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Interacciones moleculares entre plantas

y microorganismos: saponinas como defensas
quimicas de las plantas y su tolerancia a los
microorganismos. Una revision

Molecular interactions between plants and microorganisms:
saponins as plant chemical defences and their microbial tolerance

— a review

Luz Nelly Diaz Puentes

Centro Nacional de Biotecnologia Agricola, Instituto de Estudios Avanzados IDEA.

Las defensas de las plantas son una compleja y extensa red con diversos niveles de accién, que responden de forma
sincronica ante la presencia de estrés bidtico o abidtico. Las plantas presentan defensas fisicas, como la pared celu-
lar, y quimicas, como las saponinas y fitoalexinas. Estos compuestos son bastante antifingicos, y la mayoria de los
microorganismos que habitan plantas productoras de estas moléculas poseen mecanismos que les permiten tolerar
dichas defensas quimicas. Tal es el caso de patégenos del tomate como Septoria lycopersici y Fusarium oxysporum,
los cuales poseen tomatinasas que detoxifican la saponina tomatina. De forma similar, el hongo patégeno de la
avena Gaeumannomyces graminis produce una avenacinasa que detoxifica la saponina avenacina. La presencia de
esta enzima en G. graminis es esencial para la patogenicidad del hongo en las raices de avena. Las tomatinasas de
S. lycoperisici y F. oxysporum tienen una segunda funcion en la interaccién con sus huéspedes: ademas de detoxifi-
car las saponinas, las defensas de las plantas son suprimidas por los productos de las dos tomatinasas, los cuales
son la f2-tomatina, la tomatidina y la licotetraosa. La tolerancia a las saponinas de sus huéspedes también ha sido
observada en hongos enddfitos, en hongos descomponedores de biomasa vegetal y en bacterias fitopatégenas. Este
articulo revisa y discute el modo de accién de las saponinas y los mecanismos de tolerancia de los microorganismos
que interacttian con las plantas productoras de saponinas.

Palabras clave
saponina, antimicrobiano, tomatina, avenacina, chaconina, interacciones, patégenos, defensas quimicas

Plants defend themselves through a complex multi layered system that responses in a synchronized way to
biotic or abiotic stress. Cell wall represents a physical barrier, while saponins and phytoalexins represent
chemical barriers. These molecules are high antimicrobial and most microorganisms that inhabit plants
that produce such kind of compound have tolerance mechanisms against those molecules. For example
Septoria lycopersici and Fusarium oxysporum are tomato pathogens that detoxify the saponin tomatine. In
a similar way, the oat pathogen Gaeumannomyces graminis produces an avenacinase that detoxifies the sa-
ponin avenacin. This enzyme is essential for the full G. graminis pathogenesis on oat roots. Tomatinases
from S. lycoperisici and F. oxysporum play a second role in their plant interactions. The products of these
tomatinases, which are B2-tomatine, tomatidine and the lycotetraose, suppress plant defences. Tolerance
to saponins has been observed also in endophyte fungus, saprophyc fungus that decompound vegetal bio-
mass and in phytopathogenic bacteria. This review discusses the antimicrobial properties of saponins and
the tolerance mechanisms on microorganisms that have interactions with plants producing saponins.

Keywords
saponin, antimicrobial, tomatine, avenacin, chaconine, interactions, pathogen, chemical defences

32



33

NELLY DIAZ.

Introduccion

Las plantas estan expuestas a una gran variedad de mi-
croorganismos, los cuales pueden ser benéficos, como
las micorrizas, o adversos para la planta. Las plantas ne-
cesitan reconocer estos microorganismos y responder a
ellos de una forma apropiada. En el caso de los organis-
mos adversos, las plantas se defienden a través de un
sistema complejo de multiples niveles de defensa que
actian de forma sincronizada y casi simultineamen-
te. El sistema de defensa es similar a la proteccion de
la reina en un juego de ajedrez. Algunas defensas son
constitutivas, es decir, que se producen durante todo el
ciclo de la célula, mientras que otras son inducidas por
el estrés generado por agentes patégenos. Entre las de-
fensas constitutivas estan las paredes celulares (que son
una barrera fisica) y algunos metabolitos, como son las
saponinas, los glicésidos cianogénicos y los acidos hi-
droxamicos ciclicos, los cuales representan una barrera
quimica. Estos compuestos se encuentran generalmen-
te almacenados en vacuolas u organelos, y son liberados
al citoplasma o extracelularmente. Por el contrario, en
las defensas inducidas, los compuestos quimicos que ac-
than como barreras son sintetizados como respuesta al
ataque de patdégenos o al estrés abidtico, y su actuacion
esta restringida a las células que rodean la zona afecta-
da. Las defensas quimicas inducidas de las plantas son
llamadas fitoalexinas (Glazebrook, 2005; Morrissey et al.,
1999; Mysore et al., 2004; Nimchuk et al., 2003; Thatcher
et al., 2005; Wiermer et al., 2005). La presente revisién
recoge las investigaciones que estudian las interacciones
moleculares entre las plantas productoras de saponinas
y los microorganismos que habitan en dichas plantas.

Interacciones planta - patéogenos

Una vez que el patégeno penetra la planta, ya sea a tra-
vés de aperturas naturales (estomas), o atravesando di-
rectamente la pared celular, hay induccién de cambios
en las células cercanas al invasor, y en la mayoria de los
casos estos cambios bloquean el avance del patégeno.
Las interacciones entre plantas y microorganismos son
generalmente llamadas interaccién huésped o de no-
huésped. En la primera (sistemas huésped), la planta
provee de nutrientes al patégeno, mientras que en la
segunda, la planta no puede mantener el crecimiento
del patégeno. Los sistemas huésped suelen subdividir-
se en interacciones compatibles o incompatibles. Estas
interacciones estan basadas en la habilidad de la planta
para reconocer patégenos especificos. En la interaccién

incompatible, la planta reconoce el patégeno y bloquea
su crecimiento inmediatamente después de la penetra-
ci6én. En las interacciones compatibles, el microorganis-
mo suprime o retrasa el reconocimiento de este por la
planta, de tal forma que el patégeno puede invadir la
planta. Los patégenos biotréficos no causan la muerte
celular de su huésped, mientras que los patégenos ne-
crotroficos, que invaden la planta a través de heridas o
de tejido muerto, si matan la célula y se alimentan de
sus desechos (Glazebrook, 2005; Mysore et al., 2004; Ni-
mchuk et al., 2003; Thatcher et al., 2005; Wiermer et al.,
2005). Los patégenos hemibiotréficos combinan las dos
formas de crecimiento en la planta (biotréfica y necrotré-
fica); un ejemplo es el hongo Septoria lycopersici, el cual
invade el espacio intercelular de las hojas de tomate, y
al inicio de la infeccién crece biotréficamente, mientras
que al final de la infeccién crece como un necrotréfico
(Martin-Hernandez et al., 2000). Un ejemplo de patoge-
no biotréfico es el hongo Cladosporium fulvum, el cual
también crece en el espacio intercelular de las hojas de
tomate. Después de doce dias de infeccién hay gran acu-
mulacién de micelio alrededor del tejido vascular y los
conidi6foros del hongo salen por los estomas con muy
poca muerte celular en el huésped. (Martin-Hernandez
et al., 2000; Rivas et al., 2005). Alternaria alternata es un
buen ejemplo de patégeno necrotréfico; este patéogeno
produce cancer del tallo en plantas de tomate y su pato-
genicidad depende de la produccién de la toxina AAL,
la cual es especifica hacia el tomate (Egusa et al., 2009;
Egusaa et al., 2008)

Las plantas reconocen Patrones Moleculares Generales
Asociados a los Patogenos (PMGAP - siglas en inglés,
PAMP-), como la flagelina en las bacterias y la quitina
en las paredes celulares de los hongos. Este reconoci-
miento se realiza por medio de proteinas extracelulares
con dominios de transmembrana, las cuales activan cas-
cadas de quinasas e inducen las respuestas de defensa.
Las plantas, ademas, reconocen elicitores especificos de
patbgenos a través de un sistema de vigilancia mediado
por proteinas especificas de resistencia. Este reconoci-
miento es altamente especifico y es conocido como in-
teraccion gen-a-gen (Flor, 1971), el cual se basa en el re-
conocimiento directo o indirecto de un determinante de
avirulencia (avr) del patégeno por un correspondiente
determinante de resistencia (R) en el huésped, lo que co-
rresponderia a una interaccién incompatible; si la plan-
ta o el patégeno no posee el apropiado determinante de
resistencia o de avirulencia, entonces la activacién de la
respuesta de defensa de la planta puede ser retrasada o
inefectiva, lo que corresponderia a una interaccién com-
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patible (Glazebrook, 2005; Mysore et al., 2004; Nimchuk
et al., 2003; Thatcher et al., 2005; Wiermer et al., 2005).
Ciertas proteasas extracelulares de las plantas partici-
pan en la detecciéon de patdgenos y en la activacién de
las respuestas de defensa, mientras que otras degradan
proteinas Avr. Algunos patégenos se liberan de dichas
proteasas con la produccién de inhibidores de proteasas.
Durante la deteccién de patégenos también ocurre un
cambio en los flujos de iones en la membrana. Segun-
dos después de detectar al patégeno, el flujo de iones
entre Ca++/H+ y K+/Cl- es inducido y la matriz extrace-
lular es alcalinizada. Seguido del flujo de iones, hay un
aumento en la expresion de los genes relacionados con
las defensas, que llevan a (I) una produccion de fitoalexi-
nas, (II) el fortalecimiento fisico de las paredes celulares
por la produccién de callo y ligninas, y (III) la induccién
de genes relacionados a la patogenicidad (RP -siglas en
inglés, PR-). Algunas respuestas en los sistemas de no-
huésped llevan a la produccién localizada de Especies
Reactivas del Oxigeno (ERO - siglas en inglés, ROS-), y la
célula vegetal muere. A esta muerte inducida se le cono-
ce como Respuesta Hipersensible (RH - siglas en inglés,
HR-). Muchas de las respuestas de defensa inducidas en
la resistencia de no-huésped son similares a las induci-
das en la resistencia de gen-a-gen, sin embargo, no esta
claro si las dos resistencias involucran las mismas vias
de transduccién de sefiales (Glazebrook, 2005; Mysore
et al., 2004; Nimchuk et al., 2003; Thatcher et al., 2005;
Wiermer et al., 2005).

