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RESUMEN

El marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod) es la enfermedad que mds afecta el cultivo de clavel.
Comprender la naturaleza de la interaccién entre la planta y el patégeno permitird el futuro desarrollo de nuevas alternativas
de control de la enfermedad. Es por ello que se busca tener evidencia experimental que permita entender el papel de la ruta de
sefializacién del 4cido salicilico (SA) y enzimas asociadas con la resistencia de la planta como son fenilalanina amonio liasa (PAL),
polifenoloxidasa (PFO), guayacol peroxidasa (GPX) y fosfolipasa D (PLD), a nivel del simplasto del tallo durante la interaccién con
él patégeno. Se establecié un ensayo in vivo utilizando dos variedades de clavel con diferentes niveles de resistencia a la enfermedad
y se determinaron en simplasto de tallo los niveles de SA, MeSA (salicilato de metilo) y las enzimas objeto de estudio. Se presenté
induccién de las enzimas estudiadas, evidenciando en el caso de la enzima GPX un aumento a nivel transcripcional. Asi mismo,
se presentd un incremento de MeSA en los 1y 14 dpi, mientras que SA se acumulé en tiempos tardios. La correlacion de Pearson
determiné que a este nivel existe una acumulacién de la hormona MeSA al 1 dpi con los niveles de las enzimas GPXy PLD. Se propone
que la respuesta en este érgano de clavel puede estar activada por la ruta de sefializacién que involucra SA, afectando el metabolismo
secundario y la regulacién de especies reactivas de oxigeno.

Palabras clave: Marchitamiento vascular, clavel, respuesta de defensa, actividad enzimdtica, hormonas.

ABSTRACT

The vascular wilting caused by the Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod) is the most important disease affecting carnation crops.
Understanding the nature of the interaction between the plant and the pathogen will allow the development of new alternatives for
disease control. That is why on this study, we want to know the role of the salicylic acid’s (SA) signaling pathway and of some enzymes
associated to the plant’s resistance such as phenylalanine amino lyase (PAL), polyphenol oxidase (PFO), guaiacol peroxidase (GPX)
and phospholipase D (PLD), at the stem’s symplastic level during the interaction with the pathogen. An in vivo assay was established
using two carnation cultivars presenting contrasting levels of resistance to the disease, and the levels of SA, MeSA (Methyl salicylate)
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and the named enzymes were determined. Induction of the studied enzymes occurred, showing an increase at the transcriptional level
in the case of the GPX enzyme. Likewise, an increase of MeSA was presented at 1 and 14 dpi, while SA was accumulated at later times.
The Pearson correlation determined that on this level there is an accumulation of the MeSA hormone on 1 dpi with the levels of the
enzymes GPX and PLD. We proposed that the response on the stem symplast can be activated by the signaling pathway that involves
SA, affecting the secondary metabolism and the regulation of reactive species of oxygen.

Keywords: Vascular wilting, carnation, defense response, enzymatic activity, hormones.

INTRODUCCION

La floricultura en Colombia es una de las actividades
econémicas que mds genera ingresos de divisas internacionales,
el 95 % de la produccién total de flores cultivadas en nuestro
pafs son exportadas a Estados unidos, Japény Rusia (Manrique
et al., 2014). El clavel representa el 11,7 % del total de la
produccién generada (Asocolflores, 2018), es por ello que
gran parte del clavel que comercializan en los mercados
internacionales provienen de Colombia, posiciondndolo como
el segundo productor a nivel mundial (Asocolflores, 2015).

A pesar de su importancia, la produccién de esta
flor y las ganancias que genera al sector floricultor han
disminuido debido al marchitamiento vascular causado por
el hongo Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod) (Castellanos
et al., 2010; Soto-sedano et al., 2012). Actualmente, para
el control de Fod se emplean estrategias de tipo quimico y
fisico, las cuales son costosas y generan un control apenas
aceptable de la enfermedad. Por esta razén, el desarrollo
de alternativas mas eficaces de control, compatibles con
los sistemas de produccién actuales e inofensivos para
el medio ambiente, se convierte en una necesidad para
el fortalecimiento de cultivo de esta flor. Sin embargo,
para tales fines se requiere conocer la interaccién entre el
patégeno y el clavel, asi como estudios basicos sobre los
procesos en los que se fundamenta la resistencia de la
enfermedad en las variedades resistentes.

