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RESUMEN

El genoma de soja (Glycine max (L.) Merr.) incluye sistemas de defensa latentes
contra el ataque patogénico que pueden ser activados por moléculas inductoras. Las
respuestas defensivas se inician con la exposicion de la planta a microorganismos
virulentos, avirulentos o de forma artificial, frente a ciertos compuestos quimicos. En este
trabajo se evalud el potencial inductor de quitosano y oligoglucosamina (OGA). La
solubilidad en agua del biopolimero disminuye significativamente por encima de pH 6, por
lo cual se sintetizd6 OGA, mezcla de pentameros y hexameros, libremente soluble. El efecto
inductor fue evaluado a través del contenido total de fitoalexinas y nivel de actividad de
fosfolipasa A2 (PLA2) como parametros indicadores. Las semillas de soja fueron
embebidas en la solucién de inductores, luego sembradas en sustrato estéril y mantenidas
bajo condiciones controladas. Se determind la concentracion total de fitoalexinas en
extractos de infiltrados de hojas, mediante espectrofotometria UV de segunda derivada. La
actividad lipolitica PLA2 en semillas se determiné aplicando un método espectro-
fotométrico continuo para el seguimiento de la hidrolisis de fosfolipidos catalizada por la
enzima. El tratamiento con quitosano increment el contenido de fitoalexina en hojas en un
39 %, mientras que la aplicacion de OGA produjo un aumento 41 veces superior. Se
obtuvieron aumentos de actividad PLA2 de 45 % en semillas y 70 % en semillas
pregerminadas inoculadas con el biopolimero. En cuanto a actividad enzimatica PLA2, se
registré aumento del 23 % en semillas y del 200 % en semillas pregerminadas tratadas con
solucién OGA. Los aumentos alcanzados en niveles de fitoalexinas y de activacion de
PLAZ2 indican que el biopolimero quitosano y especialmente, derivados OGA grado de

polimerizacion 5-6 son efectivos en la induccion de resistencia en soja.
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ABSTRACT

Soybean (Glycine max (L.) Merr.) genome includes latent defense systems against
pathogen attack which could be activated by inductor molecules. The defensive responses
start when plants are exposed to virulent or non virulent microorganisms or artificially,
against certain chemical compounds. In this work, it was evaluated the inductor potential
of chitosan polymer and oligo-glucosamine (OGA). The aqueous solubility of the polymer
decrease significantly above pH 6, therefore OGA, a mixture of freely soluble pentamers
and hexamers was synthesized. The inductor effect was evaluated through the phytoalexin
content and the phospholipase A2 (PLA2) activity level as inductor parameters. Soybean
seeds were imbibed with inductor solutions, sowed in sterile substrate and maintained
under controlled conditions. The total phytoalexin content was determined in extracts of
leave infiltrates applying second derivative ultraviolet spectrophotometry. The lipolytic
PLA2 activity in seeds was determined by a continuous spectrophotometric method.
Chitosan treatment increased 39 per cent the phytoalexin content in leaves, while the
application of oligoglucosamine lead to an increase of 41 folds. It was registered PLA2
activity increases of 45 per cent in seeds and 70 per cent in pregerminated seeds inoculated
with the biopolymer. The PLA2 activity was enhanced 23 per cent in seeds and 200 per
cent in pregerminated seeds treated with OGA. The increase in phytoalexin content and
PLA2 activity level shows that chitosan biopolymer, and specially oligo-glucosamine
derivatives of 5-6 polimerization degree, are effective as soybean resistance inductors.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

En Argentina, el fuerte incremento en la superficie sembrada con soja (Glycine
max) ha transformado a esta oleaginosa vulnerable al ataque de microorganismos
patdgenos. Las condiciones climéticas y edaficas influyen en el desarrollo de diversas
enfermedades, cuya importancia economica varia segun regién, patdgeno, manejo del
cultivo y susceptibilidad del cultivar (Baigorri y Navarro, 2012). Entre otras, se conocen
enfermedades producidas por hongos patdgenos del suelo que pueden permanecer en el
rastrojo de un afio a otro y causar pérdidas de rendimiento y calidad comercial del grano de
soja (Giorda y Baigorri, 1997; Baigorri y Croatto, 2000). Los hongos pueden localizarse
interna o externamente en la semilla. La accion fangica puede disminuir el poder
germinativo y vigor de las semillas (Agrios, 2005), provocando sintomas en plantulas tales
como: necrosis vasculares, podredumbres, manchas, cambios de coloracion y atrofias
diversas. Las alteraciones fisiologicas que sufren las plantas afectadas determinan cambios
en el contenido de biomoléculas: aminoacidos, proteinas y lipidos (Boca et al., 2003). Las
especies de los géneros Phytophthora (Sharma et al., 2004), Phomopsis, Sclerotinia,
Fusarium y Macrophomina (Bressano et al., 2010) constituyen las principales causales de

pérdidas econdmicas en la soja argentina (Baigorri y Croatto, 2000).

Generalmente, para enfrentar esta problematica, se utilizan fungicidas de elevado
impacto ambiental, por lo que la investigacion sobre estimulacion de mecanismos

defensivos en soja adquiere una gran relevancia (C.A.S.A.F.E., 2013).

La base genética vegetal incluye sistemas defensivos latentes contra la invasion
patdgena. Los mecanismos constitutivos de defensa proveen de forma pasiva, resistencia
estructural contra patdgenos. Por otro lado, los procesos defensivos que son inducidos por
compuestos especificos liberados desde el patdgeno o desde el hospedante durante la

infeccion, son caracterizados por numerosas reacciones incluyendo las que llevan a la



activacion de proteinas extracelulares, produccion de compuestos con accion antibidtica y
formacion de barreras fisicas (Amborabé et al., 2008; Badawy and Rabea, 2011). En ese

marco se inscriben los mecanismos inducidos de defensa.

En la interaccion planta-patdgeno, el reconocimiento molecular juega un rol central
(Fig.1.1.) y, si la defensa puede ser previamente activada, la infeccion podra ser controlada
(Edreva, 2004; Newman, 2007).

-9

Receptor \l,

/]\ Reacciones
bioquimicas y
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Figura 1.1. Representacion del reconocimiento
molecular entre el inductor y el receptor.

Las defensas pueden ser estimuladas artificialmente en el hospedante por aplicacién
de sustancias inductoras como glucanos, polisacaridos, lipopolisacéridos y glicoproteinas,
también presentes en la pared celular de hongos patdgenos (Badawy y Rabea, 2011). De
esta manera, la induccion de resistencia mediante agentes quimicos naturales puede
constituir una estrategia de control efectiva, econdmica y sustentable. Existen antecedentes
sobre la utilizacion de sustancias inocuas para el medio ambiente y la salud humana, con el
fin de activar defensas frente a la invasion patogena (Benhamou et al., 1998). Entre los
mas promisorios disparadores se encuentra el quitosano, polimero de glucosamina, el

mayor derivado deacetilado de la quitina que se encuentra en las paredes celulares de



varias clases de hongos. Este indujo resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici en plantas susceptibles de tomate, cuando se aplicd como un pelicula en las
raices, por pulverizacién del follaje, por cobertura de semillas e incorporado al suelo como
enmienda. El pretratamiento con el biopolimero favorecid las respuestas de resistencia de
las plantulas de tomate restringiendo el crecimiento del patégeno hacia los tejidos
exteriores de las raices y disparando reacciones defensivas (Benhamou y Thériault, 1992;
Benhamou et al., 1994).

En principio, la habilidad de inductores para suprimir infecciones virales en plantas
no depende del tipo de agente patdgeno porque el inductor afecta a la planta misma
mediante induccion de resistencia a la infeccion viral. Imitando el contacto de la planta con
un fitopatdgeno, el inductor es capaz de disparar un amplio espectro de reacciones
protectivas en la planta. Dicha proteccién limita la expansion patégena sobre la planta y

genera una resistencia sistémica adquirida (Badawy and Rabea, 2011).

Las plantas responden rdpidamente a una variedad de condiciones de estrés
ambiental y la transduccion de sefiales en cascada esta asociada a la actividad de enzimas
glucanasas y fosfolipasas. La percepcion de los patégenos y la aparicién de respuestas
defensivas indirectas parece involucrar especificamente la activacién de fosfolipasas A2
(PLA2, EC 3.1.1.4) y la consiguiente sintesis de metabolitos mensajeros disparadores de
mecanismos defensivos (Laxalt y Munnik, 2002). PLA2 promueve la ruptura por hidrdlisis
de la union éster en la posicion sn-2 de 1,2-diacil-sn-fosfoglicéridos dando lugar a la
formacion de lisofosfoglicéridos y acidos grasos (Six y Dennis, 2000). Se han encontrado
evidencias acerca de la participacion de PLA2 en la cascada de sefializacion que regula la
expresion de genes como respuesta defensiva en diversas especies vegetales (Narvéez-
Vasquez et al., 1999; Chapman, 1998).

Por otro lado, en una posible accion directa, ciertas enzimas presentes en el vegetal
pueden ser activadas por la presencia de carbohidratos (glucanos) componentes de la
cubierta externa de hongos. Asi, enzimas quitosanasas y quitinasas pueden destruir la

cubierta externa de los hongos patdgenos y, a continuacién, la accién lipolitica de PLA2 es



capaz de degradar membranas bioldgicas (Sharma et al., 2004). Ha sido comprobado que
la percepcidn de patogenos y la aparicion de respuestas defensivas involucra la activacion
de fosfolipasas (Chandra et al., 1996). En tabaco, los tratamientos con disparadores
derivados de Phytophthora sp aumentaron la actividad PLA2. En tomate, &cido
oligogalacturénico y quitosano promovieron la estimulacion de la actividad PLA2 en
pocos minutos (Gross et al., 1992).

Multiples genes de sPLA2 han sido identificados en plantas y se han estudiado
caracteristicas moleculares, bioquimicas y funcion en la sefializacion de distintas
isoenzimas sPLA2. Ademas, se ha comprobado concluyentemente que esta enzima de
plantas es secretada en los intersticios del espacio extracelular en una forma madura (Lee
et al., 2005). En Arabidopsis, solo una isoforma de sPLA2 fue secretada al espacio
extracelular o apoplasto, en una accion modulada por el estadio en el desarrollo del tejido
vegetal (Jung et al., 2012). En nuestro laboratorio, a partir de semillas de soja, hemos
purificado y caracterizado una nueva PLA2 secretoria (GmsPLA2), una enzima con
elevado potencial catalitico hacia bicapas en vesiculas multilaminares de fosfolipidos de
lecitina de soja (Minchiotti et al., 2008). Este tipo de agregados, representan una
organizacion supramolecular similar a las bicapas en las membranas bioldgicas. Moléculas
inductoras podrian estimular la accion de GmsPLA2 que actuaria indirectamente
modulando respuestas defensivas o incluso, en determinadas condiciones, podria actuar

directamente degradando membranas de patogenos.

