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ABSTRACT. The arbuscular mycorrhizal fungi and elicitor
have been many used with diverse objectives in modern
agriculture. Systemin is a polypeptide hormone with many
possibilities like elicitor of answers of defense in Solanaceas.
Thus its application with the AMF, would allow increasing
the effects in the protection against diverse pathogens. An
experiment was made in which the possible participation
of the systemin in the establishment of the mycorrhiza and
the induction of defense response in pre-symbiotic stages
was evaluated. The exogenous application of systemin in
the roots produce the local and systemic induction of B-1,3-
glucanase and chitinase in early stages. A synergic effect
between systemin and AMF (F mosseae) on the activity
of B-1,3-glucanases in root from the first later hour the
application was observed. F. mosseae produce the induction
to these enzymes in root, at 24 hour the inoculation.
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RESUMEN. Los hongos micorricicos arbusculares
y los elicitores han sido ampliamente utilizados en la
agricultura moderna con diversos objetivos. La sistemina
constituye una de las hormonas polipeptidicas con amplias
posibilidades como elicitor de respuestas de defensa en
Solanaceas. Su aplicacion de forma conjunta con los
hongos micorricicos arbusculares, permitiria incrementar
los efectos en la proteccion contra patdgenos diversos. Para
determinar la participacion de la sistemina en el proceso
de establecimiento de los HMA en los estadios tempranos
de la simbiosis micorricica arbuscular y su influencia en la
induccion de respuestas de defensa en tomate se realizo un
experimento en fase presimbiotica. La sistemina aplicada
en las raices produce la induccién rapida de las B-1,3-
glucanasas y quitinasas en etapas tempranas, de forma
local y sistémica. Se observo un efecto sinérgico entre la
sistemina y del HMA (F. mosseae), sobre la actividad de las
B-1,3-glucanasas en raiz, desde la primera hora posterior a
la aplicacion de ambos. F. mosseae produjo la induccion de
estas enzimas en raiz, a las 24 hora posterior a su inoculacion.

Palabras clave: enzimas pectinoliticas, Mycorrhizae,
respuesta de defensa

INTRODUCCION

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA)
pertenecen al phylum Glomeromycota, los que
constituyen uno de los microorganismo del suelo
de mayor importancia (1). Durante el proceso de
establecimiento y desarrollo de la simbiosis entre los
HMAYy las plantas se produce la induccién de respuesta
de resistencia con la induccion de proteinas diversas
relacionadas con la patogenicidad (PRs), entre las que se
reportan las $-1,3-glucanasas (GLN), quitinasas (QUI), y
enzimas relacionadas con los procesos oxidativos (2,3).
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La induccidon de estos mecanismos en etapas
tempranas del establecimiento de la asociacion
micorricica ha recibido especial atencién debido a su
posible implicacién en la regulacion de la simbiosis, asi
como en la proteccién de las plantas contra el ataque
de patdgenos (4).

La sistemina (S) fue la primera hormona peptidica
identificada en plantas, la cual induce respuestas de
defensa en Solanaceas ante la afectacién por insectos
y dafio mecanico (5). Recientemente, se ha vinculado
con la disminucién de la incidencia de patégenos
necrotréficos de origen fungico (6), con la expresion
significativa de genes que codifican para componentes
claves del sistema de sefalizacion de la defensa
sistémica inducida (7). Posterior al reconocimiento
de la sistemina en superficie celular por el receptor,
se activa un cascada de sefiales que involucra la
acumulacion transciente de acido jasmoénico (AJ)
y como consecuencia, la expresion de genes
relacionados con las respuestas de defensa (6,8). Entre
las proteinas que se inducen se encuentran las llamadas
Proteinas de Respuesta Sistémicas al Dafo (9),
las cuales incluyen varias proteinas asociadas a las
vias de sefializacion y otras similares a las inducidas
por insectos y herbivoros (10). Estudios previos han
demostrado la induccion por la sistemina de Proteinas
Relacionadas con la Patogénesis (PRs) (11,12).

Estudios recientes dirigidos a analizar el posible
papel de la sistemina en la modulacién local y/o
sistémica de la asociacién micorricica indican que la
aplicacion en plantas de tomate micorrizadas induce
la acumulacion de B-1,3-glucanasas y quitinasas (12).

