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Cambios estructurales en polisacaridos de pared celular en semillas de
soja (Glycine max) en desarrollo, cultivadas a campo, producidos por el
ataque de la chinche verde (Nezara viridula) como parte de los
mecanismos de defensa

La soja (Glycine max) es un cultivo de importancia en Argentina y en todo el mundo
por el contenido nutricional de sus semillas. Los polisacéridos de las paredes celulares
de tegumentos y cotiledones han sido estudiados anteriormente, pero no existe
informacion sobre los polisacaridos de estos tejidos en etapa R5-R6 del ciclo
reproductivo de la planta, que es cuando las semillas son particularmente susceptibles
al ataque de herbivoros, como la chinche verde Nezara viridula, una de las principales
plagas del cultivo de soja.

En este trabajo, tegumentos y cotiledones de semillas obtenidas en diferentes
condiciones (sometidas al ataque de las chinches, rociadas con solucién de acido
salicilico y control) se extrajeron secuencialmente con solventes acuosos de
alcalinidad creciente y los polisacéaridos aislados se estudiaron en detalle. Aquellos
extractos con mayores rendimientos se purificaron y se estudio la estructura fina de
las fracciones aisladas mediante métodos quimicos y espectroscopia de RMN. Para
los tegumentos, se extrajeron cantidades importantes de galactomananos con agua y
con KOH 4M, con relacion molar Gal:Man, 1:1,8 y 1:3,0, respectivamente. Ademas,
en todos los extractos se obtuvieron cantidades importantes pectinas con diferentes
proporciones de homogalacturonanos y ramnogalacturonanos. La celulosa fue
identificada como componente principal del residuo insoluble final. También, se
realizaron digestiones enziméaticas con saliva de chinche sobre los tegumentos, que
sugirio la presencia de actividad de B-D-glucanasa y B-D-mananasa en la saliva. Para
los cotiledones se identificaron arabinogalactanos a lo largo de toda la extracciéon
secuencial, que presentaban diferentes caracteristicas y contenidos en las cadenas
de arabinanos y galactanos entre los tratamientos aplicados. Estos resultados aportan
una nueva mirada al proyecto del grupo de trabajo que tiene como obijetivo
comprender la susceptibilidad de las semillas de soja a diferentes plagas, a través del
conocimiento de la composicion detallada y estructural de sus paredes celulares,

como aporte al mejoramiento vegetal.
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Structural changes in cell wall polysaccharides in developing soybean
(Glycine max) seeds grown in the field, caused by the attack of the green
stink bug (Nezara viridula) as element of the defense response

Soybean (Glycine max) is an important crop in Argentina and worldwide due to the
nutritional content of its seeds. Polysaccharides of the cell walls of teguments and
cotyledons have been studied before, but there is no information on the
polysaccharides of these tissues in the R5-R6 stage of the plant's reproductive cycle,
which is when the seeds are particularly susceptible to attack by herbivores, such as
the green stink bug Nezara viridula, one of the main pests of soybean cultivation.

In this work, teguments and cotyledons from seeds obtained in different conditions
(submitted to stink bug attack, sprayed with salicylic acid solution, and control) were
extracted sequentially with aqueous solvents of increasing alkalinity, and the
polysaccharides isolated were studied in detail. Those extracts with higher yields were
purified, and the fine structure of the fractions isolated was studied using chemical
methods and NMR spectroscopy. For teguments, significant amounts of
galactomannans were extracted with water and with 4M KOH with Gal:Man molar
ratio of 1:1.8 and 1:3.0, respectively. In addition, important amounts of pectins with
different proportions of homogalacturonans and rhamnogalacturonans | were
obtained in all extracts. Cellulose was identified as the major component of the final
insoluble residue. Also, enzymatic digestions were performed on the teguments with
stink bug saliva, which suggested that p-D-glucanase and B-D-mannanase activity
was present in saliva. For the cotyledons, arabinogalactans were identified throughout
the sequential extraction, which presented different characteristics and contents of
arabinan and galactan chains between the treatments applied. These results provide
a new point of view for the project of the research group, that aims to understand the
susceptibility of soybeans to different pests, through the knowledge of the detailed
structural composition of their cell walls, as a contribution to plant breeding

improvement.
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CAMBIOS ESTRUCTURALES EN POLISACARIDOS DE
PARED CELULAR EN SEMILLAS DE SOJA (GLYCINE
MAX) EN DESARROLLO, CULTIVADAS A CAMPO,
PRODUCIDOS POR EL ATAQUE DE LA CHINCHE VERDE
(NEZARA VIRIDULA) COMO PARTE DE LOS
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CAPiTULO 1

Introduccion General
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1.1 Glycine max

La soja [Glycine max (L.) Merrilll o soya es una especie de la familia de las
leguminosas (Fabaceae) cultivada ampliamente por sus semillas, las cuales contienen
proteinas (36%), hidratos de carbono (30%) y aceite (18%), dependiendo de la
variedad cultivada, las caracteristicas geogréficas de los suelos cultivados y el afio de
cosecha [1]. Gracias a su composicion quimica Unica, la soja, es fuente rica en
componentes nutricionales. Su composicion proteica es la mas alta entre legumbres
y cereales al igual que su contenido de aceite, siendo entre las legumbres soélo
superada por el mani. Otros componentes valiosos nutricionalmente que se
encuentran en la soja incluyen polisacaridos, fosfolipidos, vitaminas, minerales,
oligosacaridos e isoflavonoides [2]. Se ha informado que estos Ultimos juegan roles
esenciales en la prevencion de ciertos tipos de cancer y en la reduccion del riesgo de
enfermedades cardiovasculares [3]. La soja es un cultivo de importancia mundial
debido a la amplia gama de productos industriales y consumibles que se derivan del
mismo, entre los cuales destacan aquellos destinados a alimentacion animal y

humana, biocombustibles e incluso productos nutracéuticos aislados de las semillas

[4].

Histéricamente la planta de soja es autdctona de oriente (China). Antes de los
afos 70 no habia sido domesticada y las necesidades de la sociedad humana no se
habian puesto en el foco de las investigaciones referidas a la soja. Incluso, durante la
primera mitad del siglo XX, la produccién de este cultivo se centraba principalmente
en oriente; China, Indonesia, Japon y Corea eran los principales productores. Fue
durante la década del cincuenta, cuando los cultivos comenzaron a ser importantes
en Estados Unidos sobrepasando a China en hectareas de cultivo, logrando

posicionar el desarrollo industrial occidental de la soja [5].

Industrialmente, uno de los productos con mayor importancia es la harina de
soja, materia prima que contiene alto porcentaje de proteinas, siendo una de las
principales fuentes de alimento para la produccion de carne de cerdo, aves de corral,
huevos, pescado, carne de res y leche. Alrededor de 98% de harina de soja es

utilizada para este fin, mientras que la harina de soja restante se usa en forma de
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concentrados, aislados de proteinas y proteinas texturizadas para consumo humano.
Otro producto importante es el aceite de soja que se utiliza para produccion de

margarinas, mayonesas y diversos aderezos de consumo humano [6].

