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RESUMEN

Las plantas responden a través de diferentes
mecanismos a las interacciones abiéticas y biéticas, que se
producen en su medio. Esta capacidad estd asociada a la
presencia de metabolitos secundarios en ellas. Una de las
interacciones méds importantes es la relacién planta-hongo
patégeno. Dentro de ésta, se pueden establecer dos tipos de
interacciones: compatible e inconmpatible. La primera causa
enfermedad en la planta mientras que la segunda se
caracteriza por una resistencia frente al ataque fingico. ILa
resistencia que presenta el vegetal frente al atague fﬁnéico,
es mediada por el reconocimiento de elicitores (inductores)
por parte de la célula vegetal. Estas moléculas cuyo origen
puede ser diverso, son las que en definitiva inducen 1la
respue;ta defensiva en la planta. En términos generales se
conoce con relativa claridad qué tipo de moléculas son
capaces de inducir la respuesta defensiva, como asimismo los
productos finales de defensa que se expresan en el vegetal.
Sin embargo, el esclarecimiento de las etapas que median
esta respuesta plantea la necesidad de una mayor

investigacién en este campo. El presente trabajo estuvo




xi.

orientado a la identificacidén de la secuencia de eventos que
se producen durante la interaccién planta-hongo patégeno. Se
analizé el efecto de algunos inductores en la capacidad y
velocidad de respuesta por parte de 1la planta, vy se
determiné el papel del ion Ca2+ en el proceso de transduccidn
de la sefial.

Para esto se usé como modelo la interaccidén de
cardcter incompatible entre Citrus limon y Alternaria
alternata. Se probaron diferentes inductores tales como:
conidias, endopoligalacturonasa, oligosacdridos fiungicos vy
vegetales, vy oligémeros de PGA. Los inductores fueron
probados tanto en plédntulas enteras como con dafio mecdnico.
Los resultados muestran que existe una tenporalidad en los
eventos que ccurren en la interaccién planta-hongo, sienég el
dafio de la pared de la planta un factor determinante en la
capacidad de respuesta de ésta. De todos los inductores
probadqs los mejores resultaron ser los propios
oligosacdridos de 1la pared vegetal; los oligosacdridos
fingicos tienen también un efecto inductivo importante. De
los metales probados (Ca2+, Mg2+ A4 Ba2+), el ion calcio
resultSé ser el mds importante, adelantando e incrementando la

magnitud de 1la respuesta defensiva de la planta. Se

determiné ademds, si la participacién de calcio ocurre a
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través de canales idénicos, utilizando para ello bloqueadores
de canales tales como verapamil y norarmepavina. Los
resultados indican que existe participacién de estos canales
en el mecanismo de transduccién de la seiial.

En general, los resultados de este trabajo de tesis
permiten concluir la existencia de la siguiente secuencia de
eventos para gue la planta desarrolle la respuesta de
hipersensibilidad: a) secrecién de enzimas hidroliticas por
el microorganismo, b) destruccién la pared celular vegetal
como consecuencia de la accién de las enzimas del hongo,
c) liberacién de oligosacdridos de la pared del vegetal,
d) reconocimiento especifico entre oligosacaridos del vegetal
y la célula, vy e) cambio en los niveles de cat?
intracelulares. Otras etapas intermedias deberdn dilucidarse

en estudios a futuro.
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SUMMARY

Plants respond to abiotic and biotic interactions
using different mechanisms. Their ability for the
establish@ent of interactions with other organisms has been
related to the presence of secondary metabolites. The study
of the biochemical basis of these interactions, is presently
an active field of research.

'one of the most important interactions is that of
plant-phytopathogenic fungus. Conmpatible and incompatible
interactions can be found among them.

%cOmpatible interactions lead to the development of
the disease; whereas, incompatible interactions are
characterized by the inhibition of pathogen growth, lack of
plant disease symptoms and in most cases, development of
necrosis of tissues surrounding infection site.

Resistance of a plant against fungal attack is
produced ias a consequence of elicitor recognition by the
plant. Molecules called elicitors, both from plant or fungal
origin, can induce the defense response in plants. Many
moleculeg-have been described as elicitors, most of them of

unknown oligosaccharide structure. The exact mechanism of
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recognition between the elicitor and the plant cell is also
unknown.

The present work has been oriented to identify the
sequence pf events intervening during plant-pathogenic fungus
interaction. The effect of some elicitors in the capacity and
the speed to induce response by the plant was analized. Also,
the role of ca®t was determined during the process of signal
transduction.

| In +this research, we used as a model the
incompatible interaction between Citrus limon and Alternaria
alternata. Different elicitors were tested: conidia,
endopolyQalacturonase, fungal and plant oligosaccharides, and
PGA oliéomers. Elicitors were tested on entire and on
mechanically wounded plants. The results show that exist a
time factor affecting the occurence of events during the
interaction, being wall damage a determinant factor in the
capacity'.of response. Within wvarious elicitor used, plant
wall pligosaccharides were the best inducers. Fungal
oligosaccharides also had an important inducing effect. Among

+ 2+

the cations used {Ba2 , Ca” , Mg2+), calcium was the most

important. Calcium increased the magnitude of the response
and also shortened the time period to obtain the maximal

defense response. In addition, Verapamil and Norarmepavine

were employed to test wether calcium was mobilized through
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ion-channels. The inhibitory effect of both of them, showed
that exists channel participation in the signal transduction
mechanism.

. In general, the results of this work allow us to
conclude:that a sequence of events nmust operate in order to
permit the development of the plant hypersensitive response:
a) secret;on of hydrolytic enzymes by the microorganism,
b) destrdyment of plant cell wall, as a consequence of the
action of microbial enzymes, c) release of oligosaccharides
from the Plant cell wall and exposure of internal structures,
a) specifﬁc recognition between plant oligosaccharides and
cell, and e) changes in intracellular calcium levels. The

participation of other intermediate steps in the induction of

the defense response will require further studies.




l. INTRODGCCION

1. 1. ANTECEDENTES GENERALES.

Las plantas que crecen en su ambiente natural,
estdn constantemente sujetas a las variaciones e
interaccignes gque se producen en éste. Entre las probables
variaciones se pueden mencionar: las sequias, las
inundaciones, las temperaturas extremas, la excesiva
salinidad de algunos suelos, la presencia de metales pesados
vy la irradiacién de alta intensidad. Por otra parte, son
afectados también por la predacién, la competencia, y la
infeccién por agentes patdgenos (virus, bacterias y hongos}),
etc. (West, 158l; Harborne, 1988). Las plantas poseen rutas
metabbélicas que les permiten responder a ambientes cambiantes
con la suficiente rapidez y eficacia (Agrios, 1988).
Recientemente se ha correlacionado 1la presencia de los
numerosos metabolitos secundarios que existen en la planta
con la capacidad de éstas de establecer interrelaciones con
otros organismos, permitiendo asi su scbrevivencia (Swain,
1977; Bell, 1981; Harborne, 1988).

Eﬁ la interaccién planta-patdgeno, las plantas
pueden responder de las siguientes formas: a) desarrollando

una respuesta hipersensitiva para impedir la invasién por el




patégeno. Esta respuesta incluye necrosis de la zona de
infeccidén, junto con la produccién de fitoalexinas, sintesis
de inhibidores de proteinasas y de enzimas hidroliticas
(glucanashs, quitinasas). Asimismo, también puede producirse
depésito ‘de proteinas ricas en hidroxiprolina en 1la pared
celular del vegetal, sintesis de 1lignina, sintesis de
callosa, etc.; y b) desarrollando la enfermedad producida por
el patéggno. De esta forma, estos tipos de respuesta se
definen como incompatible y conpatible, respectivamente. En
la interaccién compatible, la planta es sensible a 1la
infecciénﬂ ya que es incapaz de inducir 1los sistemas de
defensa con la velocidad adecuada para impedir la invasidn
del patégeno. En cambic, en la interaccién incompatible, la
planta tiene 1la <capacidad de responder rdpidamente,
inhibiendo o disminuyendo el crecimiento del patdgeno. La
caracterfstica mds comin de la interaccidén incompatible es la
ruptura de membranas de las c¢élulas del |Thospedero,
responqiendo "hipersensitivamente™. La rédpida necrosis de
esas células puede resultar en la ruptura de las vacuolas,
produciéndose asi la muerte de esas células por autdlisis. La
ruptura de las vacuolas también puede resultar en la
liberacién de enzimas que digieren componentes de las paredes
celulares del patégeno, © son de alguna otra forma

inhibitorias’ del crecimiento del patdgeno (Ayers y cols.,




1976; Agrios, 1988).

Una de las vias de infeccién que utilizan 1los
patégenos es el apoplasto, defiﬂido como una red continua de
espacios formado por las paredes celulares y el xilema
(Levitt, 1957). ©Este espacio Jjuega, adenmds, un importante
papel en el mecanismo de invasién de muchos patdégenos que lo
utilizan como via de transporte a distancia (Bowles, 1990).
El apoplasto es ahora reconocido como el sitio en el cual se
originan las sefiales para inducir respuestas defensivas
(Albersheim, 1976). La agresién fisica induce una respuesta
del tejido vegetal, la que involucra el reestablecimiento de
la barrera fisica de difusidén, reparacién del daho, y
estimulacién de nuevo crecimiento y diferenciacién. Estos
procesos deben ser rédpidos y coordinados, ya que las zonas de
dafio son puntos importantes de entrada de patdgenos,
particularmente de virus. Algunos producitos relacionados con
la defensa se acumulan solamente en forma localizada,
mientras que otros se acumulan tanto en forma localizada como
sistémica, lo que involucra generalmente una amplificacién
masiva en la respuesta (Bowles, 1990).

Hay suficiente evidencia para suponer que tanto las
respuestas sistémica como localizada, involucran la expresicn
coordinada de genes, es decir, diferentes genes de defensa

son activados simultdneamente dentro de la misma célula en




respuesta a un mismo tipo de estimulo (Hahlbrock y Scheel,
1989).
Respuesta sistémica.

La respuesta sistémica se ha denominada cominmente
SAR (respuesta sistémica adquirida) la gque se produce en

tejidos distantes al sitio de dafio. Estos tejidos son capaces
‘de induci; genes de resistencia (Kuc, 1982), de inducirlos en
forma coqrdinada (Ward y cols., 1991), para la sintesis de
inhibidoﬁes de proteinasas (Roby y cols., 1987). Este hecho
ha llevado a muchos investigadores a preguntarse cémo se
transmité la sefial desde la zona de dafio a los tejidos
alejados de ella. Se ha sugerido que una sefial quimica mévil
podria conectar la zona de dafio con los tejidos sanos (Ross,
1966). Sé han propuesto como candidatos para ello al &cido
salicilico (Hanke, 1992; Raskin, 1992), a 1la sistemina
(Pearce y cols., 1991), al metil jasmonato (Farmer y Ryan,
1990; Farmer y Ryan, 1992), al etileno (Enyedi y cols.,
1992), vy al dcido abscisico (Pefha-Cortés y cols., 1989).

En relacién a las vias encargadas de movilizar a
estos metabolitos, alin no existen evidencias que apoyen ©
descarten definitivamente las vias floemdtica, xilemdtica, y
apopldstica (Roberts, 1992). Alternativamente, se ha sugerido
que podria ser una seflal eléctrica (depolarizacién de 1la

membrana plasmdtica) la gque trasmitiera la sefial iniciada en




la zona gde dafio, hasta zonas intactas. En este idltimo caso,
se han disefiado experimentos en plantulas de tomate dafadas,
para distinguir entre una sefial quimica transmitida por el
floema y una sefial propagada fisicamente basada en 1la
actividad eléctrica. Estos experimentos demuestran que la
translocacién en el floema puede ser completamente inhibida
.sin impe@ir que la sefial eléctrica se propague, lo que
sugiere que en la respuesta SAR podria estar operando mds de
un m;canismo 0 tipo de sefial (Wildon y cols., 1992).
Respuesta localizada.

La_ respuesta localizada ha sido considerada como
unc de los mecanismos mds eficientes de defensa del tejido
vegetal contra los patdgenos (Agrios, 1988). Esta iqgluye,
ademds de la necrosis de células circundantes del tejido
atacado, la expresién de diferentes genes entre los cudles
podemos encontrar: a) los gue codifican para un grupc de
enzimas que forman parte de una via metabélica especifica,
por ej. ~enzimas de la via fenilpropancide (Hahlbrock vy
Scheel, 1989); b) los que codifican para proteinas gue no
participan de vias metabdélicas, como las correspondientes a
proteinas estructurales, por ej. proteinas <ricas en
hidroxiprolina (Roby y cols., 1985), o enzimas que pueden
—

degradar la pared de hongos y bacterias, por ej. quitinasas y

glucanasas (Mauch y Stachelin, 1989), o enzimas gue degradan

p—— e




proteasas producidas por el microorganismo, por ej.
inhibidores de proteinasas (Farmer y Ryan, 1992). Se ha
descrito gue ambos event;s pueden ocurrir por separado, o
siyu%géneamente.

La activacién de una via metabdlica, en respuesta
al ataque por un patégeno, tiene como finalidad la formacién
de metabolitos secun@arios que actidan como antimicrobiancs
(Lyon y Wood, 1975; Kuc y Rusch, 1985). Estos compuestos, a
los que se ha- denominado fitoalexinas, corresponden a
metabolitos secug@g;igs de bajo peso molecular, gue se
sintetizan solamente cuando la planta entra en contacto con
microorganismos potencialmente patégenos (West, 1981). Se han
descrito tres vias gque se activarian- para biosintetizar
fitéalexinas en las plantas: la via del acetato-malonato (que
conduce a la formacién de compuestos del tipo alcaloides), la
via del acetato-mevalonato (que conduce a la formacién de
isoprenoides), y la via del &cido chiquimico que genera a los
aminodcidos aromdticos. Entre éstos dltimos, la fenilalanina
(Phe) vy la tirosina (Tyr) son considerados como los sustratos
iniciales de la asi llamada via fenilpropanoide, que origina

compuestos tan diversos como cumarinas, flavoncides,

estilbenos y lignina (Kuc y Rusch, 1985). Las fitoalexinas

. pueden provenir de intermediarios producidos por cada una de

estas vias por separado, o bien, incluir compuestos que se




generen a partir de la combinacién de intermediarios
provenientes de dos o mds vias (Kuc y Rush, 1985).
Adicionalmente, se ha descrito que la estructura gquimica de
las fitocalexinas que forma una determinada especie vegetal,
estd relacionada directamente con el tipo de metabolitos
secundarios gue naturalmente forma esa especie (West, 1981).
Las enzimas necesarias para sintetizar este tipo de
metabolitos, se encuentran presentes en niveles muy bajos o
no detectables en tejidos sanos {Darwill y Albersheim, 1984).

