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RESUMEN

Se evalué la dindmica de la actividad fenilalanina amonio liasa (PAL) en corteza de fru-
tos de lulo (Solanum quitoense Lam) con el fin de determinar su participacién en respuestas
bioquimicas hacia Colletotrichum acutatum. Se establecieron como mejores condiciones
para la extraccién de la enzima, buffer cido bérico-borato de sodio 0,1M pH 8,8, 1%
SDS, 3% PVPP y para medir la actividad, sustrato L-fenilalanina 5 mM, pH 8,0, 20 °C,
30 pL de extracto y 45 min. Se realizé un ensayo in vivo usando frutos en tres estados de
madurez, los cuales fueron inoculados con el patégeno o tratados con agua estéril. A
cinco tiempos (hpi = horas post-infeccién) se determind la actividad PAL y el contenido
total de fenoles, encontrdndose que hay una respuesta diferencial de la enzima por efecto
del patégeno y por el estado de madurez. Para frutos en el estado pintén se obtuvo el
mayor aumento de PAL, el que perduré hasta 48 hpi, al compararlo con los controles y
con los otros dos estados de madurez. Este aumento mostré relacién con un incremento
marcado en el contenido total de fenoles y con el desarrollo mds tardio de sintomas
caracteristicos de antracnosis, observado para los frutos pintones. Estos resultados
permiten postular, una posible relacién positiva entre induccién de PAL, aumento de
fendlicos y respuesta de tolerancia a C. acutatum. Para lulos en estado verde y maduro se
observé aumento de PAL a 12 y 24 hpi que coincidié también con incremento en el
contenido de fenoles totales, aunque para estos dos ultimos estados dicho contenido
disminuyé significativamente a tiempos mayores.

Palabras clave: lulo, fenilalanina amonio liasa, antracnosis, enzimas de defensa vegetal.
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ABSTRACT

Phenylalanine ammonia lyase (PAL) activity induction was evaluated in lulo fruits to
determine the role of this enzyme in biochemical responses towards the pathogen
Colletotrichum acutatum. We studied the experimental conditions to obtain the enzyme,
using lulo peel, and found that the best conditions for extraction were buffer of boric
acid-sodium borate 0.1M pH 8.8, 1% SDS, 3% PVPP and, for measuring the enzymatic
activity: L- phenylalanine 5mM, pH 8.0, 20°C, 30 pL of extract and incubation during
45 min. Then, we performed an in vivo assay using lulo fruits in three maturity stages,
which were inoculated either with the fungus or sterile water. Enzymatic induction was
studied at five post-inoculation times, and it was found that there is a differential
response as a consequence of the presence of the pathogen and the maturity stage. In
semi-mature lulos, a bigger increase in PAL was obtained among 12-48 hpi which is
related to a higher content of phenolic compounds and to the latest development in the
characteristic symptoms of anthracnose. These results allow postulating, in a
preliminary way, a possible positive relationship between inductions of PAL, phenolics
and responses of tolerance to C. acutatum. For green and mature lulos we observed as
well, an increase of PAL activity but only at 12 and 24 hpi which showed relation with
an increase in the total phenolic content. However, for these stages the phenolics were
significantly lower at higher times.

Key words: Lulo, phenylalanine ammonia lyase, anthracnose, vegetal defense enzymes.
INTRODUCCION

Un ndmero importante de frutas de origen andino tienen gran potencial de convertirse
en productos de exportacién con un alto beneficio econémico para los agricultores.
Entre estas frutas, el lulo o naranjilla (Solanum quitoense Lam), originario de los bosques
himedos subtropicales de Colombia, Ecuador y Perd, ha sido seleccionado por el
DANE, 2004, como una de las diez frutas mas promisorias en Colombia debido a su
valor nutritivo, sabor agridulce, aroma particulary posibilidad de usos agroindustriales;
correspondiendo su producién a 11,36% entre las diez. Sin embargo, esta especie tiene
limitantes importantes que restringen su cultivo, como son la susceptibilidad a enferme-
dades ocasionadas por hongos y virus, problemas de deterioro post-cosecha, heteroge-
neidad en la calidad de la fruta, disponibilidad limitada del material libre de patégenos,
entre otros. La antracnosis producida por el hongo Colletotrichum acutatum (Tamayo,
2001; Cerdn, 2005) es una enfermedad que ocasiona pérdidas importantes en los
cultivos de lulo con el correspondiente impacto socio-econémico.

