanto, se considera de interés evaluar los pardmetros ciné-
ticos luego de realizar el aislamiento y la purificacion de la enzima PFO aislada de
frutos de lulo, con el fin de aportar a la caracterizacién de la misma.
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Figura 2. Actividad PFO obtenida de corteza de lulo en funcién del pH, temperatura de reaccién y
concentracién de sustrato (catecol). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente signi-
ficativas (P=0,05). Cada valor es el promedio de 9 resultados.

EVALUACION DE LA INDUCCION DE LA ENZIMA PFO EN FRUTOS DE LULO COMO RESPUESTA
AL ATAQUE DEL PATOGENO C. acutatum

Evaluacién de sintomas de antracnosis

A todos los frutos de lulo usados en el ensayo in vivo se les realizé un seguimiento diario
con el fin de evaluar su estado general, asi como la aparicion de sintomas visibles de
antracnosis. Las observaciones permitieron establecer que los sintomas caracteristicos,
tales como mancha necrética y ablandamiento, ademas de la aparicién de micelio algo-
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donoso sobre la zona de inoculacién, se presentaron en promedio a las 72 hpi en los
frutos inoculados con el hongo. Se pudo determinar también que los lulos en estado
pintén fueron los més afectados, seguidos por los verdes, mientras que los maduros
fueron los menos afectados. Los resultados en cuanto a sintomas coinciden con lo re-
portado por Cerén (2005), quien encontrd que en lulos pintones la incidencia de los
sintomas causados por el hongo C. acutatum es mayor. Ninguno de los frutos control o
testigo presenté evidencias de antracnosis durante el tiempo que durd el experimento.

Evaluacién de la induccién de actividad de la enzima PFO en los tres estados de
madurez por efecto de la inoculacién.

Los resultados de actividad PFO obtenidos a cada tiempo de muestreo se analizaron
estadisticamente entre tratamientos, a un determinado tiempo, para establecer posi-
ble induccion por efecto del patégeno.

a) Estado de madurez verde. En la figura 3 se comparan los resultados de actividad PFO
obtenidos a los diferentes tiempos post-inoculacion para lulos en estado verde, durante
el ensayo in vivo. Se observa que a 6 horas se presentd un incremento estadisticamente
significativo en la actividad PFO en frutos testigo e inoculados, frente a los controles.
Esta activacion temprana de la enzima se presenta probablemente como respuesta al
estrés producido por la herida realizada con el bisturi al efectuar la inoculacién, ya sea
con el patégeno o con agua. El hecho de que la actividad haya aumentado en los frutos
testigo, no permite atribuir la induccién observada en este tiempo en los frutos
inoculados, a una respuesta del hospedero especifica a la presencia del patégeno.
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Figura 3. Variacion de la actividad PFO en corteza de lulos verdes durante el ensayo de inoculacién
invivo. Letras diferentes indican diferencias significativas para cada tiempo (P=0,05). Cada dato es el
promedio de 9 resultados.

Se pudo establecer también que hubo aumento significativo de la actividad PFO a las
48, 96 y 144 hpi en los frutos inoculados con el patdgeno, 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 términos de activar la
enzima PFO. Es de resaltar que la primera induccién se presenté a las 48 hpi, es decir,
24 h antes del tiempo en que se sucedid, en promedio, la aparicién de los sintomas
visibles de la enfermedad en frutos en otro estado de madurez (pintén), hecho éste que
podria estar relacionado con la baja severidad de los sintomas encontrada a las 72 hpi
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en lulos verdes. Ello indicaria que al activarse algin proceso metabdlico en el que esta
involucrada la enzima PFO se puede retardar el desarrollo de la enfermedad, ya sea por
inhibicién del patégeno o por reforzamiento de estructuras de defensa de la planta, tal
como ha sido planteado para diversos modelos de interaccién hospedero-patdgeno.
En durazno, por ejemplo (Wang et al., 2004), se reporté induccién de la enzima PFO
24 horas después de haber sido inoculado con Penicillium expansum y, a su vez, aumento
de la incidencia de la enfermedad en el fruto cuando la actividad de la enzima dismi-
nuyé. En pera se encontré aumento en la actividad PFO en frutos inoculados con
Alternaria alternata (Tian et al., 2005). En fuentes vegetales diferentes a frutos, como es
el caso de trigo, se reporté que variedades resistentes a Sitobion avenae presentaron ma-
yor actividad PFO (Chrzanowski et al.; 2003). En clavel (Ardila e Higuera, 2005) tam-
bién se ha encontrado que en variedades tolerantes infectadas con el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi raza 2, la actividad PFO es significativamente mayor.