Los sistemas vegetales estudiados en relacién a la
respuesta frente a microorganismos patégenos, han sido
fundamentalmente aquellos que activan a la via
fenilpropanoide (Hahlbrock ¥y Scheel, 1989), sin embargo,
existen algunos ejemplos, como el caso de Ricinus communis,
en el que se activa la via isoprénica (Lee y West, 1981). Se
ha denominado metabolismo general de fenilpropanoides a la
secuencia de reacciones que convierten a la L-Phe en ésteres
Sustitgidos de cinamil-coenzima A. Los productos de esta via
son precursores de muchos metabolitos secundarios
involucrados en la resistencia a infecciones (Ebel, 1986).

La fenilalanina amonio liasa (PAL) es la enzima que
cataliza la primera reaccidén de esta via, y se ha demostrado
gque sus niveles aumentan en respuesta a diferentes tipos de

inductores (elicitores) (Lamb, 1979; Kuhn y cols., 1984).




Ademds se ha demostrado que la actividad de la PAL aumenta
justo antes de la produccién de fitoalexinas (Kuc y Rush,
1985), coincidiendo con un aumento previo de los mRNA
respectivos (Lois y cols., 1989; Walter y cols., 1988;
Habereder y cols., 1989).

El término elicitor fue introducido por Keen vy
Bruegger (1977) para referirse a sustancias que inducen la
sintesis de fitoalexinas en tejidos vegetales. Estos
elicitores en realidad corresponden a inductores, los due
pueden ser de origen biético o abidticoc. Los elicitores
biéticos corresponden a sustancias con actividad inductora
derivadas de microorganismos patégenos, o derivadas de
vegetales (producto de la actividad de los microorganismos
sobre el teijido de la planta). Los elicitores abidéticos
corresponden a agentes fisicos y quimicos, tales como sales
de metales pesados, 1luz UV y blanca, frio, etileno y
fungicidas, entre otros (West, 198l1).

Aunque la molécula inductora y la respuesta final,
es decir, la aparicién de productos génicos de defensa, han
sido caracterizados en pocos casos, ain no se sabe con
certeza quéleé son las etapas que ocurren entre el procesc de
reconocimiento del elicitor por la célula vegetal y 1la
respuesta final de defensa. Estas etapas podrian incluir a

sistemas enzimdticos en cascada, tal como se ha descrito para




el efecto de hormonas peptidicas en mamiferos (Conn y cols.,
1987). Entre estas etapas, deberia existir la participacién
de un segundo mensajero, el cual desencadenaria la cascada de
eventos. En el caso de los tejidos vegetales se ha sugerido
que tanto cAMP como el ionca’t podrian cumplir dicha funcién
(Kurosaki y cols., 1987), y que el efecto de ion calcio
podria estar mediado por una ATPasa de membrana (DuPont y
cols., 1990), o por la presencia de canales de calcio
(Jchannes y cols., 1991).

En relacién a la presencia de receptores, se ha
caracterizado el reconocimiento de elicitores de pared de
Phytophtora megasperma por membranas aisladas de poroto de
soya (Albersheim, 1976). Sin embargo, otro grupo de
investigadores, trabajando con el mismo sistema vegetal pero
usando un elicitor de Verticullium dahliae, describieron la
posible formacién de un comélejo formado por el elicitor y un
posible receptor, el cudl era internalizado por un proceso de
endocitosis (Horn y cols., 1989). La informacién existente no
permite afirmar cémo se podria iniciar la cascada de eventos
que permite finalmente producir la respuesta defensiva de la

planta frente al atague por patdgenos.
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1. 2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

Las plantas de citricos son atacadas en sus
ambientes naturales, por hongos de la fumagina, definida como
una asociacién de hongos patégenos y sapréfitos dque se
depositan sobre la superficie del vegetal, y cuya apariencia
es la de un polvillo negro (Pérez y cols., 1991). El estudio
de la capacidad de respuesta de diversas variedades de
citricos frente a la agresién por Trichoderma harzianum o por
Alternaria alternata, demostrd que Citrus l1imon es la especie
que puede defenderse mejor del ataque fingico (Quaas y cols.,
1993). Estudios realizados con ambos hongos permitieron
caracterizar a las celulasas y pectinasas que excretan (Aubd,
1988; Aubd y cols., 1993), determinando ademds la capacidad
que tiene la PGasa de A. alternata para degradar pared
celular de plantulas de limonero y generar oligosacéridos de
distinto grado de polimerizacién, como una aproximacién al
fenémepo de infeccidén del vegetal (Fanta y cols., 1992). Ia
PGAsa de A. alternata estaria representada al menos por tres
isoformas, con distintos puntos isceléctricos; las que poseen
una MM igual o superior a 45 Kd. Todas ellas estédn altamente
glicosiladas con glucosa y/o manosa {Bravo, 1992).

Estudios cinéticos de induccién de la via

fenilpropanoide en pldntulas de limonero, demostraron que la
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temporalidad de 1la respuesta del vegetal, depende del
elicitor usado y de la integridad de la planta. Es asi como
conidias de A. alternata inducen a la PAL mds tardiamente que
la PGasa obtenida del mismo hongo, intervalo de tiempo que
coincide con el periodo necesario para la fructificacidén del
hongo y la produccién de la enzima (Rocc, 1990; Roco y cols.,
1993). Adpmés, se describié gque solamente plantulas dafadas
mecdnicamente eran capaces de inducir a la PAL en respuesta a
oligosacdridos. Estos, podrian corresponder a los verdaderos
inductores (elicitores) de la respuesta del tejido vegetal, y
podrian simular la infeccién por patégenos tal como ha sido
propuesto para otras interacciones (Jin y West, 1984;
Robertsen, 1986; Bruce y West, 1989). Ademds, la ausencia de
respuesta de plédntulas de limonerc intactas al tratamiento
con estos oligosacdridos, sugiere dque para que exista una
respuesta celular, debiera haber exposicién de membrana
plasmdtica o de zonas internas de la propia pared celular. La
interaccién del elicitor con un posible receptor, podria
mediar la respuesta celular.

También se ha demostrado que la activacién de la
PAL en plédntulas de limonero, se debe a la sintesis "“de novo®
de la enzima y no a una activacién de enzima pre-existente
(Roco, 1990). Resultados similares han sido informados para

Phaseolus vulgaris (Edwards y «cols., 1985) y para
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Petroselinum crispum (Lois y cols., 1989).

Como consecuencia de la activacién de la via
fenilpropancide, cuantificada a través de la induccidén de 1la
PAL.,, se ha descrito 1la formacién de dos metabolitos
secuﬁdarios, los que se sintetizan como respuesta a la
infeccién por Trichoderma harzianum {Pavani, 1992) o por A.
alternata (Roco y cols., 1993): la 6,7-dimetoxicumarina o
escoparona, y la 7-hidroxicumarina o umbeliferona.

Dada la necesidad de aportar mds evidencias del
mecanismo que opera tanto en el proceso de reconocimiento
come de transduccién de la sefial al interior de la célula, es
que en este trabajo de tesis se ha planteado la siguiente

hipétesis y los objetivos que se detallan a continuacidn.
1. 3. BIPOTESIS.

Se postula la existencia de un mecanismo de
reconoqimiento especifico del inductor (elicitor) para que
exista una respuesta defensiva de la planta. En presencia del
elicitor debiera desencadenarse una cascada de eventos dque
permita la transduccién de la seflal al interior de la célula
vegetal. Si esta cascada existe, los putativos segundos
mensajeros o sus andlogos debieran poder simular a él o los

inductores que gatillan esta respuesta.
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1. 4. OBJETIVOS GENERALES.

1l.- Establecer si existe un mecanismo de reconocimiento entre
el e;icitor de 1la respuesta defensiva y 1la célula
vegetal.

2.~ Determinar si otros compuestos pueden reemplazar a los
elicitores en la induccién de la respuesta defensiva del

vegetal.
1. 5. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.~ Analizar la respuesta de pléantulas de limonero intactas,
frente a la infeccién por conidias de Alternaria
alternata; al tratamiento con sobrenadantes de medios de
cultivo sumergidos del mismo hongo, realizados en
preséncia de pectina citrica como fuente de carbono: y al
tratamiento con oligosacdridos (flungicos, vegetales vy
siptéticos).

2.- Analizar la respuesta de pldntulas de limonero dafiadas
mecdnicamente, frente al tratamiente con conidias, al
tratamiento con sobrenadantes de medios de cultivo
sumergidos del mismo hongo, realizados en presencia de

pectina citrica como fuente de <carbono; Yy con

oligosacdridos de origen fungico, vegetal o sintético.
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3.- Establecer 1la naturaleza del verdadero elicitor de 1la

respuesta del wvegetal.

4.~ Establecer las caracteristicas del reconocimiento entre

el elicitor y la pldntula de limonero.

5.~ Establecer la participacién de iones metdlicos en la

induccién de la respuesta defensiva de la planta.




2. MATERTALES Y METODOS

2. 1. Reactivos quimicos.
Todos los reactivos utilizados fueron de grado
analitico y se obtuvieron de las firmas mencionadas en cada

caso:

* Analar BDH Chenmicals Ltd., Pcoole, Inglaterra: CusSo, x 5 Hzo'

4

* Anasac, Chile: CaptanMR comc fungicida general.

* Carlo Erba, Mildn, Italia: dc. bérico.

* Difco, Detroit, Michigan, USA: caldo Sabouraud.

* Fluka Chemika, A. G., Suiza: p-hidroxibifenilo, 4c.
galacturdnico.

* Gibco, Madison, USA: Agar.

* Hopkin and William Ltd., Inglaterra: PEG-1.500, PEG-4.000,
PEG-6000.

* Manchery-Nagel, Alemania: papel filtro de 9 cm de didmetro.
* Merck A. G., Alemania: &c. acético, acetona, CaClz, CHCl3,

HC1, H,S50,, imidazol, KCl, KH, PO

2

molibdato de amonio, NacCl, Na2804, Na2803, Na2HPO4,

(NH,),SO,, ortoarseniato disédico, tartrato doble de Na y
472774

4’ Mgso4 x 7 Hzof metanol,

K, tetraborato de sodio.
* Riedel De Héen A. G., Seelze-Hannover, Alemania: acetato de
sodio, &c. peryédico, NaOH, BaClz.
* Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., USA: &cido
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i i i - ul de
poligalacturénico (grado de pollmerlza016n 40-50), az

Coomasie R—-250, azul de dextrano, DEAE Sephadex A-25,

2+
EGTA, Ionéforo de Ca

A23187, p-mercaptoetanol, M9012,
L-Phe, pectina, PMSF, QAE Sephadex A-25, Sephadex G-25,
Verapanil.

ILa Norarmepavina fué cedida gentilmente por el Dr.

Bruce Cassels.

2. 2. Material Bioldgico.

Se usaron pléntulas y fragmentos de pared de Citrus

Iimon y conidias, endopoligalacturonasa y fragmentos de pared

celular de Alternaria alternata.
2. 2. 1. Obtencién de plantulas de Citrus limon

Las pléntulas se obtuvieron a partir de semillas

extraidas de frutos de limén. Las semillas se esterilizaron,

se hicieron germinar y crecieron en un ambiente controlado

(28°C, ciclo luz oscuridad 16/8 y 1.000 lux)de acuerdo a 1lo

descrito por Carvajal (1990). La edad de las pldntulas con

las cuales se trabaijdé fue de aproximadamente un mes.

2. 2. 2. Crecimiento de Alternaria alternata y obtencién de

conidias.

El hongo A. alternata se hizo crecer en medio

s6lido de Mandels (Mandels y cols., 1974) adicionado de

pectina citrica (3 g/L). La obtencién de esporas se realizé de
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acuerdo a lo descrito por Ascociacién 0©Oficial de Quimicos
Analistas (A.0.A.C., 1980). La concentracién de conidias en la
solucidn de NaCl 0,85% se determiné mediante conteo en cdmara
de Neubahuer. Las conidias obtenidas por este procedimiento se
utilizaron: para infectar pléntulas de Citrus limon, para la
obtencién de endopoligalacturonasa vy de micelic fungico.

2. 2. 3. Obtencién de Inductores (elicitores)

2. 2. 3. 1. Obtencién de endopoligalacturonasa.

Para la obtencidén de PGasa se inoculd medio liguido
de Mandels (Mandels y cols., 1974) adicionado de pectina
citrica (3 g/L), con 1,45 Xx 10® conidias ade A. alternata
obtenidas segin 2.1. El medio se incubd a 28°c con agitacién
orbital (100 rpm) tal como se ha descrito (aubd, 1988). Al
cuarto dia: de crecimiento, correspondiente al dia de mdxima
excrecién de PGasa, el medio de cultivo se filtré y se
centrifugé a 10.000 x g ©para obtener en el sobrenadante 1la
actividad de endopoligalacturonasa, y en la pella, al micelio
fingico (Aubd, 1988). El sobrenadante del medio de cultivo se
concentré 20 veces por ultrafiltracién a través de una

¥

membrana Amicon P-20, y de ahora en adelante nos referiremos a

éste como PGasa.
2. 2. 3. 2. Obtencidén de oligémeros totales de pared fingica.
El micelio fingico obtenido segin lo descrito en

2. 2. 3. 1. se homogeneizé tres veces en agua destilada en un
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Potter-Eveljham durante 60 seg. Se centrifugé durante 10 min a
10.000 x gy 1la pella se homogeneizé en una mezcla de
CHCl3 : Metanol =1 : 1 (v/v) y se volvié a centrifugar
durante 10 nin & 10.000 x g. La pella resultante se
homogeneizé . en acetona, se filtré a través de un embude
Blchner, y la fraccién que quedd retenida en el filtro se secd
al aire. gsto representa la fraccidén referida a la pared del
micelio, de acuerdo a lo descrito (Anderson y cols., 1975).
Esta preparacidén se hidrolizé térmicamente durante 20 min a
121°C en autoclave. La suspensién autoclavada se filtré, se
centrifugd y se liofilizé. En el liofilizado se determiné la
concentracién de proteinas (seccién 2. 6.) y la cantidad de
azicares reductores (seccién 2. 7. 1.). La mezcla de
oligémeros totales de pared fungica se utilizé en los
experimentos de induccidn.