Con el objetivo de poder dilucidar la posible
interconexion de las vias de sefalizacion inducida
por la sistemina y los HMA, se evalué el patrén de
la actividad de proteinas PRs inducidas por esta
interaccion, en la fase presimbidtica.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL Y APLICACION
DE LOS PRODUCTOS

Se emplearon plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) del cultivar "‘Amalia” (13).
Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con
hipoclorito de sodio comercial al 10 % durante 10 min,
seguido de tres lavados con agua destilada (H,O d)
estéril, posteriores a los cuales se procedié a su
siembra. El sustrato estuvo conformado por una
mezcla de suelo ferralitico rojo lixiviado tipico y humus
de lombriz en relacion 1:1 (v:v), estéril (Tabla I). Las
plantas se desarrollaron en camara de crecimiento,
en condiciones controladas, con fotoperiodo de 8 h
de oscuridad a 16 °C y 16 h de luz a 28 °C.
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Se selecciond la especie de HMA Funneliformis
mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) (14) (Fm), procedente
del cepario del Laboratorio de Micorrizas del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA).

Tabla l. Caracteristicas fisico-quimicas del sustrato
conformado por la mezcla de suelo
Ferralitico Rojo Lixiviado tipico y humus
de lombriz en relacion 1:1 (v:v)

K+ Ca*» Mg* P Materia pH
(cmol kg) (mg mL") Orgéanica (%) (H,0)
031 255 90 160,0 14,7 7.1

Métodos de andlisis: pH(Hzo), materiaorganica (Wakley-Black), P (Oniani,
H,SO, IN), Ky demas cationes cambiables, Maslova (NH,Ac pH 7),
la CCB por suma de las bases (15)

Se emplearon bandejas de 120 pocillos de 10 mL
de capacidad cada uno, donde se sembr6 una semilla
desinfectada en cada uno. A los 21 dias posteriores a
la emergencia, se procedié a la inoculacion del hongo
micorrizogeno y a la aplicacion de la sistemina en el
sustrato, de forma independiente y combinada, segun
el disefio de los tratamientos. El HMA se preparé
en una suspension liquida con una concentracion
de 20 esporas mL", de la cual se afiadi6 1 mL por planta en
el sustrato, en los tratamientos micorrizados y la sistemina
sintética de tomate (Laboratorios BQ SOS, de México) fue
adicionada al sustrato (1 mL por planta a 44,06 nmol) (12),
en los tratamientos correspondientes. En el tratamiento
control se adicioné agua destilada (2 mL por planta). Para
los muestreos se siguié una dinamica durante las 48 horas
posterior a la inoculacion (hpi): 1,2, 4, 8, 12,18, 24 y 48 hpi.

En los momentos de muestreos las plantas fueron
lavadas y separadas por 6rganos, dividiéndose las
raices en dos grupos. Una porcion se empled para la
determinacion de las actividades enzimaticas, la cual fue
congelada en nitrégeno liquido y conservada a -70 °C,
mientras que la otra se seco en estufa a 70 °C para
la determinacion del establecimiento de la simbiosis
micorricica (colonizacién).

COLONIZACION MICORRICICA

Para cuantificar la colonizacion micorricica, las
raices secas a 70° C se digirieron con KOH, para luego
tefiirse con azul de tripano. Se evalud el porcentaje
de colonizacion micorricica (%C) y la intensidad de la
colonizacion segun el método de los interceptos (%l) (12).

ENsAYo ENzIMATICO

La extraccion de proteina y las determinaciones
enzimaticas se realizaron segun la metodologia
descrita por Noval y colaboradores (12). A los
extractos se les determind la concentracion de proteina
mediante el método de Bradford (16), empleando
el kit comercial (Bio-Rad Laboratories, USA).
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Se realiz6 la determinacién de las actividades
enzimaticas in vitro en las raices y en las hojas de las
plantas de tomate. Para la cuantificacion de la actividad
B-1,3-glucanasa (GLN; EC- 3.2.1.39) se utilizb laminarina
como sustrato y se ley6 la absorbancia a 450 nm
en un lector de microplacas SUMA, PR 521. Para la
actividad quitinasa (QUI; EC- 3.2.1.14) se us6 como
sustrato la quitina coloidal preparada a partir de quitina
grado reactivo (Fluka) y la absorbancia se leyd a 585 nm
en el espectrofotdémetro (12). Todas las actividades
enzimaticas fueron transformadas a microkatales
(uKat) y nanokatales (Kat) por miligramos de
proteinas, segun fue necesario (17). Las lecturas de
la absorbancia en los diferentes métodos empleados
se realizaron en un espectrofotometro, Ultrospec
Plus Spectrophotometer, Pharmacia LKB. Todos los
sustratos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Chemical
(St. Louis, MO, USA).