La soja, en la actualidad, es el cultivo de mayor importancia econdémica para
paises como Estados Unidos, Brasil y Argentina, donde se concentra
aproximadamente el 90% del cultivo mundial de soja. Alrededor del mundo, las
practicas agronémicas en torno a la soja se han incrementado ampliamente en las
tltimas décadas, cuadruplicando su area de cultivo desde 1971 hasta 2014 [4].
Especificamente paises como Brasil y Argentina son aquellos que han sufrido mayor
impacto ambiental con dicho crecimiento, produciendo un aumento del area dedicada
al cultivo de soja, y especificamente, en el campo argentino de 36.000 ha a 19.000.000
ha en el periodo indicado anteriormente. En Argentina durante el 2016, el area
dedicada a cultivar granos fue de 39 millones de hectareas, de las cuales el 52%
estaba dedicado a la soja [7]. Dicho aumento tan acelerado en la produccién mundial
(Figura 1.1) sugiere el inevitable surgimiento de una problematica ambiental, como lo
es la deforestacion, en aquellos paises con aumento exponencial de la produccion,
como lo son Brasil y Argentina. Segun De Sy et al. [8], éste seria uno de los factores

ambientales y ecolégicos que méas han afectado al continente sudamericano.
250
200
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Figura 1.1: Volumen de produccién de poroto de soja en los paises con mayor produccion
a nivel mundial en millones de toneladas métricas desde 1966 a 2006, segun la FAO (Food
and Agriculture Organization) [4].
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Otros componentes interesantes que contienen los granos de soja son los
hidratos de carbono, que pueden ser divididos en dos grandes grupos segun las
funciones fisiolégicas que presentan en la planta. Aquellos que no presentan una
funcion estructural, como hidratos de carbono de bajo peso molecular, oligosacaridos
y polisacéaridos de reserva [6]. Algunos de los azucares de este grupo presentes en
mayor proporcion son estaquiosa, rafinosa y sacarosa, representando esta ultima
alrededor de un 60% de los hidratos de carbono no estructurales que componen las
semillas [9]. El otro grupo, corresponden a aquellos que tienen una funcion estructural,
incluyendo los componentes de la fibra dietaria compuesta principalmente por
polisacaridos pertenecientes a la pared celular. Este segundo grupo posee
caracteristicas quimicas y nutricionales que han sido estudiadas durante los Ultimos
afos. Se encontré una amplia gama de propiedades, destacando por ejemplo, efectos
antiinflamatorios y anticancerigenos sobre el sistema digestivo humano [10].

Los hidratos de carbono provenientes de la soja no poseen la misma importancia
industrial y agropecuaria que, por ejemplo, la harina o el aceite de soja, sin embargo,
puede ser de interés estudiarlos desde un punto de vista quimico y molecular. Los
hidratos de carbono juegan un papel fundamental en los procesos estructurales y
metabdlicos de la planta, principalmente, aquellos que forman parte de las paredes
celulares presentes en los granos de soja. La pared celular desempefia un papel
importante en la determinacién de la expansion, el crecimiento, sostén y la forma de
las células vegetales y de la planta misma, otorgando rigidez, soporte elastico y
presion de turgencia. Ademas, los productos de descomposicién de la pared celular
constituyen sefiales de desarrollo. También, la pared celular esta en la primera linea
de defensa, formando una barrera significativa para la penetracion de patégenos y
vectores de patégenos [11]-[13]. Las paredes celulares, su composicién, estructura y
la variacion de los polisacaridos que las componen fueron estudiadas detalladamente

a lo largo de esta investigacion.

El desarrollo de este trabajo se sustenta también en el punto de vista de quimica
ecoldgica y su capacidad para lograr producir un mejoramiento vegetal en los cultivos
de soja, enfocandose en aquellos resultados generados a partir de los cambios
quimicos y estructurales producidos en las paredes celulares de granos cultivados,

intentando generar conocimiento para futuras aplicaciones y/o tecnologias que
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puedan emplearse en este campo de aplicacion. Es importante sefalar que
actualmente casi el 100% de los cultivos de soja corresponde a variedades
genéticamente modificadas, aplicando practicas de monocultivos en muchos casos.
Dichas tecnologias agricolas, que aumentan el volumen productivo en la region,
conllevan problemas ambientales, como la disminucion de la biodiversidad,
deforestacion, degradacion generalizada del ecosistema y cambios en la composicion
de los suelos explotados. En la misma linea, otros indicadores utiles para medir la
sustentabilidad de los cultivos de granos de soja son la eficiencia de carbono y de
energia, que se definen como la cantidad de alimentos producidos por unidad de
gases de efecto invernadero emitidos y la energia utilizada, pudiendo contabilizar
factores relevantes de impacto ambiental relacionados directamente con la produccion
de soja (o de cualquier cultivo industrial), como lo son los niveles de emision de gases

de efecto invernadero y el uso de los recursos energéticos [7][8][14][15].

Debido al aumento exponencial de los cultivos de soja en la década del ‘90 en la
zona central de la Argentina, ha mermado la superficie que ocupaban los bosques
nativos de la zona, produciendo deforestacion y con ello las complicaciones

ambientales que conlleva. Dicha reduccion se observa en la Figura 1.2 [14].

31°S~

N

s d ici % area
Tipos de superficies 1969 | 1999
.Bosque primario 525 82

| Matorral secundario 19| 227
[l Vegetacion cultivada 3.1 | 275
Otra superficie 425 416

Zak and Cabido, 1999

Figura 1.2: Arriba a la izquierda: ubicacion del &rea de estudio: norte de Provincia de Cordoba,
Argentina, al sur del Gran Chaco (zona achurada), a: depresiones salinas; b: tierras bajas; c:
montafias. Abajo a la izquierda: porcentajes de las diferentes superficies estudiadas. Derecha:
cambios en las superficies estudiadas.
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En este ambito, es preciso pensar en mejoramiento vegetal no sélo productivo,
sino también desde un punto de vista ecoldgico, social y climatico. Lo anterior va de
la mano de la intencion de mejorar simultaneamente la producciéon y rendimientos
desde un punto de vista agroecoldgico, comprendiendo los mecanismos de defensas
involucrados sobre las principales plagas y herbivoros que logran disminuir dichos

rendimientos, afectando directamente el mercado nacional de la soja.

Esta investigacion se apoya en la necesidad de generar conocimiento para
posteriormente lograr equilibrar los rendimientos productivos con los impactos
ambientales que genera el cultivo extensivo de soja de la manera més eficiente, en el

contexto de la importancia que denota la soja para el campo argentino.

1.2 La Pared Celular

La pared celular es un complejo macromolecular que envuelve a la membrana
plasmatica de células bacterianas, fungicas, de algas y vegetales. Corresponde a un
compartimiento extracelular que genera la red de soporte y rigidez celular. Posee
variadas funciones de vital importancia para las células, como participar en la
regulacidon osmatica, interaccionar con el medio extracelular, actuar en procesos de
diferenciacion celular en plantas, intervenir como barrera de difusion de
macromoléculas e invasion de patdgenos que buscan alcanzar la membrana

plasmética y el interior de la célula, siendo una matriz altamente selectiva [13].

1.2.1 Pared Celular Vegetal

La pared celular en plantas esta formada por una compleja matriz de
polisacéaridos y proteinas estructurales, con largas fibras entrelazadas y enrolladas en

varios niveles, donde decenas de cadenas de celulosa conforman las microfibrillas
6
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de celulosa, entrecruzadas a su vez con cadenas de hemicelulosas y cubiertas por
una capa menos rigida llamada laminilla o lamina media formada principalmente por

pectinas (Figura 1.3).

_d Pectina
Lamina {
media Microfibrillas
de
celulosa

Pared
primaria

Membrana p> "\ Hemicelulosa
plasmatica <

~\\Proteina
soluble

Figura 1.3: Diagrama de la pared celular vegetal.