Se ha determinado que la respuesta de defensa en
plantas infectadas con formas especialis de Fusarium oxysporum
puede estar regulada, dependiendo de la especie vegetal,
por las vias de sefializacién que involucran a las hormonas
acido salicilico (SA, por sus siglas en inglés Salicylic acid)
en algunos casos, o el 4cido jasmédnico (JA, por su sigla en
inglés Jamonic acid) y el etileno (ET), en otros (Berrocal-
loboy Molina 2007; Qietal., 2012; Dietal., 2016). EIl SAes
predominantemente asociado con resistencia a patégenos
bidtrofos y hemibiétrofos (Makandar et al., 2012; Dinolfo et
al., 2016) y, aunque no se conocen de manera detallada los
procesos bioquimicos en los que se encuentra involucrada
esta hormona, su rol en resistencia para varias enfermedades
ha sido ampliamente reportado. Algunos estudios han
permitido determinar que la respuesta de defensa asociada
a esta hormona puede incluir la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno (EROS), la sintesis de proteinas
relacionadas a patogénesis y la activacién de enzimas
relacionadas a defensa. Entre estas ultimas se encuentra

la fenilalanina amonio liasa (PAL, por su sigla en inglés
Phenylalanine ammonia-lyase), enzima regulatoria de la
ruta fenilpropanoide y para la que se ha propuesto un papel
importante en la biosintesis de SA. Asi mismo, se destacan
la Guayacol Peroxidasa (GPX) y la Polifenoloxidasa (PFO),
que participan en procesos oxidativos involucrados en el
reforzamiento de la pared celular y la Fosfolipasa D (PLD, por
su sigla en inglés Phospholipase D), la cual estd relacionada
con procesos tempranos durante el incremento de EROS
en la respuesta de defensa vegetal (Yamaguchi et al., 2004;
Ardila y Higuera, 2005; Cuervo et al., 2009; Zhao, 2015).

Si bien una buena parte de los mecanismos bioquimicos
mencionados previamente han sido involucrados en la
resistencia a diferentes patégenos del género Fusarium sp.
(Makandar et al., 2012; Li y Wang, 2018), a la fecha no se
conocen, para varios de los casos, cudles son las rutas de
sefializacién involucradas en su activacién. Entre las razones
para tal limitacién, se encuentra que no existe una relacién
directa entre las respuestas y las rutas de sefializacién;
algunas de las respuestas asociadas al SA, también se han
encontrado para el acido jasmonico. En nuestro modelo
clavel-Fod, en donde se ha determinado que la actividad
de PAL, GPX y PFO aumentan en variedades resistentes
infectadas con el patégeno (Ardila y Higuera, 2005; Cuervo
et al., 2009; Ardila et al., 2011), es poco lo que se conoce
sobre las rutas de sefializacién involucradas que determinan
dicha activacién. De hecho, a la fecha no se tienen estudios
que determinen la acumulacién de hormonas asociadas a
la resistencia durante la interaccién clavel-Fod. Es por ello
que, en el presente trabajo de investigacidn, se estableci si
la hormona Aacido salicilico aumenta sus niveles a nivel de
simplasto y si estos cambios, se relacionan estadisticamente
con la activacién de mecanismos de defensa durante la
infeccién con Fod. Para ello, se evalué la respuesta de
algunas enzimas que han sido ampliamente asociadas
con resistencia al marchitamiento vascular, como son la
PAL, GPX, PFO y PLD, y se correlacioné estadisticamente
con el aumento en los niveles de la hormona SA, a nivel de
simplasto, de tallos de clavel infectados con el patégeno. Al
ser el simplasto vegetal, la fraccién citoplasmdtica en donde
se presentan los eventos mds tempranos de transduccién
de sefiales y acumulacién de hormonas en diferentes tipos
de estrés bidtico, era de esperarse que esta evaluacién
permitiera obtener los mayores niveles de sensibilidad en la
determinacion.
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Por otro lado, esta evaluacién nos permitird conocer si la
activacion se presenta en fases tempranas, donde se presume
se activan los mecanismos de defensa mdas importantes
relacionados con resistencia (1 a 2 dpi), o si se presentaban
de manera tardia, en donde se presume, se activa la fase
necrotréfica de este patdgeno (7y 14 dpi) (Ardilaetal., 2014;
Martinez et al., 2017; Vanegas Cano, 2019). Los resultados
presentados se constituyen en el primer estudio que se
realiza para el modelo clavel-Fod sobre rutas de sefializacién
y acumulacién de hormonas de defensa. Por lo tanto, esta
informacién es fundamental para futuros estudios en esta
interaccién planta-patégeno

MATERIALES Y METODOS

Material biol6gico

Se utilizaron esquejes de clavel (Dianthus caryophyllus L.)
con tres semanas de enraizamiento y un tamafo promedio
de 15 cm. Se emplearon dos variedades de clavel con
diferentes niveles de resistencia al marchitamiento vascular:
Golem (Resistente) y Solex (Susceptible). Dichas variedades
fueron seleccionadas en estudios previos, teniendo en
cuenta el indice de incidencia y severidad a la enfermedad
del marchitamiento vascular, los cuales fueron consistentes y
reproducibles en las réplicas durante el ensayo in vivo (Cuervo
Plata, 2017). Los esquejes fueron suministrados por la
empresa floricultura Florval S.A.S. sede QFC (Gachancipé-
Sabana de Bogotd).

