Pastos y Forrajes

PASTOS ISSN: 0864-0394

Y FORRAJES ISSN: 2078-8452

tania@ihatuey.cu

Estacion Experimental de Pastos y Forrajes "Indio
Hatuey"

Cuba

Expresion de la enzima peroxidasa

en plantas de Saccharum sp. hibrido
inoculadas con Xanthomonas albilineans
Ashby (Dowson)

Matos-Trujillo, Madyu; Diaz-Solares, Maykelis; Samaniego-Fernandez, Luz Maria; Cortegaza-Avila,
Leydis; Pérez-Milian, José R; Pellon-Guzman, Yenima; Rufin-Hernandez, Yordanka

Expresion de la enzima peroxidasa en plantas de Saccharum sp. hibrido inoculadas con Xanthomonas
albilineans Ashby (Dowson)

Pastos y Forrajes, vol. 40, nim. 3, 2017
Estacion Experimental de Pastos y Forrajes "Indio Hatuey", Cuba
Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=269158175004

rega‘yc ' d(fg PDF generado a partir de XML-JATS4R por Redalyc 8

Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto



http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=269158175004

Pastos y Forrajes, 2017, 40(3), July-September, ISSN: 0864-0394 / 2078-8452

Nota Técnica

Expresién de la enzima peroxidasa
en plantas de Saccharum sp. hibrido
inoculadas con Xanthomonas albilineans

Ashby (Dowson)

Expression of the peroxidase enzyme in hybrid Saccharum
sp. plants inoculated with Xanthomonas albilineans Ashby
(Dowson)

Madyu Matos-Trujillo madyu.matos@umcc.cu

Universidad de Matanzas, Cuba

Maykelis Diaz-Solares

Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey, Cuba
Luz Maria Samaniego-Fernandez

Facultad de Agronomia, Universidad de Matanzas, Cuba

Leydis Cortegaza-Avila

Estacion Provincial de Investigaciones de la Carnia de Aziicar Antonio
Mesa, Cuba

José R Pérez-Milian

Estacion Provincial de Investigaciones de la Carnia de Aziicar Antonio
Mesa, Cuba

Yenima Pellon-Guzman

Estacion Provincial de Investigaciones de la Carnia de Aziicar Antonio
Mesa, Cuba

Yordanka Rufin-Hernandez

Estacion Provincial de Investigaciones de la Carnia de Aziicar Antonio
Mesa, Cuba

Resumen: En este estudio se evalué la expresién de la enzima peroxidasa (POX) en dos
cultivares de cafia de azticar (Saccharum sp. hibrido) y la correlacién con la respuesta
de cada uno ante la invasion del patdgeno Xanthomonas albilineans, su agente causal.
Los cultivares evaluados fueron Mayari 55-14 (tolerante) y Cuba 85-102 (susceptible);
ambos se inocularon a los cinco meses de edad con la bacteria, y los controles, con
el tampdn fosfato de sodio. Se utilizé un disefio totalmente aleatorizado, con tres
réplicas. A los datos se les realizé andlisis de varianza (ANOVA), mediante el paquete
estadistico Stargraphic plus versién 5.1. En ambos cultivares la actividad especifica POX
se incrementd después de la inoculacidn con la bacteria; en el My55-14 fue superior
respecto al C85-102 a partir de dos horas. La respuesta a la infeccién del patégeno se
detecté mds rapido en el cultivar tolerante (2 horas) que en el susceptible (4 horas).
Se concluye que la actividad peroxidasa estd involucrada en los procesos de defensa de
la cafia de azicar contra la bacteria X. albilineans; de ahi que se pueda utilizar, por su
importancia, en la identificacidn de genotipos resistentes a este patdgeno, en el marco
de los programas de mejoramiento de esta planta, con vistas a garantizar la obtencién de
biomasa de mayor calidad, tanto para la industria azucarera como para la alimentacién
animal.