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El experimento se desarrollé siguiendo un disefio
completamente aleatorizado con tres repeticiones,
conformadas cada una por 10 plantas, en cada
momento de muestreo. Los datos fueron procesados
estadisticamente segun el analisis de varianza de
clasificacion simple, comparandose las medias
mediante los intervalos de confianza con un grado de
significacion de 95 %. El experimento se repitio tres
veces en el tiempo, de los cuales se seleccioné uno
representativo. Todas las comparaciones se realizaron
segun el paquete estadistico STATGRAPHIC Plus
Versiéon 5.1 (18). Los porcentajes de incrementos se
calcularon comparando los tratamientos con el control
correspondiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

DINAMICA DEL ESTABLECIMIENTO DE LA SIMBIOSIS

Para monitorear el establecimiento de la simbiosis
micorricica arbuscular se evaluo el porcentaje (% C) e
intensidad (% I) de la colonizacion en las raices de las
plantas en estudio (Tabla II). En las primeras 18 hpi
no se detectd la presencia de estructuras fungicas
en las raices (datos no mostrados), las que fueron
observadas a partir de las 24 hpi, momento en el
cual los tratamientos inoculados mostraron similitud
estadisticamente en ambos indicadores. A las 48 hpi
los tratamientos mostraron diferencias estadisticas,
tanto en el porcentaje de colonizacién como en la
intensidad.

En la variante donde se realiz6 la aplicaciéon
combinada del HMAYy del elicitor se alcanzaron niveles
del establecimiento de la micorrizacion inferiores a
los observados en las plantas donde solo se inoculd
F. mosseae. Esta respuesta puede deberse a que en
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las raices de las plantas donde se aplicaron ambos
productos se produce la ocurrencia de dos eventos, la
induccion de respuestas rapidas por la sistemina (9,11)
y el estrés producido por los procesos de penetracion y
diseminacion del micelio del hongo en las raices (19-21),
procesos que han sido documentados en la literatura,
pero de forma independiente.

Tabla Il. Porcentaje de colonizaciéon micorricica
arbuscular (%C) y de intensidad
de la colonizacién (%l) de las plantas
inoculadas a los 24 y 48 dias posteriores
a la emergencia (dpe)

% Colonizacion % Intensidad

T.ratamlentos 24 48 24 48
inoculados

hpi
Fm 2 a 3,75 a 0,03 a 0,17 a
Fm/S 1,5 a 225 b 0,02 a 003 b
Esx 0,35 0,25 0,01 0,03

Medias con letras comunes no difieren significativamente segun
el Procedimiento de Tukey (HSD) (p<0,05) (22)

Fm: Funneliformis mosseae; FmIS: Funneliformis mosseae +
sistemina

En ambos indicadores se observaron niveles bajos
(1,5-3,75 %C y 0,023-0,16 %l), lo cual indica que se
encontraba en las primeras fases del establecimiento
del micelio de £ mosseae en las raices. A pesar
de ello, la evaluacién de la colonizacién en etapas
tempranas permitié detectar los momentos iniciales
del establecimiento de la simbiosis, los que ocurrieron
entre las 24 y 48 horas.

PATRON DE ACTIVIDAD DE ENZIMAS RELACIONADAS
CON DEFENSA:. GLUCANASAS Y QUITINASAS

Los patrones de actividad de las enzimas GLN
en las raices de las plantas de tomate inoculadas con
F. mosseae de forma independiente (Fm) mostraron
niveles de actividad similares o inferiores a las obtenidas
en el tratamiento control en las primeras 18 hpi
(nivel basal), con diferencias significativas entre ellos
(Figura 1A). A partir de las 24 horas se produjo un
incremento gradual que alcanzé un pico significativo
a las 48 hpi (98,05 y 199,08 uKat mg' proteina), con
incrementos de 60,44 % y 558,85 %, respectivamente.