La mayoria de las proteinas relacionadas a la patogenici-
dad son hidrolasas, como las glucanasas (PR-2), las qui-
tinasas (PR-3) y las peroxidasas (PR-9); las dos primeras
liberan fragmentos de la pared celular de los hongos,
los cuales, a su vez, activan las respuestas de defensa de
la planta. Otras proteinas relacionadas a la patogenici-
dad son las defensinas (PR-12), las tioninas (PR-13) y las
proteinas que transfieren lipidos (PR-14). Las proteinas
relacionadas a la patogenicidad acttian coordinadamen-
te y son codificadas por mas de un gen, por lo que la in-
activacién de una de ellas no hace a la planta susceptible
a los patogenos (Glazebrook, 2005; Mysore et al., 2004;
Nimchuk et al., 2003; Thatcher et al., 2005; Wiermer et
al., 2005).

Parte de la efectividad del patégeno sobre el huésped se
debe a que el patégeno evade o suprime las defensas de
la planta. Esto es particularmente probable durante las
interacciones compatibles con patégenos biotréficos, ya
que ellos tienen que evadir la respuesta hipersensible
de la planta. Esta respuesta hipersensible es eficiente
para bloquear los patégenos durante interacciones in-

compatibles; sin embargo, no es efectiva en interaccién
con patdgenos necrotréficos, sean compatibles o incom-
patibles, porque el crecimiento de hongos necrotréficos
es favorecido por la respuesta hipersensible de la plan-
ta hacia el patégeno: Los hongos necrotréficos poseen
un grupo de enzimas, como la superdxido dismutasa,
las peroxidadas y las catalasas, que inactivan el oxigeno
reactivo producido por la planta durante la reaccién hi-
persensible (Govrin et al., 2000; Mayer et al., 2001).
Como se mencion6 anteriormente, evadir o suprimir las
defensas de la planta es importante para la infeccion por
patégenos biotroficos, es asi como algunos patoégenos
escapan al reconocimiento de PMGAP por la planta; por
ejemplo, la bacteria simbionte Bradyrhizobium japoni-
cum produce un glucan ciclico en su pared celular que
podria bloquear el correspondiente receptor PMGAP en
la planta. Por otra parte, el hongo Blumeria graminis f.
sp. Hordei suprime las respuestas de no-huésped y de
gen —a — gen, aunque los mecanismos de supresiéon atin
son desconocidos (Glazebrook, 2005; Mysore et al., 2004;
Nimchuk et al., 2003; Thatcher et al., 2005; Wiermer et
al., 2005).

Una variedad de componentes de sefalizacién en la cé-
lula vegetal, como el etileno, el acido salicilico y el acido
jasmonico estan involucrados en la resistencia de la plan-
ta. El acido salicilico es requerido para la resistencia a
biotrofos y hemibiotréfos y para la Resistencia Sistémica
Adquirida (RSA - siglas en inglés, SAR-). Por el contra-
rio, el acido jasmonico y el etileno median la resistencia a
los necrotréficos. Sin embargo, el dcido jasmoénico tam-
bién puede contribuir a la defensa contra los biotréfos y
hemibiotrofos. Existe una gran comunicacién cruzada
entre la sefializacion por el acido salicilico y por el acido
jasmoénico — etileno. La mayor parte de dicha comunica-
cién consiste en represion mutua; sin embargo, algunos
genes pueden ser inducidos similarmente por los acidos
jasmoénico y salicilico. Los perfiles de expresiéon de los
genes en las redes de sefializacién del acido salicilico —
acido jasmonico — etileno sugieren la existencia de una
ruta hasta ahora no caracterizada, que opera también en
el reconocimiento del patégeno y que es independien-
te del acido salicilico — acido jasmoénico — etileno, pero
que eventualmente puede solaparse con el sefialamiento
que media el acido jasmonico-etileno (Glazebrook, 2005;
Mysore et al., 2004; Nimchuk et al., 2003; Thatcher et al.,
2005; Wiermer et al., 2005).
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Defensas quimicas de las plantas

Parte de la comunicacién de las plantas con su entor-
no se da por medio de compuestos quimicos, conocidos
tradicionalmente como metabolitos secundarios. Los
metabolitos primarios son los que la planta utiliza para
desarrollarse, crecer y reproducirse. Un metabolito pro-
ducido en la misma via metabélica puede ser conside-
rado primario o secundario, dependiendo de la funcién
que cumpla en la célula. Un buen ejemplo es el acido
kaurenoico y el 4cido abiético y la prolina y el cido pipe-
colico (Fig. 1). Debido a que la linea de divisiéon entre los
metabolitos primarios y secundarios es bastante tenue,
algunos autores prefieren llamarlos como productos na-
turales. Las defensas quimicas de las plantas han sido
consideradas usualmente como metabolitos secunda-
rios, porque aunque son importantes para la interaccién
de la planta con su entorno, no son indispensables para
la vida de la planta, como si es el caso de la glucosa; de
hecho, sin glucosa no hay metabolitos secundarios (Cro-
teau et al., 2000). Sin embargo, el dividir los metabolitos
de la célula vegetal en metabolitos primarios y secunda-
rios, hace divisiones en la célula que no existen: en la cé-
lula vegetal todos los metabolitos funcionan coordinada-
mente para el buen desempefio de la misma. En lo que

PRIMARIO

SECUNDARIO

COOH

Acido kaurenoico

COOH
Acido abiético

P
A
®
I COOH ~N ~COOH
|
H . L - H - i §*
Prolina Acido pipecalico

FIGURA 1. Metabolitos de plantas primarios o secundarios con el mismo
origen biosintético. El dcido kaurenoico y la prolina son considerados me-
tabolitos primarios porque son esenciales para el desarrollo de la célula.
El 4cido kaurenoico es un intermediario en la sintesis de la fitohormona
giberelina, mientras que la prolina es un aminoacido esencial. Los acidos
abiético y pipecélico son considerados metabolitos secundarios porque no
son primordiales para el desarrollo de la célula. El 4cido abiético es una
resina presente en los miembros de plantas Fabaceae y Pinaceae; mientras
que el acido pipecélico es considerado un alcaloide (Croteau et al., 2000).

se describe a continuacion, los metabolitos secundarios
o productos naturales serin referidos como compuestos
o metabolitos quimicos.

Las plantas poseen unas defensas quimicas constitutivas
y unas inducidas; sin embargo, en ciertas condiciones y
en algunas plantas, un compuesto puede ser producido
constitutivamente, pero sus niveles se incrementan en
respuesta a un ataque externo. En algunos casos, un
compuesto puede ser constitutivo en las raices pero in-
ducido en las hojas de la misma planta, o viceversa. Se
considera que la mayoria de las saponinas, los glicési-
dos cianogénicos y los acidos hidroxamicos ciclicos son
defensas constitutivas de las plantas, mientras que las
fitoalexinas se consideran defensas inducidas (Morris-
sey et al., 1999). Uno de los compuestos constitutivos
que puede ser visualizado facilmente es la saponina ave-
nacina A-1, la cual es fluorescente bajo la luz UV, por la
presencia de un anillo fenil en su molécula (Fig. 2-A)
(Morrissey et al., 1999; Osbourn et al., 1994). La acumu-
lacién de la fitoalexina del sorgo también es facilmente
observada bajo el microscopio de luz (fig. 2-B) (Snyder et
al., 1991; Snyder et al., 1990). El azufre elemental es uno
de los primeros fungicidas conocidos y es considerado
una fitoalexina. Su acumulacién se ha observado en el
tejido vascular de plantas de cacao resistentes a Vertici-
llium dahliae, por medio de un microscopio electrénico
de escaneo acoplado a un microanalisis de rayos-X con
dispersion de energia (fig. 2-C) (Cooper et al., 1996). Por
otro lado, aunque las saponinas son moléculas produci-
das constitutivamente, su concentracién puede aumen-
tar como respuesta a un estimulo. Tal es el caso de sus-
pensiones celulares de Panax ginseng C. A. Meyer que
fueron estimuladas con extractos de lavaduras, acido oli-
gogalacturénico (derivado de las paredes celulares vege-
tales) o con metil jasmonato. Las suspensiones celulares
acumulan saponinas (Lu et al., 2001), 6xido nitrico (NO),
peréxido de hidrégeno (H202) y 4cido jasmoénico; ade-
mas producen 6xido nitrico sintasa y la sintasa p-amirina
y, adicionalmente, expresan los genes que codifican para
la escualeno sintasa y la epoxidasa escualeno, enzimas
involucradas en la biosintesis de las saponinas (Hu et al.,
2003; Hu et al., 2003).

Las evidencias indican que los microorganismos que
viven en las plantas poseen algiin mecanismo de tole-
rancia a las defensas quimicas de ellas. Dicha tolerancia
puede estar dada por cualquiera de los siguientes meca-
nismos: (I) modificacién enzimatica del compuesto, (II)
transportadores de membrana implicados en la toleran-
cia a compuestos naturales toxicos y a fungicidas, (III)
cambios en las concentraciones celulares de los com-
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FIGURA 2. .
puesto esta localizado en la capa de células de la epidermis de las raices de avena (Osbourn, 1996; Osbourn et al., 1994). La reproduccién fue tomada
de Osbourn, 1996. (B) Una linea de sorgo resistente al ataque por Colletotrichum graminicola. Se observa la movilizaciéon de vesiculas que contienen
la fitoalexina pigmentada 3-deoxiantocianidina hacia el sitio por el que intent6 penetrar el apresorio (Snyder et al., 1991; Snyder et al., 1990). La re-

Localizacién de compuestos antimicrobianos en las plantas. (A) fluorescencia de la saponina avenacina A-1 bajo la luz UV. Este com-

produccién fue tomada de Morrissey et al., 1999. (C) Acumulacién de azufre elemental (S8) en el tejido vascular de una linea de cacao resistente, en
respuesta al ataque por el hongo invasor de xilema Verticillium dahliae. Un mapa de rayos-X muestra la acumulacién de azufre (blanco) en las células

parenquimales del xilema (XP), vasos del xilema (V) (Cooper et al., 1996)

ponentes afectados por los compuestos vegetales y (IV)
ausencia en la célula del blanco de accién del compuesto
vegetal (Del Sorbo et al., 2000; Morrissey et al., 1999).