Se utilizé un aislamiento del hongo Fod, obtenido de plan-
tas de clavel de la Sabana de Bogotd que presentaban sinto-
mas tipicos del marchitamiento vascular, estas fueron dona-
das por la empresa América Flor S.A. El aislamiento ftingico
se propagé en placas de medio Agar Papa Dextrosa (PDA)
a 20 °C en oscuridad hasta la saturacién superficial. Antes
del ensayo in vivo, el patégeno fue revirulentado usando una
variedad susceptible a la enfermedad para confirmar la sinto-
matologia de marchitamiento vascular. Para este aislamiento
se confirmé el género y la raza con herramientas moleculares,
por medio de PCR convencional (PCR, por sus siglas en in-
glés, Polymerase Chain Reaction), de acuerdo a las condicio-
nes de amplificacién reportadas y con cebadores especificos
tanto para género (5'-CAACTC CCAAACCCCTGTGA-3" y 5°-GCGA-
CGATTACCAGTAACGA-3") y raza (S'-CTTGTTTCTCGATTTCTGTCTCA-
CG-3') (Chiocchetti et al., 1999; Abd-elsalam et al., 2003).
Los resultados de esta verificacién para el aislamiento usado
en esta investigacién pueden ser consultados en estudios pre-
vios del grupo (Leén Rodriguez, 2012).

Ensayo in vivo y mantenimiento del material vegetal

Para el ensayo in vivo se usé un disefio experimental
completamente aleatorizado con un total de 1260 esquejes
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de clavel. El ensayo in vivo consistié en cuatro tratamientos:
Resistente control, Resistente inoculado, Susceptible control
y Susceptible inoculado. La inoculacién de dichos esquejes
se hizo de acuerdo con lo reportado previamente en nuestro
grupo de investigacién (Higuera, 2001). Durante los 14 dias
del ensayo in vivo, se realizaron muestreos correspondientes a
tiempostempranos 1,2 dias post-inoculacién (dpi), y tiempos
tardios 7 y 14 dpi, de acuerdo a los criterios anteriormente
descritos en la introduccién. Las determinaciones enzimaticas
(GPX, PFO, PAL, PLD) y la acumulacién de las hormonas (SA
y MeSA), se realizaron por triplicado biolégico y duplicado
técnico; cada replica bioldgica estaba constituida por 15
individuos. Los tratamientos se mantuvieron con riego
de agua por aspersién, bajo condiciones promedio de
temperatura de 20 °C, radiacién fotosintéticamente activa
de 5 pmol de foton m? s’ y humedad relativa de 65,8 %.
Los datos se determinaron con una estacién meteoroldgica
portable (COLTEIN Ltda, Bogotd, Colombia), para el registro
de temperatura (THR 102 sensors, USA) y la radiacién
fotosintéticamente activa (PAR, por sus siglas en inglés,
Photosynthetic active Radiation,) (LI 190 B sensors, LI-COR
Inc. Lincoln, NE, USA).

Obtencion de la fraccion enriquecida con simplasto a
partir de tallos de clavel (D. caryophyllus)

Para la obtencién del simplasto fue necesario remover
la fraccién apoplastica. Para ello, se seccionaron tallos
completos de clavel, los cuales fueron sometidos a presién
al vacio y a un proceso de infiltracién, finalmente el material
vegetal fue centrifugado para extraer la fraccién apoplastica
(Martinez et al., 2017). Del material vegetal enriquecido en
simplasto, se maceraron 0,2 g de tallo de clavel con nitrégeno
liquido. Se adicioné 1 mL de acetona fria (-20 °C) al tejido
vegetal macerado y después de agitar por 30 s se centrifugé
a 10 000 g por 10 minutos. Este procedimiento se realizé
dos veces con la completa eliminacién del disolvente en cada
centrifugacidn. La extraccién se llevé a cabo durante 1 h con
el buffer Na,HPO,-NaH PO, ,pH 6,5 100 mM a 4 °C. Después
de centrifugar a 12 000 g por 30 minutos, los extractos se
guardaron a -20 °C para la posterior determinacién de las
actividades enzimaticas.