Palabras clave: actividad enzimdtica, organismos patégenos, resistencia a la enfermedad.
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Abstract: In this study the expression of the peroxidase enzyme (POX) in two sugarcane
cultivars (hybrid Saccharum sp.) and the correlation with the response of each one
to the invasion of the pathogen Xanthomonas albilineans, its causative agent, were
evaluated. The evaluated cultivars were Mayari 55-14 (tolerant) and Cuba 85-102
(susceptible); they were both inoculated at five months of age with the bacteria, and the
controls, with sodium phosphate buffer. A completely randomized design, with three
replications was used. Variance analysis (ANOVA) was performed on the data, through
the statistical package Statgraphics plus version 5.1. In both cultivars the POX specific
activity increased after the inoculation with the bacteria; in My55-14 it was higher
with regards to C85-102 since two hours. The response to the pathogen infection was
detected faster in the tolerant cultivar (2 hours) than in the susceptible one (4 hours). It
is concluded that the peroxidase activity is involved in the defense processes of sugarcane
against the bacteria X. albilineans; hence it can be used, because of its importance, in the
identification of resistant genotypes to this pathogen, in the framework of the breeding
programs of this plant, in order to guarantee obtaining higher quality biomass, for the
sugar industry as well as for animal feeding.

Keywords: enzymatic activity, pathogen organisms, resistance to disease.
Introduccién

Saccharum sp. hibrido es uno de los cultivos que se utilizan en la
alimentacién ganadera, debido a su valor forrajero, a que su volumen de
produccion de biomasa es mayor que el de otras podceas y a que la cosecha
se realiza en la época de seca (Herndndez et al., 2004), cuando hay mds
escasez de alimento para los animales.

Uno de los factores que influyen notablemente en el rendimiento y,
por tanto, en la calidad de la biomasa de la cana de azicar es la notable
incidencia de plagas. La enfermedad escaldadura foliar, causada por la
bacteria Xanthomonas albilineans Ashby (Dowson), en su fase aguda, ha
provocado pérdidas de mas del 90 %, debido a la reduccién en la calidad
y cantidad de los jugos (Huerta-Lara et al., 2009).

Entre los cambios bioquimicos que ocurren en la cafa como
consecuencia de la invasién por X. albilineans se destaca la sintesis de
moléculas, como los polisacdridos (Blanch et al., 2008; Legaz et al., 2011);
la de compuestos fendlicos; y la de varios sistemas enzim4ticos, como, por
ejemplo, las peroxidasas (Santiago et al., 2009), las cuales acttian de forma
combinada para evitar la diseminacion del patdgeno en la planta.

Las peroxidasas vegetales (E.C.1.11.1.17), frecuentemente conocidas
como peroxidasas clase III, son enzimas monoméricas que intervienen
en una amplia gama de procesos fisioldgicos, tales como: la lignificacién,
la suberizacién, el metabolismo de las auxinas, el ensamblado de las
proteinas de la pared celular, la tolerancia a sales, el estrés hidrico
(Ajithkumar y Panneerselvam, 2014) y la defensa contra el ataque de
patdgenos (Van Loon et al., 2006). Aparecen en los tejidos vegetales
después de lainfeccion por patdgenos, y su expresion en plantas superiores
puede ser inducida por bacterias (Legaz et al., 2011), hongos (Machado-
Asseth et al., 2013) y virus (Quistidn y Valadez, 2011). De ahi que
la identificacién de marcadores, tanto bioquimicos como moleculares,
puede resultar de gran valor en la identificacién varietal (Arellano-
Litardo et al.,, 2012) y en la caracterizacién de genotipos en un programa
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de mejoramiento genético, ya que facilita la seleccién de resistencia a
determinados patdgenos (Sharma et al., 2012).

En Cuba se han realizado varias investigaciones acerca de la interaccién
cana de azticar-X. albilineans para la evaluacién del comportamiento
varietal; sin embargo, existe poca informacién sobre los cambios
bioquimicos que tienen lugar en la planta como consecuencia de la
invasion del patdgeno, especificamente aquellos que se relacionan con el
estrés oxidativo; asi como acerca de la relacién que pudiera existir entre
estos y la tolerancia de un cultivar ante la enfermedad.