La pared es una matriz dinamica: facilita y regula el crecimiento y la divisién
celular en los tejidos, determina mecanicamente el tamafio y forma celular, participa
directamente para que las células desarrollen diferenciacion en aquellos tejidos en
expansion. La diferenciacion y expansion coordinadas de las células se logra a través
de cambios continuos en la estructura de la pared que se estd desarrollando,
manteniéndose metabdlicamente activa durante los periodos en que se despliegan
estos procesos. Durante la mitosis, el aparato de Golgi sintetiza los polisacaridos que
formaran parte de la matriz de la pared, estos componentes fibrilares generados se
cortan enzimaticamente por la accion de glicanasas especificas y la presién osmotica
interna de la célula los va empujando para ir depositdndolos de manera uniforme a lo
largo de toda la nueva pared en crecimiento, comenzando desde la superficie interna
y avanzando hacia el exterior, formando una capa altamente estratificada y reticulada.
Primero, se depositan aquellos polimeros que conforman la laminilla media, capa
exterior que actia como médulo de union entre las células contiguas. A medida que
el crecimiento continla se comienza a formar la pared primaria: microfibrilas de
celulosa unidas a través de glicanos entrecruzantes (hemicelulosas), insertas en una
matriz de pectinas y proteinas estructurales. Posteriormente, en algunas células

especificas se forma la pared secundaria, situada entre la membrana plasmatica y la
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pared primaria. Suele tener mayor espesor y ser mas rigida debido a la presencia de
lignina, ademas de altos contenidos de celulosa y mayor grado de cristalinidad

respecto a la pared primaria [16][18].

1.2.2 Componentes de la Pared Celular Vegetal.

1221 Polisacaridos de Pared Celular

Existen tres grandes grupos dentro de los cuales se pueden clasificar los
polisacaridos que componen las paredes celulares: celulosa, hemicelulosas (o

glicanos de entrecruzamiento) y pectinas.

La celulosa es el polisacarido mas abundante en los vegetales, se encuentra
tanto en las paredes primarias como en paredes secundarias, representando entre
20% - 30% y llegando incluso hasta un 50% en relacién al peso seco de la misma. Su
composicién quimica es bastante simple, es una cadena lineal de un homopolimero
constituido por unidades de D-glucopiranosa enlazadas a través de uniones B-(1—4)
(Figura 1.4). Estas cadenas interactian y se estabilizan a través de puentes de
hidrégeno. Cada unidad esta dispuesta en 180 ° respecto de la adyacente.

-

Figura 1.4: Celulosa, homopolisacarido constituido por
unidades de D-glucopiranosa enlazadas a través de
uniones B(1—4).
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El grado de polimerizacion que presenta varia de 2.000 a 6.000 en paredes
primarias y mayor que 10.000 en paredes secundarias. La biosintesis de celulosa se
lleva a cabo en las membranas plasméaticas a través de los complejos de celulosa
sintasa (CSC, por sus siglas en inglés) que tiene forma de roseta y produce
generalmente 24 cadenas lineales que interaccionan por medio de puentes de
hidrogeno entre si, generando estructuras cristalinas llamadas microfibrillas [19], que
son las responsables principales de asegurar la rigidez de la pared. Las cadenas
individuales de celulosa poseen miles de unidades monoméricas que al formar las
microfibrillas comienzan y terminan en lugares diferentes permitiendo asi que la

longitud de cada microfibrilla sea de cientos de micrometros [17][20][21].

Las hemicelulosas o glicanos de entrecruzamiento se encuentran, tanto en las
paredes primarias, como en las secundarias. Corresponden a varios grupos de
heteropolisacaridos que se unen a las microfibrillas de celulosa a través de puentes
de hidrogeno, contribuyendo al fortalecimiento de la pared celular mediante estas
interacciones. A diferencia de las cadenas de celulosa, estos glicanos suelen ser
ramificados. El término hemicelulosa fue acufiado debido a la similitud estructural que
tiene con la celulosa con enlaces glicosidicos B-(1—4) entre las unidades que
conforman su cadena principal, pudiendo ser glucanos, mananos o xilanos. A
diferencia de la celulosa, las hemicelulosas varian en su composicion y estructura
dependiendo de la especie vegetal, la etapa de desarrollo y el tipo de tejido. Existen
subgrupos o familias para su clasificacion dependiendo de cual sea la unidad
monosacaridica que forma su cadena principal, las ramificaciones y otros detalles
estructurales. Los xiloglucanos (XGs) son la familia mas abundante de
hemicelulosas de pared primaria de dicotiledoneas, corresponden a una cadena
principal de B-D-glucopiranosa enlazadas a través de uniones B-(1—4) y con altos
porcentajes (~75%) de ramificaciones en posicion O-6 con unidades de a-D-
xilopiranosa. Algunas de estas unidades de xilosa se encuentran sustituidas en
posicion O-2 por unidades de B-D-galactopiranosa y en algunas especies estan
sustituidas por unidades de a-L-arabinofuranosa (por ejemplo, aquellas de los 6rdenes
Solanales y Lamiales). A su vez, la unidad de galactosa puede encontrarse acetilada
en O-3 y O-4, ademas de sustituida en O-2 por a-L-fucopiranosa. Se ha desarrollado
una convencion para denotar estas cadenas laterales mas comunes de los
xiloglucanos con una sola letra (Figura 1.5 A). Aquellas cadenas son:

9
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G = unidad de glucosa sin ramificar.

X = unidad de glucosa ramificada con a-xilosa en 6

L = unidad de glucosa ramificada con a-xilosa en 6 unida a 3-galactosa en 2

A = unidad de glucosa ramificada con a-xilosa en 6 unida a a-arabinosa en 2

F = unidad de glucosa ramificada con a-xilosa en 6 unida a B-galactosa en 2 unida a

a-fucosa en 2

Ademas, algunas unidades de [3-galactosa, presentes en las cadenas laterales
de los XGs pueden presentar grupos acetilo en posiciones O-3 y/o O-4. En la Figura
1.5 B se muestra las estructuras de un tipico xiloglucano de las paredes primarias de

las angioespermas (plantas que producen flores) [20][22][23].

o) . _
HO a-D-Xilp-(1—6) =
HO (B-D-Glcp sin ramificar = G)
OH
O---- (0]
HO
HO HO
HO
HO HO o o o\
0 0
HO ° o HO
OH OH
B-D-Galp-(1—2)-a-D-Xilp-(1—6) =L a-L-Araf-(1—2)-a-D-Xilp-(1—6) = A
OHOH HO
HO,
HO Q o
HO o
HO o) o

CH;

OH
a-L-Fucp-(1—2)-B-D-Galp-(1—2) a-D-Xilp (1—6) = F
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Figura 1.5: Estructuras quimicas de xiloglucanos. A: Cadenas laterales descritas
segun una convencion de una letra para denotar las diferentes cadenas laterales
presentes (algunos autores utilizan la letra “S” en lugar de “A” para la cadena = a-
L-Araf (1—2) o-D-Xilp (1—6). B: Cadena principal y ramificaciones de un
xiloglucano de pared primaria de dicotiledéneas.

Los xilanos son otra familia de glicanos de entrecruzamiento y, al igual que los
XGs, pueden estar constituidos de formas y proporciones diversas segun la especie y
el tipo de tejido. Todos los xilanos, estan formados, por una cadena principal de
unidades de B-D-xilopiranosa enlazadas a través de uniones glicosidicas 3-(1—4). En
paredes secundarias de especies de las dicotiledéneas, el esqueleto principal de
xilano se encuentra sustituido en la posicion O-2 de las unidades de xilosa por acido
a-D-glucurénico o acido 4-O-metil-a-D-glucurénico. Estos glucuronoxilanos (GXs),
son los glicanos de entrecruzamiento predominantes en estas especies,
correspondiendo al 20% en peso del total de pared, aproximadamente. También estan
sustituidos con grupos O-acetilo directamente sobre los residuos de xilosa del
esqueleto principal, pudiendo llegar a sustituir mas de la mitad de dichos residuos,
donde hasta un 30% se encontraria en la posicion O-3 y un 25% en la posicién O-2
[24].