b) Estado de madurez pintén. En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos para
lulos en estado pintén. Se observé un incremento importante a las 72 y 144 hpi en los
frutos inoculados con el hongo, respecto a los inoculados con agua. El mayor valor de
actividad PFO en este estado de madurez se obtuvo a las 72 h y esta induccién se puede
asociar evidentemente con una respuesta a la presencia del patégeno, 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 menores, este
comportamiento de induccién de la enzima como respuesta a la inoculacién con el
hongo también fue observado a 144 hpi. Cabe anotar que, en general, las magnitudes
de las actividades PFO en estado pintén fueron menores a las que se determinaron para
frutos en estado verde, y que las respuestas de induccion enzimdtica en frutos ino-
culados se presentaron en tiempos posteriores a las presentadas en lulos verdes. Estas
respuestas al parecer algo “tardias” podrian estar relacionadas con el grado de
severidad de la enfermedad, pues en estado pintén los sintomas a las 72 hpi fueron mis
evidentes, si se comparan con los otros dos estados de madurez.
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Figura 4. Variacién de la actividad PFO en corteza de lulos pintones durante el ensayo de inoculacién
invivo. Letras diferentes indican diferencias significativas para cada tiempo (P=0,05). Cada dato es el
promedio de 9 resultados.

¢) Estado maduro. En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos para frutos en
estado maduro. Como se observa, se tuvo un aumento significativo al tiempo 6 hpi
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en los frutos testigos e inoculados con el hongo, respecto a los controles. Este resul-
tado permite postular de nuevo que hay una respuesta, en términos de induccién de
PFO, del fruto frente al estrés ocasionado por la herida realizada con el bisturi. Este
tipo de respuesta ha sido frecuentemente reportada para otros sistemas vegetales so-
metidos a estreses bidticos y abidticos y permite evidenciar la importancia de contar
con controles adecuados en el momento de evaluar induccién de respuestas vegetales
a patogenos. La respuesta mas notable de induccién de PFO se obtuvo en este estado
de madurez, dado que al comparar los valores obtenidos en varios de los tiempos
para los frutos inoculados con el hongo, con sus respectivos controles, se notan au-
mentos estadisticamente significativos, por efecto de la presencia del patégeno. Des-
de que se realiza la inoculacién hay una induccidn, la cual se mantiene hasta el tiempo
final de muestreo de este estudio.
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Figura 5. Variacion de la actividad PFO en corteza de lulos maduros durante el ensayo de inoculacién
invivo. Letras diferentes indican diferencias significativas para cada tiempo (P=0,05). Cada dato es el
promedio de 9 resultados.