Cuantificacion de acido salicilico y salicilato de metilo
en simplasto de tallo de clavel inoculados con Fod

La extraccién de las hormonas objeto de estudio se realizé
utilizando metanol al 80 % (Ardila, 2013). Posteriormente, el
extracto metandlico se concentré al vacioy, el pellet resultante,
se disolvi6 en una disolucién de acetonitrilo/metanol/
agua (1:1:12 v/v/v) (Floerl et al., 2012). Los niveles de las
fitohormonas se determinaron mediante cromatografia liquida
de alta eficiencia acoplada a un detector de arreglo de diodos
y espectrometria de masas (HPLC-DAD-MS), usando una
cuantificacién basada en las respectivas curvas de calibracién
de los patrones certificados (i.e., dcido salicilico (SA, por su
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sigla en inglés) y salicilato de metilo (MeSA, por su sigla en inglés
Sigma-Aldrich). Para ello, después de filtrada la disolucién
resultante, se inyectaron 10 pL del extracto obtenido a una
columna RP-18 (Synergi® (Phenomenex), 250 mm x 4,60 mm,
5 pm) y se eluyeron a un flujo de 1T mL/min. La separacién
se realizd usando el siguiente programa de separacién: fase
mévil A: HCOOH 0,1 %, fase mévil B: Acetonitrilo 100 %, con
el gradiente que se describe a continuacién: 0-3 min A 100 %,
18-21 min B 7 %, 40-45 min B 30 %, 59-63 min B 100 %y,
finalmente, 66-70 min B 0 %. Ambos analitos se detectaron a
270 nm; la identificacién completa se logré por espectrometria
de masas y comparando su tiempo de retencién con el de los
patrones estdndar certificados mencionados. La cantidad de
SA 'y MeSA en las muestras se calculé a partir de la curva de
calibracién realizada con concentracién conocida (drea bajo
la sefial versus concentracién). Los valores calculados de los
analitos se expresaron en pg del metabolito * mg' de material
vegetal fresco.

Determinacion de la actividad de la enzima Guayacol
peroxidasa (E.C. 1.11.1.7)

La cuantificacion de la actividad GPX, se realizé de acuerdo
a lo reportado previamente por Ardila (2013), midiendo por
métodos espectrofotométricos la oxidacién de guayacol a
tetraguayacol. La mezcla de reaccién consistié en 300 plL
de buffer Na,HPO,-NaH_PO, 100 mM pH 5,0, 100 pL de
guayacol 40 mM, 100 pL de peréxido de hidrogeno 40 mMy
10 pL del extracto simplastico. La formacién de tetraguayacol
se siguié a una longitud de 470 nm durante 2 minutos con
lecturas espectrofotométricas cada 10 s, empleando un
espectrofotémetro Thermo Genesys 10 UV. Los resultados
se expresaron como pmol de tetraguayacol producido min™
mg' proteina.

Determinacion de la actividad de la enzima
Polifenoloxidasa (E.C. 1.14.18.)

La determinacién de la actividad para PFO se realizé de
acuerdo a Lopes de Almeida et al. (2019) con algunas
modificaciones. La mezcla de reaccién consistié en
mezclar 50 pL del extracto simpldstico y 400 pL del catecol
100 mM en buffer Na,HPO ,-NaH PO, pH 6,5 100 mM.
La actividad de dicha enzima se siguié por la oxidacién de
catecol a o-diquinona a una longitud de onda de 475 nm
durante 2 minutos, usando el espectrofotémetro Thermo
Genesys 10 UV. Los resultados se expresaron como pmol
de quinona min” mg” proteina.

Determinacién de la actividad de la enzima fenilalanina
amonio liasa (E.C. 4.3.1.5)

La actividad PAL se determiné con algunas modificaciones
para el material vegetal evaluado (Gonzdlez-Mendoza et
al., 2018). Para la medicién de PAL, 100 pL del extracto

simpldstico fueron adicionados a 400 pL de L-fenilalanina
20 mM en buffer Tris-HCl (100 mM, pH 9) e incubado
15 min a 37 °C. La reaccién enzimdtica fue detenida por
calentamiento (15 min a 92 °C) y posteriormente el dcido
cindmico generado se evalué por absorbancia a una longitud
de onda de 270 nm (espectrofotémetro Thermo Genesys
10 UV). Como blanco de reaccién se emplearon las mismas
condiciones, pero con el extracto enzimdtico previamente
inactivado por calentamiento (15 min a 92 °C). La actividad
de la enzima se expresé como nmol de 4cido cindmico min™
mg" de proteina.

Determinacion de la actividad de la enzima fosfolipasa
D (E.C. 3.1.4.4)

La cuantificacién enzimdtica de PLD se realizé de acuerdo
aloreportado por Chaetal.(1994), con modificaciones para
esta especie vegetal implementadas en el presente trabajo de
investigacion. La mezcla de reaccién consistié en 200 pL de
extracto simplastico, 200 pL buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,
CaCl, 12 mMy 150 pL de p-nitrofenilfosforilcolina (p-NPPC)
15 mM. La reaccién se incubé a 37 °C por 15 minutos y
la actividad se determiné por la liberacién de p-nitrofenol
detectado a 405 nm, empleando un espectrofotémetro
Thermo Genesys 10 UV. El blanco de reaccién se trabajé
a las mismas condiciones, pero con la enzima previamente
desnaturalizada (15 minutos a 92 °C). La actividad de PLD
se expresé como pmol de p-nitrofenol min™ mg™* de proteina.