La acumulacién de fitoalexinas, moléculas con accion antibiotica, es una respuesta
temprana bien conocida en la interaccion soja-patégenos (Ebel y Grisebach, 1988). Asi, la
induccion de la biosintesis de fitoalexinas en plantas es considerada como un importante
mecanismo de autodefensa contra hongos patdgenos. Dichas moléculas antibidticas actlan
como intermediarios reactivos de oxigeno en la defensa celular. La induccion de la sintesis
y la regulacion funcional de estas moléculas con accion antibidtica en soja ha sido
estudiada en profundidad (Ahuja et al., 2012) y es conocido que la induccion de
mecanismos de defensa naturales es una importante estrategia de control en el caso de
diversos organismos perjudiciales (Benhamou et al., 1998). De esta manera, la resistencia

inducida puede ser promovida por sustancias quimicas, microorganismos no patogénicos o



patdgenos avirulentos y oligosacaridos fungicos, todos ellos denominados “disparadores o

moléculas inductoras” (Benhamou et al., 1994; Prapagdee et al., 2007).

ANTECEDENTES

El cultivo de soja y su importancia economica

La soja es una especie originaria de China, pertenece a la familia de las
leguminosas (Fabaceae) y es utilizada por la plasticidad que ofrece su cultivo, por la
calidad industrial del grano y su elevado contenido de proteina (37 a 46 %) y aceite (19 %).
Es la Unica leguminosa cuya proteina, calificada como de alta calidad, contiene los nueve
aminoacidos esenciales; aquellos que el organismo no puede sintetizar por si mismo por lo

que la Unica fuente es la ingesta directa a través de la dieta.

La importancia de la soja deriva fundamentalmente de su estrecha relacion con la
produccion de alimentos (Cuniberti et al., 2013). Los granos son considerados muy
versatiles ya que de los mismos se puede obtener gran cantidad de productos con usos muy
diversos a nivel industrial, para la alimentacion humana y animal. Las isoflavonas,
compuestos fenolicos, poseen gran interés farmacéutico como hormonas vegetales. Los
principales subproductos son la harina (fuente de proteina y carbohidratos) y el aceite
(Baigorri y Navarro, 2012). Las harinas, a su vez, son procesadas para obtener aislados y
concentrados de proteina de soja.

El cultivo estd ampliamente difundido en el mundo. Se produce un promedio de
200 millones de toneladas métricas al afio. Estados Unidos, Argentina y Brasil conforman
el 80 % de este volumen, siendo América el continente con mayor produccion a nivel
mundial con el 85,32 %, seguido por Asia que representa el 12,78%. China es el principal
consumidor de soja; importa porotos de soja (60 millones de toneladas en 2012/2013 y se

prevén 70 millones para 2014) que luego transforma en aceite o en harina (FAO, 2013).



La agroindustria es una actividad estratégica en Argentina y, dentro del complejo
de oleaginosas, la soja es el principal producto que aporta aceites. A esto se le suman las
harinas y derivados, destinados a la elaboracion de raciones para la alimentacion de
animales y la produccion de carnes rojas y blancas. Los aceites vegetales ademas de su uso
comestible son transformados de manera creciente en biodiesel. Cabe destacar que en la

provincia de Santa Fe se encuentra ubicado el polo aceitero mas importante del mundo.

En nuestro pais, la soja se cultiva en una amplia zona, que se extiende desde los 23°
a los 38° de latitud sur aproximadamente (Vallone y Giorda, 1997). La mayor superficie de
siembra se concentra en la region pampeana, con un 91 % del total, en las provincias de
Buenos Aires, Santa Fe y Cérdoba, distribuyéndose el resto entre las provincias de
Tucuman, Santiago del Estero, Chaco, Entre Rios, Corrientes y Misiones. Esta inmensa
area productiva aumentd, campafia tras campafa, desde la década de 1970 y se ha
incrementado hasta alcanzar un papel fundamental en la economia del pais. Este
crecimiento ha convertido a la Argentina en el tercer productor del mundo de grano, primer
exportador de aceite y harina y tercer exportador de poroto de soja (USDA WASDE,
2014). Durante la ultima década de la historia del desarrollo del cultivo en nuestro pais, el
componente mas significativo responsable de los incrementos productivos fue el aumento
de la superficie dedicada a la actividad por desplazamiento de otros cultivos, desmontes de
vegetacion natural y por traslado de actividades ganaderas hacia areas marginales. Al
mismo tiempo, la productividad muestra una tendencia muy creciente; en los ultimos doce

afios el incremento en promedio, significo 3,4 millones de toneladas por afio.

Factores que afectan la produccion de soja

Numerosos factores, tanto abidticos como bioticos, pueden limitar la produccién de
soja. Las condiciones climaticas y edaficas influyen en el desarrollo de las enfermedades.
Su importancia varia segun la region, el patdgeno, el manejo del cultivo y la

susceptibilidad del cultivar que se utiliza (Vallone y Giorda, 1997).



Se estima que, anualmente, en Argentina los dafios causados por las enfermedades
de soja alcanzan el 8 % de la produccion nacional. Esta estimacion no considera las
pérdidas indirectas, como el incremento de inoculo en el lote, reduciendo la vida util del

mismo Yy los mayores costos derivados del control. (Sillon, 2012, Carmona et al., 2008).

Enfermedades en el cultivo de soja

Se define enfermedad como el proceso a lo largo del cual ocurre una progresion de
cambios morfo-fisioldgicos que inciden en forma negativa sobre el rendimiento y la

calidad del producto cosechable.

El panorama fitosanitario de la soja en Argentina ha cambiado en los ultimos 20
afios, ya que inicialmente se consideraba un cultivo sano. El desarrollo de las
enfermedades se ve favorecido por el monocultivo, el aumento del area sembrada, las
condiciones ambientales, el empleo de germoplasma de escasa variabilidad y el uso de
nuevas técnicas de manejo del cultivo (Barreto et al. 1995, Satorre et al., 2008).

Las enfermedades foliares afectan la generacion del rendimiento por los siguientes
motivos: los patdégenos aprovechan la energia producida por la planta, la mayoria producen
clorosis, necrosis, afectando asi la fotosintesis, y por ultimo, defoliacion y senescencia
anticipada. Los patdgenos involucrados en este complejo denominado “enfermedades de
final de ciclo” son: Cercospora kikuchii (T. Matsu & Tomoyasu) Gardner, Colletotrichum
truncatum (Schw) Andrews & W.D. Moore, Septoria glycines Hemmi, Phomopsis sojae
Lehman, Peronospora manshurica (Naum) Syd: G&um, Cercospora sojina Hara,
Alternaria spp., Xanthomonas campestris pv. glycines (Nakano) y Pseudomonas siringae
pv. glycinea (Coeper) Young Dye & Wilkie (Carmona et al., 2003). Otra enfermedad foliar
de alto potencial destructivo es la roya de la soja, Phakopsora pachyrhizi, parasito biotrofo
que fue detectado inicialmente en la campafia 2001/2002 en la provincia de Chaco
(Carmona et al., 2005).



Entre las enfermedades producidas por hongos patdgenos de suelo, que pueden
permanecer en el rastrojo de un afio a otro y afectan tallo y raices provocando pudriciones,
se encuentran: Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora sojae, Sclerotium bataticola,

Rhizoctonia solani, Fusarium tucumaniae y F. virguliforme (Giorda y Baigorri, 1997).

Control

El concepto de control es aplicable a un nimero limitado de situaciones, porque
conlleva la aplicacion de medidas tendientes a “erradicar”. En los Gltimos afios se intenta
reemplazar este concepto por el de manejo integrado de enfermedades, el cual consiste en
un programa que selecciona, integra y aplica técnicas tendiendo a un uso racional de los
productos fitosanitarios, causando el minimo impacto ambiental y econémico, y que los

productos cosechados resulten inocuos.

Control quimico

La agricultura actual tiene una alta dependencia del uso de los productos quimicos,
tales como herbicidas, insecticidas y fungicidas, usados en la aplicacion foliar o como
cura-semillas. Sin este tipo de control, en muchos cultivos, es casi imposible obtener
cosecha. La ventaja de estos productos radica en que es una medida de control de efecto
inmediato y rapido y se pueden tratar enfermedades o eliminar plagas con seguridad y
utilizando poca mano de obra. La desventaja es la toxicidad que puede afectar a la salud de
los que se encargan de la fumigacion, ademas de los que consumen los productos agricolas,
asi como la potencial contaminacion del ambiente, particularmente cuando los residuos o

los productos de degradacion alcanzan niveles inaceptables en aguas subterraneas.

Alternativas de control

Teniendo en cuenta los factores que inciden en el desarrollo de las enfermedades, el

manejo de las mismas se logra de diferentes modos:



1- Uso de semilla certificada

2- La secuencia de cultivos y rotacion es una herramienta efectiva para
limitar las poblaciones de organismos fitopatdgenos habitantes del
suelo.

3- Incorporacion de labranza conservacionista puede modificar el balance
de la poblacion de microorganismos del suelo y posibilitar la
restauracion del equilibrio bioldgico del mismo.

4- Factores como densidad, fecha de siembra, eleccion de cultivares, riego
y fertilidad, entre otros, también pueden contribuir a eficientizar el
manejo de enfermedades.

5- Uso de cultivares que expresen su resistencia de diferentes maneras y

que impidan el establecimiento y/o avance del patdgeno.

Interaccion planta-patogeno

La planta detecta en su entorno una gran cantidad de sefiales originadas por los
patégenos y el ambiente que le permiten discriminar lo propio de lo ajeno y responder a
ellos activando sus mecanismos de defensa.

Las plantas se ven expuestas a numerosos organismos potencialmente patogenos.
Estos estan obligados a obtener nutrientes y para ello, necesitan invadir y adaptarse a los
tejidos del hospedante a los fines de eventualmente, reproducirse. Los dos grupos
principales son los patdgenos biotrofos y los patdgenos necrotrofos. Los primeros son
capaces, la mayoria de ellos, de desarrollarse y reproducirse solamente en tejidos de
hospedantes vivos, han desarrollado una intima relacion con sus hospedadores vegetales.
Los patdgenos denominados necrotrofos, antes de que colonicen a su hospedador,
necesitan provocar heridas, debilitamiento, envejecimiento o incluso la muerte del tejido
vegetal (Agrios, 2005).

A pesar de esto, frecuentemente, fracasan los intentos de invasion y la mayoria de

las plantas permanecen sanas. Keen sefiala que en las plantas que se desarrollan bajo



condiciones naturales, esto es asi sobre todo en ecosistemas silvestres, la enfermedad es la

excepcion y no la regla (Keen, 1992).

Las plantas han desarrollado una gran cantidad de mecanismos de defensa para
reconocer, resistir y contrarrestar la colonizacion por parte de los patdgenos. Estos
procesos estan basados en la combinacion de varios factores y son, generalmente

complejos.

Sobre este aspecto se definen algunos términos relacionados con estos mecanismos
que implican la respuesta de una especie vegetal especifica frente a un patdgeno

determinado.

Susceptibilidad: es la aptitud de la planta para ser invadida por el patégeno.

Resistencia: es la capacidad de una planta dada para impedir la penetracién del

patdgeno o para frenar su multiplicacion en los tejidos.

Tolerancia: es la forma de resistencia que presentan aquellos cultivares que a pesar

de estar severamente infectados, no muestran reduccion en su produccion.

La virulencia y avirulencia de un parasito es su capacidad para colonizar los tejidos
de una planta dada, o sea, un mismo patdgeno puede ser virulento (capaz de colonizar
rapidamente) con respecto a una dada variedad vegetal, mientras que en otra variedad no se

propaga en los tejidos de la planta (avirulento).

