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MICORRIZAS: PROCESOS ENZIMATICOS DE LA INFECCION RADICULAR
Juan.A. Ocampo; L. Garcia-Romera; J.M. Garcia-Garrido | ¢ q A

Estacion Experimental del Zaidin, C.S.1.C., Departamento de Microbiologia del Suelo y
Sistemas Simbioticos, Prof. Albareda 1, E- 18008, Granada, Espafia.

ek

Se sabe que los hongos micorrizicos arbusculares (MA) mejoran el crecimiento de las
A antas (Harley, 1986). El proceso de colonizacion de la raiz de las plantas por hongos arbusculares
implica la formacion de hifas intercelulares, arbusculos intracelulares muy ramificados y vesiculas
distribuidas por la raiz (Bonfante-Fasolo, 1984). Esas observaciones sugieren que el establecimiento
ge una simbiosis intracelular entre el hongo y la raiz requiere que el hongo atraviese la pared y
enetre en la célula hospedadora. Las enzimas hidroliticas que actiian sobre la pared celular vegetal
fales como celulasas, hemicelulasas y pectinasas deben estar implicados en estos procesos (Garcia-
Romera et al., 1990). Se conoce bastante bien el papel de las enzimas hidroliticas en los cambios
fisiologicos y patologicos de las plantas (Sexton & Roberts, 1982, Coughlan & Ljungdhal, 1988).
La mayoria de hongos y bacterias fitopatogenos producen enzimas que degradan substancias
pécticas y celulosicas (Albersheim & Anderson-Prouty, 1975). Esas enzimas degradan los enlaces a
3' entre polimeros de acido galacturénico y los enlaces b 1,4 entre polimeros de glucosa. Estas
enzimas juegan un papel fundamental en la patogénesis vegetal (Garibaldi & Bateman, 1971,
Coughlan & Ljungdhal, 1988), sin embargo, la investigacion de esas enzimas en raices de plantas y
el modo de accion en los procesos de penetration y desarrollo de microorganismos simbioticos es
-- y escasa (Collmer et al., 1982). La infeccion de la raiz por microorganismos mutualistas como
hizobium y Azospirillum parece estar mediada por enzimas hidroliticas de pared (Collmr & Keen,

1986, Umali-Garcia et al., 1980). Apesar de la baja producion de enzimas hidroliticas por esos

imicroorganismos mutualistas (Morales et al., 1984) esas enzimas parecen estar involucradas en la
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disolucién de la pared celular lo cual permite a Rhizobium entrar en la célula hospedads 11981). Esos resultados indican que parece ser necesario un cierto nivel de produccion enzimatica

(Chalifour & Benhamou, 1989). para el desarrollo inicial y posterior de la infeccion arbuscular. Una vez que la infeccion MA se
La observacion de que los hongos arbusculares penetran la pared celular de las plantas| i establece en una raiz parece facilitarse la infeccion posterior (Mosse & hepper., 1975), sin embargo.
el lugar de contacto durante el establecimiento de una simbiosis intracelular (Bonfante-Fasg .. el nivel de enzimas pectolicas producidos por las esporas inoculadas o por el micelio procedente de
1984), indica que las enzimas hidroliticas pueden estar involucradas en los procesos de colonizad 4 otra parte de la raiz infectada parece ser insuficiente para producir el mismo grado de infeccion en

|

de la raiz por hongos arbusculares. Sin embargo, debido a que los hongos arbusculares no se . los tratamientos a los que se afiadio pectina o pectato s6dico que en el control no micorrizada. La
:, aplicacion de pectina o de pectato sodico al medio de cultivo "protege” las paredes celulares de la
f raiz de las pectinasas producidas por el hongo, retrasando la expresion de la actividad enzimatica
. sobre la pared celular por un periodo paralelo al nivel de sustrato afiadido. La presencia de sustrato

produzcan, tal y como ocurre con otros microorganismos mutualistas (Morales et al, 1984; Ang

g . en esta forma facilmente accesible inhibe la actividad enzimética mediante la acumulacion del
1988). il

1 producto 6 mediante la represion catabolica de la sintesis enzimatica (Collmer & Keen., 1986). Por
Los intentos que se habian efectuado para demostrar la producciéon de pectinas . lo tanto las pectinasas pueden estar implicadas en la penetracién de los hongos arbusculares en las
celulasas en extractos de tejidos micorrizados no tuvieron éxito (Anderson, 1988). Sin embz ] . células radicales de las plantas. Sin embargo, el efecto de las celulasas en el proceso de infeccion no
‘fue claro, segun los resultados obtenidos en los mismos experimentos, ya que no se encontro
observaron que las enzimas pectoliticas podian estar implicados en los procesos de colonizaciéh s relacion entre los niveles de celulosa afiadidos al medio de cultivo y el porcentaje de infeccion.