A continuacién se hace una descripcion detallada del
papel de las saponinas en la defensa de las plantas y su
interaccion con los microorganismos que habitan en
ellas. Para una descripcién de los acidos hidroxamicos,
glicosidos cianogénicos y glucosinolatos como molécu-
las de defensa en las plantas y sus interacciones con los
microorganismos, remito a los trabajos de Fomsgaard,
Morrissey y Muller (Fomsgaard et al., 2004; Morrissey et
al., 1999; Muller, 2009).

Saponinas

Las saponinas son glicésidos que se encuentran distri-
buidos ampliamente en las plantas y estin formadas por
una aglicona de origen terpénico, esteroidal o esteroidal
alcaloide; al cual se une por el hidroxilo del carbono-3
una cadena ramificada de azucares, la cual puede ser de
hasta cinco moléculas, usualmente glucosa, arabinosa,
acido glucuroénico, xilosa y ramnosa (Fig. 3). Algunas
saponinas tienen adicionalmente un motivo de aztcar,
el cual es generalmente glucosa, unido al carbono-26 6
28 (Fig.3 —avenacosido B). Las saponinas esteroidales
se encuentran principalmente en monocotiledéneas,
mientras que las saponinas terpénicas se encuen-
tran especialmente en dicotiledéneas (Morrissey et al.,
1999; Muller, 2009). La gran diversidad estructural de
las saponinas se refleja en sus diferentes propiedades
bioldgicas y fisicoquimicas, y en el uso que se hace de
ellas en jabones, antimicrobianos, anticancerigenos y

. La reproduccién fue tomada de Cooper et al., 1996.

hemoliticos, entre otros. A pesar de su gran aplicacién
industrial y farmacéutica, las saponinas glicoalcaloides,
en determinadas concentraciones, son tdxicas para mi-
croorganismos, insectos, animales y humanos, y por
ello cuando estan presentes en los alimentos se conside-
ran como factores antinutricionales. Recientemente, las
investigaciones se han centrado en desarrollar técnicas
para remover las saponinas de los alimentos (Friedman,
2006; Giiglu-Ustiindag et al., 2007; Wallace, 2004 ). Para

LIES
glelo]
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FIGURA 3. Ejemplos de saponinas antifiingicas . Los valores en parén-
tesis indican la actividad de la enzima tomatinasa sobre cada sustrato
(Osbourn et al., 1995; Sandrock et al., 1995). Gal=galactosa, glc=glucosa,
xyl=xylosa, ara= arabinosa.
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una comprension detallada de las propiedades referidas
de las saponinas remito a Gii¢lu-Ustiindag, Friedman,
Ghisalberti, Rietjens y Wallace (Friedman, 2002; , 2004;
Friedman, 2006; Ghisalberti, 2006; Giiglu-Ustiindag et
al., 2007; Rietjens et al., 2005; Wallace, 2004 )

Las saponinas, ya sean esteroidales o terpenoides, son
sintetizadas a partir de la via de los isoprenoides (terpe-
noides) (Cammareri et al., 2008; Krits et al., 2007). La bio-
sintesis de las saponinas se estd empezando a compren-
der gracias al avance en las técnicas para caracterizar
proteinas y genes de la ruta biosintética de los terpenoi-
des en células vegetales. Los estudios en avena (Mylona
et al., 2008; Qi et al., 2006; Trojanowska et al., 2000; , 2001;
Trojanowska et al., 1999), papa (Kohara et al., 2005; Koha-
ra et al., 2007; Moehs et al., 1997) y en la planta modelo
Medicago truncatula (Suzuki et al., 2002) son los que mas
han aportado a su entendimiento. También son impor-
tantes las investigaciones en la biosintesis de las saponi-
nas esteroidales en las plantas de Aster sedifolius (Bowdy
et al., 2004; Cammareri et al., 2008; Swenson et al., 2005)
y Saponaria vaccaria (Meesapyodsuk et al., 2007).

Las saponinas de M. truncatula son glicésidos de por lo
menos cinco agliconas terpenoides diferentes: soyasapo-
genol-B, soyasapogenol-E, dcido medicagénico, hedera-
genina y bayogenina. Estas agliconas son posiblemente
derivadas de la B-amirina, la cual es el producto de la ci-
clizacion del 2,3-oxidoescualeno. Los genes de la sintasa
escualeno, la epoxidasa escualeno y la f-amirina sintasa
de M. truncatula, han sido clonados, y las proteinas que
codifican estos genes han sido funcionalmente caracte-
rizadas por expresion de la sintasa escualeno en Esche-
richia coli, la sintasa -amirina en levadura y la comple-
mentacion de la levadura mutante-ergl con el gen de la
epoxidasa escualeno. Cuando las suspensiones celulares
de M. truncatula son expuestas al metil jasmonato, hay
una fuerte induccion de estos genes y también acumu-
lacién de triterpenoides; sin embargo, la composicién
de esteroles no es afectada (Suzuki et al., 2002), lo que
indica que estos triterpenoides podrian ser canalizados
para la produccién de saponinas.

Kohara y colaboradores clonaron el gen de una gluco-
siltransferasa de Solanum aculeatissimum. Este gen ha
sido expresado en E. coli y la proteina recombinante
purificada; dicha enzima cataliza la 3-O-glucosilacién
de las saponinas esteroidales diosgenina, nuatigenina y
tigogenina. Ademas, la enzima glucosila los alcaloides
esteroidales solanidina, solasodina y tomatidina. Los
analisis de la expresion del gen que codifica para esta
glucosiltransferasa indican que hay una acumulacién
de transcritos como respuesta al estrés mecénico en la

planta, lo que sugiere que las saponinas y las enzimas
involucradas en su biosintesis hacen parte del sistema
de defensas de la planta (Kohara et al., 2005). Adicional-
mente, se ha observado que las secuencias de aminoa-
cidos de una glicosiltransferasa de Solanum tuberosum,
aislada previamente por el mismo grupo de investiga-
cién, comparte un 75% de homologia con la glucosil-
transferasa de S. aculeatissimum; y adicionalmente las
dos enzimas tienen la misma especificidad de substrato
(Kohara et al., 2007; Moehs et al., 1997).

Actividad antimicrobiana de las saponinas

Las saponinas con una cadena de aztcares unida al
carbono-3 tienen gran actividad microbicida. Esta acti-
vidad depende de la ramificacién de los azucares (fig.
3) (Hostettmann et al., 1995; Morrissey et al., 1999), ya
que cuando la saponina pierde un azicar terminal, la
cadena de azticares queda linearizada y la saponina pier-
de la actividad microbicida (Armah et al., 1999; Fewell
et al., 1997; Keukens et al., 1995; Nishikawa et al., 1984;
Roddick, 1974; , 1975; Roddick et al., 1984; Roddick et al.,
1986; Roddick et al., 1988; Roddick et al., 1992). Si se
observan con el microscopio electrénico preparados de
membranas lipidicas artificiales en presencia de sapo-
ninas, las membranas muestran grandes poros. Por lo
tanto, se cree que la saponina forma complejos con los
esteroles de las membranas celulares y produce grandes
poros en las mismas que alteran su permeabilidad y la
célula se lisa. Los poros no se forman cuando una o mas
azucares de la cadena de la saponina se eliminan (Bau-
mann et al., 2000; LacailleDubois et al., 1996; Roddick,
1975; , 1978; Simons, 2003; Simons et al., 2005; Steel et
al., 1988). La saponina SC-2 de Solanum chrysotrichum
causa grandes cambios en las membranas celulares
de numerosas especies de la levadura Candida y afecta
también la morfologia de la pared celular: la membra-
na citoplasmatica se separa de la pared y se desintegra.
Ademis de una degradacion total de los componentes
celulares, los autores también reportan que la saponina
SC-2 tiene una actividad fungicida o fungistatica segin
la especie de Candida probada (Herrera-Arellano et al.,
2007). De forma similar, se ha observado por el micros-
copio electréonico de transmisiéon que las saponinas de
Yucca schidigera alteran la pared celular de bacterias no-
celuloliticas (Wang et al., 2000). Observaciones bajo el
microscopio de las interacciones entre la saponina to-
matina y las monocapas de diferentes esteroles indican
que la interaccién cambia dependiendo de la estructura
del esterol (Stine et al., 2006). Algunas parejas de glicoal-
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caloides esteroidales que tienen una aglicona en comun,
pero que se diferencian por las cadenas de aztcares, por
ejemplo, la solanina y la chaconina (que son saponinas
de la papa), muestran sinergismo en su actividad an-
tifingica y membranolitica, lo que indica que posible-
mente exista una complementacién entre los motivos de
azlcares. Este sinergismo es particularmente efectivo
cuando las proporciones son similares a las presentes
naturalmente (Fewell et al., 1993; Keukens et al., 1995;
Roddick et al., 1987).

Recientemente, Ito y colaboradores (2007) mostraron
que la saponina tomatina no induce la lisis celular en
las cepas del hongo Fusarium oxysporum sensibles a la
tomatina in vitro. Esta saponina induce la muerte celu-
lar programada por la posible activacion de las vias de
sefalizacion, a través de la tirosina quinasa y la proteina
G, la cual lleva a una acumulacién intracelular de Ca++
y a la produccién de oxigeno reactivo como el peréxido
de hidrégeno (Hz20:) (Ito et al., 2007).

Existen numerosos reportes de la existencia de sapo-
ninas con actividad antimicrobiana, por ejemplo, las
saponinas aisladas de S. chrysotrichum (Charlet et al.,
2000; Herrera-Arellano et al., 2007), Quillaja saponaria,
Yucca schidigera (Chapagain et al., 2007; Hassan et al.,
2007; Wang et al., 2000) Capsicum frutescens (De Lucca et
al., 2008; Stergiopoulou et al., 2008); de hojas de Gymne-
ma silvestre, Eclipta prostrata (Khanna et al., 2008), Yuc-
ca smalliana Fern (Jin et al., 2007), Lepidagathis hyaline
(Yadava, 2001), Solanum leucocarpum (Nifio et al., 2009);
de tallos de Lactuca scariola (Yadava et al., 2008), Erythri-
na sigmoidea (Kouam et al., 2007), de frutas de Sapindus
saponaria (Amaral et al., 2008; Murgu et al., 2008), Ba-
lanites aegyptiaca (Chapagain et al., 2007), Capsicum fru-
tescens (De Lucca et al., 2002); de rizomas de Dioscorea
cayenensis (Sautour et al., 2004); de semillas de Cassia
angustifolia (Khan et al., 2009), Latinaea pinnatifida Cass
(Yadava et al., 2009) y L. scariola (Yadava et al., 2007). La
digitonina presente en las semillas de Digitalis spp. es
una de las saponinas con mayor actividad antimicrobia-
na. Concentraciones de esta saponina, mucho menores
a las encontradas en las semillas, son capaces de inhibir
el crecimiento de los hongos Fusarium culmorum, Fusa-
rium solani, Cladosporium herbarum, Alternaria alternata
y Botrytis cinerea (Pavlik et al., 2000).