Teniendo en cuenta la importancia de este cultivo tanto en la
produccion de azicar y otros derivados como en la alimentacién animal,
el objetivo de este estudio fue evaluar la expresién de la enzima peroxidasa
endos cultivares de cafia de aztcar yla correlacion con la respuesta de cada
uno ante la invasion del patégeno X. albilineans, su agente causal.

Materiales y Métodos

Obtencidn y caracterizacién de X. albilineans. La bacteria X. albilineans
se aislé a partir de plantas con sintomas de la enfermedad escaldadura
foliar en el cultivar susceptible Lousiana 55-5 (L55-5), plantado en 4reas
dela Estacién Provincial de Investigaciones de la Cafia de Azticar Antonio
Mesa (EPICA) en el municipio Jovellanos —Matanzas, Cuba.

Para ello se obtuvieron extractos vegetales que se sembraron en
medio Wilbrink y se incubaron a 28 °C durante 5 dias, y a las
colonias resultantes se les realizaron las pruebas bioquimicas y seroldgicas
pertinentes (siguiendo la metodologfa empleada por Matos, 2002), para
comprobar la presencia de la bacteria X. albilineans y el serovar al que
pertenecen. Para la descripcién de las caracteristicas morfoldgicas, se
tuvieron en cuenta los indicadores tiempo de crecimiento, color y tamafio
de las colonias. La identificacidn seroldgica se efectué mediante la técnica
de aglutinacién en ldtex (Peralta et al., 1997). La patogenicidad de las
colonias se comprobé mediante inoculacién artificial en plantas sanas
de cafa de aztucar del cultivar L55-5, de seis semanas de edad. Las
plantas inoculadas se inspeccionaron diariamente y a los 15 dias se realiz6
el reaislamiento del patégeno en medio de cultivo Wilbrink, como se
describi6 anteriormente.

La suspensién bacteriana utilizada como in6culo se obtuvo a partir del
cultivo de las colonias en medio liquido Wilbrink, durante cinco dias
¢ incubadas a 37 °C. Las células se centrifugaron (5 000 rpm por 10
min. a4 °C), se lavaron tres veces con agua destilada estéril para eliminar
los componentes del medio Wilbrink y se resuspendieron en el tampén
fosfato de sodio (10 mmol L-1 a pH 7,5).

Siembra del experimento. En el banco de semillas de la EPICA se
colectaron estacas de plantas sin sintomas de los cultivares My55-14 y
C85-102, que se informaron previamente como tolerante y susceptible
a la enfermedad, respectivamente (Matos, 2002). Las estacas se
fragmentaron en trozos que posefan una yema, a la que se le aplicd
tratamiento hidrotérmico a 51 °C durante una hora, y después se
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plantaron en canteros de 1 x 3 m que tenian como sustrato suelo estéril
y materia organica, en dreas del vivero de la EPICA. El experimento se
sembrd en el mes de noviembre, en un disefno totalmente aleatorizado con
tres réplicas.

Las medias de las condiciones climatoldgicas durante la etapa
experimental fueron las siguientes: temperatura-20,2 °C; humedad-78 %;
precipitacién- 9,5 mm; horas sol-7,6 h.

Inoculacién de las plantas de cana de azicar y toma de muestras. Se
utilizaron cuatro tratamientos: plantas de cada cultivar que se inocularon
con la suspensién bacteriana de X. albilineans, y con el tampén fosfato de
sodio (10 mmol L-1, solucién base que se utilizé para la preparacién de
esa suspensién, con pH 7,5), estas ultimas consideradas como testigos.

El método que se utilizé para la inoculacién de las plantas de cana de
azucar, con y sin la bacteria, fue el de infiltracién con jeringuilla, segin
Diaz (2000). La infiltracién se efectué en las hojas jovenes de las plantas
con cinco meses de edad.