A pesar del potencial econémico que representan los frutos para el pais, no se dispone
actualmente de conocimiento basico que permita caracterizar, desde el punto de vista
bioquimico, las principales enfermedades que los afectan, en especial aquellas que son
de particular impacto econémico. Dicho conocimiento es bdsico para implementar
programas de manejo de estas enfermedades y para la obtencién de variedades
resistentes. En el pais se han realizado estudios sobre el fruto de lulo pero enfocados
principalmente a caracterizar procesos fisiolégicos de poscosecha (Cortés, 2006; Rubio,
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1999). Son escasos los reportes conocidos hasta el momento de estudios referentes
a la caracterizacién de los eventos bioquimicos que median la interaccién del fruto de
lulo con el patégeno que causa la antracnosis y que aporten al conocimiento basico
de la enfermedad, el cual es fundamental para poder buscar estrategias tendientes a
disminuir la susceptibilidad del fruto frente al patégeno. Se conocen sélo trabajos
recientes (Caicedo e Higuera, 2007; Caicedo et al., 2009) en este mismo modelo, en
los que se reporté induccién de las enzimas polifenoloxidasa y peroxidasa como
respuesta a este patégeno, induccién que presenté dependencia con el tiempo y con el
estado de madurez. En estos estudios se postulé una posible relacién positiva entre
induccién enzimdtica mds rdpida y sintomas mds tardios de la enfermedad. El objetivo
del presente estudio fue evaluar la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa en
corteza de frutos de lulo en tres estados de madurez sometidos a la accién del paté-
geno C. acutatum, con el fin de determinar su posible participacién en respuestas
bioquimicas del hospedero y su relacién con el contenido de compuestos fendlicos
totales y con el desarrollo de la enfermedad antracnosis. Esta enzima es clave y la
primera en la ruta fenilpropanoide, ruta metabdlica involucrada con frecuencia en
mecanismos de defensa vegetal.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizé una cepa del hongo Colletotrichum acutatum, adquirida en el cepario del depar-
tamento de Microbiologia de la Universidad de los Andes (Colombia), la cual fue
cultivada en medio PDA (papa-dextrosa-agar) a 20 °Cy sub-cultivada en medio liquido
papa-dextrosa, manteniendo el cultivo en agitacién constante por 10-12 dias a 20 °C.
A partir de este cultivo se preparé una suspensién (1x10° conidias/mL) para la inocu-
lacién de los frutos. Los materiales vegetales usados fueron frutos de lulo (Solanum
quitoense) var. quitoense, cosechados en tres estados de madurez (verde, pintén y ma-
duro) provenientes de un mismo cultivo de Campohermoso (Boyacd, Colombia)
situado a 1.300 msnm y temperatura promedio de 23 °C.

SELECCION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA EXTRACCION DE LA ENZIMA
FENILALANINA AMONIO LIASA (EC 4.3.1.5) A PARTIR DE LA CORTEZA DE LOS FRUTOS

Para la extraccién se tomaron 500 mg de corteza de lulo y se maceraron en presencia
de nitrégeno liquido, seguido de tres lavados consecutivos con 2 mL de acetona fria (4
°C) cada uno. Las muestras fueron luego centrifugadas por 10 min a 10.000 x g. Sobre
el pellet obtenido se evaluaron nueve sistemas de extraccién, empleando como buffer de
partida acido bérico / borato de sodio 0,1 M, pH 8,8, SDS (dodecil sulfato de sodio)
al 1%; se utilizé un disefio experimental del tipo cuadrado latino, se evaluaron tres
variables, la primera relacionada con la composicién del buffer (adicién de polivinil-
polipirrolidona / PVPP 0%, 3%, 5%), la segunda referente a la relacién buffer: material
vegetal (1:2, 1:3, 1:4) y la tercera sobre el tiempo de extraccién (30, 45y 60 min). Se rea-
lizaron tres réplicas por sistema evaluado. Una vez obtenidos los extractos enzimdticos,
se determind la actividad PAL (Ardila, 2005) con el fin de establecer el buffer con el
cual se logra la mayor actividad de esta enzima.
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SELECCION DE PARAMETROS ADECUADOS PARA LA MEDIDA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA PAL