Por todo esto, podemos decir que la resistencia que muestran las especies vegetales

se puede atribuir a los diversos mecanismos de defensa de las plantas a los patdgenos.

La resistencia comprende dos grupos de factores: los pasivos y los activos,

pudiendo ser a su vez: fisicos 0 quimicos. Los factores pasivos estan presentes en la planta
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antes de la llegada del patdgeno, mientras que, los otros son de caracter dinamico, se
inducen ante la presencia del patégeno no s6lo proporcionando proteccién en el sitio de

infeccion, sino sistémicamente a toda la planta (Vallad y Goodman, 2004).

Tipos de defensa de plantas

Defensas pasivas

Las plantas pueden desarrollar mecanismos constitutivos de defensa o defensa
preformada que confiere resistencia frente a los patdgenos, antes que éstos intenten la
infeccion, de forma pasiva e inespecifica.

Las barreras estructurales o fisicas de las plantas constituyen la primera linea de
defensa de las mismas y son, por ejemplo: presencia de pelos, cantidad y calidad de la cera
cuticular, grosor de la cuticula y de la pared celular, composicion de la pared celular,
suberificacion, lenticelas, tejido interno de la planta y forma, tamafio y comportamiento de
estomas (Agrios, 2005).

Las plantas también poseen gran variedad de exudados fungitoxicos. De éstos,
varios compuestos son fenodlicos, saponinas, taninos, glicésidos cianogénicos,
glucosinolatos, que son inhibidores de las enzimas hidroliticas de los patdgenos e
inhibidores proteicos. Los factores constitutivos, presentes antes de la infeccion, estan
asociados con la resistencia no hospedante, ya que lo méas frecuente es que no coincida el

patégeno con su especie hospedera.

Defensas inducidas

Los mecanismos inducidos de defensa, también llamados resistencia inducida, a

diferencia de la defensa constitutiva, s6lo se activan como respuesta al ataque del
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patégeno. Involucran cambios claros en el metabolismo provocados por la expresion

diferencial de genes (Madriz Ordefiana, 2002).

Si ocurre una penetracion por parte de microorganismos, entonces, los sistemas de
defensa inducibles son activados. Esto supone la existencia de mecanismos de
reconocimiento, los cuales estdn basados en el modelo de la teoria del gen por gen (Flor,
1971), la que postula que los inductores especificos son proteinas codificadas por genes
Avr de avirulencia del patdgeno invasor y que son capaces de activar un gen de resistencia
R en la planta. El reconocimiento se produce cuando ocurre una interaccion entre las
proteinas codificadas por los genes R y los correspondientes productos de los genes del
patdgeno. En este sentido, si la planta posee un gen R especifico para cierto patdgeno se
produce una reaccion incompatible, dando origen a sefiales que se manifiestan como
resistencia. Estas incluyen una rapida generacion de especies reactivas de oxigeno,
cambios en los polimeros de la pared celular, sintesis de compuestos de bajo peso
molecular como las fitoalexinas, produccién de proteinas relacionadas con las defensas, y

muerte celular hipersensitiva (Agrios, 2005).

En combinaciones incompatibles entre plantas y patdgenos, se suceden cambios
fisioldgicos en las células infectadas que se manifiestan en una reaccion local y necrética.
Esto es resultado de la muerte celular programada o respuesta de hipersensibilidad. Los
cambios comprenden alteracion en la permeabilidad de las membranas y explosion
oxidativa, donde se liberan intermediarios reactivos de oxigeno, tales como, el anién
superdxido (O;) y el perdxido de hidrogeno (H,0,). La reaccion hipersensible se relaciona
en forma simultanea a otros mecanismos de defensa, incluyendo, acumulacion de
fitoalexinas, aumento en la sintesis de etileno, proteinas relacionadas con la patogénesis
(proteinas PR), deposicién de lignina, callosa, suberina y silice. Todos estos mecanismos
mencionados se asocian al fendmeno conocido como resistencia sistémica adquirida o
RSA.
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Induccidén de resistencia sistémica

La resistencia inducida es un fendmeno natural, que se manifiesta en respuesta a la
infeccion de un patogeno. El término identifica el fendmeno en su forma general, sin
ahondar en un tipo especifico de expresion o regulacion de las defensas en las plantas. En
la induccion de la defensa, el reconocimiento planta-patdgeno juega un rol central. Las
plantas han desarrollado respuestas que se activan de manera sistémica luego de la

infeccion local, con el fin de aumentar la magnitud y velocidad de la respuesta defensiva.

Los tipos de respuestas sistémicas que se conocen son: la Resistencia Sistémica
Adquirida (RSA), activada por patégenos necrotrofos; la Resistencia Sistémica Inducida
(RSI), disparada tras la colonizacion de las raices vegetales por parte de rizobacterias
promotoras del crecimiento de la planta (RPCP); y la Resistencia Inducida por Heridas,

que tiene lugar tras el dafio ocasionado a los tejidos por herbivoros.

Resistencia Sistemica Inducida (RSI)

Las rizobacterias RPCP mejor caracterizadas son cepas de varias especies de
Pseudomonas que no causan dafios visibles en las raices de las plantas. RSI utiliza las vias
reguladas por el &cido jasmdnico y el etileno, no se acumulan proteinas relacionadas a la
patogénesis ni acido salicilico ni tampoco asociada a la reaccion de hipersensibilidad (RH)
(Vallad y Goodman, 2004).

Resistencia Sistémica Adquirida (RSA)

La Resistencia Sistémica Adquirida es una respuesta de defensa activa e implica la
existencia de algun sistema de sefiales capaces de transmitirse a través de los tejidos. Los
tejidos vegetales y las células de la planta reaccionan contra el patdgeno, a través de
cambios en la expresidon de los mecanismos de defensa, mediante una serie de reacciones

bioquimicas que tienden a aislar al agente causal. Una de las primeras manifestaciones es
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la reaccion de hipersensibilidad (RH), que deriva en muerte celular localizada en el sitio de
la infeccion, dando lugar a lesiones necroticas. A nivel celular se observa pérdida de la
permeabilidad de la membrana, fuga de electrolitos, produccion de especies reactivas de
oxigeno, peroxidacion de lipidos, refuerzo de la pared celular y presencia de fitoalexinas
(Agrios, 2005, Rodriguez et al., 2006).

En partes de la planta no afectada, las primeras reacciones tipo RSA son la rapida
activacion transcripcional de genes relacionados con la patogénesis, que promueven la
sintesis de proteinas relacionadas a la patogénesis llamadas proteinas PR (glucanasas,

endohidrolasas, quitinasas, inhibidores de amilasa y fosfolipasas).

La RSA es una respuesta inespecifica, transitoria, de amplio espectro, Yy

desencadenada tanto por el ataque de un patégeno como por una molécula inductora.

Fitoalexinas

Las fitoalexinas, compuestos organicos polifendlicos, son metabolitos secundarios
de bajo peso molecular, fungitdxicos, que las plantas producen y acumulan en cantidades
apreciables después del ataque de un patdégeno. En la actualidad se conoce la estructura
molecular de numerosos componentes de la gran familia fitoalexina (Grayer y Kokubun,
2001). En soja, una subfamilia muy representativa esta constituida por las isoflavonas, que

responden a la formula general (Fig. 2.1.):

Figura 2.1. Férmula general de isoflavona

14



En soja, las isoflavonas més importantes son: Genisteina (donde: R;=H, R,=0OH,
R3;=0OH), Daidzeina (donde: R;=H, R,=H, R3=0H) y Gliciteina (donde: R;=OCHj3, R,=H,
R3=0OH).

Las fitoalexinas se producen en las células sanas adyacentes a las células que
reaccionan con RH, en respuesta a sustancias que difunden a partir de células dafiadas
(Agrios, 2005; Madriz Ordefiana, 2002). La produccion de fitoalexinas se estimula en la
planta por la presencia de ciertas sustancias del patdgeno denominadas “inductores”. La
mayoria de los compuestos potencialmente inductores de fitoalexinas por lo general son
sustancias de alto peso molecular que forman parte de la pared celular del hongo, como
glucanos, glucoproteinas y polisacéridos. También existen sustancias producidas por las
células vegetales en respuesta a la infeccion o que se liberan de la pared celular después

que ésta es degradada por las enzimas del patégeno.

La acumulacién de fitoalexinas, moléculas con accidn antibiotica, es una respuesta
temprana bien conocida en la interaccion soja-patogenos (Ebel y Grisebach, 1988). La
induccion de la biosintesis de estos compuestos polifendlicos en plantas es considerada
como un importante mecanismo de autodefensa contra los hongos patdgenos. Dichas
moléculas antibidticas actuan como intermediarios reactivos de oxigeno en la defensa
celular. La induccion de la sintesis y la regulacion funcional de estas moléculas con accion
antibiotica en soja ha sido estudiada en profundidad (Ahuja et al., 2012). Es conocido que
la induccion de mecanismos de defensa naturales es una importante estrategia de control en
el caso de diversos patogenos (Benhamou et al., 1998). Asi, la resistencia inducida puede
ser producida por sustancias quimicas, microorganismos no patogénicos o patdgenos
avirulentos y oligosacaridos fungicos, todos ellos denominados “disparadores” (Bautista-

Bafios et al., 2006; Prapagdee et al., 2007).
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Fosfolipasa A2

Las proteinas tienen diversos roles en la defensa de los vegetales, tanto como
factores constitutivos de resistencia, como formando parte de la compleja cascada de

sefiales en la respuesta resistente.

Las enzimas fosfolipasas, que son lipoliticas, definidas con las denominaciones Al,
A2, B, Cy D en funcion del sitio de accion en la estructura del fosfolipido sustrato (Figura
3.1).

PLA1
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Figura 3.1. Sitios de accion de las diferentes PLA2 en

fosfolipidos

La superfamilia de las fosfolipasas A2 (PLAZ2 su sigla, del inglés Phospholipase
A2) incluye una amplia gama de enzimas definidas por su capacidad de catalizar la
hidrolisis de la union éster sn-2 de un fosfolipido, dando como productos acidos grasos

libres y liso fosfolipidos (Fig. 4.1.).
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Figura 4.1. Hidrolisis de fosfolipido mediada por PLA2

Las PLAZ2 son enzimas que pertenecen a una gran familia de proteinas, actualmente
clasificadas en 12 grupos, que comparten funcion enzimatica y caracteristicas estructurales.
De acuerdo con las propiedades bioquimicas y de origen celular, las fosfolipasas se
clasifican como: citosélica (cCPLA2), secretoria (SPLA2) e intracelular (iPLA2) (Jiménez et
al., 2005).

La primera PLA2 de semillas de soja fue purificada y caracterizada en el
laboratorio de Quimica Organica de FCA (Minchiotti et al., 2008). Esta PLA2 es una
enzima de reducida masa molecular: 14,2 kDa, con requerimiento milimolar de calcio, pH
optimo ligeramente bésico, estabilidad elevada frente al calor y a solventes organicos y ha
mostrado elevada actividad hacia liposomas multilaminares, organizacién supramolecular
de fosfolipidos similar a la matriz de membranas biol6gicas. Retine muchas caracteristicas
de las PLA2 del tipo secretorio (SPLA2) de origen animal. Mas recientemente, en trabajos
conjuntos con CIQUIBIC-CONICET, se obtuvieron por via recombinante y purificaron
hasta homogeneidad, dos isoformas GmsPLA2, que fueron caracterizadas estructural y

cinéticamente (Mariani et al., 2012).