Se tomaron muestras aleatorias de hojas de diferentes plantas
inoculadas de cada variedad y de las testigos, antes de la infeccién (t = 0), y
posterior a la infeccién alas 2, 4, 6, 24, 48, 72 horas; se tuvo en cuenta que
la bacteria tiene un crecimiento lento y los sintomas de la enfermedad se
observan dias después de la infeccién, acorde con lo informado por Matos
(2002).

Las muestras se tomaron por duplicado segun los tiempos sefialados, se
sumergieron en nitr(’)geno h’quido, y posteriormente se conservaron a -20
°C, hasta su procesamiento en el laboratorio.

Obtencién delos extractos. Se pesé 1 gde hojas sin la nervadura central,
se macerd y homogenizé con 2 mL de tampén fosfato de sodio (0,1 mmol
L-1,a pH 7,5). Se centrifugd a 7 000 rpm y a 4 °C durante 15 minutos.
El sobrenadante obtenido se utilizd para realizar determinaciones de la
actividad enzimatica. El extracto de proteinas se almacené a -20 °C hasta
Su uso.

Determinacién de la actividad peroxidasa. La actividad peroxidasa
se determiné por el método continuo. Se utilizaron como sustratos el
guayacol (0,018 M) vy el peréxido de hidrégeno (30 %, ajustando la
A240 nm a 0,4 contra agua destilada). Se determiné la velocidad de
la oxidacién del guayacol por la enzima en presencia de peréxido de
hidrogeno, durante cinco minutos, y se midi6 la absorbancia a 436 nm
en un espectrofotémetro Ultrospec 2100 pro UV /visible. Una unidad de
actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que puede
catalizar la produccién de 1 pmoL por minuto por mililitro de enz-1.

En tanto, la concentracién de proteinas se analizé por el método de
Lowry et al. (1951), y se realizé la lectura de la absorbancia a 750 nm
en un espectrofotémetro Ultrospec 2100 proUV/visible, para lo cual
se confecciond una curva patrén de albimina bovina (BSA) a partir de
una solucién madre de 1 mg mL-1. La actividad especifica de la enzima
peroxidasa se determind segtin la expresién:

Actividad especifica = actividad enzimatica / concentracién de
proteinas
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Procesamiento de los datos. Los datos se procesaron mediante un
andlisis de varianza (ANOVA) de clasificacién simple, y las medias fueron
comparadas mediante la décima de Duncan (1955) para un 5 % de
significacion, después de verificarse que cumplian con la normalidad —
prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov- y lahomogeneidad
de varianza —prueba de Bartlett—. Los indicadores que no cumplieron
con los mencionados supuestos fueron comparados a través de la prueba
de Kruskal-Wallis y las medias se contrastaron a través de la prueba
de rangos multiples de Student-Newman-Kwels (SNK), para un 5 %
de significacién. Todo ello con el paquete estadistico Statgraphic plus
versién 5.1 sobre Windows".

Resultados y Discusién

Las cepas de X. albilineans obtenidas a partir de plantas con sintomas de la
escaldadura foliar en el cultivar L55-5 coincidieron con las caracteristicas
informadas en la literatura para el género y la especie, lo cual se corroboré
a través de las evaluaciones morfoldgicas, bioquimicas y seroldgicas antes

descritas (fig. 1).

Figura 1. Colonias tipicas de la bacteria
X. albilineans.

Figura 1. Colonias tipicas de la bacteria X. albilineans.

En la comprobacién de la patogenicidad de la cepa aislada se logré la
reproduccion de los sintomas de escaldadura foliar en el cultivar L55-5,
lo cual demostré el poder patogénico de los aislados obtenidos. En todos
los casos se reaisl6 la bacteria X. albilineans y a través de la aglutinacién en
latex se confirmé que los aislados pertenecian al serovar I informado con
anterioridad (Matos, 2002).