La induccion temprana de actividad PFO podria estar asociada con el menor grado de
severidad de los sintomas ocasionados por el patdgeno, ya que como se menciond
antes, los frutos en estado maduro fueron los que presentaron menores sintomas de la
antracnosis en esta investigacion. Las comparaciones de actividad se efectuaron para
cada tiempo entre los tres tratamientos, con el fin de detectar posibles inducciones
ocasionadas por el patégeno. Entre tiempos se observan variaciones que, como sucede
en sistemas vivos, no obedecen a un patrén regular de aumento o disminucién. Los re-
sultados obtenidos indicaron que hay induccién de la enzima PFO en los lulos inocu-
lados con el patégeno en todos los estados de madurez pero a diferentes tiempos y que
el perfil de inducciéon depende de dicho estado. Se puede postular también de manera
preliminar que la diferencia en el perfil de induccién enzimética puede estar relacionado
con la enfermedad en el fruto, ya que como se anoté, la severidad de los sintomas varié
en cada estado de madurez, observandose que en los frutos donde se presenta una in-
duccién temprana de la actividad PFO (verde y maduro), coincidié con que éstos fueron
menores. Aunque no existen reportes donde se correlacione la incidencia de la enfer-
medad con el estado de madurez en frutos como el lulo, es claro que durante los pro-
cesos de maduracion se promueven cambios bioquimicos y/o histolégicos que pueden
tener incidencia durante la interaccién hospedero-patdgeno.
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PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS FRUTOS DE LULO

£n la tabla 2 se reportan los resultados obtenidos en la determinacién de pardmetros
fisicoquimicos de los frutos usados para el estudio. Con base en la relacién entre los
srados Brix y la acidez, se clasificaron los frutos para conformar los grupos correspon-
dientes a los estados verde, pintén y maduro. Cabe mencionar que estos resultados,
v la caracterizacién, estan acordes con lo reportado por estudios previos (Casierra et
al., 2004), realizados en lulos de esta misma variedad.

Propiedad - Verde Pinton | Maduro
 Dureza (Ibf/pg?) . >261lb 25 12
Grados Brix- 450 9,00
3,09 313
3,18

(% acido cu’triéé)

Como se discutio al analizar la induccién de la enzima PFO, fue evidente que el estado
pintdn fue el que presentd menor induccién, ademds, en este estado no hubo acumu-
lacién de fenoles (resultados por publicar) y la severidad de la enfermedad fue mayor.
Sin embargo, estos resultados no parecen tener relacién con las propiedades fisico-
quimicas evaluadas, pues como se muestra en la tabla 2, no se obtuvieron diferencias
marcadas en la mayorfa de las propiedades medidas, por tanto, no es posible afirmar
que alguna de éstas favorezca o no la invasién por parte del patégeno. En la propiedad
que se observé mayor diferencia con el estado de madurez fue en la dureza, pero no se
pudo establecer que existiera relacién, por ejemplo, entre una menor dureza (frutos
maduros) y la facilidad de invasién del patégeno, hecho éste que no debe estar nece-
sariamente correlacionado. La poca diferencia en propiedades como pH y acidez entre
los tres estados de madurez ya ha sido previamente documentada para el lulo y es por
ello que estos pardmetros no se utilizan por lo general para caracterizar el grado de
madurez del fruto. No se puede descartar que existan otro tipo de moléculas propias
del metabolismo y que estén correlacionadas con el estado de madurez, que si tengan
relacion con la facilidad de la invasién o no. Un ejemplo claro son aquellas que confie-
ren color o que forman parte de la composicién misma de la capa cerosa de los frutos
que puedan afectar o favorecer la invasion el hongo. Es asi como en algunos reportes
(Salisbury, 1992) se ha encontrado que compuestos de cardcter fendlico (los cuales
tienen origen en rutas metabdlicas como la del acido shiquimico y fenil propanoide)
presentes por ejemplo en cebollas rojas consideradas resistentes al ataque de Colletotrichum
ardnans, no estan presentes en cebollas blancas, consideradas susceptibles. Asi mismo,
ocurre en frutos de aji, en los que el aji verde es mas susceptible al ataque del patégeno
Colletotrichum gloesporioides que el aji rojo (Kim et al.; 1999).