Se ha descrito que algunas enzimas microbianas modifi-
can las saponinas de sus plantas huéspedes, tal es el caso
del hongo Neocosmospora vasinfecta var. vasinfecta, el cual
hidroliza la soyasaponina-I de M. truncatula para produ-
cir la aglicona soyasapogenol-B (Watanabe et al., 2004).
El gen que codifica para esta hidrolasa ha sido clonado y

la enzima purificada. El andlisis de la secuencia de nu-
cleétidos indica que la proteina consta de 612 aminoAci-
dos con una masa molecular de 65.724 Da, la hidrolasa
pura es un mondmero glicosilado de 77 KDa. El gen de
esta hidrolasa ha sido expresado en Trichoderma viride;
su producto hidroliz6 soyasaponina-I a soyasapogenol-B
y la triosa a-L-ramnopiranosil (1-2)-8-D-galactopiranosil
(1 » 2)-D-glucuronopiranosidel. La enzima fue probada
para su especificidad contra las saponinas soyasaponi-
na-Il y —V; estas dos saponinas, junto con la soyasapo-
nina-I, comparten la aglicona y se diferencian sélo por
la cadena de aziicares. Las velocidades de hidroélisis de
la enzima fueron de 2.680:886:1 en soyasaponina-I, -II
y =V respectivamente, lo que indica que la enzima es
altamente especifica (Watanabe et al., 2004; , 2005). Re-
sultados similares, relacionados a la especificidad de las
saponinasas, se han observado en la tomatinasa y la ave-
nacinasa (Osbourn et al., 1995).

La secuencia de aminoacidos de la soyasaponinasa-I
comparte un 50% de similitudes con las saponinasas de
Aspergillus oryzaey Eupenicillium brefeldianum (Watanabe
etal., 2004; ,2005). Las enzimas de estos dos hongos han
sido también purificadas y sus correspondientes genes
clonados. Estas hidrolasas son asimismo glicoproteinas,
con unas masas moleculares de 82 KDa y 90 KDa, res-
pectivamente. Los genes de estas enzimas fueron tam-
bién expresados en T. viride; las proteinas recombinantes
tuvieron unas masas de 77 KDa y 67 KDa, respectiva-
mente. Las dos proteinas hidrolizaron soyasaponina-I
a soyasapogenol-B, y las actividades especificas de estas
enzimas fueron menores que la actividad de la enzima
de N. vasinfecta var. vasinfecta sobre el mismo sustrato
(Watanabe et al., 2005).

Las saponinas mas estudiadas, en lo concerniente a su
papel potencial en las defensas de las plantas contra hon-
gos fitopatégenos, son la tomatina de tomates, la avena-
cina A-1 de la avena y la solanina y chaconina de la papa
(fig. 3). Estas cuatro saponinas tienen una sola cadena
de azicares unida al grupo hidroxilo del carbono-3 de
la aglicona; mientras que los avenacosidos A y B de las
hojas de avena tienen dos cadenas de aziicares, una en el
carbono-3 y otra en el carbono-26 (fig. 3). Los avenacosi-
dos son biolégicamente inactivos, estos compuestos son
convertidos en antifingicos por una glucosil hidrolasa
vegetal que hidroliza el azGcar unida al carbono-26 en
respuesta al ataque de patogenos o al dafio en el tejido
(Morrissey et al., 1999).

Adicionalmente, se ha observado que hongos endbfitos,
los cuales no inducen sintomas de infeccién aparen-
te en sus huéspedes, toleran las defensas quimicas de
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sus huéspedes, tal es el caso del hongo endéfito Xyla-
reaceous Spp. presente en la parte interna de las frutas
de Sapindus saponaria. Este hongo hidroxila la saponina
3-O-(B-D-xilopiranosil)-(1+3)-a—L-ramnopiranosil-(1-2)-
a-arabinopiranosil-hederagenina presente en las frutas
de S. saponaria (Amaral et al., 2008; Murgu et al., 2008).

Detoxificacion de las saponinas de la avena

La avenacina A-1 es una saponina glicoterpenoide que
se encuentra en las células de la epidermis de las rai-
ces de la avena (fig. 2-A). Esta saponina se evidenciada
facilmente porque la aglicona posee un anillo fenil que
hace que la molécula emita luz bajo la luz UV (fig. 3)
(Papadopoulou et al., 1999; Trojanowska et al., 1999). In-
vestigaciones en la biosintesis de la saponina avenacina
mostraron que, en eucariotes, esta clase de metabolitos
son producidos por un grupo de genes presentes en el
mismo cromosoma, similar a los operones de los proca-
riotes. Para la biosintesis de avenacina son requeridos
nueve locus, ocho de ellos se encuentran agrupados.
Mutantes afectados en siete de estos locus tienen una
raiz morfolégicamente normal pero con reducida fluo-
rescencia. Los mutantes en los genes Sads (dentro del
grupo de genes) y Sads (no en el grupo) acumulan el mo-
nodeglucosilado de la avenacina A-1, el cual es avenacina
A-1 sin una molécula de D-glucosa Terminal (fig. 3); la
acumulacién de este monodeglucosilado afecta el creci-
miento de las raices y muestra un defecto en el trafico
de las membranas y en los pelos de las raices (Mylona
et al., 2008).

Experimentos que apoyan la idea de que la saponina
avenacina protege las raices de la avena del ataque de
hongos han sido reportados (Trojanowska et al., 1999).
Aunque hay poca variaciéon natural en el contenido de
avenacina en el género Avena, se ha encontrado una es-
pecie diploide (Avena longiglumis) que no contiene ave-
nacina. Esta especie es susceptible a la infeccién por el
hongo Gaeumannomyces graminis var. tritici, el cual es
sensible a la avenacina y normalmente es incapaz de in-
fectar las raices de la avena (Thomas et al., 2006). Adicio-
nalmente, mutantes naturales deficientes en la sintesis
de avenacina A-1 y reducida fluorescencia bajo la luz UV
son mas sensibles a G. graminis var. tritici y a otros hon-
gos patoégenos (Morrissey et al., 1999; Papadopoulou et
al., 1999; Trojanowska et al., 2000; , 2001; Trojanowska et
al., 1999).

La importancia de la detoxificacion de las saponinas
para la patogenicidad de hongos fitopatégenos ha sido
demostrada en el hongos Gaeumannomyces graminis var.

avenae, el cual produce una enzima extracelular llamada
avenacinasa, la cual detoxifica la saponina avenacina A-1
por la liberaciéon de la molécula de D-glucosa terminal
de la cadena de azticares unida al carbono-3 (fig. 3). La
avenacinasa es una hidrolasa p-glucosil relacionada a las
enzimas que degradan celobiosa y a las xilosidasas de
hongos. Mutantes de G. graminis var. avenae produci-
dos por interrupciéon especifica del gen de la avenacinasa
no producen avenacinasa y son incapaces de infectar las
raices de avena, lo que indica que la avenacinasa es un
determinante de patogenicidad esencial en el rango de
huéspedes de este hongo (Bowyer et al., 1995; Carter et
al., 1999; Morrissey et al., 1999).

La detoxificacion de la saponina avenacina A-1 ha sido
descrita también en el hongo Fusarium avenaceum, el
cual es otro patégeno de avena. La presencia de avena-
cinasas en otros hongos ha sido demostrada por ensa-
yos en una coleccion de hongos aislados de las raices
de plantas de avena crecidas en el campo, lo que podria
representar un mecanismo de resistencia coman en los
hongos que habitan las raices de la avena (Morrissey et
al., 1999; Papadopoulou et al., 1999).

Botrytis cinerea es un hongo que afecta a muchos culti-
vos, especialmente en invernadero. Este hongo detoxi-
fica las saponinas avenacina-Al, avenacosidos, tomatina
y digitonina. El gen de la avenacinasa en B. cinerea ha
sido clonado y la proteina codificada también ha sido
purificada. La secuencia de aminoacidos derivada de
la secuencia de nucleétidos indica que la proteina tiene
una masa molecular de 83 KDa y comparte homologia
significativa con la tomatinasa de Septoria lycopersici y
la avenacinasa de G. graminis. Mutantes de B. cinera
que tienen interrumpido el gen de la avenacinasa no tie-
nen habilidad para hidrolizar la saponina avenacina, sin
embargo, los mutantes pueden deglicosilar los avenaco-
sidos, la tomatina y la digitonina, indicando que dicha
enzima es especifica para avenacina A-1. La avenacinasa
pura de B. cinerea tiene una masa molecular de 90 KDa
(indicando que la enzima sufre modificaciones post-
traduccionales), un punto isoeléctrico de 5,2 y no tiene
actividad hacia los avenacosidos. Mutantes naturales de
B. cinera deficientes en tomatinasa tampoco pueden de-
glicosilar la digitonina, sin embargo, estos mutantes si
pueden hidrolizar aziicares de avenacina y avenacosidos.
Estos resultados confirman la existencia en B. cinerea de
por lo menos tres enzimas degradadoras de saponinas
(Quidde et al., 1999).