Con relacion a la actividad QUI se observo que en
las plantas micorrizadas de forma independiente (Fm)
se produjo la disminucion de la actividad de esta enzima
hasta las 12 horas, con relacion a los niveles alcanzados
por el control, con los cuales mostraron diferencias
significativas (Figura 1B). A las 24 horas se produjo
un incremento transciente (1,95 nKat mg™ proteina),
que difirid estadisticamente con las demas variantes
estudiadas.
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(A) B-1,3-glucanasa (GLN) y (B) quitinasa (QUI). La actividad GLN y QUI fue analizada en muestras de raices (n=10). Control (C) (barras
blancas), sistemina (S) (barras negras), Funneliformis mosseae (Fm) (barras inclinada izquierda) y F. mosseae mas sistemina (Fm/S)
(barras inclinada derecha). Los datos muestran la determinacion de la actividad enzimatica por triplicado + SE en los extractos radicales
correspondientes a experimentos representativos replicados tres veces con resultados similares. Las barras verticales indican los intervalos

de confianza para cada media (p<0,05)

Figura 1. Actividad enzimatica en raices de plantas de tomate evaluadas a 1-48 horas posterior a la
inoculacion (hpi) inducidas por la aplicacion de HMA y/o sistemina

Se ha encontrado que en las plantas micorrizadas
se produce la regulacion de la expresién de las
quitinasas, y se ha propuesto un modelo especulativo
de los mecanismos de supresién de la expresion
constitutiva de esta enzima (tratamiento control),
inducidos por las MA en estadios tempranos (23).
En el mismo se observa que en estadios tardios se
produce la acumulacion de quitinasas especificas
inducidas exclusivamente por la micorrizacion. Este
mecanismo podria explicar el proceso de regulacion
de la diseminacién del HMA en la raiz.

La aplicacion exdgena de la sistemina, de forma
independiente indujo la actividad GLN a las ocho,
18 y 48 horas, siendo significativo los niveles alcanzados
a los ocho horas (166,33 pyKat mg™' proteina),
correspondientes a 123,85 % de incrementos. Conrelacion
a la actividad QUI se produjo una induccién temprana
desde los primeros momentos de evaluacién, 1y 2 hpi
(1,07 y 1,64 38 nKat mg™ proteina), correspondientes
a 103,97 y 251,75 % de incrementos, respectivamente.
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Se produjo un segundo incremento a las ocho horas
(2,38 nKat mg™ proteina), que mostré el mayor nivel
alcanzado en el experimento, con 133,96 % de
incrementos y diferencias significativas con todas las
variantes estudiadas. La induccion de las GLN y QUI
producida por la sistemina per se, en las primeras
horas posteriores a su aplicacién en las raices,
sugiere, que en las raices de las plantas de tomate
deben existir receptores de la sistemina, donde
participe la proteina SR-160 u otra similar, que actue
como sefial primaria, de forma similar a como ha sido
demostrado en hoja (24).

Se observo un efecto sinérgico con la aplicacion
conjunta de Fm y de la sistemina, con niveles
importantes de la actividad de las GLN alas 1y 2 hpi
(163,16y 196,53 uKatmg' proteinacon 223,31y 258,37 %
de incremento con relacion a los tratamientos donde
se aplicaron de forma independiente) y a las 48 hpi
con 269,22 yKat mg™' proteina y un incremento
significativo de 790,99 % con relacién al control.
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Con relacion a la actividad QUI se observd un
efecto inhibitorio en las plantas inoculadas con Fm,
el cual fue superado durante las etapas tempranas
(1-8 hpi) al ser combinado con la aplicacion de la
sistemina (Fm/S). No se observd un efecto sinérgico
entre Fmy la sistemina sobre la actividad de esta enzima.