EVALUACION PRELIMINAR DE LOS PERFILES PROTEICOS POR ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Y TINCION ESPECIFICA

Con base en perfiles electroforéticos preliminares obtenidos en diversos geles tenidos
con azul de Coomassie (fotos no mostradas), se pudo visualizar que, en general, para
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un mismo estado de madurez hay aumento en el nimero de bandas a lo largo de las
horas post-inoculacién. Se pudo establecer ademds que para un mismo tiempo de
muestreo hay variacién en el perfil segiin sea el estado de madurez del fruto, encon-
trandose que en el estado maduro se presenta mayor nimero de bandas, algunas de
las cuales no se detectan en los extractos correspondientes al estado verde ni pintén,
particularmente para horas tempranas post-inoculacién. Ello indicaria la actividad
metabdlica normal que se sucede durante el proceso de maduracién, en el que sin
duda se generan nuevas proteinas y otras cambian su nivel de actividad. Adicional-
mente a estas observaciones, ciertas bandas se presentaron con mayor intensidad en
las muestras de lulo inoculadas con el patégeno, que fue evidente a simple vista, a pesar
que no se conté con cuantificacion de las bandas. Este comportamiento ha sido
reportado en diversos estudios, como en el modelo clavel-Fusarium oxysporum dianthi
(Ardila e Higuera, 2005) en el que se observé que un conjunto de bandas de proteinas
incrementaron su intensidad Unicamente en extractos obtenidos a partir de una varie-
dad tolerante inoculada con el hongo. En la figura 6 se muestra un gel con tincién es-
pecifica para PFO en el que se observa, en primer lugar, que hay presencia de mds de
una banda dando la reaccién especifica para dicha enzima, es decir hay la posibilidad
de la presencia de varias isoenzimas PFO. En el perfil que se muestra (lulos 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-
cién. Asi mismo, se observé la aparicién de una nueva banda de baja movilidad
electroforética (Fig. 6, flecha de mayor longitud) la cual se presentd en la muestra de
lulos inoculados con agua y con el patégeno, observandose mds intensa en la muestra
inoculada con el patégeno. Con estos resultados preliminares puede postularse que
esta isoenzima harfa parte de una respuesta del fruto frente al estrés al que fue some-
tido el fruto por efecto del corte con bisturi y que es también posiblemente una pro-
teina de respuesta a la inoculacién con el hongo, resultados que es importante con-
firmar a través de estudios de mayor profundidad. Es de resaltar que la aparicién de
nuevas isoenzimas o el aumento de la intensidad de las ya existentes en muestras
inoculadas con el patégeno se presenté en algunos casos, como el que se ilustra, en
extractos en los que se encontrd induccién de la actividad enzimatica PFO. Por tanto,
es posible postular una induccién de nuevas isoenzimas con actividad PFO que po-
drian estar involucradas en el mecanismo de respuesta del fruto de lulo frente al
ataque de C. acutatum. Estos resultados coinciden con algunos reportes en los que se
han encontrado diferente nimeros de isoformas de PFO, cuatro en kiwi, siete en trigo,
tres en alcachofa y dos en dlamo, y algunas de ellas como respuesta a ciertos pato-
genos (Wang et al.; 2004). Los resultados generales de este estudio se constituyen en
un aporte al conocimiento, por lo demds escaso, de las respuestas bioquimicas en inte-
racciones frutos-patégenos, y son los primeros conocidos acerca de la interaccién lulo-
C. acutatum, mostrando para este modelo evidencias que permiten postular la partici-
pacion de la enzima polifenoloxidasa en respuestas del fruto a la presencia del pato-
geno que causa la enfermedad antracnosis. Es necesario indagar méas a fondo si tales
respuestas pueden catalogarse como de defensa vegetal en este modelo, lo cual se
sugiere acd, dada la relacién encontrada entre su induccién y el menor desarrollo de los
sintomas tipicos de la enfermedad.
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sura 6. Perfil electroforético en condiciones nativas con tincién especifica para PFO (L-Dopa) a
partir de extractos crudos de corteza de lulos maduros a 24 y 48 horas post-inoculacién. c: control;

testigo; i inoculado. Cantidad de protefna: 20 pg. Las muestras corresponden a extractos enzima-
ticos en los que hubo induccién de actividad PFO. Se observa mayor intensidad para las bandas de
inoculados indicadas por la flecha.
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