Cuantificacion de proteina

El contenido de proteina total se determind segun el
método Bradford linealizado por Zor y Selinger (1996). Se
empled una curva de calibracién con una disolucién patrén
1Tmg/TmL de BSA en un rango de 1-15 pg de proteina. Para
la reaccién se tomaron 20 pL de extracto y 500 pL de reactivo
de Bradford. La mezcla se incubé a temperatura ambiente
por 15 minutos y se hicieron lecturas a 450 nmy 590 nm.

RESULTADOS

Cuantificaciéon de salicilato de metilo y acido salicilico
en simplasto de tallo de clavel inoculados con Fod

Los resultados obtenidos indicaron que existe un
aumento en los niveles de MeSA y SA, en simplasto de
tallo de clavel por efecto de la inoculacién en la variedad
resistente y susceptible. Se encontré que los niveles de MeSA
aumentaron a tiempos tempranos y tardios en la variedad
resistente (p <0,05), mientras que, en la variedad susceptible,
se presentd un incremento sélo a 2 dpi (Fig. 1a). En cuanto
al SA, en tiempos tempranos, al parecer no se presenta su
acumulacién en el simplasto de este érgano de la planta;
sus niveles siempre se encontraron por debajo de los limites
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de cuantificacién de la técnica empleada. No obstante, a
tiempos tardios, para esta hormona existe una acumulacién
en la variedad resistente desde los 7 dpi que se mantiene
hasta los 14 dpi, mientras que el aumento en la susceptible
sélo se presenté a los 14 dpi (Fig. 1b) (p < 0,05).

Evaluacion de la actividad enzimatica en simplasto de
tallos de clavel inoculados con Fod

Los niveles simplasticos de las enzimas PALy PFO en tallo
se presentan en la Fig. 2. Se evidencié que, por efecto de la
inoculacién en la variedad resistente, la enzima PAL presenté
un aumento significativo a 1 dpi, mientras que, a los 2y 7
dpi, la inoculacién generé una disminucién de la actividad
en ambas variedades (Fig. 2a). En lo que respecta a la enzima
PFO, se presenté un incremento de la actividad a 1 dpi en la

Figura 1. Concentracién de salicilato de metilo (a) y 4cido sa-
licilico (b) en simplasto de tallo de clavel, durante la interaccién
con Fod en variedades Resistente y Susceptible. Las barras verticales
corresponden a la desviacién estdndar de cada promedio (n = 3).
Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significa-
tivas (p <0,05).
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variedad resistente, mientras que, en la variedad susceptible,
esta enzima incremento su actividad a 1y 7 dpi (Fig. 2b).
Por su parte, se evidencié que, para la GPX se presentaron
diferencias significativas a 1 dpi en la variedad resistente,
mientras que una disminucién en la actividad de GPX se
presenté en los dias 2 y 7 post-inoculacién (p < 0,05). En
cuanto a la variedad susceptible no se evidencié induccién de
esta enzima para ninguno de los tiempos evaluados; de hecho,
la actividad disminuye significativamente en el tratamiento
inoculado a 1, 2 y 7 dpi, respecto a los tratamientos control
(Fig. 3a). En el caso de la actividad PLD, la inoculacién generé
un aumento a 1 dpi en la variedad resistente, mientras que en
la variedad susceptible se generé un incremento a los 2 dpi,
menos dramadtico que el registrado en la variedad susceptible
(Fig. 3b). En todos los demds tiempos, no se presentaron
cambios significativos para ninguna de las variedades.

Figura 2. Niveles de actividad enzimdtica PAL (a) y PFO (b)
en simplasto de tallo de clavel, durante la interaccién de Fod
en las variedades Resistente y Susceptible. Las barras verticales
corresponden a la desviacién estandar de cada promedio (n = 3). Las
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).
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En relacién a las correlaciones de Pearson entre los
pardmetros bioquimicos evaluados en la interaccién
clavel-Fod, se tuvieron sélo en cuenta las correlaciones
significativamente positivas (p < 0,05) que existieran entre
los parametros. De acuerdo con los resultados obtenidos,
en la variedad resistente se presenté una relacién positiva
entre la acumulacién de MeSA y el incremento en la
actividad de las enzimas GPXy PLD (p <0,05) (Tabla 1), asf
mismo, se presentaron correlaciones positivas entre algunas
de las enzimas objeto de estudio, como es el caso de la PLD
con las enzimas PAL (0,937) y GPX (0,937). Por su parte, la
variedad susceptible no presentd una relacién significativa
entre la acumulacién de las hormonas SA y MeSA, y la
actividad enzimética PAL, PFO, GPXy PLD.