Los patbgenos foliares de avena se encuentran con un
grupo diferente de saponinas antifiingicas, los glicoes-

teroles 26-desglucoavenacosidos A y B (fig. 3). Estos
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compuestos son generados a partir de avenacosidos en
respuesta al dafio del tejido o al ataque de patdgenos,
recordemos que los avenacosidos no tienen actividad
biolégica. La degradacién enzimatica de los 26-des-
glucoavanacosidos ha sido descrita para los patdégenos
foliares de avena, Dreschleria avenacea y Stagonospora
avenae (Hughes et al., 2004; Morrissey et al., 1999). Los
dos hongos convierten la saponina de las hojas de ave-
na a la aglicona nuatigenina por hidrélisis secuencial de
L-ramnosa y D-glucosa. El liberar sélo la molécula de
L-ramnosa terminal es suficiente para quitarle la acti-
vidad antifingica de los 26-desglucoavenacosidos. Una
enzima llamada avenacosidasa ha sido purificada de los
filtrados de cultivos de S. avenae; sin embargo, atin no
es conocido si la enzima es necesaria para la resistencia
alos 26-desglucoavenacosidos y para la patogenicidad en
avena (Hughes et al., 2004).

Recientemente Collins y colaboradores mostraron la
presencia de una avenacinasa en Talaromyces emersonii,
un hongo terméfilo saprofito. Este hongo es un des-
componedor de biomasa vegetal y produce la avenacina-
sa cuando crece en biomasa de avena y en presencia de
avenacina A-1. La secuencia de aminoAacidos, deducida
de la secuencia de nucleétidos, comparte homologia con
otras hidrolasas de saponinas pertenecientes a la fami-
lia-3 de las glicosil hidrolasas (Collins et al., 2007) en la
clasificacion de las enzimas con actividad en carbohidra-
tos (Coutinho et al., 1999; Davies et al., 1995; Henrissat,
1991; Henrissat et al., 1993; , 1996).

Detoxificacion de las saponinas del tomate

Tomatina es el principal glicoalcaloide esteroidal produ-
cido por tomate y estd presente en toda la planta (Ro-
ddick, 1974), pero su concentracion cambia en los dife-
rentes 6rganos: el contenido de tomatina es mayor en
los tejidos jovenes y en los frutos verdes. El principal
sitio de sintesis de tomatina es en el tejido meristema-
tico (Friedman, 2002; Roddick, 1974), el glicoalcaloide
esteroidal es producido en organelos microsomales y
acumulados en vacuolas o en la fase soluble del citoplas-
ma, el compuesto es sintetizado a partir de colesterol;
sin embargo, la via de colesterol a glicoalcaloide no es
conocida. Estudios en la solanidina, la aglicona de las
saponinas de papa, muestran que éste es glicosilado
consecutivamente por glicosiltransferasas, para formar
las saponinas solanina y chaconina (Friedman, 2002).

El contenido de tomatina en frutos verdes es de 0.07
— 1.14 mg/g de peso fresco, pero el compuesto se de-
grada conforme el tomate madura: en tomates rojos, la

concentracién es de ~0.005 mg/g de tomatina por peso
fresco (Friedman, 2002; Roddick, 1974). Los productos
de degradacién son canalizados en pigmentos como
los carotenoides y licopenos. Las enzimas responsa-
bles de esta transformacién son activadas o sintetiza-
das durante la maduracién del fruto (Friedman, 2002).
Yamanaka y colaboradores encontraron que en frutos
verdes del cultivar Cedrico, los compuestos mayoritarios
son las saponinas tomatosido-A (0,749 mg/g por peso
seco), el esculeosido-A (0,427 mg/g por peso seco) y la
tomatina (0,196 mg/g por peso seco). Tomatosido-A y
esculeosido-A poseen una tercera molécula de glucosa
unida al carbono-26; el tomatosido-A también ha sido
aislado de semillas de tomate (Yamanaka et al., 2008).
No es conocido si estos dos compuestos son modifica-
dos como respuesta a la infeccion de microorganismos.
Otros compuestos relacionados a la tomatina han sido
aislados del tomate, pero en muy baja concentracion en
comparacién con la tomatina, esos compuestos son los
siguientes: y-tomatina, dehidrotomatina, solanina, lico-
perosido A — H, esculeosido-B, licopersiconolido, lico-
persiconol y tomatidina (Fontaine et al., 1948; Friedman,
2002; Fujiwara et al., 2004; Meher et al., 2003; Meher et
al., 2003; Nagaoka et al., 1993; Nagaoka et al., 1987; Yaha-
ra et al., 1996; Yahara et al., 2004; Yoshihara et al., 1988).
El contenido foliar de tomatina se encuentra entre 2 y
23 mg/g de peso seco. In vitro estas concentraciones in-
hiben el crecimiento de microorganismos que no son
patégenos de tomate (Friedman, 2002; Friedman et al.,
2009; Morrissey et al., 1999). Propiedades biologicas de
tomatina diferentes a las antimicrobianas, como, por
ejemplo, anticancerigenos, son revisadas por Friedman
y colaboradores (Friedman, 2002; Friedman et al., 2009).
La saponina tomatina consta de cuatro residuos de
carbohidratos unidos al grupo alcohol del carbono-3
del alcaloide esteroidal tomatidina (fig. 3). La cadena
de aztlcares de tomatina ha sido caracterizada como
O-B-D-glucopiranosil-(1»2)-O-B-D-xilopiranosil-(1-+3)-
O-p-D-glucopiranosil-(1+2)-O-B-D-galactopiranosa-
(1»3)-tomatidina. La hidrélisis secuencial de los aztca-
res de la licotetraosa produce p1- B2- y- y 8-tomatina y la
aglicona tomatidina. Los carbohidratos en las saponinas
se nombran en letras griegas, empezando desde el ex-
tremo terminal hasta la aglicona; asi, tomatina también
es conocida como a-tomatina (Friedman, 2002; Roddick,
1974).

a-Tomatina tiene un grupo —-NH polar en el anillo-F de
la aglicona (fig. 3) que participa en un equilibrio acido-
base, e in vitro afecta la actividad litica del compuesto,
porque el valor de pKa de a-tomatina es de ~6.0 y la acti-
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vidad litica es mayor a un pH alto, cuando el compues-
to no estd protonado; sin embargo, la solubilidad de la
saponina aumenta cuando el pH disminuye (Roddick,
1974).

La pérdida de carbohidratos de la saponina est4 asociada
con la pérdida de la actividad biolégica (Roddick, 1974;
Sandrock et al., 1998), sin embargo, las agliconas de los
alcaloides esteroidales, como la tomatidina de tomates
y la solanidina de papas, tienen una potente actividad
antifingica contra levaduras que no depende de la per-
meabilidad de la membrana (Moehs et al., 1997; Simons,
2003; Simons et al., 2005), por lo que el mecanismo de
acciéon de estas agliconas es diferente al de sus saponi-
nas. Las agliconas son fungistaticas, mientras que las
saponinas son fungicidas (Simons, 2003; Simons et al.,
2005). Las evidencias indican que tomatidina inhibe la
metiltransferasa C-24 de la via biosintética del ergosterol
en Saccharomyces cerevisiae (Zhang et al., 2002). Simons
y colaboradores (2003, 2005) confirmaron que la toma-
tidina interfiere con la via metabdlica de los esteroides,
ellos observaron que en presencia de tomatidina las cé-
lulas de S. cerevisiae acumulan zimosterol en lugar de
ergosterol, el principal esterol en la membrana de los
hongos (Simons, 2003; Simons et al., 2005).

Hidrdlisis de de «-tomatina por hongos
Fitopatogénicos

La mayoria de patégenos del tomate pueden tolerar altas
concentraciones de a-tomatina in vitro (Sandrock et al.,
1998). Algunos de estos patégenos producen enzimas
extracelulares que hidrolizan «-tomatina; estas enzi-
mas son llamadas tomatinasas (fig. 4). Las especies de
Pythiumy Phytophthora no son afectadas por a-tomatina,
presumiblemente porque estos Oomycetes no poseen
esteroles en sus membranas (Friedman, 2002). Se ha
observado que mutantes de Nectria haematococca (estado
teleomorfico de Fusarium solani), deficientes en estero-
les, son mas tolerantes a a-tomatina in vitro y pueden
infectar frutos verdes ricos en o-tomatina, mientras que
la cepa silvestre es solo patogénica en frutas maduras
(Morrissey et al., 1999; Sandrock et al., 2001). Estos resul-
tados apoyan la idea de que los esteroles de la membrana
confieren sensibilidad a los glicoalcaloides esteroidales.
También se ha sugerido que algunos patégenos pueden
bajar el pH en el sitio de infeccién y por lo tanto inacti-
van la saponina (Friedman, 2002).

La mayoria de las tomatinasas son producidas constitu-
tivamente; sin embargo, algunas pueden ser inducidas
en la presencia de a-tomatina o de otro glicoalcaloide es-
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FIGURA 4. Hidrolisis de o-tomatina por microorganismos patégenos
de tomate. Los productos de hidrélisis estin indicados entre paréntesis.

teroidal, como la a-solanina o digitonina (Lairini et al.,
1996; Osbourn et al., 1995; Quidde et al., 1998; Sandrock
et al., 1995). Las tomatinasas hidrolizan «-tomatina
a B1-, p2-, d—-tomatina o a la aglicona tomatidina (fig.
4). Esta hidrolisis reduce el efecto toxico de a-tomatina,
ya que los patégenos de tomate son menos sensibles
a los productos de las tomatinasas que a la a-tomatina
(Sandrock et al., 1998). Los genes que codifican para las
tomatinasas y sus respectivas enzimas han sido carac-
terizadas en los hongos S. lycopersici y Fusarium oxyspo-
rum f. sp. lycopersici (Lairini et al., 1996; Roldan-Arjona et
al., 1999), mientras que en B. cinerea sélo la tomatinasa
(B-xylosidasa) ha sido caracterizada (Quidde et al., 1998).