La presencia de PLA2 en plantas ha sido sugerida desde hace tiempo y su actividad
se ha relacionado con diversos procesos fisioldégicos. Recién en la ultima década se
realizaron avances importantes en la purificacion y estudio estructural de estas enzimas en
plantas. Los productos de la actividad de PLA2, &cidos grasos Y lisofosfolipidos, estimulan
diversas enzimas plasmaticas de membrana, tales como, ATPasa, NADH oxidasa y

proteina kinasa; ademas los lisofosfolipidos participan en la sefializacién celular y en el
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remodelamiento fosfolipidico de la membrana. Se ha propuesto que los productos de PLA?2
son mensajeros secundarios en sefiales de transduccion (Lee et al., 2005).

Las plantas responden rapidamente a una variedad de condiciones de estrés
ambiental y la transduccion de sefiales en cascada esta asociada a la actividad de enzimas
glucanasas y fosfolipasas. La percepcion de los patdgenos y la aparicion de respuestas
defensivas indirectas parece involucrar especificamente la activacion de fosfolipasas A2
(PLA2, EC 3.1.1.4) y la consiguiente sintesis de metabolitos mensajeros disparadores de
mecanismos defensivos (Laxalt y Munnik, 2002). PLA2 promueve la ruptura por hidrélisis
de la unidén éster en la posicion sn-2 de 1,2-diacil-sn-fosfoglicéridos dando lugar a la
formacion de lisofosfoglicéridos y acidos grasos (Six y Dennis, 2000). Se han encontrado
evidencias acerca de la participacion de PLA2 en la cascada de sefializacion que regula la
expresion de genes como respuesta defensiva en diversas especies vegetales (Narvaez-
Véasquez et al., 1999; Chapman, 1998). Por otro lado, en una posible accion directa, ciertas
enzimas presentes en el vegetal pueden ser activadas por la presencia de carbohidratos
(glucanos) componentes de la cubierta externa de hongos. Asi, enzimas quitosanasas y
quitinasas pueden destruir la cubierta externa de los hongos patdgenos y, a continuacion, la
accion lipolitica de PLA2 puede degradar membranas bioldgicas (Sharma et al., 2004). Ha
sido comprobado que la percepcién de patdgenos y la aparicion de respuestas defensivas
involucra la activacion de fosfolipasas (Chandra et al., 1996). En tabaco, tratamientos con
disparadores derivados de Phytophthora sp aumentaron la actividad PLA2. En tomate,
acido oligogalacturonico y quitosano promovieron la estimulacion de la actividad PLA2 en
pocos minutos (Gross et al., 1992). Mdltiples genes de sPLA2 han sido identificados en
plantas y se han estudiado caracteristicas moleculares, bioquimicas y funcién en la
sefializacion de distintas isoformas. Ademas, se ha comprobado concluyentemente que
SPLA2 de plantas es secretada en los intersticios del espacio extracelular en una forma
madura (Lee et al., 2005). En Arabidopsis, solo una isoforma de sPLA2 fue secretada al
espacio extracelular o apoplasto, en una accién modulada por el estadio en el desarrollo del
tejido vegetal (Jung et al., 2012).

El apoplasto o espacio extracelular entre la pared celular y la membrana plasmatica

representa el primer campo de batalla entre la planta y los patdgenos. Asi la region
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apopléstica es considerada una interfase en la interaccion entre el hospedante y el
patdgeno. En ese contexto interactlan proteinas secretorias y metabolitos derivados del
hospedante y del patdgeno y constituye el foco de los estudios secretomicos (Gupta et al.,
2015).

Moléculas inductoras de defensa

Compuestos denominados inductores (disparadores) desencadenan en la planta una
serie de mecanismos bioguimicos que la inducen a producir compuestos activos en su
defensa, dando como resultado una RSA mas alla del sitio de infeccién. Se presentan
cambios en las reacciones de oxidacion, movimiento de iones entre células, alteracion de

las membranas, engrosamiento de las paredes celulares, produccion PRy fitoalexinas.

Desde un inicio el concepto de molécula activadora o inductora de defensa, fue
utilizado para las que son capaces de inducir la sintesis de fitoalexinas en la planta en
ausencia del patdégeno. Actualmente, se acepta esta definicion para cualquier molécula
quimica que pueda estimular mecanismos de defensa o se asocie con la respuesta de

defensa de la planta (Riveros Angarita, 2001).

Existe un amplio espectro de sustancias, que pueden ser: derivados de
macromoléculas presentes en la pared celular de la planta y se las denomina activadoras
enddgenas; o también las de origen parasitario o producidas por algin agente fisico
externo, siendo conocidas como activadoras exdgenas. Estas Ultimas pueden ser
clasificadas en bidticas y abioticas. Las moléculas activadoras bi6ticas se obtienen a partir
de la pared de microorganismos patogenos o de los filtrados de cultivos de
microorganismos. En cuanto a las moléculas activadoras abiodticas podemos mencionar
entre otros compuestos: acido salicilico, metiléster del acido jasménico, etileno,
polisacaridos y especies reactivas de oxigeno. De todos modos, la naturaleza quimica de
las moléculas activadoras de induccion de resistencia es diversa, encontrandose también:
acidos grasos, RNA levaduras, glicoproteinas, proteinas, péptidos, glicolipidos, lipidos,

lipoproteinas, lipopolisacaridos, y oligosacaridos (Cheong et al., 1991)
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Quitosano

La quitina es un polisacarido lineal compuesto de residuos de 2-acetamida-2-deoxi-
D-glucopirandsido unidos por enlaces B-(1-4); es el segundo polisacarido méas abundante
en la naturaleza, el mismo esta presente en la pared celular de hongos, levaduras y en el
exoesqueleto de los invertebrados artropodos. La principal fuente de de quitina la
constituyen los desechos de crustaceos.

El quitosano es el principal derivado de la quitina y se obtiene por desacetilacion
parcial o total de esta Gltima; es un copolimero lineal formado por unidades de
glucosamina y en menor medida de 2-amino-2-deoxi-oa-D-glucosa (Rodriguez-Pedroso et
al., 2009) (Fig. 5.1.).

CH,OH
o
OH
MH,

Figura 5.1. Representacion de poli-glucosamina

Este biopolimero es utilizado en la industria, en cosmetologia (aditivos y cremas),
nutricion (preservante, antioxidante y antimicrobiano), farmacologia y medicina (fibras,
membranas, Organos artificiales), biotecnologia (agente quelante, emulsificador,
floculante) y en actividades agricolas (modificadores de suelo, peliculas, fungicidas y
elicitors) (Larez Veldsquez, 2008; Bautista-Bafios et al., 2006). El quitosano es
biocompatible, completamente biodegradable y no toxico.

El uso del quitosano en la agricultura es reciente y la tabla 1.1. muestra algunas

aplicaciones que se han ensayado con este biopolimero (Larez Velasquez, 2008).

20



Uso Biopolimero Propiedades aprovechadas Cultivo
Peliculas para recubrimiento | Quitosano Antimicrobiana Citricos, mango, toronja,
de frutos, hojas, semillas y lechosa (papaya), fresa,
vegetales frescos tomate
Clarificacion de jugos de | Quitosano Coagulante-floculante Pera, toronja, limén,
fruta manzana
Proteccion de plantulas Quitosano Fungicida Uva de vino, tomate
Liberacion controlada de | Quitina y | Formacién de hidrogeles, | Arandano
agroquimicos quitosano labilidad de derivados
Estimulacion del crecimiento | Quitosano Bioestimulante Orquidea
Inhibidor del oscurecimiento | Quitosano Biocida Banana, papa
de frutos y tubérculos
Biocidas Quitosano Antimicrobiana Tomate, papa, hortalizas
Correccion de sustratos de | Quitina y | Fungicida, nematicida Lupino blanco (altramuz),
crecimiento quitosano guisante, tomate, papa,
apio

Inductor de mecanismos de | Oligbmeros de | Inductor de resistencia Tomate
defensa quitina y

quitosano

Tabla 1.1. Aplicaciones del quitosano en agricultura (Larez Velasquez)

Bautista-Bafios et al. (2003; 2004) reportaron la inhibicion completa del
crecimiento de hongos como Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer, Penicillium
digitatum y Colletotrichum gloesporoides utilizando quitosano 3%. Otros autores midieron
el efecto del quitosano sobre la germinacion de las esporas de algunos de estos hongos.
Rivero et al. (2004) comprobaron la inhibicién de la germinacion de los conidios del
hongo Fusarium sp con quitosano 1g/l. Rodriguez-Pedroso et al. (2009) confirmaron que
las respuestas de defensa que se activan en plantulas de arroz (Oryza sativa L.) tratadas con
quitosano son: la induccion de la fenilalanina amonio liasa (PAL), B-1,3 glucanasa,

quitosanasa y quitinasa.

El quitosano indujo resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici en
plantas susceptibles de tomate, cuando se aplic6 como un pelicula en las raices, por
pulverizacion del follaje, por cobertura de semillas e incorporado al suelo como enmienda

(Benhamou y Thériault, 1992; Benhamou et al., 1994). El pretratamiento con quitosano
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favorecio las respuestas de resistencia de las plantulas de tomate restringiendo el
crecimiento del patégeno a los tejidos exteriores de las raices y disparando reacciones
defensivas. Las plantas responden rapidamente a una variedad de condiciones de estrés
ambiental y la transduccién de sefiales en cascada que parece involucrar la actividad de
fosfolipasas especificas. La percepcion de los patdgenos y la aparicion de respuestas
defensivas a ellos involucran la activacion de fosfolipasas y répida produccién de
fitoalexinas, intermediarios reactivos de oxigeno para la defensa celular en soja (Chandra
et al., 1996). Existen evidencias del rol de PLA2 y sus metabolitos en la activacion de
respuestas defensivas de las plantas. En tabaco, tratamientos con disparadores derivados de
Phytophthora sp aumentaron la actividad PLA2. En tomate, acido oligogalacturdnico y
quitosano promovieron la estimulacion de la actividad PLA2 en pocos minutos (Gross et
al., 1992).

Oligosacarinas

Las oligosacarinas son oligosacaridos, formados por cadenas cortas (de grado de
polimerizacion (GP) reducido) de azlcares. Pueden derivar tanto de la pared celular de
plantas (derivadas de xiloglucanos y pectina) como de la pared celular de hongos
(derivadas de glucano y quitina). Las oligosacarinas son pequefias moléculas liberadas de
la pared celular que funcionan como mensajeros quimicos hormonales, se originan por
hidrolisis enzimatica de la pared celular. El estudio de las oligosacarinas es relevante ya
que estas participan en la activacion de mecanismos de resistencia en plantas (Guevara et
al., 2010).