2. 2..3. 3. Obtencién de oligosacdridos totales de pléntulas

de limonero.

. Los oligosacdridos se obtuvieron incubando 5 gr de
plantulaséde limonero enteras con 3.871 U totales de PGasa, a
PH 4,8 ¥ i0°C, durante 24 horas (Roco y cols., 1993). El medio
de incuba;ién correspondié a medio de Mandels liguido gue
contenia ? la PGasa (seccién 2. 2. 3. 1.). La mezcla de

oligosacaﬁidos totales se separé por c¢romatografia de
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intercambio iénico en DEAE Sephadex A-25 (seccién

2. 2. 4. 1.).

2. 2. 3. 4. Obtencién de oligémeros totales de PGA.

Los oligémeros se obtuvieron de acuerdo al método
de Robertsen (1986). Para ello, se autoclavé durante 20 min a
121° ¢, una solucién de PGA preparada en acetato de sodic 50
nM pH 4,8 (1% p/v). La mezcla de oligdémeros totales se separd
por cromatografia de intercambic idénico en QAE Sephadex A-25
(seccién 2. 2. 4. 2.).

2. 2. 4. Técnicas cromatogrdficas para la obtencién de

oligosacdridos y oligdmeros en forma individual.

2. 2. 4. 1. Obtencién de oligosacdridos con distinto nimero de
unidades (equivalentes) de 4cido galacturénico por
cromatograffa de intercambio idénico en DEAE
Sephadex A-25.

La mezcla de oligosacdridos de pared de pldntulas
de limonero obtenida segun la seccién 2. 2. 3. 3., se absorbidé
e una polumna (13 x 750 mm) rellena con DEAE Sephadex 2a-25
preparado seqin las instrucciones del fabricante {Pharmacia).
La resina fué equilibrada en amortiguador Imidazol 106 mM pH
7,0, que contenia KCl 100 mM. Después de lavar con 2 volimenes
de columna del mismo amortiguador, los distintos
oligosacdaridos se eluyeron con 250 ml de una solucién de KC1l

preparada en amortiguador Imidazol 10 mM pH 7,0, cuya




concentracién varié en forma céncava entre entre 100 y 300

mM, de acuerdo a lo descrito (Jin y West, 1984). Se colectaron

fracciones Fie 5 ml, las ¢gue se analizaron de acuerdo a su

contenido en azticares reductores (seccién 2. 7. 1.) y a Acido

galacturénico (seccién 2. 7. 2.). La muestra gque contenfa 19

unidades de’dc. galacturdnico (O—Pcwlg), determinada segin la

seccién 2. 2. 3. 7., se guardé para realizar experimentos de
induccién de la respuesta defensiva de la planta.

2. 2. 4. 2. Obtencién de oligémeros c¢on distinto nidmero de
unidades (equivalentes) de dcido galacturénico por
cromatografia de intercambio idénico en QAR
‘Sephadex A-25.

La muestra de oligémeros totales de PGA obtenida

segin la seccién 2. 2. 3. 4., se absorbidé en una columna (13 x

750 mm) rellena con QAE Sephadex A-25 preparadc segin las

instrucciones del fabricante (Pharmacia). La resina fué

equilibrada en amortiguador Tris~HCl 60 mM pH 7,9. Después de
lavar con 3 :volimenes de columna del mismo amortiguador, los
distintos ol?gémeros se eluyeron con 250 ml de una solucidén de

TRIS-HC1 pH %,9 cuya concentracifn varié en forma lineal entre

entre 60 mM,y 0,6 M, de acuerdo a lo descrito (Robertsen,

1986). Se colectaron fracciones equivalentes a 5 ml, las que

se analizaron de acuerdo a su contenido en azicares reductores

(seccién 2. 7. 1.) y a dcido galacturdnico (seccién 2. 7. 2.).
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Los oligémeros gque no eluyeron de la columna a una
concentracién 0,6 M de TRIS-HCl pH 7,9, fueron desplazados de
su unién a la resina canbiando bruscamente la fuerza iénica
desde 0,6 a 1,2 M Tris~HCl pH 7,9 y fueron analizados de igual
forma. La muestra que contenia 16 unidades de 4c.
galacturénico (O-PGAls), determinada segin la seccién

2. 2. 3. 7., se guard$ para realizar experimentos de induccién

de la respuesta defensiva de la planta.

2. 2. 4. 3. Determinacién del tamafio molecular de los
oligosacdridos de plantulas de limonero y de los
oligémeros de PGA por filtracién en gel en
Sephadex G-25.

Se utilizé una columna de vidrio de 1,0 x 9,5 cm,
la que se rellendé con Sephadex G-25. La resina se equilibré
con amortiguador Imidazol 10 mM pH 7,0 que contenfia KClL 100
mM. Cada fraccién de las eluidas de las columnas de DEAE
Sephadex A-25 (seccidén 2. 2. 4. 1.) y de la columna de QAE
Sephadeg A-25 (seccidén 2. 2. 4. 2.) se procesd en forma
individual. Para elloc cada una se aplicé a la columna de
Sephadex G-25, la que se eluyé con el mismo amortiguador de
equilibrio. Se colectaron fracciones equivalentes a 0,05
volimenes dé columna, las que se analizaron de acuerdo a su
contenido en azuicares reductores (seccién 2. 7. 1.) y a su

contenido en dcido galacturénico (seccién 2. 7. 2.). Las
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fracciones que presentaron mdximos de concentracién de
azicares reductores se juntaron. El1 volumen de elucién para
cada fraccién se compard con el volumen de elucién de PEG de
diferente tamafic (PEG-1500, PEG-4000 y PEG-6000) usados para
calibrar la columna. El volumen de exclusién se determiné

usando azul de dextrano.

2. 3. Determinacién de la actividad de inductores (elicitores)
sobre la respuesta de hipersensibilidad en plantulas de
Citrus limon.

La actividad inductora de diferentes elicitores se
determiné cuantificando el aumento de actividad de PAL en
pléntulas de Jlimonero. Para los experimentos se usdé tanto
plantulas enteras (sin daiio), como plantulas dahadas
mecdnicamente en el laboratoric. E1 dafioc mecdnico sobre 1la
pléantula se realizé a lo largo del eje hipocotilo-epicotilo y
tan:_lbién en los cotiledones, con la ayuda de una hoja de
bisturi,‘ tal como se muestra en la Fig. 2. 1.

2. 3. 1. Actividad inductora de <conidias de Alternaria

alternata.

El efecto se estudidé tanto en pldantulas enteras
como en agquellas con dafio mecdnico. Cada experimento se
realizé con 1 gr de pldntulas aproximadamente (5 pldantulas).

Estas se colocaron en placas Petri que contenian 10 ml de
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medio Sabouraud y se inocularon con un total 1,45 x 106
conidias del hongo, preparadas en NaCl al 0,85%. Las placas se
" incubaron en estufa a 28°C. El1 aumento de actividad de PAL
(seccién 2. 5. 2.) se midié en homogeneizados de pldntulas
(seccién 2. 4.) preparados a diferentes tiempos desde 1la
infeccién.

 Los controles se realizaron inoculando las placas
Petri con el mismo volumen de NaCl al 0,85%. Cuando se usaron
plantulas | dafiadas mecdnicamente, se incluyé un control
adicional correspondiente al efecto del dafio mecdnico per se
(seccién 27 3.).

Cada punto  experimental se cuantificé  por
duplicado, y cada experimento se realizdé tres veces. Los
resultados} corresponden al promedio de todas las
determinaciones realizadas, y se expresan como el cuociente
entre la actividad de PAL en pldntulas tratadas con conidias y
pléantulas controles. Para el caso de plantulas danadas
mecdnicamente se calculé: a) el cuociente entre la actividad
de PAL en la pléntula dafiada mecdnicamente en relacién a la
misma actividad en la pléntula intacta (control del efecto del
dafio mecdnico) y b) el cuociente entre la actividad de PAL en
pldntulas dafiadas mecdnicamente y tratadas con conidias, y los

valores calculados segin a) para los nmismos tiempos.
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Adicionalmente se realizaron controles con conidias
inactivadas térmicamente. Para ello las conidias activas
obtenidas segin la seccién 2. 2. 2. se inactivaron
autoclavdndolas por un lapso de 40 min. Se considerd conidias
inactivas a aquellas incapaces de formar micelio y esporular
en medio Mandels Pectina, luego de transcurridos 7 dias post-
inoculacién del medio. Los experimentos con conidias
inactivadas térmicamente se realizaron en idénticas
condiciones a las realizadas con conidias activas.

Los experimentos de rutina se realizaron incubando
al tiempc en que se produjo la mdxima respuesta de induccién
de la PAL.

2. 3. 2. Actividad inductora de endopoligalacturonasa.

El efecto se estudié usando la enzima preparada a
partir del .hongo (seccién 2. 2. 3. 1.),tanto en pléntulas
enteras como dafiadas mecdnicamente. Para ello las pldntulas (1
gr) se pusieron en contacto directo con una solucién de 1la
enzima (10 mL), cuya actividad era de 0,2 U/ml, y se incubaron
a 28 %. El aumento de actividad de PAL (seccibn 2. 5. 2.) se
nidié en homogeneizados de pléantulas (seccién 2. 4.)
preparados a diferentes tiempos desde el inicio del
trataniento. Cada punto se cuantificé en duplicado, y cada

experimento se repitié tres veces.

Los controles se realizaron sustituyendo a 1la
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solucién enzimdtica por medio de Mandels - Pectina (seccidn
2. 2. 3. 1.) o bien realizando la incubacién con la solucién
enzimdtica previamente desnaturada durante 20 min a 100°C
(Aubd, 1988).

Cada punto experimental se cuantificé por
duplicado, y cada experimento se realizé tres veces. Los
resultados. corresponden al promedic de todas las
determinaciones realizadas, y se expresan como el cuociente
entre la actividad de PAL en pldantulas tratadas con PGasa y
pldntulas controles. Para el caso de pldantulas dafadas
mecdnicamente se calculdé: a) el cuociente entre la actividad
de PAL en la plantula dafiada mecdnicamente en relacidén a la
misma actividad en la plantula intacta (control del efecto del
dafic mecdnico) y b) el cuociente entre la actividad de PAL en
plédntulas dafiadas mecdnicamente y tratadas con PGasa, y los
valores calculados seqiin a) para los mismos tiempos.

.Los experimentos de rutina se realizaron incubando
al tiempo en que se produjo la midxima respuesta de induccidn
de la PAL.

2. 3. 3. Actividad inductora de oligémeros totales de pared de
Alternaria alternata (O-FCW).

El efecto se estudis, tanto en plantulas enteras

como con dafio mecdnico, utilizando la mezcla de O-FCW,

preparada tal como se describié en la seccién 2. 2. 3. 2. lLa
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mezcla utilizada contenia 0,61 umoles equivalentes de &cido
galacturénico/mL y 0,12 ng/mlL de proteinas. Para ello las
pldntulas (1 g) se pusieron en placas de Petri en contacto
directo con la mezcla de O-FCW (100 pg eguiv. de glucosa), y
se incubaron a 28°C. El aumento de actividad de PAL (seccidén
2. 5. 2.) se midié en homogeneizados de pléantulas (seccién
2. 4.) preparados a diferentes tiempos desde el inicio del
tratamiento. Cada punto se cuantificé en duplicados, y cada
experimento se repitié tres veces.

Los controles se realizaron sustituyendo a 1la
solucién de O-FCW por agua o bien realizando la incubacién con
la solucién de O-FCW desnaturada nuevamente durante 20 min a
100°C.

Cada punto experimental se cuantificé por
duplicado, y cada experimento se realizé tres veces. Los
resultados corresponden al promedio de todas las
determinaciones realizadas, v se expresan como el cuociente
entre 1; actividad de PAL en plantulas tratadas con O~FCW vy
plantulas controles. Para el caso de pldntulas dahadas
mecdnicamente se calculé: a) el cuociente entre la actividad
de PAL en la plantula dafada mecédnicamente en relacién a 1la
misma actiyidad en la pldntula intacta (control del efecto del
dafio mecdnico) y b) el cucciente entre la actividad de PAL en

plédntulas dafiadas mecdnicamente y tratadas con O-FCW, y 1los
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valores calculados seqgin a) para los mismos tiempos.

Los experimentos de rutina se realizaron incubando
al tiempo en que se produjo la mdxima respuesta de induccién
de la PAL.

2. 3. 4. Actividad inductora de un oligosacdrido de 19
unidades de &cido galacturénico obtenido de pared de
p}éntulas de limonero (O—Pcwig).

El efecto se estudid, tanto en pléantulas
enteras como con dafo mecdnico; utilizando un oligosacdrido
que contenia 19 unidades de 4cido galacturdénico, preparado y
aislado tal como se describié en las secciones 2. 2. 3. 1. y
2. 2. 4. 1. La muestra utilizada contenia 100 ug de azulcares
reductores. Para ello las pldntulas (1 g) se pusieron en
placas de Petri en contacto directo con el o-Pcwlg, y se
incubaron a 28°C. El aumento de actividad de PAL se midié en
homogeneizados de pléntulas (seccién 2. 4.} preparados a
diferentes tiempos desde el inicio del tratamiento. Cada punto
se cuan?iﬁicé en duplicados, y cada experimento se repitid
tres veces.

Los controles se realizaron sustituyendo a 1la
solucién de O-PCW,, por agua destilada estéril, o bien
realizando 1la incubacién c¢on la solucién de 0-PCHW,

9
desnaturada durante 20 min a 100°C.

Adicionalmente, se realizé un control agregando a 1
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g de plantulas, 100 pg equivalentes de glucosa de O-PCW,
previamente tratados con 19 U de PGasa. En una alicuota
hidrolizada en paralelo, se comprobé la hidrélisis total
cuantificando dcido galacturénico (seccidén 2. 7. 2.).