Tomatinasa de “Septoria lycopersici”

El hongo S. lycopersici tolera altas concentraciones de
a-tomatina in vitro. Uno de los mecanismos de toleran-
cia es por degradacion de la saponina por una tomatina-
sa. Esta tomatinasa es una B-D-glucosidasa que hidroliza
la molécula D-glucosa terminal de a-tomatina para pro-
ducir B2-tomatina (fig.4) (Arneson et al., 1967; Durbin
et al., 1969; Osbourn et al., 1995; Sandrock et al., 1995;
Sandrock et al., 1998; Simons, 2003). La enzima es una
glicoproteina secretada de aproximadamente 113 KDa,
con un punto isoeléctrico de 4.6 (Osbourn et al., 1995;
Sandrock et al., 1995). El gen correspondiente ha sido
clonado (Osbourn et al., 1995; Sandrock et al., 1995). Este
gen es expresado constitutivamente; sin embargo, pue-
de también ser inducido ante la presencia de a-tomatina.
La secuencia de amino acidos de la tomatinasa de S. lyco-
persici comparte un 60% de homologia con la secuencia
de la avenacinasa, una enzima que degrada la saponina
avenacina A-1 de avena y es requerida para la patogeni-
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cidad de G. graminis var. avenae (Osbourn et al., 1995).
La tomatinasa también es similar a las p-glucosidasas
de hongos como Trichoderma ressei, Candida pelliculosa
y Kluyveromyces fragilis, las cuales estan involucradas en
la degradacién de celobiosas. Todas estas glucosidasas
pertenecen a la familia-3 de las glicosil hidrolasas, de
acuerdo con la clasificacién de las glicosido hidrolasas
del servidor de enzimas con actividad en carbohidra-
tos (Coutinho et al., 1999; Davies et al., 1995; Henrissat,
1991; Henrissat et al., 1993; , 1996). La tomatinasa de
S. lycopersici es altamente especifica hacia e-tomatina:
con un valor Km de 0.06 mM, la enzima tiene muy poca
actividad hacia saponinas estructuralmente similares a
a-tomatina, como la F-gitonina (2%), digitonina (0.4%)
(fig. 3) y p-nitrofenil-g-D-glucopiranosido (0.43%), en
comparacién a su actividad hacia a-tomatina.l No se ha
detectado actividad de la enzima hacia «-solasonina, gito-
nina, p-escina, esteviosido, floridzina melezitosa, sofro-
sa, celobiosa y maltosa (Osbourn et al., 1995; Sandrock
et al., 1995). Durbin y Uchytil reportaron actividad hacia
a-tomatina y a-demessina con una preparacion enzima-
tica parcialmente purificada, esta misma preparacién
parcialmente purificada no hidroliz6 B1-tomatina, so-
forosa, p—D-1,2-glucano, laminarindextrinas, celobiosa,
B-gentiobiosa, p-fenil-D-glucopiranosido y p-nitrofenil—g-
D-glucopiranosido (Durbin et al., 1969).

La introduccion del gen de la tomatinasa de S. lycopersici
en patégenos de tomate que normalmente no degradan
a-tomatina, como, por ejemplo, Cladosporium fulvum y
N. haematococca, resulté en transformantes que fueron
mas tolerantes a a-tomatina in vitro y fueron también
mas patogénicos que las correspondientes cepas silves-
tres (Melton et al., 1998; Sandrock et al., 2001). Los trans-
formantes de C. fulvum que expresaban la tomatinasa
fueron mas patogénicos en lineas de tomate susceptibles
(compatible). Ademds, estos transformantes también
fueron mas invasivos durante interacciones incompati-
bles; sin embargo, éstos fueron incapaces de esporular,
lo que muestra que la tomatinasa de S. lycopersici favo-
rece el crecimiento de C. fulvum en las interacciones
compatibles e incompatibles con tomate (Melton et al.,
1998). Adicionalmente, estos resultados siguieren que
a-tomatina esti presente en el espacio intercelular de
plantas de tomate infectadas. De forma similar, N. hae-
matococca infecta sélo frutos de tomate maduros. Una
vez que el gen de la tomatinasa de S. lycopersici es in-
troducido en N. haematococca, se generan transforman-
tes capaces de producir infecciones de tamafo grande
(~9 mm) en tomates verdes. Los resultados expuestos
sugieren que la tomatinasa de S. lycopersici es impor-

tante para la colonizacién de tomate (Sandrock et al.,
2001). Mutantes de S. lycopersici, B. cinerea y Clavibac-
ter michiganensis que no poseen la tomatinasa son mas
sensibles a a-tomatina que sus cepas silvestres in vitro,
sin embargo, estos mutantes siguen infectado hojas de
tomates y no hay diferencias obvias en los sintomas de
infeccién entre los mutantes y las cepas silvestres (Kaup
et al., 2005; Melton et al., 1998; Quidde et al., 1998). Es-
tos resultados sugieren que ademas de la hidrdlisis de
a-tomatina, estos patdégenos podrian tener otro meca-
nismo de tolerancia a dicha saponina. De forma contra-
ria, en patégenos como F. oxysporum f. sp. lycopersici, la
enzima es importante para su patogenicidad, ya que el
silenciamiento post-transcripcional del gen de la tomati-
nasa resulta en mutantes con reducida patogenicidad en
plantas de tomate (Pareja-Jaime et al., 2008).

Los sintomas de infeccion de hojas de tomate por S. lyco-
persici y por sus mutantes sin tomatinasa no muestran
diferencias obvias entre ellos. Sin embargo, al observar
las hojas bajo el microscopio, es posible ver que durante
la infeccion temprana, los mutantes sin la tomatinasa
inducen mas la muerte celular del huésped que la cepa
silvestre. Ademas, las hojas de tomate infectadas con los
mutantes tienen mayor expresion de los genes relacio-
nados con la defensa (como la $-1,3-glucanasa) que las
hojas infectadas con la cepa silvestre. Martin-Hernan-
dez y colaboradores (2000) sugirieron que esta respuesta
puede ser debida a la diferencia sutil en el crecimiento
de las cepas silvestre y mutante, o alternativamente que
la tomatinasa y/o p2-tomatina podrian estar involucra-
das en la supresion de las defensas de la planta (Martin-
Hernandez et al., 2000).

Experimentos posteriores mostraron que la cepa silves-
tre de S. lycopersici infecta hojas de Nicotiana benthamia-
na, mientras que los mutantes sin tomatinasa inducen
una respuesta hipersensible en hojas de la misma plan-
ta. Estos mutantes fueron capaces de infectar las hojas
una vez que ellas fueron infiltradas con una preparacion
pura de la tomatinasa de S. lycopersici o con 2-tomatina,
el producto de dicha tomatinasa.
matinasa también crecieron en hojas de N. benthamiana
que habian sido silenciadas para SGTI, el cual esti in-
volucrado en la sefializacién de resistencia y es reque-
rido para la resistencia de no-huésped y de gen-a-gen.
Estos experimentos sugieren un papel importante para
B2-tomatina en la supresion de las defensas de la planta
(Bouarab et al., 2002).

Los mutantes sin to-
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Tomatinasa de “Fusarium oxysporum”

Fusarium oxysporum es un hongo del suelo que posee
cepas patogénicas y no-patogénicas; pero todas las cepas
son saprofitas y pueden crecer y sobrevivir por largos
periodos en materia organica del suelo y en la rizésfera
de las plantas. Las cepas no-patogénicas colonizan sélo
la corteza de las raices de las plantas sin causar sinto-
mas de enfermedad, mientras que las cepas patogénicas
invaden el tejido vascular de los huéspedes susceptibles
y producen marchitez vascular. Las cepas patogénicas
son altamente especificas para sus huéspedes y estin
subdivididas en formas especiales que se basan en las
especies vegetales atacadas y en razas basadas en los
cultivares atacados. Las cepas patogénicas en tomate se
clasifican en dos formas especiales (f. sp.), F. oxysporum
f. sp. lycopersici, el cual causa marchitez vascular, y F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, el cual causa agallas 'y
pudricion de las raices (Ito et al., 2005).

La comparacién sobre patogenicidad en tomate y to-
lerancia a a-tomatina de diferentes aislamientos de F.
oxysporum f. sp. lycopersici indican que los aislamien-
tos no patogénicos son generalmente mas sensibles a
a-tomatina, mientras que los aislamientos con alta pa-
togenicidad son relativamente mas tolerantes. Estos re-
sultados sugirieron que para la patogenicidad de tomate
es requerida una tolerancia a a-tomatina tres veces ma-
yor que la de las cepas no patogénicas.

F. oxysporum f. sp. lycopersici produce una tomatinasa
extracelular inducible que detoxifica a-tomatina por la
liberacion completa de la cadena de aztcar licotetraosa y
la produccién de la aglicona tomatidina (fig. 4). El ADN
complementario (ADNCc), que codifica para la tomatina-
sa de este hongo, ha sido obtenido por la bisqueda en
una libreria de expresiéon de ADN. Su identidad ha sido
confirmada por la expresién del ADNc en la bacteria E.
coli. El ADNc clonado ha sido llamado Tom1 y no tiene
homologia con las glicosil hidrolasas de la familia-3, la
cual contiene la avenacinasa de G. graminis var. avenae
y la tomatinasa de S. lycoepersici. El gen Toml se ex-
presa en raices y tallos a lo largo de todo el ciclo de in-
feccion de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Ito et al., 2005;
Morrissey et al., 1999). Sobre expresién del gen Tom1
genera transformantes que producen constitutivamente
la enzima, y durante la infeccién de tomates por dichos
transformantes hay un aumento en el desarrollo de los
sintomas de infeccién. En contraste, cuando las plantas
de tomate son infectadas por un mutante de F. oxyspo-
rum, en el cual el gen Tom!1 se interrumpe (AFolTom1),
hay un retraso en el proceso de infeccién, lo que indica

que aunque la tomatinasa no es esencial para la patoge-
nicidad, si es requerida para la completa virulencia de F.
oxysporum en tomates. La actividad total de la tomatinasa
en el mutante-AFolTom1 se reduce s6lo un 25%. Experi-
mentos in vitro demostraron que el mutante-AFolTom1
metaboliza a-tomatina a $2-tomatina principalmente.
Anilisis del genoma de F. oxysporum f. sp. lycopersici no
mostrd otros genes similares al Tom1; no obstante, se
encontraron secuencias para por lo menos cuatro genes
diferentes que codifican proteinas putativas que com-
parten gran homologia con la B2-tomatinasa de S. lyco-
persici; estos genes fueron llamados tom2, tom3, tom4
y tom5. Las secuencias de aminoacidos deducidas de
los nucleétidos indican que estas cuatro proteinas son
mas de 50% idénticas a otras saponinas presentes en la
familia-3 de las glicosil hidrolasas (Pareja-Jaime et al.,
2008), en la clasificacién de las enzimas con actividad en
carbohidratos (Coutinho et al., 1999; Davies et al., 1995;
Henrissat, 1991; Henrissat et al., 1993; , 1996). Estos
cuatro genes pueden ser los responsables de la actividad
tomatinasa en el mutante-AFolTom1. Estos resultados
indican que la detoxificacién de a-tomatina en F. oxys-
porum f. sp. lycopersici es llevada a cabo por numerosas
tomatinasas, lo que sugiere una gran importancia de es-
tas enzimas en el proceso de infeccion de este hongo en
tomate (Pareja-Jaime et al., 2008).