Al analizar la cuantificacion de la actividad de las
GLNy QUI en hojas se observé que se alcanzaron niveles
mas bajos que los obtenidos en las raices (Figura 2).
En este érgano también se encontré la presencia de un
nivel basal de las GLN dado por el tratamiento control, con
valores promedio de 38,26 uKat mg™ proteina (Figura 2A),
el cual no fue modificado por la inoculaciéon del HMA
cuando se aplicd de forma independiente (Fm). De igual
forma, se encontrd la presencia de niveles basales de la
enzima QUI (control), los que fueron superados por los
tratamientos, en la mayoria de los tiempos en que se
realizo la evaluacion (Figura 2B). La inoculaciéon con Fm,
de forma independiente indujo incrementos de la actividad
de estaenzimaalas cuatroy ocho hpi (0,98 y 1,2 nKat mg”'
proteina) con incrementos de 304,47 y 374,79 %,
respectivamente; sin embargo, en el resto de los
momentos evaluados, esta variante no superé al control.

La aplicacion de la sistemina de forma exdgena
produjo una induccién significativa de la actividad GLN
a las ocho hpi, con un segundo pico, mas discreto,
a las 18 hpi (93,37 y 54,35 yKat mg™' proteina), los
cuales mostraron incrementos de 175,87 y 62,30 %,
respectivamente. Con relacién a las QUI la induccion se
observd alas cuatro hpi, la que fue mantenida en el tiempo
(8 y 12 hpi), con valores de 0,99, 1,58 y 1,14 nKat mg™
proteina e incrementos de 310,09; 522,77 y 234,71 %,
respectivamente. Posteriormente, durante las 24 y 48 hpi
se produjo una segunda induccién de menor magnitud
a la observada con anterioridad (0,91 y 0,51 nKat mg”'
proteina), momento en los cuales se alcanzaron los
niveles basales mas bajos.

De forma similar a lo obtenido en la raiz en
hoja se observé también un efecto sinérgico entre
el HMA y el elicitor (Fm/S) sobre la actividad GLN
en estadios tempranos (1 hpi) que alcanzé niveles
de 58,22 yKat mg™ proteina, el cual fue mas
significativo a las 24 hpi, con 89,63 uKat mg™ proteina
y 89,46 % de incremento; sin embargo, con relacién a
las QUI no se observé un efecto sinérgico en ninguno
de los momentos evaluados.
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(A) B-1,3-glucanasa (GLN) y (B) quitinasa (QUI). La actividad GLN y QUI fue analizada en muestras de raices (n=10). Control (C) (barras blancas),
sistemina (S) (barras negras), Funneliformis mosseae (Fm) (barras inclinada izquierda) y F. mosseae mas sistemina (Fm/S) (barras inclinada derecha).
Los datos muestran la determinacion de la actividad enzimatica por triplicado + SE en los extractos radicales correspondientes a experimentos
representativos replicados tres veces con resultados similares. Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0,05)

Figura 2. Actividad enzimatica en hojas de plantas de tomate evaluadas a 1-48 horas posterior a la inoculacién
(hpi) inducidas por la aplicacién de HMA y/o sistemina
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En las plantas micorrizadas se produjo la induccién
de las GLU solo a partir de las 24 hpi con un maximo
de actividad a las 48 hpi, mientras que las QUI solo
mostraron niveles superiores al control a las 24 hpi.
En esta fase ocurre el reconocimiento entre los
simbiontes, con la activacion de una serie de cascadas
de sefales, resultantes en la produccion de hormonas
relacionadas con defensa (25-27). Se ha planteado que
los estadios iniciales de la colonizacion radical por los
HMA son acompariados por la induccion transciente de
las defensas de la planta seguida por la supresion en
estadios tardios de la interaccién (4,28,29).

A pesar de que las 24 y 48 hpi fueron los
momentos de evaluacion finales del experimento,
estos corresponden a fases tempranas del proceso
de establecimiento de la simbiosis MA como lo
demostraron los niveles de colonizacion e intensidad
alcanzados en los mismos (Tabla II).

Estudios previos han demostrado que la aplicacién
de forma exdgena de la sistemina en las raices induce
respuestas de defensa a nivel local y sistémico (12) y la
acumulacion de Proteinas de Respuesta Sistémicas al
Dafio (SWRPs) (9). En el presente trabajo se corrobora
el caracter de la sistemina de induccién de respuestas
rapidas, el que fue mas marcado sobre la actividad
QUI con incrementos desde las primeras horas de
evaluacioén (1 y 2 hpi), mostrando a las 8 hpi el nivel
mas elevado de todo los tratamientos en estudio.
Para las GLU la respuesta fue mas tardia mostrando
incrementos solo a las 8 hpi, con un segundo momento
de induccion a las 18 y 48 hpi pero de intensidad menor.