Se estudiaron diversas condiciones experimentales (Tabla 1) para poner a punto la me-
dida de actividad PAL tomando como base, para la escogencia de estos intervalos de
reportes previos (Ardila, 2005; Kovacik y Backor, 2007). La actividad enzimatica se
determiné espectrofotométricamente midiendo el cambio de absorbancia a 270 nmy
se expres6 como nmoles de 4cido trans-cindmico/min*mg de proteina. La mezcla de
reaccién contenia el extracto enzimadtico, 400 pL de sustrato (L-fenilalanina) y buffer
boratos 0,1 M, con pH segtin valor a evaluar. Los pardmetros se estudiaron siguiendo
un disefio experimental escalonado. Cada determinacidn se hizo por triplicado.

Variable Niveles

Temperatura (°C) 20 37 45 55 60
Tiempo de reaccién (min) 15 30 45 60 75
Volumen de extracto enzimadtico (pL) 10 20 30 40 50
pH 7,0 7,5 8,0 8,8 9,5
Concentracién de sustrato (L-Fenilalanina) (mM)| 3 5 10 15 20

Tabla 1. Variables evaluadas para seleccionar las condiciones de medicién de actividad de la enzima
PAL extraida de corteza de lulo. Cada determinacién se hizo por triplicado.

CUANTIFICACION DE PROTEINA

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

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS FRUTOS DE LULO (SOLANUM QUITOENSE L)

Con el fin de establecer el indice de madurez, y clasificar con éste los frutos usados en
el estudio, y para evaluar si se presenta alguna relacién entre propiedades fisicoquimicas
y desarrollo de los sintomas de antracnosis, se realizé la determinacién de los pardme-
tros: pH (utilizando un potenciémetro SCHOOT Handylab pH/LF12®), dureza, acidez
titulable y grados Brix. La acidez se determind realizando una titulacién acido base con
NaOH 0,17 N (Norma Técnica Colombiana, NTC 4623) y se expresé como % de acido
citrico. Los grados Brix (sélidos solubles) se evaluaron segtin NTC 4624, colocando la
pulpa sobre un refractémetro (ATAGO 8682®) a temperatura ambiente. Todas estas
determinaciones se realizaron por triplicado.

EVALUACION DE LA INDUCCION DE PAL POR EFECTO DE LA INFECCION DE LOS FRUTOS DE LULO
CON C. ACUTATUM

Los frutos para el ensayo in vivo fueron clasificados en verde, pintén y maduro haciendo
uso del indice de madurez (°Brix/acidez titulable; Tabla 2). Los frutos fueron previamente
desinfectados por lavado con solucién de hipoclorito de sodio al 5%, luego lavados
exhaustivamente con agua estéril y una vez secos, se inocularon con 15 L de una sus-
pensién del patégeno (C. acutatum) de concentracién aproximada 1x10¢ conidias/mL,
sobre una herida superficial hecha con bisturi (1 cm de longitud) en dos sitios opuestos
(simétricos) del fruto. Adicionalmente, se trataron de la misma forma frutos que se
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usaron como testigo, a los cuales se les colocé el mismo volumen de agua estéril en vez
de la suspensién del patégeno, y también se usaron frutos sin ningtin tratamiento (frutos
control). Se almacenaron luego en frascos de vidrio (un fruto por frasco) 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, 12, 24, 48 y 72 horas post-inoculacién (hpi), tomando en cada tiempo tres
frutos por tratamiento y por estado de madurez, a los que se les retiré la corteza cercana
al rea de inoculacién (en todos los casos se tomd un area de 1 cm?) y se registré la
aparicién de algun signo visible del desarrollo de la enfermedad como por ejemplo, apa-
ricién y profundidad de manchas necréticas alrededor del sitio de infeccién y aparicién
de micelio algodonoso. Sobre estas muestras se realizé la extraccién y se evalué la
actividad PAL. Se conservaron muestras de lulo inoculadas, durante tiempos mayores,
para ser usados como control positivo del desarrollo de la enfermedad.