‘Cada punto experimental se cuantificé por
duplicado, y cada experimento se realizé tres veces. Los
resultados  corresponden al promedio de todas las
determinaciones realizadas, y se expresan como el cuociente
entre la actividad de PAL en plédntulas tratadas con O-PCW,q Y
plantulas controles. Para el caso de pléntulas danadas
mecdnicamente se calculé: a) el cuociente entre la actividad
de PAL en la pldntula dafiada mecénicamente en relacién a la
misma actividad en la plantula intacta (control del efecto del
dafio mecdanico) v b) el cuociente entre la actividad de PAL en
plantulas dafiadas mecdnicamente y tratadas con o—Pcwlg, y los
valores calculados seglin a) para los mismos tiempos.

Los experimentos de rutina se realizaron incubando
al tiempc en que se produjo la mdxima respuesta de induccién
de la PAlL.

2. 3. 5. Actividad inductora de un oligosacdrido de 16
unidades de dcido galacturénico obtenido de PGA (O-

PGA, o) -
El efecto se estudid, tanto en plantulas

enteras como con dafo mecdnico, utilizando un oligosacdrido
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que contenia 16 unidades de &4cido galacturdnico, preparado y
aislado tal como se describié en las secciones 2. 2. 3. 2. ¥y
2. 2. 4. 2. La muestra utilizada contenia 100 ug de azicares
reductores. Para ello las pldntulas (1 gr) se pusieron en
placas de Petri en contacto directo con el OHPGAJ.S Yy se
incubaron a 28°C. E1 aumento de actividad de PAL (seccién
2. 5. 2.) se midié en homogeneizados de pldntulas (seccidén
2. 4.) preparados a diferentes tiempos desde el inicio del
tratamiento. Cada punto se cuantificéd en duplicado, y cada
experimento se repitié tres veces.

,Los controles se realizaron sustituyendo a la
solucidén de O~PGA,. por agua destilada estéril, o bien
realizandoe 1la incubacién con la solucién de O-PGA,
desnaturada durante 20 min a 100°C.

Cada punto experimental se cuantificé por
duplicado, y cada experimento se realizé tres veces. Los
resultados corresponden al promedio de todas las
determiqaciones realizadas, y se expresan como el cuociente
entre la actividad de PAL en pldntulas tratadas con O-PGAIG V4
plantulas controles. Para el caso de plantulas dafadas
mecdnicamente se calculé: a) el cuociente entre la actividagd
de PAL en la plantula dafiada mecdnicamente en relacién a 1la

misma actividad en la pléntula intacta (control del efecto del

dafio mecdnico) vy b) el cuociente entre la actividad de PAL en
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pléantulas dafiadas mecanicamente y tratadas con O-PGA,., Y los
valores calculados segin a) para los mismos tiempos.

Los experimentos de rutina se realizaron incubando
al tiempo en gue se produjo la mdxima respuesta de induccidn

de la PAL.

2. 4. Prepgracién de homogeneizados de pldntulas de limonero.

'Los homogeneizados se prepararon utilizando
plantulas completas (hipocotilos, radiculas y cotiledones), o
bien cotiledones e hipocotilos segiin lo descrito (Carva‘jal,

1990). !

2. 5. Sistgmas enzimiticos y ensayos de actividad.
2. 5. 1. Endopoligalacturonasa (PGasa).

La actividad de PGasa obtenida de A. alternata
(seccidn 2. 2. 3. 1.} se cuantificd midiendo la aparicién de
azucares reductores (Somogyi, 1945; Nelson, 1944) de acuerdo a
lo sefialado en la seccidn 2. 7. 1. a partir del sustrato PGA
de acuerdo a lo descrito (Lee y West, 1981; Aubd, 1988). Los
valores dF actividad corresponden a los obtenidos en
velocidades iniciales, después de descontar los valores de los
correspondientes controles no enzimdticos. La actividad
enzimétical se expresd como umoles de azucares reductores

(glucosa) producidos por min (U).
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2. 5. 2. Fenilalanina amonia liasa (PAL).

La actividad de PAL presente en homogeneizados de
pléantulas de citricos (seccién 2. 4.) se midié cuantificando
la formacidén de dcido trans cindmico a 290 nm, de acuerdo a lo
descrito por Zucker (1965). El medio de ensayo utilizado fué
el descrito por cCarvajal (1990). Los valores de actividad
corresponden a los obtenidos en velocidades iniciales, después
de descontar los valores de los correspondientes controles no
enzimdticos. La actividad de 1la enzima se expresé como
pkat/ng.

2. 5. 3. Controles no enzimdaticos.

Se realizaron en las mismas condiciones que para la
medicién de 1la actividad enzimdtica, reemplazando a la
fraccién enzimdtica por enzima hervida (20 min para el control
de la actividad de PGasa y 5 min para la actividad de PAL) o
por el amortiguador de ensayo. Los valores obtenidos fueron
descontados de los correspondientes valores de actividad

enzimdética.

2. 6. Cuantificacién de protefnas.
Las proteinas fueron cuantificadas por el método de

Bradford (1976).
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2. 7. Cuantificacién de azicares.

2. 7.

Nelson (So
referencia

2. 7. 2. Ac

1. AzGcares reductores.

Se determinaron de acuerde al método de Somogyi-

1945; Nelson, 1944}, usando glucosa como

mogyi,

{Mettifoggo, 1987; Aubd, 1988).

*ido galacturénico.

|Se determiné usando p-hidroxibifenilo de acuerdo a

lo descrito (Blumenkrantz y Hansen, 1973).

2. 7. 3. Polietilénglicol (PEG).

peryédico

Se determiné por la reaccién de PAS, usando dcido

y bisulfito de sodio, como reductor (Segrest vy

Jackson, 1972).

2. 8. Efecto de anticuerpos anticonidias sobre la induccién de

la

PAL

en pldntulas de limonero infectadas con A.

alternata.

la secqién
adicidén de
policlonal
Los result

realizados

Se estudié en las mismas condiciones mencionadas en

} 2. 3. 1., adicionando en forma simultdnea a la
las conidias, una dilucién de 1:10 de un anticuerpo
obtenido en contra de las conidias (Bravo, 1992).
ados corresponden a un promedio de 4 experimentos
en triplicado.

Los anticuerpos anticonidias de A. alternata fueron

cedidos gentilmente por el Sr. Roberto Bravo (Bravo, 1992).
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2. 9. Efecto de 1la concentracién de oligémeros de pared
fﬁngica sobre la induccién de la PAL.

Se estudié en las mismas condiciones mencionadas en
la seccién| 2. 3. 3. adicionando diferentes alicuotas de una
solucidén acuosa de O-FCW, preparada tal como se describié en
la seccién|2. 2. 3. 2. El rango de concentracién empleado fue
desde 0 a| 300 pgr equivalentes de glucosa. Los resultados

corresponden a un promedio de tres experimentos realizados en

triplicado.

2. 10. Efecto de compuestos diferentes a los elicitores

fingicos o de plantulas de limonero sobre la induccién

de PATL.

Se estudié el efecto de ion Ca2+, del Iondforo de

Ca2+ A23187, de Verapamil, de EGTA, de Norarmepavina, de BaCl2

y de MgClz, sobre la induccién de PAL. El estudio se realizé

en las condiciones descritas en la seccién 2. 3. 1.
sustitugengo a los elicitores fungicos & de plantulas de
limonero por los compuestos mencionados.

2. 10. 1. Lfecto de CaCI2 lopM sobre la induccién de la PAL.
El efecto se estudié solamente en pléntulas con
dafio mecénfco. Las pléntulas se incubaron tal como se indica

en la seccidén 2. 3. 1. adicionando una solucidén de CaCl2 10uM.

Los experimentos se realizaron con incubaciones entre 0 y 10
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horas. A diferentes tiempos se prepararon homogeneizados
(seccidén 2. 4.) en los que se cuantificé la actividad de PAL
(seccién 2. 5. 2.). El1 control realizadec correspondié a la
actividad de PAL encontrada en pldntulas con dafio mecdnico
(seccién 2. 3. 1.). Los resultados corresponden al promedio de
cinco experimentos realizados en triplicado.

2. 10. 1. 1. Efecto de CaCI2 sobre la actividad de PAL.

Como control se estudié el efecto directo de CaCl2
10 uM sobre la actividad de PAL. Para elloc se adiciond al
medio de ensayo CaClz, de modo que la concentracién final
resultara ser 10 uM.

2. 10. 2. Efecto de distintas concentraciones de CaCl,, sobre
la induccién de PAl.

Se realizaron experimentos dosis -~ respuesta
utilizandOfplantulas de limonero dafiadas mecénicamente. ILas
incubaciones se realizaron durante 3 y 7 horas, tal como se
indicé en la seccién 2. 10. 1. adicionando diferentes
alicuotgs de una solucién de CaCl, de modo que Ila
concentracién f£inal fluctuara entre 0,0625 y 10 uM. Los
resultados corresponden al promedio de cuatro experimentos

realizados en triplicado.
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2. 10. 3. Efecto del Ionéforo de Ca2', A23187 1 x 10 2 puM
sobre la induccién de la PAIL.

El efecto se estudid solamente en plantulas con
dafio mecdnico. Las plantulas se incubaron tal comc se indica
en la seccién 2. 3. 1. adicionando una solucién del idénoforo
de Caz+ lx 10-2 pM. Los experimentos se realizaron con
incubaciones entre 0 y 10 horas. A diferentes tiempos se

prepararon , homogeneizados (seccidén 2. 4.) en los dgque se

|
cuantificé la actividad de PAL (seccién 2. 5.). El control

realizado correspondié a la actividad de PAL encontrada en
pléntulas ?on dafio mecdnico (seccién 2. 3. 1.). Los resultados
corresponden al promedio de cinco experimentos realizados en

triplicado.

2. 10. 3. ;. Efecto del Ion6foro de Ca2+ A23187 sobre 1la

actividad de PAL.

Como control se estudid el efecto directo del

Ionéforo dF Ca2+ A23187 sobre la actividad enzimdtica. Para

ello se adicioné al medio de ensayo de cuantificacién de PAL

(seccidén 2. 5.}, de modo que la concentracién final resultara
ser 1 x 10 2 pM.

2. 10. 4. Efecto de diferentes concentraciones del Ionéforo de

Ca2+ A23187, sobre la induccién de la PAL.

Se realizaron experimentos dosis - respuesta
1

utilizandd pldntulas de limonero dafiadas mecdnicamente. Las
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incubéciones se realizaron tal como se indicd en la seccién
2. 10. 1. adicionando diferentes alicuotas de una solucién del
Ionéforo de Ca2+ de modo que la concentracién final fluctuara
entre 1 x 10_3 a 1 x 101 M en el medio de induccidén. Los
resultados  corresponden al promedio de cuatro experimentos
realizados en triplicado.

2. 10. 5. Efecto de diferentes concentraciones de Verapamil

sobre la induccién de la PAL.

Se realizaron experimentos dosis -~
respuesta utilizando plantulas de limonero dafiadas
mecdnicamente. Las incubaciones se realizaron tal como se
indicé en "la seccién 2. 10. 1. adicionando diferentes
alicuctas de una solucién de Verapamil de modo que la
concentracién final fluctuara entre 10 y 50 uM en el medio de
induccién. E1l control realizado correspondidé a la actividad de
PAL encontrada en pléantulas con dafio mnmecdnico (seccidén
2. 3. 1.). Los resultados corresponden al promedio de cuatro
experimentos realizados en triplicado.

2. 10. 5. 1. Efecto de Verapamil sobre la actividad de PAIL.
Como control se estudié el efecto directo del

Verapamil sobre la actividad enzimdtica. Para ello se adicioné

al medio de ensayo de cuantificacién de PAL (seccidén 2. 5.),

de modo que la concentracién final resultara ser 50 uM.
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2. 10. 6. Efecto de diferentes concentraciones de EGTA sobre
la induccién de la PAlL.

Se realizaron experimentos dosis -
respuesta utilizando pldntulas de limonero dafiadas
mecénicamente. Las incubaciones se realizaron tal como se
indicé en 1la seccién 2. 10. 1. adicionando diferentes
alicuotas de una solucién de EGTA de nodo que la concentracién
final fluctuara entre 0,25 y 3 mM en el medio de induccién.
El control realizado correspondié a la actividad de PAL
encontrada en plédntulas con dafo mecdnico (seccidén 2. 3. 1.).
Los resultados corresponden al promedio de cuatro experimentos
realizados en triplicado.

2. 10. 6. 1. Efecto del EGTA sobre la actividad de PAIL.

Como control se estudid el efecto directo del EGTA
sobre la actividad enzimdtica. Para ello se adicioné al medio
de ensayo de cuantificacién de PAL (seccién 2. 5.), de modo
que la concentracién final resultara ser 3 mM.

2. 10. 7. Efecto de diferentes concentraciones de
Norarmepavina sobre la induccién de la PAL.

Se realizaron experimentos dosis -
respuesta utilizando plédntulas de limonero dafiadas
mecdnicamente. Las incubaciones se realizaron tal como se

indicé en la seccién 2. 10. 1. adicionando diferentes

alicuotas de Norarmepavina de modo que la concentracidén final
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fluctuara entre 10 y 50 pM en el medio de inducecidén. El1

control realizado correspondié a la actividad de PAL

encontrada en pldntulas con dafic mecdnico (seccién 2. 3. 1.).

Los resultados corresponden al promedio de cuatro experimentos

realizados en triplicado.

2. 10. 7. 1. Efecto de Norarmepavina sobre la actividad de
PAL.

Cpmo control se estudié el efecto directo de 1la
Norarmepavina sobre la actividad enzim&tica. Para ello se
adicioné al medio de ensayo de cuantificacién de PAL (seccién
2. 5.),de modo que la concentracién final resultara ser 50 uM.
2. 10. 8. Efecto conjunto de ion Ca2+ y de Norarmepavina sobre

la induccién de PAL.