Los oligosacéaridos de quitosano (oligoglucosaminas) son solubles en agua a
diferencia del quitosano que solo es soluble a pH acido. Por otra parte, se ha reportado que
la actividad antimicrobiana y antifingica podria estar relacionada con la longitud de la
cadena (Badawy y Rabea, 2011). Quitosanos de bajo peso molecular, podrian alterar la
permeabilidad de la membrana celular y penetrar el citosol de microorganismos e incluso
se especula con su posible interaccion con el ADN interfiriendo con la sintesis de mMRNA 'y
proteinas (Bautista-Bafios et al., 2006; Xu et al., 2007; Badawy y Rabea, 2011).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se planteo la siguiente hipotesis:

“El quitosano y derivados oligoméricos actian como disparadores de respuestas
defensivas frente a la invasion patégena en soja (Glycine max), mediadas por la accion de
una enzima fosfolipasa A2 secretoria.”

Como marco de referencia y orientacion de la investigacion, se formularon los

siguientes objetivos:

Objetivo General

Investigar la capacidad de poli y oligo-glucosaminas como inductores de

mecanismos de resistencia contra patdgenos en soja (Glycine max).

Objetivos Especificos

. Evaluar la capacidad de quitosano y oligdmeros como inductores de

resistencia, a través de la estimulacion de la biosintesis de fitoalexinas.

o Evaluar la capacidad de quitosano y oligdmeros como inductores de

actividad fosfolipasa A2.

o Identificar relaciones entre el pardmetro quimico (nivel de

fitoalexinas) y el pardmetro enzimatico (actividad PLA?2).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Material vegetal

Se emplearon semillas de soja, variedad 4990 procedentes del banco de
germoplasma de semillas de la EEA INTA Marcos Judrez y de la Red Nacional de

evaluacion de cultivares de soja.

Quitosano

Se empled un polimero de quitosano obtenido por el Laboratorio de Microbiologia
de INTI Mar del Plata, perteneciente al lote A 2041. Las caracteristicas fisicoquimicas
fueron: porcentaje del grado deacetilacion 85,7 % (NMR) y peso molecular promedio 500
kDa (viscosimetria).

Oligébmeros de glucosamina (OGA)

Se obtuvieron a partir de quitosano INTI; en Metodologia se detalla el

procedimiento de obtencidn.
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Reactivos

Genisteina de soja > 97,0 % Sigma-Aldrich, fue utilizado como estdndar en la
determinacion de fitoalexinas. Lisofosfatidilcolina (Sigma) se emple6 como estandar en la
determinacion de sn-2-lisofosfolipidos, mediante cromatografia en capa delgada de alta
resolucion (HPTLC). Lecitina de soja (LS) pura es una mezcla de fosfolipidos (PL) neutros
(PC y PE) y aniodnicos (Pl y PA). La composicidn analitica determinada segun Madoery et
al. (1995) fue: PC 33,4 %; PE 28,6 %; Pl 29,6 % y PA 8,3 %. LS fue el sustrato en la
reaccion de hidrolisis para la determinacion de actividad PLA2. Perdxido de Hidrogeno 30
%, Acido Acético Glacial, tamp6n Tris/HCI, CaCl,, MgSQ,4, KCI y todos los solventes

utilizados (etanol, acetato de etilo, hexano, acetona) fueron de grado analitico.

Instrumental principal

Espectrofotémetro UV-Visible Hewlett-Packard HP-8452 A (USA).
Agitador movimiento circular, rango 0 a 700 rpm.

Evaporador rotatorio Buchi RE-111 (Suiza).

Centrifuga Sorvall (USA). Rotor SS-34.

Centrifuga Arcano 80-2B.

pHMetro digital Hanna (USA).

Motocompresor para vacio Sylfab.

Agitadores magnéticos.

Metodologia

Preparacion de semillas embebidas

Las semillas fueron remojadas en los compuestos inductores: quitosano 1 mg/ml y
OGA 3 mg/ml durante una hora, antes de ser colocadas en bandejas sobre papel embebido

con agua destilada durante 12 horas.

25



Preparacién de semillas pregerminadas

Las semillas de soja fueron remojadas en los compuestos inductores quitosano
1mg/ml y OGA 3 mg/ml durante una hora, antes de ser colocadas en bandejas sobre papel
embebido con agua destilada, para su germinacion a 25° C durante 5 dias, hasta el
desarrollo de 15-20 mm de raiz emergente.

Preparacion de plantulas de soja

Las semillas fueron desinfectadas previamente con etanol (70 %) e hipoclorito de
sodio (2 %) durante diez minutos, enjuagadas tres veces con agua destilada estéril y
embebidas en los compuestos inductores durante una hora, antes de ser colocadas en
bandejas sobre papel empapado con agua destilada, para su germinacion a 25° C durante 5
dias. Las semillas pregerminadas (15-20 mm de raiz emergente) fueron colocadas en
macetas de 10 cm de diametro, cuatro por macetas, con una mezcla de tres partes de tierra
estéril, una de perlita y una de vermiculita. Las plantas crecieron en camara de crecimiento,
en condiciones controladas de luz artificial/oscuridad de 16/8 horas, a 25° C y 70 % de

humedad.

Se seleccionaron de forma aleatoria plantulas de soja entre 21 y 28 dias, con la

primera hoja trifoliolada.

Poder germinativo (PG) de semillas tratadas con inductores

Se realizd la prueba de germinacion para establecer si los inductores, quitosano y
OGA, afectan el poder germinativo de las semillas. Esta prueba establece el numero
méaximo de estas que pueden germinar bajo condiciones Optimas de luz, humedad y

temperatura segun normas ISTA (2006).
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Como sustrato se utilizo arena, donde se sembraron 400 semillas por tratamiento y
se incubo en camara de cultivo a 25° C y 12 horas de luz. El recuento se realiza a los 8 dias

después de la siembra.

Preparacion de quitosano

Para preparar solucion del biopolimero 1 mg/ml, &cido acético 0,6 N (2 ml) se
adiciono a un erlenmeyer conteniendo 50 ml de agua destilada, siendo colocado en un bafio
a 40° C. Quitosano (50 mg) se espolvored con permanente agitacion hasta alcanzar

completa disolucién a pH 3,0. Completada la disolucion se llevo a pH 5,0 con NaOH 1N.

Preparacion de OGA

El polimero quitosano es soluble en medio &cido y precipita por encima de pH 6, lo
cual plantea una limitante en su aplicacién; y por otro lado, el tamafio molecular puede
influir en las propiedades bioldgicas de este tipo de compuestos (Badawy y Rabea, 2011).
Oligomeros de glucosamina (OGA) solubles en agua pueden ser obtenidos por diversas
vias de reaccion. La hidrolisis acida y la hidrélisis enzimatica no permiten un adecuado
control del grado de polimerizacion deseado en el producto de reaccion final. Por este
motivo, la obtencion de oligbmeros en este trabajo se llevé a cabo mediante degradacion
oxidativa de quitosano por irradiacion con microondas, en base al método de Shao et al.
(2003).

A los efectos de obtener inductor OGA, quitosano (2 g) fue colocado en contacto
con peréxido de hidrogeno 15 % (50 ml) en un frasco de vidrio cilindrico (8 cm diametro,
18 cm altura) tapado con capsula de Petri. Después de 20 minutos, el recipiente con la
mezcla de reaccion fue colocado en el centro de un horno de microondas (700 W) e
irradiado durante 4 minutos. A continuacion, se filtré sobre papel de filtro a presion
reducida obteniéndose un filtrado claro. Para acelerar la descomposicion de perdxido de

hidrogeno residual, se adicioné 1 N NaOH hasta pH 7,0. Por gravimetria del residuo
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(polimero no reaccionado) se determind el rendimiento de la reaccion. Bajo condiciones
experimentales cuidadosamente controladas, el método de degradacion oxidativa por
irradiacion con microondas, es altamente reproducible y permite obtener una mezcla de
pentameros y hexameros de glucosamina a partir del quitosano polimérico (Shao et al.,
2003). La fase liquida filtrada constituyé la solucion madre de OGA, a partir de la que se

prepararon las soluciones inductoras utilizadas en los experimentos de induccion.

Evaluacion del efecto antimicrobiano directo de los inductores

Se empled el método de “envenenamiento”, para lo cual se adicionaron iguales
volimenes de medio de cultivo y soluciones madre de quitosano a la concentracién 2000
mg/l y de oligdmero 6000 mg/l, de manera de obtener las concentraciones efectivas usadas

de 1000 mg/I de quitosano y 3000 mg/l de oligosacarina.

Se sembré un disco por placa de micelio de 0,6 cm de didmetro de Fusarium sp en
el centro de la placa. Los discos miceliales se obtuvieron de la periferia del cultivo puro del
hongo de cinco dias de edad, en medio de agar papa glucosado (APG), incubado en
condiciones controladas, fotoperiodo 16 horas de luz y a una temperatura de 22° C. Se
utiliz6 como control un tratamiento que en lugar de los inductores contenia agua destilada
estéril a igual volumen de medio APG. Se incubaron 7 dias en las condiciones descriptas

previamente y se midio el diametro de la colonia en centimetros.

Extraccion de fitoalexinas

La extraccion de fitolalexinas se llevo a cabo aplicando una técnica denominada
“difusién facilitada”, basada en el método de Keen (1978). Al material colectado de hojas
(1g de masa fresca por muestra) se le adiciond 20 ml de etanol 40% (p/p) en kitasato de
125 ml y se le aplico vacio (560 mm Hg equivalente a 75 kPa) con un motocompresor
durante 30 minutos. La aplicacion de vacio genera presion negativa que remueve aire

ocluido en el tejido foliar y luego, al ser interrumpido el vacio, la recuperacion de la
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presion atmosférica promueve la infiltracion del tejido por parte del solvente extractor
(infiltracion con vacio). Posteriormente, se movié ligeramente el medio completo en
agitador durante 5 horas a 100 rpm para forzar el pasaje del extracto ubicado en el interior
del tejido, hacia el medio acuo-etandlico externo. Este extracto acuo-etandlico fue luego
concentrado en evaporador rotatorio hasta la mitad del volumen, asegurando la
evaporacion de la totalidad del etanol. A continuacion, la fase acuosa se extrajo dos veces,
con acetato de etilo en ampolla de decantacién. El conjunto de fases organicas fue
deshidratado con sulfato de magnesio, filtrado y luego evaporado hasta sequedad (Keen,
1978; Minchiotti et al., 2012).

Medicion de fitoalexinas

Se determind el total de fitoalexinas mediante espectrofotometria UV de segunda
derivada. La caracteristica méas distintiva de este método, es la presencia de una banda
negativa con un minimo a la misma longitud de onda en que se observa un méximo en el
espectro de absorcion convencional (Fukutake et al., 1996). La derivada segunda también
muestra dos posibles bandas satélites a ambos lados de la banda principal. La
espectrofotometria se utiliza para resolver bandas superpuestas y fundamentalmente, para
eliminar o atenuar efectos de interferencia en el analisis cuantitativo. La derivacion de
espectros constituye una herramienta para amplificar la estructura fina de las curvas
espectrales haciendo posible la observacion de cambios en pequefios intervalos de longitud
de onda y realzando la estructura del espectro de absorcion, obteniéndose mayor resolucién
de los detalles y datos mas significativos. Las dos ventajas mas importantes que ofrece la
derivacion de espectros son: i) aumento en la resolucion; ii) discriminacion de las
estructuras finas del espectro (Perkampus, 1992; Owen, 1996). Para la determinacion de
fitoalexinas, se midio la intensidad relativa a 268 nm en el resolubilizado etanolico (6 ml
etanol y dilucion 12,5 veces con el mismo solvente) del extracto obtenido segin 4.3.8,
utilizando un espectrofotometro Hewlett Packard 8452A con sistema de arreglo diodos
(Minchiotti et al., 2012).
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Extraccion de PLA2

Para la obtencion de homogenatos de semillas embebidas en agentes inductores y
respectivos ensayos testigo, las muestras fueron sometidas a sucesivos pasos de

purificacion, siguiendo un protocolo para proteinas extracelulares (Minchiotti et al., 2008).