Propiedad verde +SD pintén | +SD maduro | +SD
Dureza (Ibf/ plg 2) >26,00 | 0 23,10 | 0,85 12,20 0,26
° Brix 495 0,67 8,02 0,49 9,46 0,52
pH 2,96 | 0,36 3,16 0,28 3,44 0,33
Acidez ( % acido citrico) 3,36 0,41 2,91 0,34 2,70 0,21
indice de madurez (°Brix/Acidez) 1,47 0,35 2,76 0,23 3,50 0,39

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los frutos de lulo utilizados en el ensayo in vivo. Cada dato es
el promedio de tres determinaciones.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

Para la determinacién del contenido de compuestos fenélicos totales presentes en la
corteza de los frutos inoculados con el patégeno y en los inoculados con agua estéril,
se tomaron 500 mg de la muestra los cuales fueron macerados con nitrégeno liquido.
Luego se realizé la extraccién de los compuestos fendlicos para cada muestra agitan-
dola por un periodo de 30 segundos con acetona fria en proporcién 1:2. Posteriormente
se centrifugd durante 10 minutos, a 4 °C, 7.000 x gy se retiré el sobrenadante (este pro-
cedimiento fue realizado tres veces). Los sobrenadantes fueron recolectados en frascos
ambary refrigerados a -20 °C hasta su posterior andlisis. La cuantificacién de los com-
puestos fendlicos totales se realizé utilizando el método de Folin-Ciocalteu’s (Makkar
etal., 2000) determinando el cambio de absorbancia a 765 nm con ayuda de una curva
de calibracién realizada con dcido gélico como patrén (Sigma-Aldrich Chem. Co) en un
intervalo de concentracién entre 0 y 25 ppm. El contenido de fenoles totales fue
expresado como ppm de acido galico por mg de material vegetal.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se procesaron usando andlisis de varianza (ANDEVA) y prue-
bas de rango multiple (P=0,05), usando el programa Statgraphics Plus 5.1®. Se utilizé
la prueba de Diferencias Minimas Significativas (DMS).
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RESULTADOS Y DISCUSION

SELECCION DE CONDICIONES ADECUADAS PARA LA EXTRACCION DE LA ENZIMA PAL

Los resultados obtenidos al evaluar los nueve sistemas de extraccién se muestran en la
figura 1. El andlisis de estos resultados (ANDEVA) indic6 que el sistema compuesto por
buffer boratos 0,1M pH 8,0, 1% de SDS, 3% de PVPP, en proporcién 1:2 (material ve-
getal: buffer) y agitacién durante 45 minutos (2 en la figura 1), permitié obtener los
mayores valores de actividad PAL, con diferencias significativas (P=0,05) respecto a los
demas sistemas estudiados. Por tanto, se seleccioné éste como el mas adecuado para la
extraccion de PAL a lo largo del estudio de induccién. Este resultado coincide con
algunos reportes (Alunnietal., 2003) en los cuales se indica que el uso de PVPP (polimero
insoluble) ayuda a retirar los compuestos fendlicos remanentes después del tratamiento
con acetona fria, los cuales pueden actuar como inhibidores de la enzima PAL.
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Figura 1. Actividad PAL en extractos de corteza de lulo obtenida empleando diferentes sistemas de
extraccion. Letras diferentes indican diferencias significativas (P=0,05). Cada valor es el promedio de
tres determinaciones.

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES APROPIADAS PARA MEDIR ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
FENILALANINA AMONIO LIASA (PAL)

Para establecer las condiciones adecuadas de pH, temperatura, volumen de extracto
enzimdtico y concentracién de sustrato, para la medida de actividad PAL, se midié la
actividad especifica utilizando el sistema de extraccién N.° 2 (Fig. 1) y el dato del
contenido de proteina de cada extracto enzimdtico evaluado. En la figura 2 (Fig. 2A; Fig.
2B; Fig. 2C; Fig. 2D; Fig. 2E) se presentan los valores obtenidos para cada pardmetro
experimental estudiado. Teniendo en cuenta estos resultados, se pudo establecer que
los parametros adecuados para la medida de actividad de la enzima PAL, extraida a
partir de corteza de lulo, son: pH 8,0; sustrato L- fenilalanina 5 mM, 20 °C, 30 pL de
extracto enzimatico y 45 minutos de tiempo de incubacién, dados los mayores valores
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Figura 2. A. Actividad PAL obtenida de corteza de lulo utilizando diferentes valores de pH. Concentracién
de L-fenilalanina 5 mMy 20 °C. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con
un nivel de confianza del 95%. Cada dato es el promedio de tres determinaciones. B. Actividad PAL
obtenida de corteza de lulo utilizando diferentes valores de temperatura. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%. Cada dato es el promedio
de tres determinaciones. C. Actividad PAL obtenida de corteza de lulo utilizando diferentes voltimenes
de extracto enzimatico crudo. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con un
nivel de confianza del 95%. Cada dato es el promedio de tres determinaciones. D. Actividad PAL obtenida
de corteza de lulo utilizando diferentes valores de concentracién de L-fenilalanina. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%. Cada dato es el
promedio de tres determinaciones. E. Actividad PAL obtenida de corteza de lulo utilizando diferentes
tiempos de incubacién. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel
de confianza del 95%.Cada dato es el promedio de tres determinaciones.