El experimento se realizé con pldntulas de limonero
dafiadas mecdnicamente segin lo indicado en la seccién 2. 3. 1.
Los tratamientos incluyeron una incubacién de 3 horas en
presencia de '::‘acl2 Yy sSe realizaron en 1las siguientes
condiciqnes: a) A tiempo cero (dafio mecdnico) se agregaron en
forma simultdnea CaCl2 1 pM y Norarmepavina 50 uM; b) A tiempo
cero (dafio mecdnico) se agregé Norarmepavina 50 uM vy luego, a
intervalos de 15 min (15, 30, 45 y 60 nmin) se agregé Cacl2 1
M. De esta forma, el tratamiento al que se le agregéd Cac12 60
min después de haber agregado Norarmepavina, tuvo un tiempo de

incubacién total de 4 horas. Fué necesario, por 1lo tanto,
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realizar dos tipos de controles con tratamientos semejantes a
las del experimento: a’) Control de dafio mecdnico a tiempos
entre 3 y 4 horas, con puntos intermedios cada 15 min y b’)
adicidén de Cac:t2 1 pM a intervalos de 15 min (15, 30, 45 y 60
nin) a partir del tiempo cero (dafioc mecdnico). De esta forma,
el tratamiento al que se le agregé caCl, 60 min después de
haber real;zado el dafio mecdnico, tuvo un tiempo de incubacidn
total de 4 horas. Los resultados corresponden al promedio de
tres experimentos realizados en triplicado.

2. 10. 9. Efecto de diferentes concentraciones de BaCl, sobre

la induccién de la PAL.

Se realizaron experimentos dosis -
respuesta utilizando pléantulas de limonero dafiadas
mecédnicamente. Las incubaciones se realizaron tal como se
indicé6 en 1la seccién 2. 10. 1. adicionando diferentes
alicuotas de una solucién de Bacl2 de modo gque la
concentracién final fluctuara entre 0,0625 y 10 uM en el medio
de induccién. El control realizado correspondié a la actividad
de PAL en plédntulas con dafio mecdnico (seccién 2. 3. 1.). Los
resultados corresponden al promedio de cuatro experimentos
realizados en triplicado.

2. 10. 9. 1. Efecto del BaCl, sobre la actividad de PAL
Como control se estudié el efecto directo del Bacl,

sobre la actividad enzimatica. Para ello se adicioné al medio
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de ensayo de cuantificacidén de PAL (seccidén 2. 5.), de modo

que la concentracién final resultara ser 10 pM.

2. 10. 10. Efecto de diferentes concentraciones de HgClz sobre
la induccién de PAL.

Se realizaron experimentos dosis -~
respuesta .utilizando pldantulas de limonero dafadas
mecédnicamente. Las incubaciones se realizaron tal como se
indicé en 1la seccién 2. 10. 1. adicionando diferentes
alicuotas de una solucién de Mg012 de modo gue la
concentracién f£inal fluctuara entre 0,5 vy 10 uM en el medio de
induccién. El control realizado correspondid a la actividad de
PAL en pléntulas con dafio mecdnico (seccién 2. 3. 1.). Los
resultados corresponden al promedio de cuatroc experimentos
realizados en triplicado.

2. 10. 10. 1. Efecto del Mgcl2 sobre la actividad de PAL.

Como control se estudié el efecto directo del MgCl1,
sobre la actividad enzimatica. Para ello se adicioné al medio
de ensagoide cuantificacién de PAL (seccién 2. 5.), de modo

gue la concentracién final resultara ser 10 uM.




42

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3. 1. Detefminacién de 1a actividad de inductores
(elicitores) sobre la respuesta de hipersensibilidad en
plédntulas de C. limon intactas.

3. 1. 1. Actividad inductora de conidias de A. alternata.

Las conidias de A. alternata indujeron la actividad
de la PAL, observdndose la mayor activacidén 24 horas después
del tratamiento, confirmando lo descrito anteriormente (Roco
y cols., 1993). La induccién mdxima resulté ser de 11 veces
con  respecto al control. Las conidias inactivadas
térmicamente no indujeron la actividad de la PAL. Ademds, el
tratamiento de pléantulas de limonero en presencia simultdnea
de cﬁnidias activas y de una dilucién 1 : 10 de anticuerpos
anticonidias, tampoco produjo induccién de la actividad de la
PAL. Los anticuerpos por si mismos, tampoco fueron capaces de
inducir la actividad de la enzima (Figura 3. 1.).

La ausencia de activacién de PAL en pléntulas de
limonero tratadas con conidias inactivadas térmicamente,
sugiere que el tratamiento modificé irreversiblemente a estas
estructuras fungicas. De hecho, las conidias inactivadas
térmicamente no dieron origen a micelio, ni se desarrollaron

cuando fueron sembradas en un medio APD, confirmando su
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Figura 3.1 Actividad inductora de conidias de Alfernaria alternata en plantulas de Citrus
limon intactas. La actividad de la PAL fue cuantificada 24 h post-tratamiento.Control: NaCl
0.85%; A: activas; [; inactivadas por calor.
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inactivacién.

El tratamiento con calor desnatura proteinas, lo
que permitiria sugerir que se requieren proteinas que
mantengan su estructura nativa para inducir la respuesta de
la planta. Estas podrian encontrarse tantc a nivel de 1la
pared, como ser excretadas por el microorganismo.

_Durante el proceso de infecccién de un tejido
vegetal por un hongo, se produce una interaccién fisica entre
la conidia y la superficie de la planta. Una vez producido
este reconocimiento, la conidia comienza a germinar emitiendo
un tubo germinativo y excretando enzimas que le permiten
hidrolizar los componentes de 1la pared celular vegetal,
facilitando de esta forma su penetracidén dentro del tejido
(Agrios, 1988). La ausencia de induccién de la PAL en
respuesta al tratamiento con conidias en presencia de los
anticuerpos, sefiala gque probablemente los anticuerpos estdn
impidiendo la interaccién fisica directa entre la conidia y
la superficie del vegetal. Estudios realizados en paralelo,
en relacién al efecto de estos anticuerpos sobre 1la
germinacién de las conidias, demostraron que los anticuerpos
retardan la germinacién de 1las mismas, desde las 4 horas
hasta las 8 horas (Figura 3. 2.). Sin embargo, experimentos

cinéticos realizados hasta 72 horas post tratamiento con

conidias en presencia de anticuerpos anti-conidias, no




Figura 3.2 Germinacion de conidias de Alfernaria alternata en presencia y ausencia de IgG.
A: Control tiempo cero, B: Control 4 horas, C: Conidias + IgG 4 horas, D: Conidias + IgG
8 horas.
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mostraron una induccién tardia de la PAL. Este hecho sugiere
que los anticuerpos estdn ejerciendo ademds otra accién, como
por ej. modificar el metabolismo del hongo, o© inhibir 1la
secrecién de PGasa; impidiendo de esta forma dque el
nmicroorganismo actue como un inductor de la respuesta del
vegetal. Un efecto semejante se ha descrito en la respuesta
de plédntulas de limonero frente a la inoculacién con conidias
de Trichoderma harzianum en presencia de anticuerpos en

contra de esas conidias (Quaas y cols., 1993).

3. 1. 2. Actividad inductora de endopoligalacturonasa (PGasa)

de A. alternata.

La PGasa de A. alternata induijo la actividad de la
PAL, observandose la mayor activacién 20 horas después de
iniciado el tratamiento, confirmando los resultados obtenidos
anteriormente (Roco y cols., 1993). Si se conmpara la
temporalidad de esta respuesta defensiva con la obtenida con
conidigs fingicas, se puede apreciar un adelanto de cuatro
horas. En este tiempo las conidias han comenzado a germinar y
posiblemente a secretar PGasa, por lo tanto, este desfase era
un resultado esperado. La induccidén resulté ser siete veces
con respecto al control. La enzima inactivada térmicamente no
fué capaz de inducir la respuesta de 1la planta (Figura

3. 3.).
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Figura 3.3 Actividad inductora de endopoligalacturonasa (PGasa) de Alfernaria alternata

en plantulas de Citrus limon intactas. La actividad de PAL fue cuantificada 20 h post-
tratamiento.La PGasa fue inactivada por calor.
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Existen numerosas evidencias que han permitido
establecer que la accidén de las enzimas pectoliticas es clave
para el desarrollo de la infeccién (Collmer y Keen, 1986), y
para la induccién de la defensa del tejido vegetal (Lee y
West, 1981). Por lo tanto, el resultado obtenido con la PGasa
inactivada térmicamente confirma la participacién de esta

enzima en la induccién de la respuesta de la planta.

3. 1. 3. Actividad inductora de O-FCW, de O-PCW,, y de

0—PGA16.
Los siguientes oligosacdridos: O-FCW, O-PCW, g,
O-PGA, ¢, NO fueron capaces de inducir la actividad de la PAL
en pléantulas de limonero intactas en una cinética realizada
hasta 32 horas (Figura 3. 4.). Estos mismos elicitores
tratados térmicamente, se comportaron de igual forma. Al
comparar nuestros resultados del tratamiento de plédntulas de
limonerc intactas con los O~FCW, y lo gque ocurre en otros
sistemgs, se encuentra que los modelos de trabajo gque mds se
aproximan al nuestro son aquellos realizados con suspensiones
celulares. Se ha descrito que elicitores de Phytophthora
megasperma var. sojae inducen la respuesta de suspensiones
celulares de perejil, aumentando la actividad de 1a PAL

después de 8 horas de iniciado el tratamiento (Hahlbrock, K.

y cols., 1981). Algo semejante ocurre en suspensiones
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Figura 3.4. Actividad inductora de O-PCW19 y de O-PGAL16 en plantulas intactas de
Citrus limon. La actividad de PAL fue cuantificada entre 0 y 38 horas.
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celulares de =zanahoria tratadas con paredes de Chaetomium
globosum, en donde se alcanza un mdximo de actividad de 1la
PAL ‘entre: 16 y 24 horas desde el inicio del tratamiento
(Kurosaki, F. y cols., 1986). En este Ultimoc caso, también se
analizé el efecto que tenfia la edad del cultivoe sobre la
capacidad de respuesta, encontrédndose que la induccién de 1la
PAL estaba fuertemente influenciada por éste: suspensiones
celulares en fase activa de crecimiento inducian més a la PAL
que suspensiones celulares envejecidas. En estas susSpensiones
de zanahofia se observaba la presencia de pared celular bien
diferenciada. Por otra parte, hay que considerar que en las
plantulas de limonero, las paredes celulares se encuentran
impregnadas de cutina, la cual forma una cubierta protectora
(cuticula) junto con las ceras que se encuentran embebidas en
ella (Raven, P. y cols., 1992).

Se ha demostrado que glucanos 8~1,3-8-1,6
producidos por hidrélisis dcida de micelio de Phytophthora
megasperma f.sp. glycinea, compiten por el receptor para la
sintesis de fitoalexinas en poroto de soya, en la medida que
aumenta su grado de polimerizacién. Estos glucanos se unen
con alta afinidad a fracciones microsomales y a protoplastos
de esta especie vegetal. Los protoplastos carecen de pared
celular; lo que sugiere que el reconocimiento no se produce a

nivel de ésta, sino mds bien a nivel de membrana plasmdtica,

-
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la cudl también estd representada en la fraccién microsomal
(Cosio, E. y cols., 1988; Cosio, E. y cols., 1990). Las
pléntulas de limonero intactas, no tienen expuesta a la
membrana plasmdtica, por lo tanto, la ausencia de respuesta
frente a estos oligosacdridos no es de extrafiar, si es que el
reconocimiento se produce exclusivamente a nivel de la
membrana plasmdtica.

En relacién a los O-PCW, la formacidén de oligémeros
de diferentes tamafio, se produce por hidrélisis enzimdtica
de plédntulas intactas. Esta hidrélisis produce ruptura de la
pared celular del vegetal, el gque posteriormente responde
activando la via fenilpropanoide. Desde este punto de vista,
los inductores podrian corresponder a estos oligosacédridos
los gue interactuarfian con un tejido ya dafiado por la enzima.
En este caso, al realizar el tratamiento con plédntulas de
limonero intactas y al no existir dafio previo del tejido,
dicha interaccidén no se estaria produciendo, vy por lo tanto,

el tejido vegetal no activaria sus sistemas de defensa.

3. 2. Determinacién de la actividad de inductores

(elicitores) sobre la respuesta de hipersensibilidad en

plantulas de C. limon con dafio mecdnico.
Antes de realizar estas determinaciones, se estudié

el efecto del dafio mecdnico sobre la respuesta de la planta.
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Se determiné que se producia induccién de 1la PAIL,
observdndose un mdximo de activacién a las 8 horas (4 veces
el control sin dafic) (Figura 3. 5.). E1 hombrc observado a
las 4 horas, no se consideré como induccién en respuesta a
dafio mecdnico. La activacién de la PAL en respuesta a dafio
mecdnico ha sido descrita en numerosas especies, entre ellas
la papa (Joos y Halhbrock, 1992). En estos casos junto a 1la
activacién de la PAL, como consecuencia del dafio producido
por el patdgeno, se ha observado sintesis de proteinas ricas
en hidroxiprolina, como la extensina, (Roby,D. y cols.,1985)
y sintesis de lignina para la proteccién del area dafiada

(Farmer, E., 1985)

3. 2. 1. Actividad inductora de conidias de A. alternata.

Las pléntulas de limonerco con dafio mecdnico previo,
indujeron la actividad de la PAL cuatro horas después del
tratamiento con conidias activas o inactivadas térmicamente.
La actividad de la PAL se indujo en respuesta a conidias
activas o inactivadas térmicamente, 3,5 veces con respecto al
control (dafic mecdnico), (Figura 3. 6.). En estos
experimentos también se observé la activacién de PAL a las
ocho horas como respuesta frente a dafio mecdnico.

Las conidias activas comienzan a germinar a las 4

horas aproximadamente, por 1lo que no resulta factible
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Figura 3.6. Actividad inductora de conidias de Alfernaria alternata en plantulas de Citrus
limon dafiadas. La actividad de PAL se cuantific 4 horas post-tratamiento. Control: dafio
mecanico, A: activa, I: inactivadas por calor.
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explicar la respuesta de la planta a este tiempo, producto de
la accién de PGasa excretada por el hongo. Por otra parte, la
induccién de la PAL por conidias inactivadas térmicamente,
permite descartar la participacién de proteinas del hongo en
el proceso de induccidén. Ambos tipos de conidias comparten la
presencia de oligosacdridos en su pared celular, los que no
son modificados por el tratamiento térmico realizado y 1los
que podrian estar interactuando con estructuras internas de
la pared celular vegetal, para la induccién de la respuesta
defensiva. A. alternata posee glucanos y quitina en su pared
celular (Bartnicki-Garcia, 1968), por lo gue podria pensarse
que alguno de estos componentés fuera reconocido por 1la
célula vegetal.