En monocotileddneas, incluyendo palmas y gramineas (commelinoides), los

xilanos se encuentran sustituidos por unidades de a-L-arabinofuranosa en posicion O-

11
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2 y/o O-3, ademas de tener en menor proporcién unidades de acido glucurénico en
posicion O-2 en aquellos residuos de la cadena principal que no posean las
ramificaciones de arabinosa. También pueden encontrarse, como en los GXs, grupos
acetilo unidos a la cadena principal de xilanos. Este tipo de hemicelulosas se conocen
como glucuronoarabinoxilanos (GAXs) y para estas especies corresponde a los
glicanos de entrecruzamiento mayoritarios representando 20 - 40% p/p del total de las
paredes primarias y 40 - 50% de paredes secundarias. Adicionalmente, pueden estar
sustituidos por acido ferdlico en la posicion O-5 de las cadenas laterales de
arabinofuranosa, que serian la forma de unién covalentemente de xilanos a polimeros
de lignina en estas especies de commelinoides (Figura 1.6 b). Para aquellas
monocotiledéneas que no pertenecen a las commelinoides, dicha sustitucion se
encuentra comunmente en posicion O-2 (Figura 1.6-c). Estos ultimos GAXs también
pueden encontrarse en paredes primarias de especies dicotiledéneas pero suelen ser
hemicelulosas minoritarias, aproximadamente 5% del peso seco total de la pared
[22][25].

0 OH
o)
OR'
HO
OH
o)
aj_| o) HO .l
o) o -
RO 3
b OR
o) OH O OH
OH OH
R'O HO
OH OH

Figura 1.6: Estructuras quimicas de xilanos (GX, GAXs): esqueleto principal de unidades de
B-D-Xilp (1—4), (R = H, O-acetilo) a: ramificaciones a-D-GICA en posicion O-2 en GXs (R’ =
H, O-Me). b: ramificacion de a-L-Araf en posicion O-3 predominante en GAXs en especies
commelinoides, como las gramineas (R” = H, acido ferdlico). c: ramificaciones a-L-Araf en
posicibon O-2 para GAXs en resto de monocotiledoneas y paredes primarias de
dicotiled6neas.
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Otros tipos de glicanos de entrecruzamiento que se encuentran en paredes son
los glucanos mixtos. Corresponden a cadenas lineales constituidas por unidades de
B-D-glucopiranosa enlazadas a través de uniones glicosidicas B-(1—3, 1—4)
mezclados. Este tipo de homopolisacarido se encuentra presente en especies
provenientes del orden de las Poales, como los cereales, principalmente en etapas de
desarrollo. Estos glucanos mixtos suelen tener proporcion entre 1:2 hasta 1:3 en
cuando a la abundancia enlaces tipo 3-(1—3) y B-(1—4), respectivamente (Figura 1.7)
[25].

HO O

HO
o HO 0 5 on
- OHO .
OH OH OH o RN
HO HO Jn
o) 0]

HO

Figura 1.7: Estructura quimica de los glucanos mixtos provenientes de paredes presentes
en especies del orden de las Poales, homopolisacarido constituido por unidades de (3-D-
glucopiranosa enlazadas a través de uniones (1—3) y (1—4).

Otro grupo de hemicelulosas que se encuentra en paredes primarias de gran
variedad de especies de angiospermas pero en muchisimo menor abundancia son los
mananos y glucomananos. Sin embargo los mananos han sido muy estudiados por
su papel como compuestos de almacenamiento de semillas [26]. Se encuentran
formados por una cadena principal de B-D-manopiranosa enlazada a través de
uniones glicosidicas B-(1—4), sin ramificaciones en el caso de los mananos y en el
caso de los galactomananos se encuentran ramificados con residuos de a-D-
galactopiranosa en posicion O-6 de algunas de estas unidades de manosa. En el caso
de los glucomananos y galactoglucomananos, la cadena lineal de 3-D-manopiranosa
y B-D-glucopiranosa con enlaces B-(1—4), sin un patron repetitivo de unidades y con
ramificaciones de D-galactosa en posicion O-6 de manosa (Figura 1.8) [20][22]. Se ha

reportado que algunos glucomananos podrian encontrarse acetilados en algunas

13
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unidades de manosa lo que hace cambiar sus propiedades hidrodinamicas, afectando

su solubilidad en agua [27].

oHOM
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HO
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OH
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HO o HO . 19)
n
HO ) OH
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OH

Figura 1.8: Estructura quimica de los mananos presentes en las hemicelulosas
Angiospermas. a: cadena no ramificada de B-D-manopiranosa con enlaces (-(1—4). b:
ramificaciones de a-D-galactopiranosa en posicion O-6 para los galactomananos.
cadena mixta de unidades de D-glucosa y D-manosa todos con enlaces 3-(1—4), sin patron
repetitivo para formar (galacto)glucomananos.

El tercer gran grupo de polisacéaridos de pared celular son las pectinas.
Corresponden a una matriz polimérica altamente ramificada y heterogénea, rica en
contenido de acido a-D-galacturénico. Poseen muchas y variadas funciones, entre las
cuales destacan la determinacién de la porosidad de la pared, la modulacion del pH 'y
el balance idnico, la regulacion de la adhesion entre células vecinas a traves de la
laminilla media, contribuyendo a la integridad estructural y la mediacion de las
respuestas de defensa de la planta ante el ataque de organismos patdégenos e
insectos. Las pectinas comprenden alrededor del 30% del peso seco del total de la
pared celular primaria durante el crecimiento inicial y la expansion de la célula,
pudiendo llegar incluso a un 40% del total de polisacaridos en aquellos tejidos
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provenientes de frutos [28]. La presencia de pectinas disminuye gradualmente desde
la lamina media y de la pared celular primaria hacia la membrana plasmatica. Algunas
especies, como aquellas de la familia de la gramineas, poseen muy pequefias
cantidades de pectinas [29].

Los homogalacturonanos (HGs) son son generalmente los componentes
mayoritarios que conforman la red de pectinas. Corresponden a cadenas lineales de
acido a-D-galacturdnico (GalA) unido a través de enlaces glicosidicos a-(1—4). Los
grupos carboxilo se encuentran con carga negativa a pH fisiologico cuando estan
libres, pudiendo interactuar con iones Ca?*, dando lugar a una estructura gelificante
estable que algunos autores denominan “modelo de caja de huevo”: estas cadenas
de HG que se despliegan de forma helicoidal en el espacio, que pueden condensarse
mediante la reticulacién con Ca?* para formar zonas de interaccién uniendo dos
cadenas antiparalelas. Pero pueden encontrarse formando ésteres metilicos en
diferentes grados, dependiendo del tipo de tejido y madurez de la pared. Se necesitan
varios residuos contiguos de acido galacturonico no esterificados para poder formar
las interacciones estables, como se muestra en la Figura 1.10. Ademas, varias
cadenas (paralelas y antiparalelas) pueden apilarse para formar una estructura con
acido galacturdnico parcialmente metilado formando un complejo de calcio menos

firme debido al menor nimero de interacciones con el catién [30][31].

HO
OCH; O
OoO=C
/,o oH Yo OH/,
=C
\ 0
HO O-

Figura 1.9: Unidad repetitiva de un homogalacturonano (HG), constituido por
unidades de acido a-D-galacturopirandsico enlazadas a través de uniones a-(1—4).
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Figura 1.10: Interacciones entre iones Ca  y cadenas de HG. A: interacciones entre cadenas
antiparalelas en sectores con GalA no metilado. B: cadenas paralelas y antiparalelas con GalA
parcialmente metilado formando un complejo de calcio menos firme.