Las semillas de soja (50g) previamente hidratadas durante 12 horas fueron tratadas
con un equipo homogenizador. Para obtener un homogenato se agregé 30 % en volumen
de agua y se calenté a 95° C durante 5 minutos a fin de eliminar proteasas. Este
homogenizado se centrifug6 a 3500 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue tratado
con hexano, en una relacion de volimenes 4:1 sobrenadante/hexano, para remover los
lipidos y asegurar la eliminacion de sustrato libre enddgeno. A la fase acuosa se le agrego
un volumen de acetona, en relacion 3:1 con la muestra, enfriando el medio a una
temperatura final de entre 0 y 5° C para asegurar la precipitacion de las proteinas. Las
proteinas precipitadas fueron redisueltas en tampon Tris-HCI pH 7 y esta solucion fue
centrifugada a 12000 g. A continuacion, se llevé a pH 4,5 para precipitar gran parte de
proteinas no deseadas. Con este paso se separan fundamentalmente, proteinas de elevado
peso molecular responsables de la turbidez. Se realiz6 cromatografia de afinidad con
utilizacion del colorante sintético Cibacron Brillant Blue FN-G, como ligando
inmovilizado al polimero acrilico Eupergit C. Se sembré el extracto en la columna de
afinidad y luego de lavado con agua se llevd a cabo la elucion de la proteina aplicando
alicuotas de KCI 0,05 N. Para detectar la presencia de la proteina deseada, se determind
actividad PLAZ en las fracciones colectadas (Minchiotti et al., 2008).

Medicion de actividad PLA2

Se determind actividad PLAZ2, aplicando un método espectrofotométrico continuo
basado en el estudio cinético de la absorcion aparente A 340 nm por parte de liposomas
multilaminares (Madoery y Minchiotti, 2006). El sustrato utilizado en la reaccion fue
lecitina de soja (LS, fosfolipidos totales 98 %) 0,2 mg/ml en tampén Tris 8,0 y 3 mM

CaCl,. A efectos de ensayar la actividad de PLA2 de soja, 0,5 ml de extracto o volumen
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equivalente que incluya enzima pura, fueron adicionados al medio de reaccion,
conformando un volumen total de 2,5 ml. La reaccién se inicié con el agregado de la
enzima y se desarrollé a 30° C con agitacion suave intermitente en el lapso entre
irradiaciones efectuadas por el espectrofotometro.

Se utilizé un espectrofotometro Hewlett-Packard HP 8452A con sistema de arreglo
de diodos y el programa Multicell Kinetic UV Vis. La actividad lipolitica conduce a la
formacion de sn-2-lisofosfolipidos, los cuales tienden a formar agregados micelares de
menor tamafo con la consecuente disminucion (pendiente negativa -AA/At) de la absorcion
aparente. A los efectos de confirmar la hidrdlisis estereoespecifica en la posicion sn-2 de
fosfolipidos, se evalu6 la formacion de lisoderivados mediante cromatografia en capa fina
de alta resolucion (HPTLC) contra estandar de sn-2 lisofosfatidilcolina (Sigma) (Madoery
y Minchiotti, 2006). La unidad de actividad enzimatica es definida en términos de
velocidad de disminucién de la absorcion aparente a 340 nm. Los agregados voluminosos
(liposomas o vesiculas multilaminares) dispersan la radiacion en mayor medida que los
agregados pequefios (micelas, donde predomina el producto: lisofosfolipidos). Dicha
dispersion de radiacidn es registrada por el espectrofotometro como absorcion aparente. EsS
“aparente” porque no es absorbida por las moléculas, sino que mas bien es desviada por los
agregados, con lo cual no llega al sistema de deteccion del espectrofotometro. Una unidad
de actividad (U) PLA2 es aqui definida como la cantidad de proteina que produce un
cambio de 0,001 en unidades de absorbancia por minuto en las condiciones del ensayo
enzimatico. Entonces, la ecuacion aplicada para el céalculo de actividad en la expresién de

los resultados es la siguiente:

Actividad PLA2 = (AA/At) 6.10* U

Donde: AA es la variacion en unidades de absorbancia a 340 nm y At el lapso de
tiempo (en segundos) en el estudio cinético, siendo t; el tiempo inicial y t; el tiempo final

de reaccion.
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Disefio experimental y analisis estadistico

Los ensayos se condujeron en un disefio experimental totalmente aleatorizado con 3
repeticiones por tratamiento y los datos se analizaron mediante ANOVA y se determinaron

las diferencias entre las medias de los tratamientos (Madden et al., 2007).

Los resultados reportados son promedios de tres experimentos independientes

realizados en duplicado.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion, se aplicd un disefio experimental comparativo con 1 factor
primario (tipo de agente inductor) y 3 replicaciones para cada experimento. Las variables

de respuesta fueron: actividad enziméatica PLAZ2 y contenido de fitoalexinas totales.

A los efectos de comprobar la influencia del grado de polimerizacion en el efecto
inductor, se realizaron ensayos con quitosano (polimero, PM promedio 500 kDa) y OGA
(oligbmeros de glucosamina aprox. 1 kDa). El inductor polimérico presenta limitaciones
para su aplicacion bajo la forma de solucién acuosa, ya que su solubilidad decae
fuertemente por encima de pH 6. Por este motivo, se prepararon soluciones a pH 5 en
medio de acido acético diluido. Dicho pH podria resultar contraindicado si el inductor
fuera aplicado en algunas especies vegetales. La mezcla de oligdmeros OGA GP 5-6 es
libremente soluble en medios acuosos en todo el rango de pH, lo cual le otorga una gran
versatilidad en diversas formas de aplicacion (inoculacion, atomizacion, etc.), y en

principio sin limitaciones en cuanto a la especie vegetal a ser tratada.

OGA consistié en una mezcla de pentdmeros y hexameros de glucosamina (OGA
GP 5-6), que fue sintetizada por degradacion oxidativa del quitosano polimérico en horno
microondas. ElI método de sintesis resultd simple, reproducible y factible de trasladar a
mayor escala. Existen otros métodos para obtener oligoglucosaminas solubles. La
hidrolisis catalizada por &cidos inorganicos, lleva a la formacion de mondémeros u
oligbmeros de menos de cuatro unidades (GP < 4). En principio, solamente oligdmeros en
el rango de tetrameros a heptdmeros (GP 4-7) poseen capacidad de reconocimiento
molecular (Badawy y Rabea, 2011). Mientras que la hidrélisis enzimatica, si bien permite
obtener oligdmeros de mayor GP, presenta problemas de reproducibilidad y dificultades

para una produccion en mayor escala.
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Evaluacion del efecto de quitosano y OGA sobre el poder

germinativo (PG)

El PG fue 87 % para las semillas control y 88 % en las que se aplic6 OGA como
inductor; y de 84 % en el control y 83 % en semillas tratadas con quitosano. Estos
resultados demuestran que tanto quitosano como OGA no poseen efectos fitotdxicos en el
proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los
primeros dias de crecimiento. Cabe aclarar que durante el periodo de germinacion y los
primeros dias de desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisiolégicos en los
que la presencia de una sustancia toxica puede interferir alterando la supervivencia y el

posterior desarrollo normal de la planta.

Evaluacion de efectos antimicrobianos directos

Posibles efectos antimicrobianos directos por parte de quitosano y OGA fueron
investigados in vitro contra Fusarium sp. El resultado fue negativo en las condiciones
experimentales del ensayo (fundamentalmente: concentracion inductor: 3 mg/ml y tiempo
embebido), lo cual permiti6é descartar efectos antimicrobianos directos que de algin modo
interfirieran y/o complicaran el estudio de la induccién de resistencia pura. En ciertas
condiciones, quitosano puede desarticular las membranas de los hongos, provocar la
liberacion de sustancias hacia el exterior y de esta manera ocasionar asi su destruccion
(Badawy y Rabea, 2011). No se registro inhibicién del crecimiento micelial aplicando el
ensayo indicado en seccién Materiales y Métodos (4.6). Luego de 7 dias, el patdgeno
colonizé todo el didmetro de la placa en el ensayo experimento con inductores al igual que

la placa del ensayo control.

Contenido de fitoalexinas

La principal ventaja de la técnica de difusion facilitada es que permite la extraccion

eficiente de fitoalexinas de las hojas de soja con minima remocion de compuestos
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interferentes y se obtiene un elevado nivel de recuperacion (Keen, 1978). En el extracto
obtenido se determind fitoalexinas totales mediante espectrofotometria de segunda

derivada, midiendo intensidad relativa a A 268 nm (Fig. 6.3.).

Figura 6.3. Espectro segunda derivada (la
flecha indica la absorcién a 268 nm) obtenido
con el equipo HP 8452.

Se obtuvo la curva de calibracion usando genisteina de soja como estandar. La
misma es la isoflavona bioldgicamente mas activa y la Unica encontrada en hojas de soja.
Posee actividad antimicrobiana y es clasificada como una fitoalexina preformada e
inducible (Romari et al., 2003). Aplicando regresion lineal con el programa GraFit
(Leatherbarrow, R. GraFit Version 2.0 Erithacus Software Ltd., Staines, UK) se obtuvo un

coeficiente de correlacién de 0,9984 (Fig. 7.3.).
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Figura 7. 3. Curva de calibracion. Intensidad Relativa 268 nm vs std
isoflavona (Genisteina)

Los resultados fueron expresados como mcg de fitoalexina por g de tejido vegetal,
aplicando los célculos que se indican a continuacion. Despejando x ([fitoalexinas] en

mcg/ml) en la ecuacion de la curva de calibracion resulta:

_Y-0,0236
*=70,5580

Luego, multiplicando por 75 (el valor de este factor surge de las diluciones

realizadas sucesivamente), se expresa el resultado como mcg Fitoalexinas/g hojas frescas.

A los efectos de validar el procedimiento global de extraccion y medicion de
fitoalexinas, se realizd un ensayo de recuperacion. Se utilizé Genisteina de soja en lugar de

muestra problema, obteniéndose un nivel de recuperacion de 93,4 %.

Los experimentos de induccion se desarrollaron aplicando los inductores en un
rango de concentraciones de 1-3 mg/ml. Este rango fue seleccionado teniendo en cuenta

que se ha reportado efecto microbiano directo aplicando concentraciones de quitosano del
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orden de 4 mg/ml (Bautista-Barios et al., 2003, 2004). Y por otra parte, utilizando una
concentracion de inductor menor a 1 mg/ml, no se registré aumento en concentracion de

fitoalexinas, parametro indicador de induccion de resistencia.