La induccién de PAL en pléantulas con dafio mecdnico
se adelanta en 20 horas sli1 se compara con la respuesta de
pléntulas intactas en relacién al efecto inducideo por las
conidias. Si se considera due estructuras internas de la
pared celular reconocen a los azicares presentes en la pared
de la conidia, se puede suponer que no es requisito que ésta
germine y excrete PGasa para que se induzca la respuesta de
defensa. Sin embargo, si se puede afirmar que la pldantula
intacta no tiene en su superficie estructuras gue reconozcan

la presencia de estos polisacdridos.
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3. 2. 2. Actividad inductora de endopoligalacturonasa

(PGasa).

Las pldntulas de limonero con dafio mecdnico previo,
indujeron la actividad de la PAL, observédndose un méximo de
induccién 7 horas después del tratamiento con PGasa. La
induccién fué de 10 veces con respecto al control (dafio
mecédnico). La preparacién enzimdtica inactivada térmicamente
no indujo la actividad de la PAL (Figura 3. 7.); mientras que
la induccién de la PAL a las 8 horas, en respuesta al dafio
mecdnico, no se vié alterada.

Estos resultados confirman 1la necesidad de una
preparacién enzimdtica activa capaz de degradar la pared
celular y dejar expuestas estructuras internas de la célula
vegetal, como podria ser el plasmalema. Nuestra preparacidn
enzimdtica tiene una alta actividad de PGasa, perc no podemos
descartar que contenga otras actividades enzimaticas dentro
de las cudles podria encontrarse una actividad de cutinasa
constitutiva. Esta enzima ha sido descrita para otros
microorganismos (Kolatukudy) . Si nuestra preparacioén
enzimdtica ?uviera esas caracteristicas, es factible suponer
que esta cutinasa podria iniciar la degradacién de la pared
de planta. A continuacién, 1la PGasa continuarfa con 1la

hidrélisis de la pectina de 1la pared celular vegetal,

permitiendo la liberacién de oligosacdrideos de diferentes
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Figura 3.7. Actividad inductora de PGasa de Alfernaria alternata en plantulas dafiadas. La

actividad de PAL fie cuantificada 7 horas post-tratamiento. Control: planta dafiada, A:
activa, I-inactivada por calor.
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tamafios, los que serian los verdaderos inductores de 1la
respuesta defensiva. La participacién de este tipo de enzimas
se ha confirmado en numerosos procesos de infeccidn de
tejidos vegetales (Collmer y Xeen, 1986). La liberacidén de
fragmentos pécticos por una poligalacturonasa de Rhizopus
stolonifer que induce la sintesis de la fitoalexina casbeno,
en Ricinus communis, ha sido descrita por Lee y West (1981),
datos que concuerdan con resultados obtenidos después de
tratamiento de pldantulas de 1limonero con PGasa de A.
alternata (Roco, A. y cols., 1993).

La respuesta de plantulas de limonero dafiadas
mecénica@ente, al tratamiento con PGasa se adelanté 13 horas
si se compara con la respuesta de las plantulas intactas,
frente al mismo inductor. Esta diferencia en la temporalidad
a la cudl ocurrié la respuesta en plédntulas danadas puede
deberse a una mayor accesibilidad de la enzima a la pectina
de la pared, la que originaria oligosacdridos que pueden
interactuar. con una mayor superficie de estructuras internas
expuestas. La exposicién de estas estructuras en pléntulas
intactas tratadas con PGasa, corresponderia sélo a los
lugares en que efectivamente la enzima produjc dafio. Se ha
comprobado ¢ue oligosacdridos liberados por accidén de 1la

PGasa de A. alternata sobre pldntulas de limonero, tienen

tamafios (o DP) que dependen del tiempo de tratamiento con la
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enzima; y s6lo algunos de ellos son capaces de inducir 1la
sintesis de fitoalexinas en esta especie vegetal (Roco, A. y

cols., 1993).

3. 2. 3. Actividad inductora de O-FCW, de O—PCW19 y de

O—PGAls.

_Las pléntulas de limonero con dafio mecdnico previo,
indujeron la actividad de la PAL cuatro horas después del
tratamiento, confirmando resultados anteriores (Roco y cols.,
1993). Los O-FCW indujeron siete veces, 0~PCW, 4 indujo 24
veces y O-PGA,. indujo 16 veces, con respecto al control
(dafio mecdnico solamente)} (Figura 3. 8.). Para todos los
casos se observé ademds, la induccién de la PAL a las 8
horas, en respuesta a dafio mecdnico.

De los tres inductores usados, el gue presenté un
mejor efecto fué el O-PCW,4, Qque es producido en el
tratamiento de plantulas de 1limonero intactas con PGasa
fﬁngicg. Antecedentes previos (Roco, 1990) demostraban que la
respuesta del tejido dependia del tamafio del oligosacdrido
usado, sugiriendo que existia una especificidad en el
reconocimiento. El1 aislanmiento desde paredes fiungicas de un
1,3-1,6-hepta-B-glucésido ramificado con una alta actividad

inductora en poroto de soya (Sharp, J. K. y cols., 1984a;

Sharp, J. K. 'y cols., 1984b), proporciond informacién inicial
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sobre el requerimiento de una estructura minima para la
actividad inductora . Trabajos posteriores (Cosio, E. Yy
cols., 1988; Cosioc, E. y cols., 1990) con este mismo elicitor
y con un heptaglucésido sintético sefialan incluso los grados
de peolimerizacién que deben poseer los elicitores con mayor
actividad inductora (DP promedio=18). Estos resultados se ven
complementados con el estudio de oligoglucésidos sintéticos
con los que se estimé cudl era la estructura esencial del
B~glucdésido activo, encontrandose que era indispensable la
presencia de un extremo trisacdrido no reducido para la
actividad bioldgica del elicitor. Estos mismos autores
demostraron que si este extremo era reemplazade por un
residuo de . glucosamina o N~acetilglucosamina, la actividad
inductora se reducia hasta en 1000 veces. (Cheong, J. ¥
cols., 1991). Farmer y cols. (1991), dan cuenta de la
longitud minima de un fragmento oligogalacturénico, aislado
de hojas de tomate, que posee caracteristicas de elicitor
activo; el DP debe estar comprendido entre 14 y 15 residuos.
Por otra parte, Jin y West (1984) -encuentran que
oligosacdridos de 13 wunidades de &c. galacturénico,
preparados a partir de PGA, son los mejores inductores.

En nuestro modelo experimental, el uso de 1la

mezcla total de O-PCW no produjo induccién de la PAL, hecho
i

H
que . podria explicarse por competencia entre los
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oligosacdridos presentes en la mezcla, dénde solamente unos
pocos son capaces de inducir la respuesta defensiva (Roco y
cols., 1993). 8Se debe considerar ademds, dgque en estos
experimentos se usé una cantidad total de 100 pg de azdcares
reductores: (equivalentes de glucosa), donde la proporcién de
los elicitores gque desencadenan la respuesta pudiera ser muy
baja, por la presencia mayoritaria de fragmentos de bajo peso
molecular, en los cuales la presencia de esta Yestructura
determinan‘te" (Cosio, E. y cols., 1990) del reconocimiento se
encuentra disminuida. Anderson-Prouty y Albersheim (1975)
obtuvieron resultados semejantes con elicitores de
Colletotrichum lindemuthianum gque fueron degradados
enzimdticamente a fragmentos méds pequefios, los cuales no
indujeron la respuesta defensiva en Phaseolus vulgaris.
Farmer y :cols. (1991) trabajaron con tres oligosacdridos
quimicamente semejantes: PGA, PGU y PMA, los cuales diferian
en la conformacién de las cadenas. PGA y PGU, como resultado
de la ubicacién de los hidroxilos en posicién cuatro del
azicar, dejan con mayor exposicién al &dtomo de oxigeno, lo
que permite que en presencia de ion calcio se formen fuertes
complejos intermoleculares unidos por interacciones
iénicas. ;Esto no ocurre con PMA cuyc dtomo de oxigeno en
posicién \ cuatro, presenta una ubicacién endo que 1lo

imposibilita para formar dichos complejos. En este modelo
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"egg~box" (Ress, 1972), los iones calcio se ajustan o encajan
entre dos o mds cadenas de residuos galactosilurénicos no
esterificados, de forma que los dtomos de oxigeno permiten la
gquelacién del 3ion calcio con participacién de residuos
galactosiluronato, presentes entre dos cadenas de
galacturonano vecinas (Poovaiah, B. y cols., 1988). Farmer y
cols. (1991) también sefialan que la formacién de este
complejo intermolecular ("egg-box"), es dependiente del grado
de polimerizacién de los urénidos en presencia de ion calcio
saturante. Con oligémeros galacturonatos, la estructura
"egg-box" se forma cuando el DP es mayor a 10, siendo éste el
tamafioc minimo para interaccionar con ion calcio. Esto se
relaciona adends, con 1la capacidad que tienen los
oligosacayidos con un DP mayor a 1.0, de aumentar la
fosforilacién de una proteina de membrana de 34 KDa (pp34).
Oligémeros mds peqguefios que no forman el complejo con lones
calcio son totalmente inactivos en aumentar la fosforilacién
de pp34 (Farmer y cols., 1991). Por 1o tanto, en nuestra
mezcla total de O-PCW la presencia de T"estructuras
determinantes®, como las llaman Cosio y cols. (1990), pudiera
ser el equivalente al complejo intermolecular Yegg-box"
(Farmer y cols., 1991), que sélo se da con oligdmeros con un
determinado DP. Nuestros resultados muestran que una mezcla

total de O-PCW no induce actividad de la PAL, y esto puede
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deberse a la gran diversidad en los DP de los oligosacdridos
obtenidos {por hidrélisis enzimdtica. Sin embargo, también hay
que considerar que la mezcla de O-PCW es representativa de
s6lo una temporalidad en la hidrélisis de la pared celular,
va dque O-PCW obtenidos después de distintos tiempos de
tratamiento de pldntulas de 1limonero con PGasa de A.
alternata contenfan distintas proporciones de oligosacdridos
de diferente DP. Es asi como a tiempos cortos de tratamiento
de pldntulas de limonero con PGasa de A. alternata se podian
encontrar O0-PCW de tamafios mayores que los que se obtenian a
tiempos largos de tratamiento. Esta observacién podria
representar la dindmica que existe a nivel de los O-PCW en
una situacién *in vivo", donde serfia necesario gue la planta
reconociera tempranamente gue existe una agresién para
preparar la respuesta celular (Roco, A. y cols., 1993). Una
vez gatillada la respuesta, probablemente no seria
indispensgble la presencia continua de los oligosacédridos
activos en la induccidn, ya que se ha descrito que la planta
presenta una "memoria" para responder rédpidamente a una nueva
agresién (Farmer y Ryan, 1991). Ademds, es importante
considerar que la respuesta de la planta frente a una
agresién por un patégeno presenta una temporalidad bien
definida y tiene la caracteristica de ser transitoria, lo que

reafirma que no se requiera que el estimulo permanezca en el
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tiempo.

El grado de esterificacién gue pueda <tener el
oligosacdrido también pudiera ser importante. Al respecto,
O—PGA16 que tiene todos sus grupos carboxilatos 1libres,
también fué un buen inductor de la respuesta, ain cuando ésta
fué de menor magnitud. Por lo tanto, la presencia de un
cierto nﬁmero de carboxilatos esterificados también pareciera
ser necesaria para mejorar la respuesta. Estas
caracteristicas sugieren la existencia de un reconocimiento
especifico gue podria estar dado por 1la presencia de un
posible receptor que reconociera tanto tamafio de la molécula
como cantidad de carboxilatos libres o esterificados, tal
como se ha sugerido en el caso de poroto de soya, que es
capaz de}unir un oligémero de PGA con un DP=12 unidades de
dcido galacturénico (Horn y  ©cols., 1989). Similares
resultados se han obtenido en Ricinus communis ,en donde los
mejores elicitores para 1la sintesis de casbeno, son
oligémeros de PGA con un DP entre 7 y 20 unidades de &cido
galacturénico (Jin y West, 1984).

La respuesta de la planta al tratamiento con O-FCW
resultd ser de menor magnitud que la observada con los otros
dos elic%tores. Esta se produjo con la misma temporalidad,
sugiriendo dque la respuesta se produce por un mecanismo

similar. La diferencia en magnitud, podria deberse a 1la
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distinta composicién quimica de la pared filungica en relacidén
a la pared vegetal. Se ha sefltalado gque la presencia de
residuos de N-acetilglucosamina, principal azidcar de 1la
quitina, inhibe 1la actividad inductora de un 8-glucésido
(Cheong y cols.,1991). Se ha descrito gue hongos como A.
alternata poseen una pared celular que contiene quitina y
glucanos,ncon un 2% de d4cido glucurénico (Bartnicki-Garcia,
1968). La presencia de este azicar en la pared fungica, que
contiene un grupo carboxilato libre, podria permitir que el
tejido vegetal también lo reconociera como elicitor. Debido a
la facilidad de obtencién de la mezcla de O-FCW y a su
actividad inductora, se decidié continuar usédndoloc como
elicitor en la gran mayoria de los experimentos.

Los elicitores con tratamiento térmico indujeron a
la actividad de la PAL en igual magnitud que lo hicieron los
sin este tratamiento (Figura 3. 8.). Los polisacdridos no
sufren descomposicién con la temperatura empleada, mientras
que lag proteinas se desnaturan. Este resultado sugiere que
son los polisacdridos presentes en pared fingica y vegetal,
los verdaderos inductores de la respuesta defensiva de la

planta.
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3. 3. Efecto de 1la concentracién de oligémeros de pared
fingica sobre la induccién de la PAlL.

Las pldntulas de limonero con dafio mecdnico
respondieron en forma hiperbélica en relacién a la induccidn
de la PAL|en funcién de la concentracién del elicitor, entre
0 v 150 pg de azicares reductores (equivalentes de glucosa),
alcanzéndpse la saturacidén con 100 ug, y observando un 50% de
activacién con 25 ug. A concentraciones mayores que 150 pg de
azlcares reductores se redujo la induccién (Figura 3. 9.).
Tratamientog con 400 pg de aztcares reductores no modificaron
la actividad basal de la PAL.