de actividad obtenidos, con diferencias significativas respecto a las otras condiciones
evaluadas. Al comparar con diversos reportes de literatura se encontré que el pH es similar
al obtenido para PAL de tomate (Sudhamoy et al., 2008), lechuga (Hyodo et al., 1978),
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avena (Rybka etal., 1998). Sin embargo, se encontraron diferencias con respecto a datos
cinéticos de otras PAL estudiadas en diferentes fuentes vegetales, las cuales pueden ser
atribuidas posiblemente a la existencia de diferentes isoformas de PAL presentes en las
especies vegetales. Para el caso de la extraida del fruto de lulo se observa que a concen-
traciones de sustrato por encima de 20 mM la actividad disminuye significativamente,
posiblemente por inhibicién por efecto del producto de reaccién. En cuanto al tiempo
de reaccidn, en otros estudios se ha reportado 60 minutos como el tiempo Sptimo
(Zhangetal., 2008; Kovacik y Backor, 2007; Morell6 et al., 2005). En el presente estudio,
el tiempo de reaccién encontrado fue de 45 minutos; la diferencia puede ser atribuida
a la presencia de diferentes isoformas de PAL en las especies vegetales. Puede postularse
que las isoformas de PAL presentes en corteza de lulo son mds activas, en comparacién
con las encontradas por ejemplo en alfalfa, pimienta, pepino, entre otras, (Orr et al.,
1993; Garmendia et al., 2006; Shaldea et al., 2003).

Es de resaltar que para lulo no se encuentran estudios de caracterizacién de enzimas en
general, y menos atin de las involucradas en respuestas de defensa frente a patégenos, y
tampoco se dispone de mayor informacién sobre la cinética de esta enzima en particular.

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS FRUTOS DE LULO

En la tabla 2 se indican los resultados obtenidos para algunos pardmetros fisicoqui-
micos de los frutos usados en la investigacién. Con base en la relacién entre los grados
Brix y la acidez, se clasificaron los frutos para conformar los grupos correspondientes
a los estados verde, pintén y maduro. Cabe mencionar que estos valores estan acordes
con lo reportado en estudios previos (Casierra, et al., 2004; Caicedo, 2005; Caicedo e
Higuera, 2007), realizados usando lulos de la misma variedad que los que se emplearon
en este estudio. Como se muestra en la tabla 2, no se obtuvieron diferencias marcadas
en la mayoria de las propiedades medidas, por tanto, no es posible inferir 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 con la infeccién, pues los frutos con mayor dureza
(verdes) fueron, en este estudio, los mds susceptibles a desarrollar sintomas de infec-
cién. La poca diferencia en propiedades como pH y acidez entre los tres estados de
madurez ya ha sido previamente documentada para lulo y es por ello que estos para-
metros no se utilizan por lo general para caracterizar el grado de madurez del fruto.

EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE LA ENZIMA FENILALANINA AMONIO LIASA (PAL) EN FRUTOS
DE LULO (SOLANUM QUITOENSE LAM) FRENTE AL ATAQUE DEL PATOGENO COLLETOTRICHUM
ACUTATUM DURANTE LA INTERACCION FRUTO-PATOGENO

Evaluacién de sintomas de antracnosis. Los resultados de la evaluacién visual diaria de
los frutos permitieron establecer que los sintomas caracteristicos, tales como manchas
necrdticas y apariciéon de micelio algodonoso sobre la zona de inoculacién, se presenta-
ron en promedio a 72 hpi para los frutos en estado verde y maduro, siendo mds afec-
tados los frutos en estado verde, mientras que los frutos en estado pintén fueron los
menos afectados. En estos ultimos, la aparicién de sintomas se observé solo a partir de
144 hpi. Ninguno de los frutos control o testigo presentd evidencias de antracnosis
durante el tiempo que duré el experimento. Se comprobd, asi mismo, que los frutos
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usados para el estudio estaban inicialmente libres del patégeno, mediante cultivo de

muestras de corteza tomadas al azar en medio PDA durante siete dias. En ninguna caja

se observé crecimiento alguno de microorganismos.