Figura 3. Niveles de actividad enzimética GPX (a) y PLD (b)
en simplasto de tallo de clavel, durante la interaccién de Fod en las
variedades Resistente y Susceptible. Las barras verticales corresponden
a la desviacién estandar de cada promedio (n = 3). Las letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p <0,05).

DISCUSION

La ruta de sefializacién que involucra a la fitohormona
acido salicilico (SA, Salicylic acid), es bien conocida por
participar en la regulacién de la respuesta de defensa a
patégenos y en otros procesos fisiolégicos asociados con
el estrés vegetal (Makandar et al., 2012; Jing et al., 2017).
En el presente estudio se evidencié que el éster metilico del
acido salicilico, conocido como salicilato de metilo (MeSA,
Methyl salicilate), se acumula en mayor cantidad y mds
temprano en tallos de clavel de una variedad resistente a
la enfermedad durante la interaccién con el patégeno (Fig.
1a). Estas diferencias en la acumulacién de este compuesto
entre las dos variedades objeto de estudio, evidencian el
papel potencial de esta via de sefializacién en la resistencia
al marchitamiento vascular, tal y como ha sido reportado
para otros modelos que involucran patégenos de la especie
F. oxysporum (Makandar et al., 2010; Di et al., 2016).

Fue evidente que la acumulacién de MeSA no se presentd
de manera simultdnea con la hormona libre; de hecho, la
acumulacién del éster metilico se presenta de manera mas
temprana (1 dpi) si se compara con el SA, que aumenta
sus niveles a los 7 y 14 dpi. Esta diferencia en los tiempos
de acumulacién para estas dos hormonas en el tallo, puede
estar relacionado a distintos escenarios entre los que se
destacan: a)la conversiéninmediata del SA generando MeSA
por medio de la enzima &cido salicilico metiltransferasa
(SA methyl transferase, SAMT), haciendo los niveles del SA
indetectables en este érgano, y por tanto elevados los niveles
de MeSA a 1 dpi o b) que la acumulacién detectada del
MeSA sea debida a una respuesta sistémica que involucra
la traslocacién de esta hormona desde la raiz, primer
punto de contacto con el patégeno. Esta dltima propuesta
estarfa sustentada en evidencia experimental en otros
modelos, que proponen que, algunos procesos asociados
con el transporte de hormonas de este tipo, se pueden
presentar durante la interaccién con patégenos (Dempsey
y Klessig 2012; Gao et al., 2015) y a resultados del grupo
de investigacién que evidencian un aumento significativo de
SA'y MeSA en raices infectadas con el patégeno a tiempos
tempranos (Resultados no mostrados).

No obstante, con la presente investigacién se evidencia
que, en cualquiera de estos posibles escenarios planteados, la
activacion de esta ruta de sefializacién puede estar asociada
con la resistencia a la enfermedad del marchitamiento vascular,
lo cual es acorde con lo reportado para este tipo de patégenos
del género Fusarium sp., a los que se les ha propuesto una
posible fase biotréfica inicial y en donde el papel de MeSAy su
posible conversién al dcido salicilico ha sido ya documentado
(Makandar et al., 2012; Di et al., 2016).

Es evidente que la respuesta simplastica en los tallos
de clavel implica la acumulacién de diferentes enzimas
con actividades metabdlicas diversas (Figs. 2 y 3). De
acuerdo a los resultados descritos, el aumento diferencial
en la actividad PAL a 1 dpi debido a la presencia del

Acta Biol Colomb, 27(2) 153 - 163 Mayo - Agosto 2022-138



Leidy Johana Vanegas Cano, Sixta Tulia Martinez Peralta, Ericsson Coy Barrera, Harold Duban Ardila Barrantes

patégeno en el tallo, evidencia la estimulacién de la ruta
fenilpropanoide; esta es una de las principales rutas de
biosintesis de compuestos fenélicos a nivel de simplasto, los
cuales pueden tener un papel central en resistencia, debido
a su actividad antimicrobianay a su papel como precursores
para el reforzamiento de la pared celular (Ardila etal., 2011;
Choy Lee 2015).