La primera porcién de la curva puede interpretarse
a través de la existencia de un receptor para estos O0-FCW
debido a la presencia de saturacién. Experimentos dJdosis-
respuesta, realizadas con fracciones de membrana de poroto de
soya y con [14—01 micolaminarano, un B8-1,3 glucano ramificado
aislade de Phytophthora sp., muestran un compo;tamiento
semejaqte. Sin embargo estos autores observan una saturacién
del sistema con una concentracién del elicitor superior a 100
uM, encontrando un 50% de activacién a una concentracién de
50 uM. En este mismo sistema, no se observéd un efecto

inhibitorio a altas concentraciones del elicitor (Yoshikawa,
M. y cols., 1983). Considerando el tipo de ensayo realizado

por estos autores, la concentracién de elicitor de 100 uM, es
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Figura 3.9. Efecto de la concentraciéon de O-FCW sobre la induccion de la PAL. La
actividad de la enzima se cuantificé 4 horas post-tratamiento. Control: planta dafiada.
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equivalente a 18 ug de azicares reductores, valor inferior al
obtenido por nosotros. 8in embargo, ellos utilizan un
oligosacdrido de un tamafio bien definido, mientras que los 0O-
FCW usados en nuestros experimentos corresponden a una
mezcla, lo gue permite explicar la diferencia. En nuestro
caso, al ser los O-FCW una mezcla de oligosacdridos, no se
conoce si existen en ella algunos que pudieran tener una
accién iﬁhibitoria, 0o que pudieran competir con 1los dque
realmente producen la induccién. Desde ese punto de vista, el
comportamiento de O-FCW en una concentracidén de 400 pg de
azicares reductores, podria ser equivalente al observado para
la mezcla de O-PCW a una concentracién de 100 ug de azicares
reductores. Por otra parte, la ausencia de efecto inhibitorio
observado en el sistema de poroto de soya puede deberse a qﬁe
se utilizé un elicitor de un solo tamafio o bien, a que 1la
concentracién mdxima utilizada de 400 pM es equivalente a
s6lo 72 ug de azicares reductores.

Los resultados obtenidos en poroto de soya usando
el micolaminarano, y realizando ademds estudios de unién del
mismo a membranas aisladas, sugieren la existencia de
receptores especificos para este elicitor (Yoshikawa,M. vy
col, 1983). Adicionalmente, estudios del mismo tipo
realizados con otros elicitores y sistemas de membranas

confirman 1la @especificidad de la interaccién y del
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reconocimiento (Cheong, J. y Hahn, M., 1991). Existen ademds
algunas evidencias que seflalan gque el sitio de unién
detectado en membranas es inactivado por protedlisis y por
tratamiento con calor, lo que sugiere que este sitio es una
proteina o una glicoproteina (Cheong, J. y Hahn, M., 1991).
Ekperimentos realizados en suspensiones celulares
de poroto de soya de 7 dias, utilizando como elicitor &cido
poligalacturénico preparado de pectina citrica, marcado con
FITC o con 1251, demuestran gque éste se une a la membrana
plasmdtica vy es posteriormente internalizado, para
" concentrarse wmayoritariamente en la vacuola (Horn, M. A. y
cols., 1989). Estos resultados también demuestran gue 1los
elicitores efectivamente interactiian con 1la membrana

plasmética y no con la pared celular.

3. 4. Efecto de compuestos diferentes a los elicitores
flingicos o de plantulas de limonero sobre la induccién

Qe la PATL.

3. 4. 1. Efecto de Cacl2 10 pM sobre la induccién de la PAL.
Las plédntulas de limonero con dafic mecdnico previc
indujeron la actividad de la PAL a las tres y a las siete

horas desde el inicio del tratamiento con Ca012 10 pM (Figura

3. 10.). Al comparar esta cinética de induccidén en relacidén a
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Figura 3.10. Efecto de CaCly 10 uM sobre la induccion de la PAL. Tanto la respuesta a los
elicitores (4h) como al dafio mecanico (8h), se adelanta en 1 h respectivamente, en presencia

de Calcio. Control: planta dafiada.
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la observgda solamente con dafio mecdnico, se puede apreciar
la aparicién de un nuevo mdximo de induccidén de PAL (tres
horas) y un adelanto en una hora en la temporalidad de la
respuesta a dafic, desde las ocho a las siete horas. La
respuesta;observada a las tres hgras de tratamiento con CaCl2
no aparece cuando se realiza solamente dafio, pero esta
temporalidad se encuentra adelantada en una hora con respecto
al efecto producido por O-FCW o conidias fungicas en plantas
previamente dafiadas. De modo que la adicién de CaCl, produce
un adelanto de la respuesta a elicitores y al dafic mecdnico.
Este adelanto podria sugerir que el ion Ca2+ esté
participando en 1la transduccién de la sefial, y dque su
participacién se produce después gue el elicitor es
reconocido por un posible receptor o que el dafio mecdnico es
sensado por. el vegetal.

En general los trabajos que informan la participacidén
de ion ¢a2+ en la interaccidén planta-patégeno, han sido
realizgdos adicionando al sistema vegetal los elicitores en
presencialde este metal bivalente (K&hle, H. y cols., 1985;
Pelissier, B. y cols., 1986; Stab, M. y Ebel, J., 1987}, con
lo que han podido concluir que la presencia de ion Ca2+ es
indispenséble para que se produzca la respuesta defensiva de

la planta. Mds recientemente, la presencia de ion ca®’ se ha

correlacionado con fosforilacién de proteinas durante el
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proceso de respuesta del vegetal ((Grab, D. y cols., 1989;
Dietrich, A. y cols., 1990), y en general se le ha propuesto
como un posible transductor de sefiales en estos sistemas
(Dixon y Lamb, 1990).

Nuestros resultados fueron obtenidos en ausencia de
elicitores, por lo tanto, son solamente comparables con los
resultados obtenidos en la induccién de la fitoalexina 6-
metoximeleina en células de zanahoria (Xurosaki y cols.,
1987). En este tltimo sistema, tanto el ion Ca2+ como el
Tonéforo de ca’t A23187, fueron capaces de inducir 1la
formacién de fitoalexinas en ausencia de elicitor exdgeno. De
estas observaciones, se puede inferir que el dafio mecénico
mds el ion.Ca2+ adicionado exégenamente pueden reemplazar a
los elicitores, y mds ailn, adelantar 1la respuesta del

vegetal.

3. 4. 2. Efecto de diferentes concentraciones de CaCl,, sobre
la induccién de la PAL.

La magnitud de la induccién de la PAL observada
previamente (seccién 3. 4. 1.) dependié de 1la cantidad de
CacCl,, adicionado durante el tratamiento . La mejor induccién,
tanto a las tres como a las siete horas, se observd con CaCI2

1 uM (0,29 nmoles/plantula), (Figura 3. 11.). Este valor

pudiera considerarse bajo si se compara con los valores de
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Figura 3.11. Efecto de diferentes concentraciones de CaCly_ La actividad de PAL se
cuantificé 3 y 7 horas post-tratamiento. Control: dafio mecanico.
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Ca012 (15 pM) adicionados a suspensiones celulares de poroto
de soya para producir la induccién de callosa (K&hle, H. y
cols., 1985).

Se ha descrito que las concentraciones de ion ca?t
citosélico para células vegetales en reposo son del orden de
150 nM, concentracién que puede aumentar hasta 400 nM o méds
en células excitadas (Leonard y Hepler, 1990; Trewavas Yy
Gilroy, 1991). Si se considera que el ion Ca2+ puede
participar en 1la transduccién de la sefial producida por
elicitores 6 por dafio mecdnico, es importante considerar cémo
debiera desplazarse este catién para que aumente su
concentracién citosélica. Los sistemas +transportadores de
jones ca’’ estan acoplados a la utilizacién de ATP en
membrana plasmdtica y reticulo endopldsmico (Evans y cols.,
1991), o bien, a un gradiente de protones gue autogenera ATP
en el tonoplasto (Blackford y cols., 1990). Estos tres tipos
de membrana definen los sitios potenciales de entrada de ion
Ca2+ a; citoplasma en forma pasiva, via canales de calcio
(Johannes y cols., 1991).

El ion Ca2+ es un constituyente estructural de 1la
parea celular donde se encuentra unido fuertemente a los
grupos carboxilatos de las unidades de &cido galacturdnico

que forman parte de la pectina. Cuando ocurre pérdida de ion

calcio desde el tejido vegetal, por ej. por efecto de dafio




76

mecdnico, las células perciben esta alteracién y bombean ion
calcio desde el interior para compensar la disminucidén de ion
Ca2+ en la pared.

En nuestros experimentos se adicioné CaCl, a
pléantulas previamente dafiadas cuyo contenido celular en este
catién pudiera ser equivalente al descritc (Trewavas vy
Gilroy, 1991). Se debiera esperar un vaciamiento del
contenido de las células dafiadas, por lo gue la cantidad de
ion Ca2+ real debiera sumarse a la adicionada en nuestro

sistema. Considerando que el ion Ca2+

debe movilizarse hacia
el interior de la célula (citoplasma), nuestros resultados se
acercan mads a los valores citoplasmdticos descritos en
células excitadas, atn cuando puede suponerse que no todo el

ion Ca2+ agregado ingresa al citoplasma.

3. 4. 3. Efecto de CaCl, sobre la actividad de la PAL.

No se observéd efecto de Cacl2 scbre la actividad de
la enzima, al adicionar concentraciones entre 0 y 10 uM del
reactivo al medio de reaccién para cuantificacién de 1la
actividad de la PAL. Por lo tanto, los resultados descritos
en 3. 4. 1. y 3. 4. 2. corresponden a un efecto de induccién
de la actividad de la PAL, y no a una activacién de 1la

enzima.
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3. 4. 4. Efecto del Ion6foro de ca®’ 223187 1 x 10 2 uM

sobre la induccién de la PAlL.

Las pléntulas de limonero con dafio mecdnico previo
indujeron la actividad de la PAL a las tres y a las siete
horas desde el inicio del tratamiento con el Ionéforo de ca?t
1 x 10_2 pM (Figura 3. 12.). Al comparar esta cinética de
induccién en relacién a la observada solamente con dafio
mecdnico, y a la observada con dafio mecdnico en presencia de
CaClz, se puede apreciar dgque el efecto del Iondforo es
comparable con el de ion Ca2+. Es mds, si se compara con la
cinética de induccién producida por ion ca®’ en plédntulas con
dafio mecdnico, existe coincidencia en la temporalidad de la
respuesta. Este resultado, en conjunto con el descritc en las
secciocnes 3. 4. 1. y 3. 4. 2. refuerza la hipétesis de la
participacién de ion ca’’ en la transduccién de la sefial. El
efecto de este Tondforo es comparable al observado en
suspensiones celulares de zanahoria, sistema en el que fué
utilizqdo en ausencia de elicitores (Kurosaki, F. y cols.,
1987). Su efecto también se ha descrito en sistemas en los
gque se ha utilizado en conjunto con elicitores fingicos
{Kdhle, H. y cols., 1985; Pelissier, B. y cols., 1986; Stab,
M. y Ebel, J., 1987). Sin embargo, en suspensiones celulares

de poroto, este Iondéforo adicionado incluso en conjunto con

el elicitor de Colletotrichum lindemuthianum, no es capaz de
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Figura 3.12. Efecto del iondforo de Calcio A23187 0.01uM, sobre la induccidon de la
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PAL. Tanto la respuesta a los elicitores (4h) como al daiio mecanico (8h), se adelanta en 1h

respectivamente, en presencia del iondforo. Control: planta daiiada.
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inducir la respuesta (Bolwell, G. y cols., 1991), sugiriendo
que la transduccién de seflales pudiera ocurrir a través de

diferentes moléculas dependiendo de la especie vegetal.

3. 4. 5. Efecto de diferentes concentraciones del Ionéforo de
ca®t A23187 sobre la induccién de la PAL.

. La magnitud de 1la induccién de la PAL observada
previamente (seccién 3. 4. 4.) dependidé de la cantidad del
Ionéforo adicionadc durante el tratamiento . La mejor
induccidén, tanto a las tres como a las siete horas, se
observé con A23187 1 x 1072 gM (Figura 3. 13.). Este Ionéforo
se ha descrito como un transportador iénico (Pressman, B. C.,
1976), por lo tanto, si la respuesta defensiva depende de la
concentracién de ion Ca2+, también debe depender de 1la
concentracién de Ionéforo adicionado.

3. 4. 6. EBfecto del Ionéforo de ca’t a23187 sobre la
actividad de la PATL.

No se observé efecto del Iondéforo sobre 1la
actividad de la enzima, al adicionar concentraciones entre 0
vy 3 uM del reactivo al medio de reaccidén para cuantificacidn
de la actividad de la PAL. Por lo tanto, los resultados

descritos en 3. 4, 4. y 3. 4. 5. corresponden a un efecto de

induccién de la actividad de la PAL, y no a una activacién de
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Figura 3.13. Efecto de diferentes concentraciones de A23187 sobre la induccion de la PAL.
La actividad de la PAL se cuantifico 3 y 7 horas post-tratamiento. Control: planta dafiada.
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la enzima.

3. 4. 7. Efecto de diferentes concentraciones de Verapamil
sobre la induccién de la PAIL.

El Verapamil 50 pM inhibié el aumento de 1la
actividad de la PAL inducido por dafio mecdnico y O-FCW a las
cuatro horas (Figura 3. 14.). A esta misma concentracién se
obtuvo la mndxima inhibicién de la respuesta de la planta
inducida por dafio mecdnico en presencia de ion Ca2+ 1 pM
(tres  horas), al analizar el efecto de diferentes
concentraciones de Verapamil (Figura 3. 15.). E1 10’5 fué de
aprox. 25 uM. El Verapamil se ha descrito como un antagonista
de canales de calcio en células vegetales (Graziana, A. Yy
cols., 1988; Harvey, H. J. y cols., 1989), y se ha comprobado
gue se une a fracciones de membrana (Andrejaukas, E. y cols.,
1985). Por lo tanto, si la presencia de ion Ca2+ es
indispensable para que se produzca la respuesta defensiva en

pléntulas de limonero, 1la presencia de este blogueador

nuevamente confirma este hecho.

3. 4. 8. Efecto de Verapamil 50 uM sobre la actividad de la
PAL.