Evaluacién de la induccién de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) durante el en-

sayo in vivo. Los resultados de actividad PAL obtenidos a cada tiempo de muestreo se

analizaron estadisticamente entre tratamientos, a un determinado tiempo, para estable-
cer una posible induccién por efecto del patégeno.

a. Estado de madurez verde. En la figura 3A se comparan los resultados de actividad PAL
obtenidos a los diferentes tiempos para lulos en estado verde, durante el ensayo de
inoculacién. Entre 12 y 24 hpi la actividad PAL aumentd significativamente en los tres
tratamientos, pero en los frutos inoculados con el hongo el aumento fue mayor. Dicha
induccién de la enzima puede atribuirse a un cambio en el metabolismo del fruto que
puede estar relacionado con respuestas a la presencia del patégeno, pues al realizar la
comparacién con el respectivo control y con el testigo se observa una diferencia sig-
nificativa. Este comportamiento coincide con otros modelos reportados en la literatura
como es el caso de avena-Stagonospora nodorum (Rybka et al., 1998), pimienta-Verticillium
dahliae (Garmendia et al., 2006), alfalfa-Verticillium albo-atrum (Koike y Nanbu, 1997).
Cabe anotar que a partir de 48 hpi las actividades PAL para frutos en estado verde en
los tres tratamientos fueron notablemente menores a las que se determinaron para
frutos en estado pintdén y aun para los maduros y esta respuesta podria estar rela-
cionada con el grado de severidad de la enfermedad, pues en frutos verdes los sintomas
se presentaron mds rapido, si se comparan con los otros dos estados de madurez.
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Figura 3. A. Variacién de la actividad PAL 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 tres determinaciones. B. Variacién de la actividad PAL en corteza de lulos pintones durante
el ensayo de inoculacién in vivo. Letras diferentes indican diferencias significativas para cada tiempo
(P=0,05). Cada dato es el promedio de tres determinaciones. C. Variacién de la actividad PAL en
corteza de lulos maduros durante el ensayo de inoculacién in vivo. Letras diferentes indican diferencias
significativas para cada tiempo (P=0,05). Cada dato es el promedio de tres determinaciones.
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b. Estado de madurez pintén. En la figura 3B, se presentan los resultados obtenidos para
el comportamiento de la enzima PAL obtenida de frutos en estado pintén durante el
ensayo invivo de respuesta a la inoculacién. Puede apreciarse un aumento significativo,
que perdurd a todo lo largo de los tiempos evaluados, para el caso de los frutos
sometidos a la inoculacién con el patégeno. Dicho aumento puede atribuirse a una
respuesta del fruto al hongo, dadas las diferencias con sus respectivos controles. Se
descarta que este aumento pueda deberse sélo a respuesta al estrés de la herida pues
la actividad obtenida es mucho mds alta que la que se observé para los frutos testigos
(también sometidos a inoculacién pero con agua). Se encontré, ademas, que las acti-
vidades PAL para los frutos en este estado de madurez son, en general, significativa-
mente mads altas (casi el doble) si se comparan con las obtenidas en los estados verde
y maduro (Fig. 3A; Fig. 3B; Fig. 3C). Esta notable diferencia en la magnitud de actividad
PAL, observada para los tres tratamientos, puede estar asociada con los metabolismos
activos que tienen lugar en el fruto que estd en proceso de maduracién, ademds de la
ya comentada y evidente induccién en los que estuvieron sometidos a la accién del
hongo. Los resultados permiten entonces asociar una importante induccién de acti-
vidad de la enzima PAL con la respuesta de los frutos al patégeno C. acutatum. La litera-
tura reporta modelos en los que PAL ha sido relacionada con estreses, ya sea bidticos
6 abidticos, como es el caso de esparrago-Fusarium oxysporum f. sp. asparagi (Chenyang
etal., 2001), caupi-Rhizoctonia solani (Chandra et al., 2007), canola-Leptosphaeria maculans
(Chakrabortyetal., 1993). Al analizar la observacién de los sintomas de la enfermedad
con relacién a la actividad PAL, puede postularse una posible relacién positiva entre
induccién de esta enzima y retardo en la aparicién de sintomas caracteristicos de ésta,
pues como se anoté anteriormente, en este estudio los frutos en estado pintén fueron
los que tardaron mads en presentarlos.