Existen pectinas con modificaciones en los homogalacturonanos, como por
ejemplo los xilogalacturonanos (XGA) que consisten en la estructura principal de los
homogalacturonanos, sustituidos en el O-3 por B-D-xilopiranosa (y en algunas
especies, menos frecuente por 3-D-xilopiranosa ramificado en el O-2 por otro residuo
adicional de xilosa) (Figura 1.11). Este tipo de pectinas han sido encontradas en varias
especies, incluyendo polisacaridos solubles de granos de soja, en los cuales se
detectd una cadena lateral mas extensa de unidades de xilosa. Sin embargo, XGA

constituyen componentes minoritarios de la pared [28].
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HO
HO

Figura 1.11: Estructura de un galacturonano modificado a través de una ramificacién con B-
D-xilopiranosa en posicion O-3. R = H 6 B-D-Xilp.

El ramnogalacturonano | (RGI), es otro de los constituyentes fundamentales de
las pectinas, es un heteropolisacarido formado por unidades repetitivas de —2)-a-L-
Ramp (1—4)-a-D-GalpA-(1—, pudiendo tener algunos hidroxilos acetilados en la
unidad de GalAp. Sobre esta cadena principal de RGI se unen en posicién O-4 de la
unidad de ramnosa largas cadenas de otros polisacaridos. Dichas cadenas pueden
estar compuestas por: (1—5)-a-L-arabinanos ramificados en posicion O-3 por
cadenas similares de (1—5)-a-L-arabinano; (1—4)-B-D-galactanos y por
arabinogalactanos tipo |, que consiste en cadenas de (1—4)-p-D-galactanos con
ramificaciones de a-L-arabinofuranosa en posicién O-3 (Figura 1.12). Todos estos
polisacaridos que constituyen los RGI dan lugar a una seccion muy reticulada y
flexible. La zona de las macromoléculas de pectinas donde se encuentra el RGI se
conoce como la regién ramificada, mientras que los fragmentos de HG se denominan
regiones lisas [32]. Se cree que las cadenas laterales de RGI interactiian con algunos
tipos de glicanos de entrecruzamiento estabilizando asi la matriz de la pared celular
[33]. Ademas, se ha observado que la variacién en los contenidos y relacién de
arabinosa a galactosa provenientes de estos tipos de estructuras producen un cambio
en la porosidad y solubilidad de las pectinas durante el proceso de maduracién de
frutos [21].
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Figura 1.12: Estructura quimica de un ramnogalacturonano |, compuesto por unidades
alternadas de —2)-a-L-Rha-(1—4)-a-D-GalA-(1—. Ademas, se encuentran ramificados con
extensas cadenas de arabinanos, galactanos y arabinogalactanos.
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Los Ramnogalacturonanos Il (RG-Il) son HG modificados y se encuentran en
menor proporcion en la pared. Tienen una estructura compleja y muy ramificada, un
esqueleto de acido D-galacturénico con uniones a-(1—4) y cuatro diferentes grupos
de cadenas laterales heterooligoméricas, denominados comunmente A, B, Cy D (y
dos residuos a-arabinosa que son las cadenas E y F). En la Figura 1.13 se observan
las 4 cadenas principales [28] que estan constituidas por diversos azlcares entre los
cuales se encuentran L-ramnosa, L-fucosa, L-arabinosa, D-galactosa y é&cido D-
glucurédnico y otros azlcares poco comunes como apiosa, acido acérico O-acetilado ,

KDO, xilosa O-metilada y fucosa (también O-metilada y O-acetilada).

B.

2

aLRhap PLAraf
S
aLAcefA2-1BDGalp4-1aLArap2-1oLRhap
D. 1 2
i 3 1

BLAraf BLRhap  aLFucp-OAc

1 I R-O-Me

J 3
BpDha BD Alpif

3 2
...aGalAl .4(LG".,1|A| AaGalAl 40GalAl daGalAl 4aGalAl .4uG%IA 1.40GalAl 40GalA...

1 2-O-Me 2
BDApif oDXylp abKdo

3 1 S

1 3 1

aDGalpA1-2BLRhap4-laLFucp4-1BDGlcpA2-1L.Galp oLRhap

3

1 C.
BpGalpA A.

Figura 1.13: Estructura de ramnogalacturonano de tipo Il y cadenas A-D, encontrada en
pectinas de paredes de plantas terrestres.

Estas cuatro cadenas laterales poseen 21 tipos de enlaces glicosidicos
diferentes, lo que refleja una resistencia a la degradacion enzimatica. Ademas, las
estructuras de dichas cadenas laterales se encuentran muy conservadas en todo tipo
de plantas terrestres, conociéndose exactamente su distribucion estructural [34]. Esta
presencia generalizada y la conservacion estructural de RG-Il dentro del reino vegetal
revelan una funcién especial y distinta en la integridad de la pared de este tipo de

pectina. Al mismo tiempo, las cadenas laterales pueden formar dimeros de RG-II al
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enlazarse covalentemente a través de un enlace de diéster de boro entre dos residuos
de apiosa provenientes de dos cadenas A diferentes (Figura 1.14). Por el contrario,
no hay registro de que las cadenas B participen en este tipo de interacciones. Estas
interacciones de entrecruzamiento entre RGII pueden endurecer la matriz de la pared
[30][35].

Cadena lateral A
HG 4
o o
O o
L LY
qo""' o
o o
4

Cadena lateral A

HG

Figura 1.14: Formacion de dimeros de ramnogalacturonano Il entre sus cadenas laterales A
a través de un atomo de boro.

En resumen, las pectinas son macromoléculas que constan de tres subunidades
de construccion principales: HG, RG-l y RG-Il. Se puede explicar la estructura
tridimensional que presentan las pectinas como un cuerpo central que esta formado
por unidades alternadas de HG y RG-l y se van posicionando las diferentes

subunidades a lo largo del esqueleto principal, como se muestra en la Figura 1.15 [36].
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Figura 1.15: Modelo de la estructura supramolecular que presentan las pectinas.

1.2.2.2 Otros componentes de la pared celular

Ademas de los grupos de polisacaridos mencionados, la pared celular vegetal
posee otros biopolimeros en su entramado, tales como proteinas estructurales,
compuestos fendlicos y lignina. Existen proteinas ricas en prolina (PRPs), en glicina
(GRPs) y glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs), dentro de las cuales se
incluyen las mas estudiadas: las extensinas. En éstas ultimas la cadena peptidica se
encuentra glicosilada sobre la hidroxiprolina con restos de arabindsidos de hasta 4
unidades de longitud y en algunas oportunidades se pueden encontrar unidades de
serina O-glicosiladas con galactosa. Estos péptidos interaccionan entre si de forma
intermolecular a través de la formacion de enlaces covalentes entre residuos de
tirosina modulando asi la estructura tridimensional de las extensinas, que se unen a
la matriz de celulosa-hemicelulosa y participan en procesos que promueven el

ensanchamiento y el aumento de la porosidad de la pared [20][37].

Otro grupo importante de proteinas estructurales son los arabinogalactano-

proteinas (AGPs), corresponden a proteoglicanos que se encuentran en la pared
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celular y en la membrana plasmatica, unidos a esta Ultima de forma covalente a través
de un ancla tipo glicosilfosfatidil-inositol (GPI). Cumplen funciones de regulacion y
sefalizacion durante la diferenciacion y crecimiento celular, ademas pueden
producirse como respuesta a dafios y cortes [20]. Se encuentran formados por un
péptido rico en hidroxiprolina, glicosilado con arabinogalactanos tipo Il, los cuales
consisten en cadenas de B-D-galactanos con enlaces (1—6) muy ramificados en
posicion O-3 por otras cadenas de [(B-D-galactanos unidos por enlaces (1—3). A su
vez, estos galactanos pueden presentar ramificaciones de a-L-arabinofuranosa
terminal en posicién O-3 u O-6 de los residuos de galactosa, respectivamente (Figura
1.16).
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Figura 1.16: Estructura quimica de arabinogalactano tipo Il proveniente de AGPs

Los compuestos fendlicos por lo general se encuentran esterificando diferentes
cadenas de polisacéaridos, por ejemplo, las unidades de arabinosa en los GAXs de

gramineas o en unidades de galactosa y arabinosa de cadenas laterales de pectinas,
22



Franco Andrés Arias llabaca Capitulo 1

en dicotiledéneas del género Spinacia. El acido ferulico y el acido cumarico suelen
ser los mas comunes en polisacaridos de pared, su funcidn es entrecruzar mediante
enlaces fenilo-éster (y fenilo-fenilo, en el caso de las gramineas) para interconectar la
red de hemicelulosa y, en el caso de las pectinas, para entrecruzar las cadenas de

polisacéaridos, pudiendo limitar la extension y estiramiento de la pared [38][39].