El Verapamil a esta concentracién nc¢ inhibié 1la

actividad de la PAL, por lo tanto, los resultados descritos
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en 3. 4. 7. corresponden a una inhibicién de la induccidén de

la PAL v no a una inhibidén de la actividad de la enzima.

3. 4. 9. Efecto de diferentes concentraciones de EGTA sobre

la induccién de la PAIL.

El EGTA inhibié el aumento en la actividad de 1la
PAL inducida por dafio mecdnico en presencia de CaCl, 1 uM
(Figura 3. 16.). El 10’5 fué de 0,2 mM. Este experimento nos
permitié calcular ademds, la concentracién de ca?t 1ibre
(Figura 3. 17.). Si se analizan los datos de induccién de la
PAL en respuesta a diferentes concentraciones de ion ca?®
(Figura 3. 11), se puede apreciar que a las concentraciones

2+ libres obtenidas después de agregar cualquiera de

de ion Ca
las concentraciones de EGTA, debieran observarse solamente
valores de actividad basales de PAJL.. Estos resultados
sugieren que la inhibicién de 1la induccién observada a
diferentes concentraciones de EGTA, se debe a la quelacidn

2+

del ion Ca2+, lo que disminuye la cantidad de ion Ca libre

necesario para inducir la respuesta de la planta.

3. 4. 10. Efecto de EGTA 3 mM sobre la actividad de la PAL.
El EGTA 3 mM no inhibié la actividad de la PAL, por
lo tanto, los resultados descritos en 3. 4. 9. corresponden a

una inhibicién de la induccién de la enzima y no a una
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Figura 3.16. Efecto de diferentes concentraciones de EGTA sobre la induccion de la PAL.

La actividad de la PAL fue cuantificada 3 horas post-tratamiento de plantulas con dafio
mecanico en presencia de CaCly . Control: planta dafiada en presencia de CaCly
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inhikién de la actividad de la PAL. Esta inhibicidén de 1la
induccién estd relacionada directamente con la disminucién

2+

del ion Ca libre. El1 EGTA no afectd la actividad basal de

la PAL, lo que confirma que la actividad de la enzima no

depende de la presencia de ion ca’t.

3. 4. 11. Efecto de diferentes concentraciones de

Norarmepavina sobre la induccién de la PAL.

La Norarmepavina 50 pM inhibié completamente: a) el
aumento de la actividad de la PAL inducida por dafio mecédnico
y O-FCW a las cuatro horas, b) el aumento de la actividad de
la PAL inducida por dafio mecdnico y ion Ca2+ 1 ugM a las tres
horas; e inhibié parcialmente el aumento de la actividad de
la PAL inducida por dafioc mecdnico cuando el ion ca®t se
adicioné una hora después que se produjo el dafio y que se
agregé la Norarmepavina (Figura 3. 18.). De esta forma, sélo
cuando el alcaloide se adicioné simulténeamente con el ion
Ca2+ o con O-FCW, se obtuvo una completa inhibicién de la
respuesta de la planta. Cuando el ion ca’t se adicioné una
hora después de realizar el dafio necdnico y de adicionar
Norarmepavina, se observd solamente un 25% de inhibicidén de

la induccién, sugiriendo que el alcaloide no mantiene su

efecto inhibitorio en el tiempo.

Al analizar el efecto de diferentes concentraciones
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de Norarmepavina en la induccién de la respuesta defensiva,
se pudo obtener el valor del 10'5 que resultd ser de 3 uM
(Figura 3. 19.). Este experimento fué realizado adicionando
simuitdneamente ion ca®t 1 uM.

Se ha descrito dque 1los alcaloides benzil-
isoquinolinicos son antagonistas de canales de calcio en
animales (Morales M. A. y cols. 1989), tal como se ha
descrito para Verapamil (Graziana, A. y cols., 1988).
Recientemente, se ha informado que la Norarmepavina, obtenida
por sintesis dquimica, también actia comc un antagonista de

ion Ca2+

(Cassels, B. X. y Morales, M. A., 1993). Los
resultados obtenidos, son comparables a los de Verapamil y
apoyan la idea de la participacién de canales de calcic en la

respuesta de la planta.

3. 4. 12. Efecto de Norarmepavina 50 pgM sobre la actividad de
la PAL.
La Norarmepavina 50 pM no inhibié la actividad de
la PAL, por lo tanto, los resultados descritos en 3. 4. 11.
corresponden a una inhibicién de la induccidén de la enzima y
no a una inhibién de 1la actividad de 1la PAL. Confirman
ademds, la necesidad de que existan canales de calcio para

que se produzca la respuesta defensiva de la planta.
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Figura 3.19. Efecto de diferentes concentraciones de Norarmepavina sobre la induccién de
la PAL, en plantulas dafiadas en presencia de CaCly 1uM.
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3. 4. 13, ﬁfecto conjunto de ion ca?® y de Norarmepavina
sobre la induccién de la PAL.

El efecto inhibitorio de Norarmepavina dependid de
la temporalidad a la cudl se adicioné el ion ca®t 1 uM
(Figura 3. 20.), sugiriendo que este bloqueador de canales de
calcio pudiera ser metabolizado por el tejido vegetal, ya que
se recuperaba la capacidad inductora en la medida que
transcurria el  tiempo. Ain cuando la formacidén vy
metabolizacién de alcaloides isoquinolinicos no es muy activa
en Citrus, si es posible encontrar estos compuestos en esta
especie vegetal (Kefford, J. F¥. y Chandler, B. V., 1970). Al
comparar el efecto de la Norarmepavina en tejidos animales
(Cassels, B. K. y Morales, M. A., 1993) con el encontrado en
nuestro sistema, es posible comprender gque la Norarmepavina
sea un buen blogueador de canales de calcio en sistemas
animales que no poseen la rutas de Dbiosintesis y de
degradacién de estos alcaloides benzilisoquinolinicos. En las
plantag, al existir enzimas del metabolismo secundario, es
perfectamente comprensible que la Norarmepavina sea
metabolizada. Ademds, en caso hipotético de que este
compuesto fuera sintetizado en Citrus, su biosintesis vy
almacenamiento debiera estar compartimentalizado de modo que

no afectara la respuesta de la planta frente al ataque por

patdgenos.
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Al anpalizar la cinética de supresidén del efecto
antagonista de Norarmepavina en las condiciones descritas
(Figura 3. 20.), se puede cbservar que el ion Ca2+ nuevamente
es capaz de inducir a partir de 15 minutos desde la adicidn

de ion Ca2+. Estos resultados permiten calcular un t de 45

0,5
min para la induccién de un 50% de la capacidad de induccidn

2

méaxima por elion Ca + (ocho veces la actividad basal de PAL).

3. 4. 14. Efecto de diferentes concentraciones de Bacl2 sobre
tla induccién de la PAL.

Se consideré que el BaCl, no tuvo efecto en 1la
induccidén! de la actividad de la PAL, a las diferentes
concentraciones utilizadas (Figura 3. 21.). Este experimento
permite descartar que la activacién de PAL pueda deberse
solamente a la presencia de un catién bivalente, ya que el
ion Ba2+ no es capaz de reemplazar al ion Ca2+. Ademds, para
el funcionamiento de los canales iénicos, se sabe que existe
una gran especificidad por el catién, y no se ha descrito gque
para el caso de los canales de calcio, este ion pueda ser
reemplazado por ion Ba2+ (Johannes y cols., 1991).

Si se considera el tamafio del ion Ba2+, tenemos un
radio idénico de 1,34 Angstrons vy para el ion Ca2+ de 0,99
Angstrons, (Handbook of Chemistry and Physics, 1982 - 1983,

63rd edition, CRC Press); de modo gue es poco probable que

]
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desde este punto de vista, el ion BaZt pueda reemplazar por
tamafio al ion Ca2+ en su efecto de activador de ATPasas.

3. 4. 15. Efecto de BaCl, 10 uM sobre la actividad de la PAL.

2
No se observé efecto de BaCl2 10 uM sobre la
actividad de la PAL. Por lo tanto, se puede concluir que el

. 2+ . s . . .
ion Ba no afecta su actividad, ni es capaz de inducirla.

3. 4. 16.5Efecto de diferentes concentraciones de HgC12 sobre
la induccién de la PAL.

El Mgclz, a concentraciones entre 0,5 y 10 uM,
indujo 2,5 veces la actividad de la PAL inducida por dafio
mecédnico FFigura 3. 22.). Se ha descrito que existen ATPasas
de membrana dependientes de ion Mg2+ y ion ca?t (Olbe, M. y
Sommarin,EM., 1991), para cuya actividad seria necesaria la
presencia!de ambos metales bivalentes. El leve efecto de ion
ng+ no ’permite descartar la participacién de ATPasas
dependientes de ion Mgz+. Por otra parte, la cantidad tanto
de ion ca’! como de ion Mg2+ presente en los amortiguadores
podria ser suficiente para mantener activas a las ATPasas
dependientes de estos metales. La participacién de ATPasas de

menbrana, en la transduccién de la sefial, es algo que deberd

abordarse en el futuro.

; Los resultados sugieren que el ion Mg2+ es capaz
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Figura 3.22. Efecto de diferentes concentraciones de MgCly sobre la induccion de la PAL.
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de reemplazar parcialmente al ion ca’t como inductor. E1
radio idnico del Mq+2, de 0,66 Angstrons es inferior al del

ion Ca2+

(0,99 Angstrons) y por lo tanto, podria esperarse
que en caso de gue elion Caz+ estuviera activando algin
sistema enzimdtico, éste pudiera ser reemplazado por un
catién de menor radio idénico. Por otra parte, si 1la
interaccién se debiera solamente a la carga del ion, se
hubiera observado un efecto de induccién semejante entre el
ion Ca2+, elion Mg2+ y el ion Ba2+. Aparentemente, tanto el

tamafio del ion como su carga son importantes para 1la

induccién de la defensa del vegetal.

3. 4. 17. Efecto de MgCl, sobre la actividad de la PAL.

No se cbservé efecto de MgCl2 sobre la actividad de
la enzima, al adicionar concentraciones entre 0 y 10 ugM del
reactivo al medio de reaccién para cuantificacién de 1la
actividad de la PAL. Por lo tanto, los resultados descritos
en 3. 4. 16. corresponden a un efecto de induccién de la

actividad de la PAL, y no a una activacién de la enzinma.




4. CONCLUSIONES

Con el objeto de estudiar gqué mecanismos
biogquimicos participan en la respuesta defensiva de las
plantas, es que en este trabajo se eligié como modelo wuna
interaccién de tipo incompatible entre Citrus limon y
Alternaria alternata.

En primer lugar fue necesario establecer 1la
naturaleza de 1los posibles inductores (conidias fiungicas,
enzimas hidroliticas, oligosacdridos de diversos origenes);
determinar si alguno de ellos era reconocido especificamente
por la planta, entendiendo como el mejor inductor a aquella
estructura frente a la cual la planta desarrolla su mdxima
capacidad de respuesta de una manera tal, que es capaz de
sobrevivir frente a la interaccién con el patdgeno. Fué

necesario ademds, establecer la secuencia de los eventos que
.
ocurren durante el proceso de respuesta de la planta,
tratando de definir la participacién de algin metal en el
mecanismo de transduccién.
Los resultados obtenidos en esta tesis permiten
comprobar que producto de 1la interaccién de 1la conidia

fungica con la planta, ésta induce la actividad de la PAL

(marcadeor de  respuesta defensiva) 24 h post-tratamiento. Esta
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respuesta se adelanta en 4 h si a las plantas se les trata
directamente con la PGasa sintetizada por el hongo. Esta
temporalidad en la respuesta sugiere la existencia de una
secuencia de los eventos gue van ocurriendo en el proceso de
infeccién. Esta secuencia se inicia con la germinacién de la
conidia y posterior sintesis de la PGasa, cuya accidédn sobre
la pared 'celular de la planta produce oligosacaridos con
diferente 'grado de polimerizacién los que corresponderian a
los verdaderos elicitores de 1la respuesta defensiva. Es
importante sefialar que ninguno de éstos, ensayados sobre
plédntulas no dafnadas, fue capaz de inducir la actividad de la
PAL. Esto demuestra que la superficie del vegetal es incapaz
de reconocer a los elicitores.

Las pldntulas de limonerc danadas necdnicamente
activan a 1la PAL en respuesta a: dafio mecdnico, conidias
(activas e inactivadas térmicamente), PGasa, y elicitores (de
pared celular vegetal, de pared fiingica y de PGA). El tiempo
que deglora la planta dafiada en responder al tratamiento con
conidias (activas e inactivas) y con elicitores es de 4 h,
hecho gue sugiere que lo dgue reconoce alguna estructura
interna de 1la planta es una estructura comin entre 1la
superficiie de la conidia y los elicitores. El1 tratamiento

térmico empleado con algunos elicitore (PGA y oligémeros

fuingicos) y con las conidias, permiten descartar la
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participacién de proteinas en el proceso de reconocimiento.
Por lo tanto se puede concluir que la estructura que la
planta 1reconoce es un azicar. Esto dltimo, mds 1la
especificidad de la respuesta frente al grado de
polimerizacién de los oligosacdridos y la respuesta de
saturacion del tejido dafiado frente a estos inductores, hacen
pensar en un mecanismo de reconocimiento via receptor. Esta
idea ha sido ampliamente discutida en 1la 1literatura,
existiendo hasta el momento sélo evidencias parciales de este
hecho.

Teniendo vya confirmada 1la participacién vy
definidas algunas caracteristicas del inductor, como son su
origen y grado de polimerizacidén, se traté de establecer qué
mecanismos podrian estar operando para permitir que 1la
respuesta defensiva de la planta se indujese en un tiempo lo
suficientemente breve, de modo tal que el vegetal fuese capaz
de inducir uno o mas mecanismos defensivos que le permitiesen
en definitiva no morir frente a la agresidén generada por el
ataque fiungico. Los resultados de este trabajo permiten
concluir que la induccién de la PAL, se produce mediante la
participacién de iones calcio, a través de canales de calcio.
Asi lo demostraron los resultados con calcio y con iondforo
de calcio, los que adelantan la induccién de la PAL en una

hora, aumentando ademds la magnitud de la respuesta. Por otra
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parte, tanto el EGTA como bloqueadores especificos de canales

de calcio, suprimen la induccién de la respuesta. Estos
|

resultados permiten afirmar que calcio estd participando en

la transduccién de la sefal.
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