c. Estado maduro. En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos para actividad
PAL de corteza de frutos en estado maduro. Como se observa, se presenté también
aumento a tiempos 12 y 24 hpi, el cual fue significativamente mayor en los frutos
inoculados con el patégeno. Puede entonces postularse que hay una induccién de
PAL la cual se asocia con una respuesta del fruto frente al estrés ocasionado por la
inoculacién con el patégeno, dado que para los frutos testigo y control los valores
fueron significativamente menores. A 48 y 72 hpi los valores de actividad PAL dis-
minuyeron en forma importante para los tres tratamientos y no se observé diferencia
en los inoculados con el hongo. Cabe resaltar que las magnitudes de la actividad
PAL obtenidas para este estado de madurez fueron notablemente menores si se
comparan con los estados pintén y verde. Aunque no existen reportes donde se

correlacione la incidencia de la enfermedad con el estado de madurez en frutos como

el lulo, es claro que durante los procesos de maduracién se promueven cambios
bioquimicos y/o histolégicos que pueden tener incidencia durante la interaccién
hospedero-patégeno.

EVALUACION DEL CONTENIDO DE FENOLES TOTALES
La determinacién del contenido de fenoles totales se realizé con el fin de evaluar si se
presenta un aumento en la concentracién de estos compuestos, producto de los
cambios metabdlicos que se suceden en los frutos como consecuencia de la inoculacién
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Figura 4. A. Contenido de fenoles totales 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 tres determinaciones. B. Contenido de fenoles totales en corteza de lulos pintones durante
el ensayo de inoculacién in vivo. Letras diferentes indican diferencias significativas para cada tiempo
(P=0,05). Cada dato es el promedio de tres determinaciones. C. Contenido de fenoles totales en corteza
de lulos maduros durante el ensayo de inoculacién in vivo. Letras diferentes indican diferencias significa-
tivas para cada tiempo (P=0,05). Cada dato es el promedio de tres determinaciones.

con el patégeno, y si este aumento tiene relacién con la induccién observada de la

enzima PAL.

a. Frutos en estado verde. Los resultados obtenidos para este estado de madurez, los
cuales se presentan en la figura 4, muestran a tiempos 12 y 24 hpi un alto contenido
de fenoles en los frutos testigo y los inoculados con el patégeno, aumento que puede
estar relacionado con el estrés producido a causa de la herida ocasionada con el
bisturi. Sin embargo, puede apreciarse que en los frutos inoculados con C. acutatum
el contenido de fenoles es significativamente mayor. Este aumento coincide con el au-
mento de la actividad PAL observado a estos tiempos, y este comportamiento puede
también ser atribuido a una respuesta del fruto frente al ataque del hongo. A partir
de 48 hpi se aprecia una disminucién notable en el contenido de fenoles para los tres
tratamientos, hecho este que coincide con la aparicién de los primeros sintomas de
la enfermedad, como la aparicién de manchas necréticas y la formacién de micelio
algodonoso en el sitio de la inoculacién, indicando que la defensa pasiva del fruto
ha sido vulnerable al ataque del patégeno. Cabe recordar que los frutos en estado
verde fueron los que presentaron primero los sintomas de antracnosis.
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b. Frutos en estado pintén. La figura 4B muestra los resultados obtenidos en la determi-
nacién del contenido de fenoles para los frutos en estado pintén durante el ensayo
de inoculacién. Como en el caso de los frutos verdes, se aprecia un incremento
significativo en el contenido de fenoles para los frutos sometidos al estrés del corte.
Sin embargo, para los inoculados con el hongo el aumento fue mayor en compa-
racién con los controles y testigos. Es muy notable el aumento observado a 72 hpi
para los sometidos a la accién del patégeno (mds del doble respecto a los controles),
hecho que no sucedié con los frutos en estado verde. Puede determinarse que dicho
aumento se relaciona con una respuesta del hospedero al patégeno, pues las
diferencias que hay entre los frutos testigo y los inoculados con el hongo son signi-
ficativas. Esta acumulacién de compuestos fendlicos present6 relacién con la elevada
actividad PAL obtenida durante el ensayo In vivo, a partir de 48 hpi para este estado
de madurez, que como se anoté antes, fue en el que se demord més la aparicién de
sintomas de la enfermedad. No se observé disminucién a los tiempos mayores (48
y 72 hpi) como sucedié con los frutos verdes y maduros.