Los extractos de esporas de G. mosseae produjeron zonas de hidrolisis en placas de agar
de cristal llenos con una mezcla de arena:vermiculita, inoculados con esporas de Glomus moss“ ;,con pectina y CMC tefiidas con rojo Rutenio y rojo Congo respectivamente (Chalifour &
alfalfa como planta hospedadora. Se aplicaron al medio de cultivo pectina, pectato sodicg b Benhamou, 1989). Se ha puesto de manifiesto que la degradacion de la pectina se debe a la accion
: 7 de un complejo enzimatico (Collmer & Keen, 1986). Se ha observado que las esporas y el micelio
pectina y pectato sodico a las concentraciones del 1%. El retraso en el comienzo de la infecciony ;. extemo de G. mosseae poseen un complejo de enzimas pectinoliticas [(pectin esterasa (PE),
.endopolimetilgalacturonasa (endo-PMG), polimetilgalacturonasa (PMG)] y pectin liasa (PL)],
la concentracion de pectina y pectato sédico que se adicioné al medio. La pectina y el pecia | pectoliticas [(endopoligalacturonasa (endoPG), poligalacturonasa (PG) y pectato liasa (PAL)] y
sodico aplicado no afecto el crecimiento de las plantas, eliminando asi el posible efecto negati'; . celuloliticos (endo y exocelulasas) (Garcia-Garrido et al., 1992a). Se ha encontrado que la actividad
la difusion insuficiente de oxigeno (Garcia-Romero et al., 1990). Estos resultados se ven refor: . poligalacturonasa es mayor en hongos patagenos que en micorrizas ericoides y esta actividad es, a
‘-1 su vez, mayor que la del micelio extemo de G. mosseae.

been o de poslissacaridos extracelulares de Rhizobium meliloti, utilizados en idénticas condiciong La presencia de esos enzimas hidroliticas en las esporas y micelio extemo puede ser una

no produjeron ninguna inhibicion en la infeccién arbuscular de las plantas (Azcon-Aguilar & Birg indicacion de los tipos de enzimas que los hongos micorrizicos son capaces de producir en relacion
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enzimas hidroliticas in vitro no i ici : A
constituye una prueba de su patogenicidad (Angle, 1986). Algung 0 largo del proceso de colonizacion de la raiz. Se piensa que este enzima facilita la accion de las

ptras pectinasas (Pressey & Avant, 1992). Las actividades Endo-PMG, PMG y PNL (enzimas

siempre poseen la capacidad de producirlos in vi 1 ‘
i . o 3 1 7
p vo. Cuando el hongo arbuscular coloniza y pend pectinoliticas) fueron superiores en plantas inoculadas con G. mosseae que en los controles, durante

la pared celular radical produce una rotura minima que no afecta a la viabilidad de la célula veqd
(Bonfante-Fasolo & Vian, 1989 ). Por tanto

la etapa logaritmica de crecimiento del hongo arbuscular El incremento de estructuras fungicas que

» ¢ puede esperar que los hongos micorrizicos penetran la pared celular durante la etapa logaritmica de colonizacion de la raiz (Hayman, 1983)

puede explicar el incremento en las actividades endo-PMG, PMG y PNL. Sin embargo, las

confirmacion de la produccién de enzimas hidroliti i '
s hidroliticas puede estar, por tanto, dificultada por; ctividades endo-PG, PG and PL (enzimas pectinoliticas) detectadas en plantas micorrizadas fueron

niveles tan bajos de produccion enzimati
atica tal y com ; : . . . . . . .
y como se ha encontrado en otros microorganisy ares a los controles no micorrizados (Garcia-Romera et al., 1991c). La ausencia de diferencias