El gen Tom1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici ha sido ex-
presado en la levadura S. cerevisiae. La cepa silvestre de
esta levadura tolera hasta 50 pM de a—tomatina in vitro,
los mutantes que expresan el gen Toml toleran hasta
200 pM de la saponina (fig. 5). Estos mutantes de S.
cerevisiae+Tom1 podrian tener una aplicacién industrial
en la produccién de mezcal, la bebida alcohdlica mexi-
cana, porque estos mutantes son capaces de crecer y
fermentar extractos de las plantas de Agave tequilana y
Agave salmiana, ricas en saponinas, por lo que a veces
la levadura silvestre no puede crecer y por lo tanto dis-
minuye la eficacia de la fermentacién (Cira et al., 2008).
Los autores no reportan la clase de saponina presente en
los extractos de agave, seria interesante conocer la clase
de saponinas para asi entender la especificidad de la to-
matinasa, ya que se cree que las enzimas que degradan
saponinas son altamente especificas por sus sustratos
naturales.

De forma similar a la tomatinasa de S. lycopersici (Boua-
rab et al., 2002), la tomatinasa de F. oxysporum f. sp. lyco-
persici también media la supresion de las defensas de la
planta (Ito et al., 2004). Las suspensiones de células de
tomate en cultivo acumulan H202 e inducen la alcali-
nizacién del medio extracelular después de 20 minutos
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FIGURA 5. Efecto de c-tomatina en Saccharomyces cerevisiae. La sen-

sibilidad de las cepas silvestres de S. cerevisiae (Y45, Invs.) y de los trans-
formantes S. cerevisiae+Tomr (Y45-1, Y45-2) fue determinada en placas de
agar (Cira et al., 2008). La reproduccién fue tomada de Cira et al, 2008

persici (tomatidina y licotetraosa). Estos dos compues-
tos, tomatidina y licotetraosa, suprimen las respuestas
de defensas inducidas por el elicitor en la planta. Los
dos compuestos inhiben por vias diferentes la acumu-
lacién de H:0:, sin embargo, los mecanismos de esta
inhibicién todavia no son entendidos (Ito et al., 2004).
Recientemente, Simons y colaboradores (2003, 2005) de-
mostraron que la aglicona tomatidina es mas antifn-
gica que a—tomatina en la levadura S. cerevisiae, y que
los mecanismos de accién de estos dos compuestos son
diferentes, mientras que a-tomatina induce lisis celular,
la tomatidina interfiere con la biosintesis de esteroles,
pero atin no es conocido si tomatidina también afecta
la via de los esteroles en las células de tomate (Simons,
2003; Simons et al., 2005). Es importante tener en cuen-
ta que la tomatidina tiene un efecto en células animales
(Chiu et al., 2008; Friedman et al., 2003), en las cuales tie-
ne actividad anti-inflamatoria por el bloqueo en el sefia-
lamiento de quinasas en macréfagos (Chiu et al., 2008).
El gen de la tomatinasa de F. oxysporum f. sp. lycoper-
sici se ha encontrado también en algunas cepas de F.
oxysporum que pertenecen a las formas especiales no-
patogénicas de tomate (f. sp. batatas, f. sp. gladioli, f. sp.
melonis ), las enzimas de estos hongos hidrolizan in vitro
la saponina a-tomatina de la misma forma que las toma-
tinasas de las formas especiales patogénicas de tomate
(fig.4). Estas tres formas especiales no-patogénicas de
tomate son capaces de colonizar el tejido vascular desde
las raices hasta los tallos superiores de plantas de tomate
sin producir sintomas de enfermedad (fig. 6). Los genes
de las tomatinasas de las tres formas especiales no-pa-
togénicas son expresados durante la colonizacién de la
planta de tomates, lo que indica que las tomatinasas son
importantes para que el hongo sobreviva en la planta.
F. oxysporum f.sp. batatas induce las defensas de toma-
te, ya que plantas inoculadas expresan altos niveles del
gen de la quitinasa acida (extracelular) como respuesta
a la infeccién. Adicionalmente, la infeccién previa de
plantas de tomate por la forma especial batatas reduce el
marchitamiento vascular generado por infecciones pos-

teriores de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Ito et al., 2005),
lo que es indicativo de que F. oxysporum f. sp. batatas po-
dria inducir las defensas sistémicas de resistencia (que
se conoce en inglés por las siglas SAR).

F. oxysporum f. sp radicis-lycopersici también posee una
tomatinasa con el mismo mecanismo de acciéon de la
tomatinasa de F. oxysporum f. sp. lycopersici (fig.5); sin
embargo, los genes que codifican para las dos enzimas
son diferentes (Ito et al., 2005; Lairini et al., 1996).
Algunos aislamientos de Fusarium solani también hidro-
lizan a-tomatina para producir la aglicona y la licotetrao-
sa, pero esta enzima difiere de la de F. oxysporum f. sp.
lycopersici en la masa molecular y en las propiedades in-
munolodgicas (Lairini et al., 1998; Morrissey et al., 1999).

Tomatinasas de otros patdgenos de tomate

Botrytis cinerea es un hongo necrotréfo que infecta un
amplio rango de huéspedes, entre ellos las hojas de to-

FIGURA 6. Infeccién de plantas de tomate por una cepa de Fusarium

oxysporum f. sp. batatas marcada con GUS. El hongo fue transformado
con el gen reportero de la B-glucuronidasa (GUS). Las raices que debian
ser observadas bajo el microscopio de luz fueron transferidas a una solu-
cién 1 mM de X-Glu por una hora. (A) Crecimiento del hongo en la zona
de elongacién de la raiz y (B) en la parte media de la raiz (Ito et al., 2005).
Reproduccién tomada de Ito et al, 2005.
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mate. Se han descrito dos mecanismos de degradacién
de a-tomatina por diferentes cepas de B. cinerea, uno de
ellos es la liberacién completa de la cadena de aztcar
licotetraosa del carbono-3 de la aglicona (Morrissey et
al., 1999). Un segundo mecanismo es la hidrélisis de la
molécula terminal D-xilosa de «-tomatina para producir
Bl-tomatina (Quidde et al., 1998). Una xilosidasa de B.
cinerea que hidroliza e-tomatina ha sido purificada, sin
embargo, el gen que codifica para la enzima no ha sido
clonado (Morrissey et al., 1999).

Aunque Gibberella pulicaris es raramente aislada de plan-
tas de tomate, este hongo también es capaz de hidrolizar
la cadena de azticares licotetraosa de a-tomatina para dar
la aglicona tomatidina. El gen de la tomatinasa de G. pu-
licaris ha sido aislado a partir de una libreria genémica
en Aspergillus nidulans y luego probada por su habilidad
para metabolizar a-tomatina. El andlisis de la secuencia
de ADN indican que el producto previsible del gen esta
estrechamente relacionada a las xilanasas (Morrissey et
al., 1999).

Otros microorganismos diferentes a los hongos también
metabolizan la saponina a-tomatina, por ejemplo, los ac-
tinomicetos Clavibacter michiganense susp. michiganense
y Streptomyces scabies (fig. 4) (Kaup et al., 2005; Seipke et
al., 2008). Kaup y colaboradores (2005) clonaron el gen
de la tomatinasa del patégeno del tomate C. michiganen-
se susp. michiganense, el cual codifica para una tomati-
nasa que hidroliza la cadena de aztcares de a-tomatina
para producir tomatidina, mutantes de la tomatinasa no
estin comprometidos en la virulencia del actinomiceto
en tomates (Kaup et al., 2005).

Ha de sefialarse, no obstante, un hecho curioso: S. sca-
bies es un patogeno de papa pero no de tomate, lo que re-
vela que la funcion de la tomatinasa en este actinomice-
to no ha sido comprendida. Analisis del ADN genémico
mostré que el actinomiceto posee secuencias que son
58% y 60% idénticas a las tomatinasas de F. oxysporum
f-sp. lycopersici'y C. michiganense susp. michiganense, res-
pectivamente. El gen de la tomatinasa se ha expresado
en la bacteria E. coli y la proteina recombinante hidro-
liza a-tomatina para producir la aglicona tomatidina y
la licotetraosa. Esta enzima recombinante es altamen-
te especifica hacia e-tomatina, con un Km de 0,65 mM,
en comparacion con la tomatinasa de F. oxysporum f. sp.
lycopersici cuyo Km es de 1,1 mM. La tomatinasa de este
actinomiceto no tiene actividad xilosidasa y no hidroliza
las saponinas de la papa a-chaconina y «-solanina. Esta
tomatinasa no parece ser inducida por «-tomatina y el
anilisis del promotor del gen indica que el promotor es
idéntico a los promotores de resistencia a antibiéticos de

estreptomicetos.

Ensayos in vitro muestran que «-tomatina inhibe el
crecimiento del micelio aéreo de S. scabies, pero no al
micelio vegetativo. Es oportuno anotar que estos actino-
micetos son sensibles a a-tomatina, pero no producen
esteroles. El andlisis de las secuencias genémicas de los
dos actinomicetos no revelan la presencia de genes in-
volucrados en la biosintesis de esteroles, lo que indica
que a-tomatina interactiia con otra molécula blanco que
es critica para el crecimiento normal de estas bacterias.
El analisis de las secuencia genémica de S. scabies reveld
un grupo de genes putativos a los hopanoides, los cuales
tienen una funcién aniloga a los esteroles y tienen es-
tructuras similares, por lo que podrian ser blancos para
la a-tomatina (Seipke et al., 2008).