Las bacterias fitopatégenas, en el momento de contacto con la planta,
ponen en marcha un grupo amplio de reacciones contra el hospedante
que contribuyen al éxito de la invasién final (Ryan et al. 2011). Entre
los mecanismos inducidos por la planta ante la infeccién se encuentra
el estallido oxidativo, que tiene como objetivo detener la infeccién y
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la sintesis de compuestos que estin involucrados con la restriccién del
microorganismo invasor al drea de penetracién (Sharma et al,, 2012),
como, por ejemplo, la enzima peroxidasa, que ha sido evaluada en tejidos
infectados, generalmente, después de dafios o infeccién con incrementos
en su actividad (Machado-Asseth et al., 2013).

En la figura 2 se observan los resultados de la actividad POX en
los cultivares estudiados. Ambos alcanzaron valores constitutivos de
la enzima, representados por el control (t = 0); estos valores basales
corresponden a la actividad metabélica de la planta en condiciones
normales. En el cultivar tolerante My 55-14 la actividad POX comenzé
a aumentar después de la inoculacién, por lo que se alcanzaron las cifras
mis altas de la actividad especifica a las 4 horas, lo cual coincide con lo
esperado, yaque el cultivar tolerante es capaz de tener una mayor respuesta
ante la invasién del patégeno (Santiago et al., 2009).

Tiempo (h)
®C85-102 ~My55-14

Las barras verticales representan el error estandar para p < 0,05.

Figura 2. Actividad especifica de la enzima peroxidasa en hojas de los cultivares de cafia

de azicar evaluados, después de la inoculacién con la bacteria X. albilineans.

Figura 2. Actividad especifica de la enzima peroxidasa en hojas de los cultivos de
cana de azucar evaluados, después de la inoculacién con la bacteria X. albilineans

Las barras verticales representan el error estandar para p < 0,05.

En el cultivar susceptible C85-102, contrariamente, la actividad POX
disminuyd a las 2 horas posteriores de la inoculacién con respecto al valor
de la actividad de la enzima a t = 0. A las 4 horas se observé el mayor
incremento de la actividad especifica de la enzima, en comparacién con
el tiempo anterior y los posteriores, aunque fue mas baja en el cultivar
tolerante.

De forma general, la actividad POX en las plantas infectadas
experimentd un incremento como respuesta al estrés bidtico, lo que
indica que la maquinaria responsable de la eliminacién de H202 no
sufrié ningin dafio como consecuencia del estrés. Por su parte, el cultivar
tolerante presentd una activacién mds intensa y temprana después de la
infeccién que el susceptible. Tales resultados indican que la acumulacién
de este catalizador no estd restringida inicamente a las plantas tolerantes,
sino que también se puede detectar en interacciones susceptibles; sin
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embargo, en estos casos, pueden diferir en cuanto al tiempo de aparicién
e intensidad de la actividad (Biilow et al., 2004).

Elestudio delaactividad enzimdtica también permiti6 que se observara
una cierta capacidad de detoxificacién de H202 en las plantas infectadas
respecto a las plantas control. El incremento de la actividad especifica
coincide con el proceso de penetracion del patdgeno, el cual demora entre
4y 36 horas después de la inoculacién; asi como con la alta coordinacién
entre las diferentes vias de sefializacion en cafia de azticar, como respuesta
a distintos tipos de estrés (Damaj et al., 2005).

La tabla 1 muestra los valores de la actividad POX en funcién del
cultivar y el tratamiento.

Tabla 1. Resultados de la actividad especifica POX.

Cultivar Tratamiento Media SD

My 55-14 Testigo 0,246° 0,072
Inoculadas 0.470° 0,258

C85-102 Testigo 0,172P 0,035
Inoculadas 0,254% 0,134

Los valores muestran la media para p < 0,05.

Tabla 1. Resultados de la actividad especifica POX.