Considerando que la biosintesis de estos compuestos
Fendlicos conlleva a la acumulacién importante de estos
metabolitos, era de esperarse que otras enzimas, como las
PFO, aumentardn sus niveles como parte de la respuesta al
patégeno. El papel de esta enzima a nivel de simplasto puede
relacionarse con la diversificacién estructural de compuestos
fenolicos, lo cual ha sido ampliamente documentado para
estas enzimas ubicadas principalmente en formas latentes
a nivel del cloroplasto (Fuerst et al., 2014; Boeckx et al.,
2015). El aumento de la PFO se ha asociado a la activacién
transcripcional de los genes codificantes para esta enzima o
por la liberacién de formas latentes (Taranto etal., 2017), con
el fin de estimular la oxidacién de los compuestos fendlicos
que pueden convertirse en estructuras lignificadas una vez son
transportadas al apoplasto (Raj Niranjan et al., 2006; Fuerst
et al., 2014; Taranto et al., 2017). Este tipo de respuestas de
defensa ha sido reportado previamente en clavel, en donde la
lignificacién de la pared celulary la formacién de tilosas, tiene
un rol importante para evitar la movilidad de Fod a distintas
partes de la planta a través del xilema (Baayen et al., 1996;
Higuera y Ebrahim-Nesbat, 1999).

Otra de las enzimas que tradicionalmente ha sido
asociada a las respuestas bioquimicas de las plantas, son
las peroxidasas de clase Ill, ubicadas principalmente a nivel
apoplastico (Daudi et al., 2012; Sabater-jara et al., 2014).
Sin embargo, la presencia de peroxidasas a nivel citosélico ha
sido ampliamente documentado en el reino vegetal, teniendo
un papel central en la regulacién de Especies Reactivas
de Oxigeno (EROs) en organelos como los peroxisomas y
vacuolas (Foyer 2018; Huang et al., 2019; Choudhary et al.,
2020) . Al parecer, en el caso del clavel, la acumulacién de esta
enzima a nivel del simplasto en el primer dia post-inoculacién
(Fig. 3a), debe tener un papel central en la regulacién de
especies oxidantes, como el peréxido de hidrégeno. Este
compuesto se acumula de manera importante en tejidos
infectados por este patégeno (Cuervo et al., 2009; Ardila et
al., 2014 ), siendo necesario la activacién de mecanismos
citoplasmaticos de regulacién antioxidante. Los resultados
son acordes con diferentes estudios en apoplasto y en tejido
completo en tallo de clavel, en donde se ha propuesto que la
induccién diferencial de la actividad GPX busca contrarrestar
la acumulacién significativa de H,0,, que puede favorecer la
fase necrotréfica del patégeno Fod. Estos resultados también
estan de acuerdo con la induccién temprana de GPX durante
la interaccién con patégenos del género Fusarium sp., en
genotipos resistentes de otras especies (Madadkhah et al,,
2012; Thakker et al., 2013).
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La respuesta simpldstica temprana en la variedad
resistente descrita en el presente estudio, esta corroborada
con la induccién diferencial de la enzima PLD (1 dpi), la
cual se encuentra exclusivamente a nivel citosélico y esta
involucrada con la generacién del 4cido fosfatidico (PA,
Phosphatidic acid), cuya molécula sefial es central en
la activacién de respuestas a estrés bidtico o abidtico
(Kalachova et al., 2012; Singh et al., 2012; Li et al., 2017).
Se ha demostrado que la PLD y la formacién de PA son
sefiales requeridas para la generacién de especies reactivas
de oxigeno (EROS) (Yamaguchi et al., 2004; Singh et al.,
2012) esto debido a que puede interactuar directamente con
homdlogos de oxidasas (RBOH) en la membrana plasmatica
y regular la produccién de H,O, (Zhao, 2015; Li y Wang,
2018). Al considerar la intensidad de la respuesta de PLD
para la variedad susceptible, la cual fue de menor magnitud
y mas tardia, es de considerar que esta respuesta bioquimica
es mucho mds rapida e intensa en el genotipo resistente. De
acuerdo a los andlisis de correlacién realizados (Tabla 1),
es posible que la actividad PLD puede estar involucrada en
la activacién temprana de enzimas como GPX y PFO, las
cuales como se discutié anteriormente, estan relacionados
a procesos de eliminacién de EROS vy fortalecimiento de
la pared celular; esto estarfa de acuerdo con la ya descrita
respuesta coordinada en contra del patégeno determinada
por la resistencia multigénica del hospedero (Ben-Yephet et
al., 1992; Soto-sedano et al., 2012).