Detoxificacion de las saponinas de la papa

Las principales saponinas en la papa doméstica (Sola-
num tuberosum) son a-solanina y a-chaconina, las dos
son glicoalcaloides esteroidales y comparten la misma
aglicona solanidina (Friedman, 2006). Muchos de los
estudios en las saponinas de papa se han llevado a cabo
porque a concentraciones adecuadas los glicoalcaloides
a-solanina y a-chaconina tienen una efecto toxico en los
humanos, el contenido de estos glicoalcaloides en tu-
bérculos para consumo humano no debe ser mayor a
0,2 mg/g de peso fresco. Es por esto que muchos de
los esfuerzos se centran en tener condiciones 6ptimas
de almacenamiento y en encontrar mecanismos que
disminuyan la concentracién de estos compuestos en
los tubérculos (Bacigalupo et al., 2004; Friedman, 2006;
Korpan et al., 2004; Korpan et al., 2002; Krits et al., 2007;
Lachman et al., 2001; Nema et al., 2008). a—Solanina y
a-chaconina son producidas en todos los tejidos de la
planta de papa, en los tubérculos se encuentran princi-
palmente en la epidermis, con altos niveles en los bro-
tes; no obstante al pelar los tubérculos se remueven casi
todas las saponinas (Friedman, 2006).

En a-solanina la cadena de aziicares que estd unida al
grupo hidroxilo del carbono-3 de la aglicona solani-
dina es a-L-ramnopiranosil-(1-2)-B-D-glucopiranosil-
(1-3)-B-galactopiranosa-(13), y es llamada B-solatriosa,
mientras que la cadena de a-chaconina es llamada
B-chacotriosa y estd formada por a-L-ramnopiranosil-
(1»2)-a-L-ramnopiranosil-(1+3)-B-D-glucopiranosa. Estas
saponinas son generadas a partir de colesterol a través
de la ruta biosintética de los terpenoides. Estudios sobre
su biosintesis han indicado que (I) la biosintesis gene-
ralmente comienza durante la germinacion y alcanza su
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pico maximo durante el periodo de floracion, (II) glico-
siltransferasas catalizan la glicosilacién de la aglicona
solanidina para formar los glicésidos finales, (III) los
glicoalcaloides producidos en los tubérculos y raices no
son transportados a las partes aéreas de la planta, (IV)
la degradacion de ellas también ocurre en la planta, (V)
la luz, el calor y el dafio mecanico inducen la sintesis
de glicoalcaloides en tubérculos cosechados (Friedman,
2006; McCue et al., 2005).

El silenciamiento del gen de la glucosiltransferasa que
genera y-chaconina produjo una planta de papa con bajo
contenido de glicoalcaloides (Friedman, 2006; McCue et
al., 2005). El silenciamiento de otra glicosiltransferasa
en papa gener? algunas lineas con casi inhibicién com-
pleta en la acumulacién de a-solanina. Esta inhibicién
fue compensada en las plantas transformadas con altos
niveles de a-chaconina, niveles que eran similares a los
glicoalcaloides totales de la planta silvestre. La expre-
sion heterdloga del gen de esta glicosiltransferasa gene-
r6 una enzima con actividad glucosiltransferasa y galac-
tosiltransferasa, con una preferencia por UDP-galactosa,
como el aztcar donador. Estos resultados indican que
esta enzima es la responsable in vivo de adicionar UDP-
galactosa a la aglicona solanidina (McCue et al., 2005).
Las dos saponinas de papa muestran una actividad
membranolitica in vitro: a-chaconina es mas toxica que
a-solanina; pero la actividad litica de estas dos es mas
baja en comparacién con la actividad de a-tomatina. Es-
tas dos saponinas, a-solanina y a-chaconina, tienen ac-
tividad sinérgica, y su actividad litica es mayor cuando
se usan en combinacién. Friedman (2006) y Kohara y
colaboradores (2007) han descrito con detalle el efecto
de la a-solanina, la a-chaconina y de otras moléculas
biologicamente activas de papa en animales y humanos
(Friedman, 2006; Kohara et al., 2007).

El hongo Gibberella pulicaris produce pudricion de la
papa durante el almacenamiento del tubérculo y puede
metabolizar los dos glicoalcaloides esteroidales. Una en-
zima que es capaz de hidrolizar la molécula de ramnosa
terminal en la unién «-1,2 de a-chaconina para producir
2-chaconina ha sido purificada a partir de este hongo.
La hidrélisis de cualquiera de las moléculas de ram-
nosa terminales de a-chaconina acaba con la habilidad
de a-chaconina para lisar las membranas, por lo que
representaria un evento de detoxificacién de la saponi-
na. Sin embargo, la importancia de la degradacién de
a-chaconina para la patogenicidad de G. pulicaris en
papa no ha sido determinada por la generaciéon de mu-
tantes sin chaconinasa (Becker et al., 1998; Morrissey et
al., 1999; Weltring et al., 1997).

De los brotes de tubérculos almacenados se ha obtenido
el hongo Plectosphaerella cucumerina, el cual produce una
chaconinasa extracelular que hidroliza la molécula a-L-
ramnosa terminal (1+4) de la a-chaconina para producir
la B1-chaconina. La enzima es altamente especifica para
la a-chaconina, ya que no hidroliza la otra molécula o-L-
ramnosa terminal (1-2) de la saponina, ni la molécula
a-L- ramnosa terminal (1-2) de la a—solanina (Oda et al.,
2002).

Phytophthora infestans es un Oomiceto responsable del
mayor dafio a los cultivos de papa en el planeta. Sin
embargo, no es clara la relacion de este Oomiceto con
las saponinas de papa, debido a que hay reportes con re-
sultados diferentes. Por ejemplo, P. infestans induce acu-
mulaciéon de glicoalcaloides en hojas de papa crecidas
en Rusia, pero no en clones de papa crecidos en Estados
Unidos (Friedman, 2006). Otros estudios encontraron
que P. infestans induce en tubérculos la expresion de la
ciclasa sesquiterpeno y la sintasa escualeno, enzimas
presentes en la ruta biosintética para la produccién de
saponinas y las fitoalexinas rishitina y lubimina (Fewell
et al., 1997; Friedman, 2006; Mucharromah et al., 1995;
Yoshioka et al., 1999).

Conclusiones

En las interacciones entre los microorganismos y sus
plantas huéspedes hay sin duda una gran comunicaciéon
a nivel molecular, en el que dialogan, discuten y batallan
al mismo tiempo muchos y variados actores moleculares
de la planta y de los microorganismos. Estos actores mo-
leculares se encargan de reconocerse entre si, de evitar
que el otro lo reconozca, de doblegar las defensas del otro
y de utilizar al otro para su beneficio. Todos los actores
en juego son importantes, ya sea para que la planta de-
tenga el avance de los microorganismos patégenos, para
que los microorganismos vivan en la planta y le paguen
el alquiler a ésta con ayuda, o para que los microorga-
nismos vivan en la planta sin que ella se entere. Hay un
gran numero de evidencias que indican que los metabo-
litos quimicos con actividad antimicrobiana son actores
importantes en las defensas de las plantas; de la misma
forma, en las interacciones planta-microorganismo son
actores importantes los mecanismos de tolerancia en los
microorganismos hacia dichos compuestos quimicos.

Las evidencias presentadas en esta revision fortalecen la
hipétesis de que los microorganismos que habitan en
las plantas deben poseer mecanismos de tolerancia a los
compuestos quimicos antimicrobianos de dichas plan-
tas. La tolerancia es un requisito base en los procesos de
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infeccién compatibles, ya sean deterioras o benéficas y
sintomaticas o no-sintomaticas. Este planteamiento se
basa en que no sélo los hongos fitopatégenos detoxifi-
can saponinas, sino también hongos endéfitos (Amaral
et al., 2008; Murgu et al., 2008), hongos descomponedo-
res de biomasa vegetal (Collins et al., 2007) y bacterias
fitopatogenas (Kaup et al., 2005; Seipke et al., 2008). Los
reportes de que las bacterias son capaces de hidrolizar
saponinas abren una nueva ventana para entender su
modo de accién, ya que por muchos afios se ha creido
que las saponinas permeabilizan las membranas celu-
lares porque forman complejos con los esteroles de las
membranas (Baumann et al., 2000; Roddick, 1975). Ya
que las bacterias no poseen esteroles, ni son conocidas
secuencias genéticas para la biosintesis de ellos en pro-
cariotes, surge un nuevo campo de estudio sobre los mo-
dos de accion de las saponinas en los procariotes y para
encontrar otros mecanismos de accién antimicrobiana
para las saponinas. Recientemente, Ito y colaboradores
(2007) mostraron que la saponina tomatina no induce
lisis celular en cepas del hongo F. oxysporum, sino que
la saponina induce muerte celular programada (Ito et al.,
2007).

La importancia de la detoxificacién de saponinas ha
sido demostrada con la avenacinasa de G. graminis var.
avenae, ya que mutantes de este hongo que no poseen
la enzima son incapaces de infectar las raices de avena
(Bowyer et al., 1995; Carter et al., 1999; Morrissey et al.,
1999), y aunque en los hongos S. lycopersici y F. oxys-
porum f.sp. lycopersici las tomatinasas no son esenciales
para la patogenicidad de tomates (Martin-Hernandez et
al., 2000; Pareja-Jaime et al., 2008), estas enzimas si son
importantes para la completa virulencia de los hongos
en la planta. Los mutantes de tomatinasas de estos dos
hongos pudieran no ser afectados en su patogenicidad,
porque ellos podrian poseer diferentes mecanismos de
tolerancia a la saponina tomatina, y esto quedd eviden-
ciado en F. oxysporum f. sp. lycopersici, el cual posee se-
cuencias génicas para cinco tomatinasas diferentes (Pa-
reja-Jaime et al., 2008). Por otro lado, las tomatinasas de
estos dos hongos (S. lycopersici'y F. oxysporum f. sp. lyco-
persici) tienen un segundo papel en la interaccion con
tomates; ademas de detoxificar la saponina tomatina, los
productos de estas enzimas suprimen las defensas de
las plantas (Bouarab et al., 2002; Ito et al., 2004; Martin-
Hernandez et al., 2000).

Finalmente, aunque hay un mayor entendimiento del
papel de los compuestos quimicos en las defensas de
las plantas, atin son innumerables las incégnitas; por
ejemplo, ¢por qué y como un compuesto que es inter-

mediario de una ruta biosintética puede suprimir las
defensas de la misma planta? ;Cémo evolucionaron los
compuestos quimicos antimicrobianos de las plantas y
las enzimas microbianas que los detoxifican? ;Qué otros
mecanismos de tolerancia a los antimicrobianos de las
plantas estin presentes en microorganismos eucariotes
y procariotes?
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