En ambos cultivares hubo un incremento de la actividad POX después
de la inoculacién con el patdgeno; sin embargo, el cultivar tolerante My
55-14 difiri6 significativamente en relacion con el testigo y el cultivar
susceptible. Es posible que tales diferencias puedan explicar la resistencia
ala enfermedad

En ambos cultivares hubo un incremento de la actividad POX después
de la inoculacién con el patdgeno; sin embargo, el cultivar tolerante My
55-14 difiri6 significativamente en relacion con el testigo y el cultivar
susceptible. Es posible que tales diferencias puedan explicar la resistencia
ala enfermedad en estos cultivares.

Los resultados demostraron la importancia de la enzima peroxidasa en
la respuesta defensiva de la planta, al desempenar su papel protector en
la eliminacién de las especies reactivas del oxigeno en extractos de hojas
(Dfaz et al., 2010); asi como su utilidad para la seleccién del grado de
tolerancia de los cultivares de cana de azticar a la escaldadura foliar.

Otrosautores han informado resultados similares acerca de la expresién
de la enzima peroxidasa y la tolerancia a enfermedades. Santiago et
al. (2009) correlacionaron la actividad especifica POX y otros sistemas
enzimaticos en discos de hojas de dos cultivares de cana de azucar:
My55-14 (tolerante) y L55-5 (susceptible), con diferentes fracciones
de elicitores obtenidos a partir de X. albilineans. El cultivar tolerante
My55-14 mostr6 una elevada actividad POX, en comparacién con L55-5.
Todas las fracciones de elicitores incrementaron la actividad de la enzima
respecto al control en ambos cultivares; sin embargo, el valor de actividad
especifica de la enzima fue superior en el cultivar tolerante, posiblemente
para reforzar las paredes celulares.
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Machado-Asseth et al. (2013) reportaron resultados andlogos, al
evaluar la actividad peroxidasa y su posible relacién con la resistencia o la
susceptibilidad de cultivares de cana de azticar a la roya marrén causada
por Puccinia melanocephala H. Sydow & P. Sydow, la cual aumenté
después de la inoculacién en ambos cultivares, pero con mayor rapidez
en el resistente. Las diferencias en la actividad de la enzima se hallaron
entre cultivares y también entre las plantas inoculadas y los controles.
Ello indica que el incremento de la actividad y expresiéon de genes de
peroxidasa podria estar relacionado con la resistencia a fitopatdgenos, y
ha sido informado por diferentes autores en plantas sometidas a estrés
bidticos: Solanum lycopersicum L. (Cerén, 2000), Cicer arietinum L.
(Garcfa-Limones et al., 2002), Capsicum annuum L. (Do et al., 2003),
Bouteloua dactyloides (Nutt.) Columbus (Gulsen et al., 2010) y Panicum
virgatum L. (Saathoff et al., 2013).

El H202 producido por la planta, como respuesta de defensa en las
interacciones planta-patégeno, induce la expresion de genes relacionados
con las defensas de las plantas, las vias asociadas a la generacién de
la cascada oxidativa (Sofo et al, 2015) y otros sistemas protectores
celulares endédgenos del hospedero, todo lo cual limita el tamafno de la
lesién (Montoliu, 2010). El incremento de la actividad peroxidasa, como
consecuencia del incremento del H202 en las plantas, podria actuar
como un catalizador en la polimerizacién de compuestos fenélicos para
la formacién de lignina y suberina en la pared celular, que actiia como
barrera para bloquear la diseminacién del patdgeno en la planta (Santiago
etal., 2009).

De los resultados descritos, se concluye que la evaluacién de la actividad
peroxidasa se puede utilizar, por su importancia, en la identificacién
de genotipos resistentes de cafia de azucar a la escaldadura foliar, en
el marco de los programas de mejoramiento, con vistas a garantizar la
obtencién de biomasa de mayor calidad, tanto para la industria azucarera
como para la alimentacién animal. Por tanto, se recomienda evaluar este
sistema enzimadtico en la seleccidn de cultivares de cafia de azticar ante esta
enfermedad.
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