La lignina es un polimero muy abundante en las paredes de plantas vasculares,
principalmente en pared celular secundaria del xilema y tejido esclerenquimético. Esta
formada por restos derivados de los alcoholes cumarilico, coniferilico y sinapilico
(Figura 1.17 a), polimerizados y unidos entre si por enlaces éter, éster o C-C. La lignina
forma parte del entramado de la pared celular, interactuando con la matriz, la celulosa
y las hemicelulosas. Dichas interacciones generan cambios en las propiedades
biofisicas distintivas de la biomasa vegetal, como la resistencia mecanica, la
flexibilidad y la resistencia a la digestibn enzimatica. Ademas, al poseer caracter
hidrofébico, desplazan el agua de las paredes celulares secundarias, aumentando asi
dicha resistencia y rigidez de la pared. Como consecuencia, es fundamental para
proporcionar soporte a los tejidos, permitiendo el crecimiento masivo de arboles de
gran tamafio. En tejidos de frutos se encuentran en cantidades relativamente
pequefias, respecto a otros tipos de tejido. El polimero de lignina tiene una estructura
qguimica irregular a pesar de estar constituido por condensacion de las mismas

moléculas similares entre si (Figura 1.17 b) [40]-[42].
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Figura 1.17: a) Estructuras quimicas de los precursores quimicos de la lignina (también
denominados monolignoles); b) Estructura de una secuencia primaria de condensacion de

cinco moléculas de sinapilico, para formar lignina.

1.2.3 Pared celular de semillas de Glicine max

En semillas de soja, al igual que el resto de las leguminosas, se encuentran

polisacaridos en las paredes celulares de células parenquiméaticas, tales como

celulosa, hemicelulosas, pectinas, glicoproteinas y/o proteoglicanos. Algunos autores

denominan a este conjunto de polimeros fibra dietaria [43]. Las semillas de especies

dicotiledoneas poseen dos cotiledones, el tegumento cubriendo a éstos, ademas del

hipocotilo (Figura 1.18).
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Figura 1.18: Diagrama de una semilla de especies dicotiledoneas.

La composicién quimica de las paredes celulares de cotiledones y tegumentos,
son fundamentalmente distintas. Los tegumentos que son aproximadamente el 8% en
peso del total de la semilla y tienen mayor proporcion de fibra dietaria total que los
cotiledones, aproximadamente el doble de fibra respecto a su peso seco,
dependiendo del origen geogréfico de las semillas [44]. Los polisacaridos presentes
en semillas de leguminosas, como la soja, presentan mecanismos metabdlicos muy
eficientes para plegar los polisacaridos de las paredes celulares y almacenarlos como
reserva cuando se genera la semilla. Estos polisacaridos de reserva de semillas,
durante la germinacion y el crecimiento de la planta se desmontan hidrolizando y
desplegando dichas cadenas para su utilizacion en el desarrollo fisiolégico. Ademas,
se sabe que las semillas en desarrollo contienen actividades enzimaticas altas para la
biosintesis de variados polisacéridos de la matriz celular, lo que genera interés para
investigaciones de genes y enzimas relacionados con la biosintesis de polisacaridos
[45].

Las paredes celulares vegetales, debido a su composicion molecular, requieren
condiciones de extraccion que utilizan componentes que modifican quimicamente los
polisacéaridos que conforman la matriz para permitir su extraccion, es decir, la red de
interacciones que estabiliza la estructura de la pared se debe perturbar con diversos
agentes para producir la separacion. En el caso de los componentes de los tejidos de
las semillas pueden ser extraidos con diversos solventes, como agua fria o caliente,
enzimas, soluciones con agentes quelantes, bases débiles y fuertes a través de una

extraccion secuencial para separar sus componentes y realizar un analisis de los
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polisacéaridos evitando, dentro de lo posible, su degradacion. Entre los procedimientos
estandar que se siguen para el andlisis quimico de paredes celulares vegetales se

encuentran los descritos por Fry [46] (ver Capitulo 2).

Hace varias décadas, Aspinall y colaboradores, a través de extracciones
secuenciales, estudiaron cuales eran los principales polisacaridos presentes en
semillas de soja, separando los cotiledones de los tegumentos. Para los cotiledones
se encontrd que estaban compuestos principalmente por arabinogalactanos de tipo I,
gue consisten en cadena de D-galactosa con enlaces B-(1—4) y con ramificaciones
en posicién O-3 con unidades de a-L-arabinofuranosa [47], como se indica en la Figura
1.12. Se informaron proporciones de arabinosa y galactosa de 1:2.8, respectivamente
[48], haciendo referencia al grado de ramificacion del arabinogalactano. Otros autores
indicaron proporciones molares inferiores de 1:1.5-2.0 de Ara:Gal [44] lo que indicaria
variabilidad en estos arabinogalactanos presentes en cotiledones, dependiendo del
origen del material vegetal. También, se encuentran presentes polisacéridos acidos
(pectinas) con complejas estructuras, muy ramificados y que pueden llegar a tener
alrededor de 30% de acido galacturénico, ademas de ramnosa, fucosa, arabinosa,
xilosa y galactosa [49]. Estos polisacaridos de cotiledones se caracterizan por
presencia de cadenas laterales muy abundantes de polisacaridos neutros,
especialmente de arabinanos, galactanos y galactanos sustituidos (por Ara, Xil, Fucy
Glc). Ademas, predomina un disefio estructural péctico diferente del que se conoce
comunmente (indicado en la Figura 1.15). Poseen un esqueleto principal formado por
sectores muy cortos de homogalacturonanos (Figura 1.9) y sectores de
ramnogalacturonanos (Figura 1.12) mas extensos, pudiendo llegar a mas de un 80%
del esqueleto principal [50]. Estas fracciones de polisacaridos de cotiledones pueden

modificarse dependiendo del método de extraccion secuencial utilizado.

Las hemicelulosas méas abundantes en los cotiledones de semillas de soja son
los xiloglucanos, formados por una cadena principal de B-D-glucopiranosa con uniones
B-(1—4), ramificaciones en posicibn O-6 con unidades de a-D-xilopiranosa y con
residuos adicionales, como galactosa, fucosa y arabinosa en posicion O-2 de algunas
de estas unidades de xilosa, como se indica en la Figura 1.5, siendo estructuralmente
similares a xiloglucanos encontrados en las paredes celulares de la mayoria de las

especies dicotiledoneas y leguminosas [51]. También, se determinaron, en menores

26



Franco Andrés Arias llabaca Capitulo 1

cantidades, xilanos con sustituciones unicas a la cadena principal de a-D-GIcA y/o a-
L-Araf (Figura 1.6), siendo estructuralmente diferentes de los de paredes secundarias
de dicotileddneas, ya que estos ultimos no tienen Araf como cadena lateral, por lo que
serian similares a xilanos aislados de varias especies vegetales de gramineas [18].