La mayoria de los estudios realizados con la
sistemina centran su atencién en la deteccién de genes
que se expresan por dafio mecanico o por el ataque de
insectos herbivoros (7,9) y monitorean los inhibidores
de proteasa, asi como otras proteinas inducidas por el
acido jasmonico (30). En estudios de la acumulacion
de RNAm de diferentes proteinas inducidas por la
aplicacion de la sistemina en tomate se ha encontrado
que la deteccion de los inhibidores de proteasas
ocurre a las dos horas posteriores al tratamiento
con el elicitor, sin embargo, una lipoxigenasa y las
especies activas de oxigeno fueron expresadas en los
primeros 30 minutos post-induccion (31).

El sinergismo observado en fases muy tempranas
con la aplicacién de Fm y de la sistemina sobre la
actividad GLU, manifiesta la posible accién conjunta
de componentes de las via de traduccion de sefales
del elicitor y de las respuestas activadas durante
la simbiosis micorricica en la fase presimbidtica,
correspondiente a procesos de sefalizaciéon y
comienzo de la formacion de los apresorios.

Se conoce que luego de larecepcion de la sistemina
se activa una serie de reacciones donde se produce la
entradade calcio, laactivacién delaactividad delas MAPK,
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la produccién de especies activas de oxigeno,
el incremento de la actividad de la enzima ATPasaH",
con la consecuente hiperpolarizaciéon de la membrana,
la acumulacién de hormonas como el acido jasmonico
y la acumulacion de sefiales secundarias como las
oxilipinas (32).

Diferentes autores han informado sobre elementos
que constituyen sefiales secundarias o inductores
de respuestas de defensa durante el proceso de
micorrizacion. De esta forma se ha observado que en
plantas micorrizadas se produce de forma tempranala
expresion de quinasas, unas de ellas dependiente de
cadmodulinay Ca (CCaMKs) (26,33), y de elementos
del proceso de sefalizacién como los receptores de la
simbiosis (SYMRK), los cuales son requeridos como
sefial primaria del proceso de micorrizacién (34).

Varios de estos componentes son comunes a las
vias de transduccion de sefales inducidas tanto por
los HMA, como por la sistemina, los que constituyen
elementos importantes de la ruta de sefalizacion
que conducen a la acumulacion del acido jasmoénico
(6,26,27,35) y de esta forma a la induccion de
respuestas de defensa, entre las que se encuentran
las proteinas PRs.

Con relacién a la actividad de las QUI, al parecer, la
respuesta observada en el tratamiento donde se aplico
de forma conjunta Fmy la sistemina no es producto de
un efecto sinérgico. En los momentos evaluados entre 1
y 8 hpi se observo el mismo patron de comportamiento
al encontrado con la aplicacion del elicitor de forma
independiente, mientras que la respuesta observada a
las 24 hpi, al parecer, es debido al efecto del HMA ya
muestra niveles similares al obtenido por este, cuando
se aplico de independiente (Fm), momento en el cual
la sistemina alcanzo6 niveles bajos.

CONCLUSION

Los resultados sugieren un importante papel de la
sistemina en su interaccién con la simbiosis micorricica
arbuscular, al modular de forma temprana y transciente
las respuestas de defensa durante el proceso de
establecimiento de la micorrizacion, potenciando la
accion de los HMA, el cual se refleja en la induccion
de las proteinas PR. La sistemina per se produce la
induccion rapida de las 3-1,3-glucanasas y quitinasas
en las primeras horas posteriores a su aplicacion
en las raices. Se obtuvo un efecto sinérgico de esta
hormona polipeptidica con el HMA (F. mosseae) sobre
la induccion de B-1,3-glucanasa y quitinasa, desde
etapas tempranas en raiz (1 hpi), mientras que en hoja
fue mas tardio. F. mosseae solo produjo la induccién
de estas enzimas en raiz, en estadios tardios.
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