La aplicacion de Quitosano produjo un incremento del 39 % respecto del ensayo de
control en la concentracion de fitoalexina en hojas frescas enteras, después de tres semanas

del embebido de las semillas (Fig. 8.3.).

Fitoalexina 40

s mcg/g
hojas 35

30 -
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15 -

10 -

Muestra Control

Figura 8.3. Efecto de quitosano sobre concentracion de
fitoalexinas en hojas de plantas de 3 semanas. Las barras
representan las desviaciones del promedio.

Dos semanas después (cinco semanas desde el embebido), se registré en el mismo

lote de plantas, un nuevo incremento en el contenido de fitoalexinas en coincidencia con
evidentes signos de invasién patogena (Tabla 2.3.).

37



Muestra Fitoalexinas Fitoalexinas
Soja GM 4990 IRx 1073 mcg/ml mcg/g hojas frescas
Ctrl sin/Q 0,20 0,316 23+1
¢/Quitosano
(3 semanas) 0,26 0,424 3242
¢/Quitosano
(5 semanas) 0,38 0,639 48+2

Tabla 2.3. Contenido de fitoalexinas plantas de semillas tratadas con quitosano

A los efectos de definir un tiempo apropiado de imbibicion de la semilla, los
experimentos fueron realizados a 30 y 60 minutos. Un incremento de 144 % en el nivel de
fitoalexinas se observo al mayor tiempo de embebido (Fig. 9.3.). Se selecciond dicho
tiempo, ya que promovié la respuesta mas intensa. Un mayor tiempo de embebido no se
consider6 conveniente ante la aparicion de signos de deterioro en la anatomia de la semilla

tal como degeneracion y desprendimiento de la cubierta seminal.

Nivel de 120
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Figura 9.3. Efecto de quitosano sobre concentracion de
fitoalexinas a dos tiempos de embebido de semillas. Las barras
representan las desviaciones del promedio.
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Es conocido que debido a su naturaleza policatidnica, el quitosano puede penetrar
la pared celular para interactuar con la membrana plasméatica de la semilla. Ha sido
reportado que quitosano puede penetrar las células de plantas, siendo detectado en el
citoplasma 15 minutos después de su aplicacion en la superficie del tejido vegetal. Mas
aun, existen evidencias que amplios poros pueden ser producidos por la accion del
biopolimero. Tratamientos con el aminopolisacérido incrementaron la permeabilidad de
membrana, siendo esto demostrado por la liberacion de proteinas de bajo y alto peso
molecular al medio extracelular. La explicacion de dicho efecto residiria en la naturaleza
policationica del quitosano, ya que otros policationes produjeron similares efectos mientras
que polimeros acidicos o neutros y bases monomeéricas no mostraron esa actividad (Young
et al., 1982; Hadwiger, 2013).

La aplicacion de OGA promovi6 un fuerte incremento en el nivel de fitoalexina,
resultando 41 veces superior al efecto inductor del biopolimero (Fig. 10.3.). Esta marcada

diferencia se puede explicar en términos de tamafio molecular (grado de polimerizacion).

Fitoalex.300
Ha/g

250 [

200

150

100

50

O |
Chitosan OGA

Figura 10.3. Comparacion del efecto de quitosano y OGA.
Las barras representan las desviaciones del promedio.
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OGA es libremente soluble en medios acuosos permitiendo su aplicacion sin
coadyuvantes de solubilizacion ni modificacion del pH. Es sabido que el grado de
polimerizacion (GP) afecta la solubilidad de los oligomeros y ademés su actividad
bioldgica; y aparentemente, la respuesta bioldgica Optima de los oligobmeros de
glucosamina se da en el rango de tetrameros-heptameros (GP 4-7) (Badawy y Rabea,
2011). En este caso, OGA es una mezcla de pentameros y hexadmeros. Este grado de
polimerizacion seria adecuado no solo por la solubilidad del inductor, sino también por las
interacciones intermoleculares en el contexto de los eventos de reconocimiento molecular

de la elicitacion biosintética de fitoalexina en la soja.

Actividad de fosfolipasa A2

El apoplasto estd conformado por las paredes celulares de las células adyacentes y
el espacio extracelular asociado y constituye un ambiente para la interaccién entre la planta
y los patégenos. Es también un sitio para la comunicacion entre células (Witzel et al.,
2011). En Arabidopsis thaliana, la secrecion de la isoforma alfa de la enzima PLA2 al
apoplasto fue modulada por las etapas de desarrollo de tejidos vegetales. La expresion de
dicha isoforma fue elevada en hojas jovenes y en general en tejidos en activo desarrollo,
disminuyendo en hojas maduras. El nivel de expresion de sPLA2a también fue elevado en
raices desarrolladas. En Arabidopsis la expresién del gen sPLA2 isoforma alfa es
controlado en un estado de desarrollo y de una manera especifica. Mas aun, se encontrd
elevada actividad del promotor de expresion sPLA2 alfa en plantulas en activo crecimiento
pertenecientes a esta especie (Jung et al., 2012). De todos modos, el mecanismo de
regulacion de defensa de la planta mediado por SPLA2 puede extenderse mas alla de su

actividad lipolitica, actuando sobre genes relacionados con la defensa.

En un trabajo anterior, se aplicaron herramientas informaticas para investigar los
niveles de expresion de SPLA2 en soja. Affymetrix Expression Console Version 1.1 es un
programa de computacion disefiado para la realizacion de analisis genéticos

(www.affymetrix.com). Aplicando esta tecnologia en soja, se registraron los mas elevados
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niveles de expresion de enzima PLA2 secretoria (GmsPLA2) en las etapas mas tempranas
de desarrollo (Mariani et al., 2012).

A continuacion, se reproducen imagenes suministradas por Mariani et al. sobre
resultados obtenidos mediante Genevestigator v.3 que es una plataforma on line utilizada
como base de datos en la investigacion de expresion de genes. En coincidencia con el
trabajo de Jung et al. (2012), los niveles de expresion mas elevados fueron observados en
los primeros estadios (Fig. 11.3.). En la segunda imagen (Fig. 12.3.) generada por el
programa, se brinda informacion detallada sobre la localizacion precisa de los niveles de
expresion. Asi, los nimeros en rojo de la segunda columna, revelan que la mayor presencia
de GmsPLA2 se da en raices y hojas trifoliadas. Cabe destacar que el andlisis de
fitoalexinas se realizO precisamente en plantas que fueron cosechadas luego que

desarrollaran las hojas trifoliadas.
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Figura 11.3. Niveles de expresion de Gms PLA2 en funcion del estadio fenoldgico de la
soja.
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Figura 12.3. Localizacién de los niveles de expresion de Gms PLAZ2.

En el presente trabajo, la induccion de la PLA2 mediante quitosano fue evaluada en
semillas embebidas y semillas pregerminadas de soja (cinco dias de desarrollo) como fue
descripto en la seccion de Materiales y Métodos. Se registraron incrementos de 45 %
(semillas) y 70 % (semillas pregerminadas) en la actividad de PLA2 con respecto a
ensayos control (sin inductor), cuando fue aplicado el polimero quitosano. En el gréfico de

fig. 13.3., se muestran estos resultados incluyendo el descuento del control respectivo.
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Figura 13.3. Efecto de quitosano sobre actividad PLAZ2. Los datos
incluyen el descuento del control. Las barras representan las
desviaciones del promedio.

La actividad de la PLA2 aumentd 200 % respecto al control, cuando el inductor
ensayado fue el OGA actuando sobre semillas pregerminadas. En cambio, en el ensayo con
semillas embebidas, el incremento en actividad respecto al control, alcanzé sélo al 23%.
Por lo tanto, OGA fue mas efectivo disparador de la expresion de PLA2 que quitosano y el
estadio de germinacion de las semillas favorecié el proceso de induccion (Fig. 14.3. y
15.3.).
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Figura 14.3. Efecto de OGA sobre actividad PLA2 en semillas
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Figura 15.3. Efecto de OGA sobre actividad PLA2 en semillas
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Estos resultados indican que sPLA2 esté involucrada en la respuesta de la planta de
soja a los disparadores, pero la naturaleza detallada de esa participacion permanece aun por
elucidar. El efecto inductor de OGA fue marcadamente superior al del biopolimero, tanto
en la biosintesis de fitoalexinas como en la expresion de sPLA2. Esto se interpreta como
una mayor efectividad de OGA en la interaccién, debido a la menor dimension molecular
y/o a determinados aspectos estructurales. La naturaleza cationica por si sola, si bien
explica la interaccion de los derivados de glucosaminas con las biomembranas, no seria

entonces la principal causa de la accion inductora de estos bioproductos.

Por otra parte, se comprob6 que la presencia de acido acético en la solucion
inductora de quitosano afectd negativamente la actividad PLA2 en semillas embebidas y
semillas pregerminadas. lones acetato en el equilibrio con el &cido acético actuarian
bloqueando la caracteristica asociacion interfacial de SPLA2 con su sustrato (fosfolipidos).
Dicho efecto se explicaria como un modo de inhibicidon no especifica por la cual ciertos
aniones bloguean la interaccion a nivel de la superficie de reconocimiento interfacial de
PLA2 (Jain y Berg, 1989). Este efecto de inhibicién de PLA2 por la presencia de acido
acetico en la solucion de quitosano, podria explicar también la marcadamente menor
estimulacion en la biosintesis de fitoalexinas con respecto a OGA (Fig. 10.3.). Mas aln,
estaria indicando que la produccion de fitoalexinas en el marco del mecanismo de
autodefensa en soja, se trata efectivamente de un proceso mediado por la enzima sPLA2,
ya que un menor nivel de actividad de la enzima se tradujo en una menor produccion de

fitoalexinas (Vargas et al., 2012).

Estudio de la accion de OGA como efector

En el marco de un mecanismo defensivo en el que participan inicialmente
quitinasas y quitosanasas degradando la pared celular de hongos patogenos, fosfolipasa A2
secretoria (SPLA2, EC 3.1.1.4) puede atacar las membranas de dichos hongos
desarrollando una accion directa (Sharma et al., 2004). Es conocido el hecho que ciertas
moléculas producen desarreglos en las bicapas fosfolipidicas, estimulando la actividad de

fosfolipasas (De Tullio et al., 2013). Fosfolipidos organizados supramolecularmente como
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liposomas representan un modelo de biomembrana. Con el objetivo de estudiar in vitro el
rol de posibles efectores en la accién directa de SPLA2 de soja (GmsPLA?2), se realizaron
experimentos con oligo-glucosamina grado de polimerizacion 5-6 (OGA 5-6) obtenido en
el Laboratorio de Quimica Organica. Para la determinacion de actividad sPLA2 en la
hidrdlisis de fosfolipidos, se estudio la cinética de disminucion de la absorcion aparente a
340 nm. Este método no pudo ser aplicado a quitosano, porque el polimero actuaria
promoviendo la agregacion de liposomas (agregados fosfolipidicos estructurados bajo la
forma de vesiculas multilaminares), aumentando la absorcién aparente a 340 nm. De esta
manera, obstaculiza la evaluacion de actividad PLA2. Se determiné una actividad sPLA2
de 296 + 15 U/ml adicionando OGA 1 mM que significé un aumento de 38 % respecto al
control, probablemente debido a alteraciones en la topologia y/o empaquetamiento de
liposomas (Fig. 16.3.). A los efectos de descartar efectos “no enzimaticos” o no
estrictamente relacionados con la reaccion de hidrolisis de fosfolipidos, se llevaron a cabo
ensayos en ausencia de ion calcio, activador esencial de las PLA2s. Hasta un tiempo 3
minutos, no se registrd cambio en la absorcion aparente (pendiente = 0), indicando que
OGA por si solo (por un efecto “no enzimatico) no es capaz de degradar liposomas en la

condicion del ensayo.
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Figura 16.3. Efecto de la concentracion de OGA sobre actividad
PLA2
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El aumento en la actividad sPLA2 se interpreta en el sentido que la insercion de
OGA produce desarreglos en la bicapa fosfolipidica, favoreciendo el acceso de la enzima

interfacial para el desarrollo de la catalisis (Fig. 17.3. y 18.3.).