Respecto a los polisacaridos que componen a los tegumentos de semillas de
soja obtenidos tras realizar una extraccion secuencial, se indicé la presencia de
galactomananos obtenidos a través de extracciones con agua que resultaron
estructuralmente similares a otros galactamananos aislados de semillas de
leguminosas y corresponden a una cadena principal de [B-D-manopiranosa con
uniones B-(1—4) ramificada en posicion O-6 de algunas de estas unidades por
residuos de a-D-galactopiranosa. Las relaciones molares entre galactosa y manosa
(G:M) suelen variar dependiendo de las condiciones de extraccion, entre 1:1.4y 1:2.3,
respectivamente [52], siendo un galactomanano con mayor grado de sustitucién que
el promedio de las leguminosas [45].

Ademas, los tegumentos contienen pectinas, las cuales se encuentran formadas,
al igual que aquellas provenientes de cotiledones, por un esqueleto principal
compuesto por unidades de a-L-ramnopiranosa y acido a-D-galacturénico, que, a su
vez, estan asociadas a cadenas laterales que formadas por azUcares neutros. La
hidrolisis de estos polisacaridos acidos produce como monosacaridos constituyentes

acido galacturdnico, galactosa, arabinosa, xilosa, fucosa y ramnosa [53].

La hemicelulosa mas abundante encontrada en tegumentos corresponde a un
xilano muy poco ramificado que contiene so6lo una pequefia porcion de acido
glucurénico, aproximadamente 4%. Esta caracteristica determina que dicho xilano sea
poco soluble. La estructura corresponde a unidades de B-D-Xilp enlazadas por la
posicién 4, con algunas ramificaciones de a-D-GIcA en O-2. [54]. A diferencia de los
cotiledones, los tejidos tegumentarios cuentan con aproximadamente un 20% de
celulosa del total del material insoluble. Los xilanos descritos se suelen encontrar

asociados con la celulosa en los tejidos lignificados [44].
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1.3 Defensa Vegetal

Todas las plantas que se encuentran insertas en un ecosistema son propensas
a recibir el atague de patdgenos microbianos e insectos herbivoros. A través de la
evolucion vegetal han desarrollado mecanismos de sefializacidn que les permiten
percibir y enfrentar la herbivoria y patogénesis de aquellos organismos externos que
se alimentan de ellas o que invaden sus tejidos. Las plantas reaccionan a dichos
ataques de organismos externos por medio de una cascada de sefializacién que es
llevada a cabo por su sistema de defensa y que comienza produciendo compuestos
de sefalizacion, realizando cambios transcripcionales finamente ajustados, la
biosintesis de fitohormonas y finalmente, la produccién de compuestos quimicos de
defensa como inhibidores de proteinasas, polifenol oxidasas, isoflavonoides o

alcaloides [55].

La pared celular juega un rol fundamental en el desarrollo de los mecanismos de
defensa vegetales. Esta es una matriz dindmica, sus componentes interactdan y
remodelan su morfologia constantemente a lo largo del desarrollo de cada célula.
Fisicamente la pared es la interfaz de las primeras interacciones entre las plantas y
una amplia gama de otros organismos beneficiosos y perjudiciales, incluidos insectos,
patdgenos (hongos-bacterias) y simbiontes. Un ejemplo tipico de la importancia de la
pared celular como frontera defensiva es la maduracion de los frutos, donde a medida
gue se desmonta la matriz y se rompen las interacciones que sostienen su estructura,
el tejido se torna mas susceptible al ataque de patdégenos. En este contexto, existe un
conjunto de proteinas encargadas de remodelar, degradar y reconstruir la pared
celular dependiendo de las necesidades de las celulas. Estas proteinas tienen efecto,
tanto en el desarrollo y maduracion de la planta, como cuando ésta enfrenta un ataque

por parte de patdgenos [11].
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Figura 1.19: Representacion esquematica de la accion de las proteinas que degradan las
paredes celulares de plantas y patégenos que digieren las estructuras de polisacéaridos dentro
de la matriz de las paredes celulares de la planta.

Los patdégenos vegetales se dividen tradicionalmente en tres clases: biotrofos
que viven a expensas de células viables, necrétrofos que se alimentan de biomasa
muerta y hemibiotrofos que tienen un estilo de vida mixto, comportandose como
biotrofos temprano y como necrétrofos mas tarde en sus ciclos de vida [56], mientras
qgue los insectos herbivoros (fitofagos) se clasifican en generalistas, los cuales se
alimentan de muchas especies de plantas que abarcan diferentes familias, y los
especialistas que atacan solamente una especies (0 algunas pocas) de plantas dentro
de la misma familia [57]. Ambos, patégenos e insectos herbivoros, desencadenan
mecanismos moleculares que activan las respuestas moduladas por fitohormonas
vegetales de defensa en plantas, que pueden ser moduladas por acido salicilico (SA)
y acido jasménico (JA), lo que genera rutas metabdlicas diferentes y antagoénicas

(Figura 1.20), dependiendo de qué fitohormona induzca el proceso defensivo [58].

JA se produce en la respuesta al atague de insectos herbivoros o fitéfagos.
Cuando el tejido vegetal es herido o expuesto a moléculas sefializadoras (llamadas

elicitores) derivadas de patdogenos, como por ejemplos oligosacaridos, se comienza a
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acumular JA y especialmente JA-lle (jasmonoil-isoleucina) que corresponde a la
hormona activada en la via del acido jasmoénico. Posteriormente, se activa la expresion
de genes relacionados con la defensa y estos cambios de expresion dan como
resultado un incremento de la sintesis de proteinas y metabolitos relacionados con las
defensas, incluidas proteinas antifingicas, compuestos antialimentarios, fitoalexinas

y volatiles que atraen a los insectos depredadores [59].

En el caso de los organismos biotrofos y hemibiétrofos, mantener la viabilidad de
las células hospederas infectadas es crucial para la supervivencia de estos
organismos, por lo tanto, al momento de generar la infeccion y establecerse como
huéspedes, generalmente producen pequefas y precisas rupturas de la pared celular
de la célula hospedera alrededor del punto inicial de penetracion. En cambio, los
organismos necrotrofos secretan una serie sustancias y proteinas que degradan la
pared celular (CWDP), ya que se dirigen a multiples polisacaridos y causan una
destruccion de tejidos muchisimo mas extensa [11]. Los mecanismos moleculares que
se llevan a cabo como respuesta frente a una patogénesis se encuentran relacionados
con la activacion de la sefalizacion dependiente de SA. Esta hormona juega un papel
clave en la transduccion de sefiales. Dichas sefales conducen a la activacion de
genes que codifican proteinas que combaten patégenos fungicos, bacterianos y

virales.

Un ejemplo es la hipersensibilidad, un mecanismo de resistencia que actia
contra los patdgenos biotrofos, restringiendo el acceso al agua y los nutrientes [56].
Otros ejemplos son la muerte celular localizada que conlleva cambios en partes sanas
y distantes de las plantas. Este mecanismo aumenta la resistencia a la infeccién
secundaria de patégenos de todo tipo, ademas, genera el aumento de la resistencia,
denominada resistencia sistémica adquirida (SAR), que se desarrolla varios dias

después de la invasion inicial del patégeno [59].
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Figura 1.20: Esquema de los mecanismos de respuesta vegetal frente al ataque de patégenos
v herbivoros.