c. Frutos en estado maduro. Se observé que a tiempos tempranos (0 y 12 hpi) el con-
tenido de fendlicos es mayor comparado con los otros dos estados evaluados, para
los tres tratamientos (Fig. 4C). Sin embargo, dicho contenido presenté una dismi-
nucidn significativa a partir de 24 hpi, tal como sucedié en los frutos verdes, la que
podria estar entonces relacionada con la mds rdpida apariciéon de los primeros
sintomas de la enfermedad antracnosis. En promedio, se observé que el contenido
constitutivo de fenoles totales es mayor en frutos de lulo en estado maduro para los
tres tratamientos, si se compara con los otros dos estados de madurez, hecho éste
que puede estar asociado con los cambios metabdlicos normales que se presentan
en el fruto como consecuencia del proceso de maduracién. El hecho de presentar este
estado de madurez los mayores contenidos de fenoles totales no se puede asociar a
priori con posibilidad de menores sintomas, pues es sabido que con frecuencia el
efecto en defensa se debe sélo a ciertos fenoles particulares més que al total de ellos.
En caso de que se trate de compuestos especificos (se estd analizando este aspecto
en otro estudio alin no publicado) podria tenerse el caso de que en los frutos
maduros éstos compuestos especificos no estén evidentemente aumentados por la
infeccién, lo que explicaria el desarrollo de sintomas.

Los resultados observados en el modelo Lulo (Solanum quitoense Lam)- C. acutatum estan

de acuerdo con algunos reportes de la literatura en los cuales se ha encontrado que el

metabolismo fendlico es uno de los que con frecuencia se induce durante la interaccién
planta-patégeno. Por ejemplo, estudios realizados en diferentes modelos muestran un
aumento en la concentracién de los compuestos fendlicos presentes, los cuales actian
principalmente como inhibidores del crecimiento de patégenos. En plantas de olivo

(Olea europaea L.) infectadas se ha demostrado que las sustancias fendlicas aumentan su

concentracién y que pueden inhibir el crecimiento de bacterias, tales como Lactobacillus

plantarum'y Leuconostoc mesenteroides, entre otras, asi como hongos pertenecientes al género

Phytophthora, (Del Rio et al., 2003). Otros ensayos realizados usando cultivo de células

de Hierba de San Juan (Hypericum perforatum L), elicitadas con el hongo Colletotrichum

gloeosporioides, muestran aumento en la concentracién de xantonas, compuestos con ca-
racteristicas apolares a los que le atribuyen propiedades antimicrobiales. Dicho aumento
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es considerado como una respuesta de defensa provocada por algunos compo- nentes
presentes en el hongo elicitor (glicoproteinas, oligosacdridos; Conceigdo et al., 2006).
Teniendo en cuenta lo anterior, es posible sugerir que la acumulacién de compuestos
fendlicos totales, observada a partir de 12 hpi en los frutos de lulo en los tres estados
de madurez inoculados con el patégeno, se trate de una respuesta a su presencia,
acumulacién que en el caso de los frutos pintones se mantiene durante todo el tiempo
del experimento y se incrementa notablemente a las 72 hpi, lo que se puede asimilar,
en principio, a una respuesta defensiva, dada la relacién positiva encontrada entre este
aumento y la demora en la aparicién de los sintomas de la enfermedad.

CONCLUSION

Los resultados de esta investigacién se constituyen en los primeros reportes de
participacién de la enzima PAL en respuestas del lulo al patégeno C. acutatum. Las
evidencias acumuladas muestran que en frutos de lulo en estado pintén la actividad
PAL fue mucho mayor que en estado verde y maduro y que en este estado de madurez
la aparicion de sintomas de la antracnosis fue mds tardia. En general todos los frutos
respondieron al patégeno (y a la herida) activando esta enzima hacia las 12 'y 24 horas
de estar en contacto con éste. La induccién de actividad PAL por efecto del hongo
mostré relacién positiva con el aumento en el contenido de fendlicos totales, al nivel de
corteza de frutos de lulo, comportamiento que también evidencié dependencia con el
estado de madurez del fruto.
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