stas P ;
. causas res Ollsables de la dlﬁculta € p 1 ‘
"lutua,h 1 ()tl as d para d tectar estas eénzimas uede ladl : la aCth1dad de €5as enzimas g Y

p q
la composicion uimica de la paled Cehﬂax de laS plalllas laS Cuales lepllIIle (o] Control ) lClpaIl en 105 P‘ocesos de CO

producciéon de enzimas hidroliticas - i 5 L
(Rexova-Benkova & Markovic, 1976). Ademas de @ actos de esporas y micelio extemo de G. mosseae (Garcia-Romera et al, 1991b). Esos

mecanismo protector, hay la posibilidad del efecto de otros inhibidores, incluyendo compu

fendlicos (Mullen & Bateman, 1971: ir dura
R ; Dazzo & Hubbel, 1974) los cuales se pueden producir durag Benkova & Markovic, 1976), evitando, por lo tanto, la rotura indiscriminada de la pared celular

el proceso de colonizacién o durante | 16 i i ji :
1. . a extraccion de las enzimas a partir de los tejidg PE, endo-PMG, PMG y PNL parecen ser las principales pectinasas involucradas en la colonizacion
colonizados. El tipo de extractante puede, por tanto, influenciar la cantidad de enzimas que l

pueden detectar en la raiz (Morales et al,

ide plantas de lechuga por G. mosseae. Por lo tanto parece que un sistema de enzimas degradadores

1984). Se han ensayado varios procedimientos Ide pectina parece jugar un papel mas importance que un sistema de enzimas degradadoras de

extraccion y los tampones mas adecuados fu itri ;
eron 250 mM NaCl para PE, citrico-phosphato (CH fpectato, en el proceso de colonizacion de la raiz por hongos arbusculares. Las actividades endo y

para las otras enzimas pectoliticas (Garcia- i i "
© p s (Garcia-Romera et al,, 1991a) y I M Tris-HCI para las enzin exoglucanasa de plantas micorrizadas de 30 dias de cultivo, es decir cuando el hongo estaba en la
celuloliticas (Garcia-Garrido et al,, 1992a). »

desarrollo de G. mosseae en raices de le 5
uga, el cual mostré un desarrollo tipico de colonizz ividad celulolitica coincidié con el incremento en la formacion de puntos de entrada y desarrollo
de arbusculos (Garcia-Garrido et al., 1992b). La formacion de puntos de entrada y de arbusculos

requicre que la hifa fungica pase através de la parede celular, después de lo cual se forma una

dias. No hubo una disminucién aparent [
e , s H i i
p en el numero de puntos de entrada, el cual alcanzé U imatriz interfacial alrededor de la hifa (Bonfante-Fasolo et al., 1984). Esta matriz esta compuesta de

maximo a los 80 dias de crecimient i '
nto de la planta. El desarrollo de los arbusculos se increment icido poligalacturonico y material celulosidico procedente del hospedador (Bonfante-Fasolo et al,

hasta los 50 diaias de crecimiento de la pl i
a planta (Garcia-Romera et al., 1991¢). 11990). Esas observaciones citoquimicas sugieren que los hongos arbusculares producen enzimas
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extemo y en los extractos de raices micorrizadas poseen la misma mobilidad electroforética

¢ (Garcia-Garrido et al., 1992¢).

hidroliticas, lo que permitiria la penetracion de la pared celular sin afectar la viabilidad de la célula
hospedadora (Bonfante-Fasolo et al., 1984; Bonfante-Fasolo et al., 1990). Sin embargo, la rotura;
de las paredes durante el desarrollo fingico debe de ser localizada y, en consecuencia, es dificil | 3 La secuencia de actividades hidroliticas observadas en la asociacion MA y el
detectar la actividad de las enzimas degradadores de la pared. De hecho las actividades hidroliticas § hecho de que las estructuras fungicas de G. mosseae mostraran actividad hidrolitica sugiere
fueron extremadamente bajas tal y como debe esperarse de una interaccién mutualistica. Por tanto A que esas enzimas juegan un papel importante en el proceso de colonizacion de la raiz por
es dificil demostrar una relacion estrecha entre la evolucion de las diferentes actividades hidroliticas S8l los hongos arbusculares.

.y el desarroflo de las estructuras fiingicas.
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