Figura 17.3. Representacion de biomembrana (izg.). Modelos de organizacion
supramolecular de fosfolipidos bajo la forma de bicapas (liposoma y bicapa
planar) y micela (der.) http://en.wikipedia.org/wiki/Biological membrane

=
fosfolipido OGA PLA2  lisofesfolipide  acido graso

Figura 18.3. Representacion del desarreglo de las bicapas lipidicas por la
accion de OGA vy subsiguiente hidrolisis catalizada por PLA2 con formacion
de lisofosfolipidos y acidos grasos.

Concentraciones muy superiores de OGA en el medio, condujeron a una
disminucion en la actividad sPLA2 respecto al control. Esto indicaria un efecto de

inhibicidn de la reaccion de hidrolisis por efecto de OGA que compite con el sustrato por
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el sitio activo de sPLA2. En conclusién, concentraciones del orden 1 mM OGA
promovieron la activacion de sPLA2 en la lipdlisis de bicapas fosfolipidicas de

composicion similar a las membranas de hongos patégenos.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis, se desarrollé un procedimiento seguro y sensible para la
determinacion de fitoalexinas en hojas de soja (Glycine max). Se aplicO un método de
extraccion por difusion facilitada modificado, consistente en la generacion de presion
negativa que remueve aire ocluido en el tejido foliar. La recuperacion de la presion
atmosférica provoca la infiltracion del tejido por parte del solvente extractor. Se trata de un
ensayo no-destructivo ya que en principio, el solvente ingresa solamente al apoplasto o
espacio intercelular, evitando en gran medida la extraccion de sustancias interferentes.
Luego de etapas de extraccion liquido-liquido se realizd la determinacion cuantitativa de
fitoalexinas por espectrofotometria ultravioleta de segunda derivada. Esta metodologia
permitio aumentar considerablemente la resolucion en la medicion con respecto a la

determinacion por medicion directa de absorbancia.

Con el objeto de disponer de un inductor libremente soluble en todo el rango de
pHSs, se ajustd un procedimiento de sintesis de OGA a partir del polimero quitosano. Una
mezcla de pentdmeros y hexdmeros de oligo-glucosamina (OGA GP 5-6) fue obtenida por
degradacion oxidativa del biopolimero bajo irradiacion en horno de microondas. Este
método de sintesis de laboratorio resulté simple, rapido, reproducible y la escala de
obtencion puede ser facilmente aumentada (Ravichandran y Karthikeyan, 2011; Shao et
al., 2003). La técnica de aplicacion de los inductores consistio en la inoculacién por
embebido de las semillas de soja. Pero en principio, otras alternativas, como la aplicacion

en raices o la atomizacion foliar son factibles.

Quitosano y OGA activaron mecanismos de autodefensa en la planta al promover la
sintesis de fitoalexinas, compuestos con actividad antimicrobiana. Como otra respuesta
defensiva, ambos inductores exdgenos promovieron la expresion de PLA2, una enzima

involucrada en rutas metabolicas y en la transduccion de sefiales. Se sabe que ésta y otras
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enzimas como glucanasas, quitinasas etc., participan en la produccion de compuestos
inhibidores de la accion patogénica o en el reforzamiento de paredes y cubiertas de la

planta para resistir la invasion patdégena (Baustista-Bafios et al., 2006).

Las primeras etapas en la accion de poli y oligo-glucosaminas tendrian que ver con
el caracter policationico de estas moléculas cuando se encuentran en soluciones de pH
inferior a 6,0. En dicha condicion, los grupos aminos cargados positivamente pueden
interactuar con fosfolipidos anionicos presentes en las membranas celulares y alterar asi su

permeabilidad.

Tanto quitosano como OGA aumentaron los niveles de fitoalexinas y expresion de
sPLA2, indicadores representativos de respuestas protectivas frente a la infeccién viral.
Esta habilidad no depende del tipo de patdgeno porque el inductor desarrolla
sistémicamente su accion sobre la planta. Ambos, indujeron aumentos sobre la
concentracion de fitoalexinas y actividad PLA2, pero OGA produjo claramente los efectos
mas marcados. Dicha mayor efectividad se relacionaria con el tamafio molecular
(quitosano 500 kDa, OGA 1 kDa) y consecuentemente con la capacidad de interaccién y
de reconocimiento molecular. Las semillas de soja tratadas con biopolimeros y oligdmeros
de quitosano, aumentaron la concentracion de fitoalexina en las hojas y los niveles de
actividad de PLAZ2 en semillas, tanto pregerminadas como no germinadas. Los incrementos
de ambos, el indicador quimico y el enziméatico, fueron mayores en las semillas
pregerminadas, en coincidencia con un estadio de elevada actividad biolégica. El inductor
OGA (peso molecular alrededor de 1 kDa) obtenido en este trabajo de tesis, fue aplicado
por primera vez como agente inductor de defensa. Cabe destacar que OGA resultd
notablemente maés efectivo que el polimero quitosano, indicando que el tamafio molecular
o la estructura tridimensional son factores decisivos en la accién del inductor. Asi,
imitando el contacto de la semilla de soja con fitopatogenos, quitosano y principalmente
OGA, indujeron la biosintesis de fitoalexinas y la expresion de sPLA2 en el marco de la

respuesta defensiva.
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La accién de los inductores dispararia ambos mecanismos defensivos (biosintesis
de fitoalexinas y expresion de PLA2) en forma independiente uno de otro, o bien podria
tener lugar una accién sinérgica o mutuamente condicionada. Es conocido el efecto
inhibidor sobre sPLA2 de serpiente por parte de la isoflavona genisteina (Dharmappa et
al., 2010). Las isoflavonas son un tipo de fitoalexinas presentes en elevada concentracion
en soja y precisamente, en ensayos con extractos apoplasticos de soja realizados
ultimamente en nuestro laboratorio, se registraron efectos inhibitorios (resultados no
publicados). En ese sentido, cabria pensar entonces en un mecanismo autorregulado, por el
cual sPLA2 promueve la biosintesis de fitoalexinas hasta un cierto nivel en que dichas
moléculas polifenodlicas comenzarian a actuar como inhibidores reversibles, atenuando

transitoriamente la actividad sPLAZ2.

La habilidad de estos inductores para contener la infeccion viral en plantas no
depende del tipo de agente patdgeno porque tanto quitosano como OGA afectan a la planta
misma, promoviendo la activacion de mecanismos de resistencia. Simulando un contacto
de la planta con patdgenos, estos bioproductos inducen reacciones autoprotectivas en la
planta, limitando la expansion patdgena y generando resistencia sistémica adquirida. A
diferencia de los fungicidas y agroquimicos en general, este tipo de inductores de
resistencia no afectan el medio ambiente. Los mecanismos de induccion de defensas, por
otra parte, no alteran la informacion genética del vegetal. Actlan solamente activando esa
base genética. En contraposicion, las manipulaciones genéticas pueden fortalecer a la

planta frente a un patdgeno especifico pero debilitarla frente a otro.

PERSPECTIVAS

Futuras investigaciones sobre propiedades de reconocimiento molecular de
polimeros y oligomeros de quitosano, permitiran profundizar la dilucidacion de los
mecanismos de induccion de defensa contra patdgenos en soja y extender este

conocimiento generado a otras especies.
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El estudio de los factores que influyen en la expresion de sPLA2 de soja
(GmsPLAZ2), su traslocacion al apoplasto y el estudio mecanistico a través de la cinética
enzimatica, aportaran al conocimiento y propuesta de modelos de regulacion de la
actividad sPLA2 en soja y especies similares en el marco de las respuestas defensivas

contra patdgenos.

Como una continuidad de este proyecto, y como complemento de la investigacion
ya realizada en soja, se aplicard la microscopia oOptica confocal de alta resolucion para
evaluar el efecto patogénico de hongos como Macrophomina y se estudiaran también
posibles efectos de los inductores sobre la anatomia del vegetal, como por ejemplo la
formacion de barreras fisicas para la defensa.

Es importante destacar que los compuestos inductores utilizados en este trabajo de
tesis se encuadran en la categoria de bioproductos. Se trata de productos naturales que
estan presentes en los agroecosistemas, por lo que no atentan contra la salud humana y
ambiental. Su accién se basa en el estimulo o fortalecimiento del sistema inmune del
vegetal, a diferencia del agroquimico que elimina al organismo nocivo. El uso de
agroguimicos convencionales hace que en el tiempo, los patégenos se vuelvan indiferentes
a su accion porque el empleo persistente de los mismos favorece la proliferacion de
genotipos del patdgeno virulentos para el mismo. La inoculacion de semillas de soja con
quitosano y OGA reforzaria el sistema inmunolégico de la planta, actuando como una
vacuna vegetal. Estos inductores basados en glucosamina, se encuadran en el grupo de los
Inductores de los Sistemas de Defensa Vegetal (ISDV). Este tipo de bioinsumo, aumenta la
sustentabilidad de un sistema productivo en el conjunto de los agroecosistemas. Por su
origen natural, los bioproductos se degradan sin alterar el ecosistema, a diferencia de los

compuestos sintéticos que permanecen y contaminan el ambiente.

Finalmente, se prevé realizar contactos con el medio, apuntando a la transferencia
tecnoldgica del conocimiento generado. El polisacarido quitina, la materia prima a partir de
la cual se obtiene industrialmente el quitosano, proviene de desechos de animales marinos,

aunque esta ampliamente distribuida en toda la bidsfera, incluyendo las paredes celulares
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de hongos y algas. La quitina forma un esqueleto estructural externo en invertebrados y
posee similitudes estructurales con la celulosa. El Laboratorio de Microbiologia de INTI
Mar del Plata (Centro Regional Sur, Pcia. Buenos Aires), Gnico centro nacional productor
de quitosano en escala planta piloto, aport6 los lotes del polimero para la realizacién de la
presente investigacion. De este modo, si es garantizada la provision de materia prima a
nivel nacional, se podria avanzar en la produccion de OGA en escala planta piloto. En los
ultimos afios dicho centro ha ido avanzado también en la caracterizacion de polimeros de
quitosano. En ese sentido, sera importante contar con datos precisos de peso molecular, ya
que el mismo varia en un amplio rango (desde 2 a > 200 kDa). También es necesario tener
en cuenta el grado de deacetilacion (si es alto significa que posee elevado nimero de
grupos aminos). Ambos parametros son importantes ya que estarian relacionados con la

actividad antimicrobiana del quitosano.
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CAPITULO5
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