En general, la induccién diferencial de las enzimas objeto
de estudio, a excepcién de la PLD, habfa sido previamente
reportada en nuestro modelo planta-patégeno, y es
probable que estén relacionada con la resistencia del clavel
a la enfermedad (Ardila y Higuera, 2005; Ardila et al,,
2011; Ardila et al., 2014). Asi mismo, un aumento en la
actividad de estas enzimas ha sido previamente asociado a
la activacién de la via de sefializacién del acido salicilico en
otros modelos vegetales (Tasgin et al., 2006; Kalachova et
al., 2012; Wani et al., 2016). Sin embargo, la comparacién
simultdnea en el mismo tejido de los niveles de hormonas
relacionadas y de estas enzimas determinardn por primera
vez las correlaciones estadisticas entre los fenémenos
bioquimicos objeto de estudio. Asi mismo considerando
estos resultados y la informacién reportada para otros
modelos en la presente investigacién se puedan proponer
algunas relaciones preliminares de causa y efecto entre ellas.
Esta alternativa ha sido usada para tal fin en diferentes
estudios bioquimicos relacionados (Tasgin et al., 2006;
Makandaretal., 2012; Ardila 2013). Con esta aproximacién
se encontré que, un aumento en la concentracién de MeSA
en tallo, puede estar relacionada con un incremento en los
niveles de actividad enzimdtica PAL, GPX y PLD (Tabla 1).
Considerando que estas relaciones solo se presentan para
el genotipo resistente, es probable que la activacién de
dichas rutas esté asociada directamente con la resistencia al
patégeno Fod (Fig. 2y 3).
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Se evidencié que, en el caso de la variedad susceptible,
existe una respuesta bioquimica de menor intensidad y
mds tardia que la encontrada en el genotipo resistente;
solo presenté actividad de la enzima PFO al 1y 7 dpi, y
la PLD a 7 dpi (induccién apenas significativa), sin estar
correlacionada con la acumulacién de MeSA (Tabla 1).
Sin embargo, la acumulacién de algunas de estas enzimas,
sobre todo a tiempos tardios, podria estar asociada a la
activacién de la fase necrotréfica del patégeno, que generaria
descompartimentacién de los organelos y aumento de la
actividad y/o secrecién de enzimas por parte del patégeno
(Kubicek et al., 2014; Lyu et al., 2015; Chowdhury et al.,
2017). La propuesta que sea parte de los mecanismos de
defensa tardios puede estar sustentada en el hecho que la
actividad de PLD estuvo relacionada estadisticamente con
el incremento en la concentracién de MeSA (Fig. 1a). En
general la disminucién de la actividad para algunos de los
tiempos, se ajusta al conocido comportamiento modular
de estas respuestas, que se activan con el fin de mantener
la eficiencia energética de la planta evitando sacrificar
crecimiento y sus funciones normales.

Tabla 1. Correlaciones de Pearson entre los pardmetros bioquimicos
evaluados en la interaccion clavel-Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. N
variable definido por la matriz de datos* valores significativos con
unp<0,05

Pardmetros Variedad Resistente

PAL PFO GPX PLD SA MeSA
PAL 1,000
PFO 0,649* 1,000
GPX 0,430 0,7455* 1,000
PLD 0,312 0,6655* 0,937* 1,000
SA -0,366  -0,398 -0,27 -0,22 1,000
MeSA 0,2488 0,3826 0,629* 0,641* 0,355 1,000
Parametros Variedad Susceptible

PAL PFO GPX PLD SA MeSA
PAL 1,000
PFO 0,233 1,000
GPX 0,030 0,012 1,000
PLD 0,460 -0,430  -0,257 1,000
SA 0,180 -0,590 -0,392 0,657 1,000
MeSA 0,330 -0,300 -0,311 0,415 0,121 1,000

PAL: Phenylalanine ammonio lyase; PFO: Polifenoloxidasa; GPX:
Guaiacol peroxidasa; PLD: Fosfolipasa D; SA: Salicylic acid; MeSA:
Methyl salicilate.

Laevidencia experimental presentada en esta investigacion
es fundamental para profundizar en la regulacién vy
posible potencializacién de los fenémenos bioquimicos
relacionados con resistencia. Se hace necesarios estudios

adicionales que permitan confirmar las relaciones causa
efecto preliminarmente propuestas en esta investigacion,
con el uso de mutantes de clavel afectados en las rutas de
sefializacién del 4cido salicilico.

CONCLUSIONES

De manera general, en este estudio se presentan
mecanismos de defensa asociados a la acumulacién de
hormonasyenzimas a nivel de simplasto, y que posiblemente
estdan involucrados con la resistencia de clavel ante el
marchitamiento vascular causado por Fod. La evidencia
aca presentada permite correlacionar estadisticamente la
acumulacién de hormonas y enzimas durante la interaccién,
indicando posibles relaciones causa y efecto basadas en
lo reportado para otras especies vegetales. Sin embargo,
es importante mencionar que se deben realizar estudios
adicionales donde se comprueben las propuestas realizadas,
asi como la participacién de otras posibles hormonas y
su relacién con otras respuestas asociadas de defensa.
Un conocimiento bdsico y detallado de estos procesos
bioquimicos es el sustento para la generacién de nuevas
herramientas de control de la enfermedad causada por este
patégeno en el clavel.
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