Por otro lado, es importante remarcar el costo energético que involucra la
produccién y utilizacion de los mecanismos de defensa por parte de la planta para
evitar o disuadir algan atague. El momento en el cual se desarrollen y expresen las
defensas también modula este gasto productivo. Existen defensas constitutivas, como
rasgos defensivos fisicos, como espinas, tricomas y cuticulas, o quimicas, como toda
la gama de metabolitos secundarios que las plantas son capaces de sintetizar. Ambos
rasgos se encuentran presentes en las plantas, independientemente de la presencia
de herbivoros o patdégeno, es decir, la produccion de este tipo de defensas no es
modulada por el ambiente. Por el contrario, las defensas inducidas se despliegan sélo
después de que las plantas son atacadas por herbivoros o patégenos. En este caso,
las plantas deben conjugar sistemas reguladores para equilibrar el crecimiento con la
defensa y asi favorecer las demandas de energia y nutrientes de la biosintesis de
compuestos defensivos o desarrollo de tejidos, por lo tanto, las defensas inducidas
dotan a las plantas de sistemas de defensa flexibles y favorables a la economia

energética de cada individuo [57].
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En sintesis, la respuesta vegetal frente al ataque de organismos exdgenos
involucra innumerables mecanismos moleculares que estan estrechamente
controlados por diversas vias biosintéticas, metabdlicas y de conjugacién. Ademas,
ordenar los eventos defensivos en la sefalizacién es complejo, porque la via incluye
varios circuitos de retroalimentacion positiva y negativa en que ambos sistemas JA 'y
SA no son independientes uno del otro, sino que se encuentran compitiendo con la
expresion de genes modulados por otras fitohormonas, tan importantes como JA y
SA. Las concentraciones de hormonas en las plantas se determinan como

consecuencia de multiples niveles de regulacion no aislados uno de otro.

1.4 Nezara viridula como plaga en cultivos de soja

Las plagas y enfermedades que pueden afectar los diversos cultivos agricolas
influyen directamente en la productividad que se puede obtener de ellos. Durante
2006, las pérdidas por enfermedades asociadas a los cultivos de soja fueron alrededor
del 9% en campos ubicados en EE.UU. y las plagas de insectos afectaron el
rendimiento de los cultivos en aproximadamente el mismo porcentaje. Dichas pérdidas
son el resultado en la reduccion del rendimiento y la calidad de las semillas de soja.
La calidad de una semilla esta dada por sus propiedades fisicas y quimicas que son
de importancia para su utilizacion comercial, como la composicién y cantidad de aceite
y proteina que constituyen la semilla. También, se refiere a la capacidad de la semilla
para producir la germinacién de una plantula vigorosa [44].

Los efectos directos sobre la calidad de la semilla y los granos de soja estan
asociados a aquellos insectos que pican las semillas dentro de los cuales se incluye
a la chinche verde Nezara viridula, que junto a otras especies de chinches son las
plagas de insectos mas importantes (tanto en Estados Unidos, como en Brasil y
Argentina) que afectan la calidad de la semilla de soja. El aparato bucal de las
chinches posee forma de aguja y es insertando en los tejidos vegetales como tallos,

hojas, frutos y semillas. Por lo general, las chinches muestran una preferencia por
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alimentarse del tejido vascular de la hoja que causa un dafio mecanico minimo, pero
dafios directos posteriores mas agresivos sobre el tejido picado [60]. Las chinches
verdes se alimentan preferentemente de semillas jovenes en desarrollo e inyectan
saliva fitotdxica, causando la degradacién de los tejidos, o incluso pueden causar
aborto o deformacion de las semillas, produciendo asi la merma en los rendimientos
[58]. Los dafios causados pueden diferir, dependiendo de la especie de chinche y se
deben a los diversos componentes de la saliva de cada especie en particular (Figura
1.21 [44])).

Figura 1.21: Dafio por chinches a las vainas y semillas de soja. A: Decoloracion de la vaina
debido a hongos y bacterias introducidos en el sitio de alimentacién. La vaina del centro
se encuentra intacta. B: Semillas dafiadas a la izquierda, semillas sanas a la derecha.

Especificamente, cuando el dafio producido por el ataque de la chinche verde
corresponde a las etapas reproductivas tempranas de la planta de soja, causa el
aborto de las vainas o la pérdida de semillas individuales. La planta puede compensar
esta pérdida mediante una mayor retencion de otras vainas o un mayor tamafo de las
semillas que no han sido afectadas. La compensacién por parte de la planta de soja
es limitada cuando las plantas estan en un desarrollo reproductivo medio (R5-R6). En
este punto o después, el dafio de las vainas puede resultar en pérdidas significativas
de rendimiento. Mientras que en las etapas reproductivas mas tardias (R6-R7), las
vainas y semillas consumidas por chinches, rara vez resultan en una pérdida de
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rendimiento, pero de todas formas puede causar dafio cosmético a las semillas [61],

lo que se traduce igualmente en disminucién de la calidad como producto agricola.

La respuesta vegetal de defensa frente a los insectos chupadores, como la
chinche, puede ser bastante diferente dependiendo de qué especie se trate, pero
suele implicar una sefializacién independiente de JA mediada por SA. Se ha estudiado
a Nezara viridula y se demostré que su estilo de alimentacion vascular no indujo
compuestos volatiles a diferencia de especies de chinches que se alimentan por

laceracion [60].

Hace algunos afios Giacometti y colaboradores [58] encontraron que los
mecanismos de defensa de soja en semillas dafiadas por el ataque de Nezara viridula
son regulados a través de genes defensivos modulados por &cido salicilico y también

por acido jasmonico (Figura 1.22).
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Figura 1.22: Acumulacién de fitohormonas en semillas de soja en respuesta a diferentes
tratamientos e inducciones con Nezara viridula.
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1.5 Objetivos

El objetivo general de esta Tesis es el estudio de los polisacaridos de las paredes
celulares de semillas de soja, Glycine max y como varian sus estructuras respecto a
los diferentes tratamientos aplicados sobre las vainas de soja en crecimiento, tales
como el ataque de herviboria por parte de la chinche verde Nezara viridula y la
aplicacion exégena de la hormona vegetal 4cido salicilico, con el propésito de estudiar
la incidencia de esos tratamientos en la proporcion de diferentes pectinas, glicanos de
entrecruzamiento, celulosa y otros componentes de la pared celular, y en los distintos
factores estructurales que pudieran verse afectados (grado de metilacion de
galacturonanos Gme, grado de ramificacion en arabinanos, variaciones estructurales
de ramificaciones y tipos de enlaces o diferencias de azucares constituyentes, etc.),
y, de esta forma, de ser posible, relacionar el mecanismo, a través del cual la soja
modula defensas frente a una de sus principales plagas, como lo es la chinche verde.
Asi, se espera contribuir al mejoramiento vegetal de uno de los cultivos agricolas de

mayor importancia a nivel mundial y regional.

1.6 Hipotesis

Cuando la semilla de soja (Glycine max) es picada por la chinche verde (Nezara
viridula), actian los mecanismos que liberan la fitohormona &cido salicilico, la cual
influiria en la biosintesis de la pared celular de cotiledones y tegumentos, produciendo
cambios en la estructura de la misma, especificamente, sobre los polisacaridos como

pectinas y/o hemicelulosas y/o celulosa.

Estos cambios pueden ser estudiados y caracterizados por medio de métodos
quimicos y espectroscopicos con el fin de intentar relacionarlos con los cambios
morfolégicos observados en las semillas y asi contribuir al mejoramiento vegetal

desde un punto de vista de quimica ecoldgica.
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2.1 Consideraciones generales

Para las extracciones y los fraccionamientos se utilizaron agitadores
magnéticos marca IKA modelo C-MAG HS 7 con las respectivas barras
magnéticas. El material fue molido en un molino de alta velocidad FW 100 Arcano
(China). Para centrifugar, se utilizaron las centrifugas Cavour VT-3216 y
Gelectronic G 42 N° 3839 industria argentina, trabajando a 3.000 rpm, Hermle
Z323 K a 6.500 rpm (Alemania) y Eppendorf Centrifuge 5415 R (Canada) a
9.000-10.000 rpm.

La concentracion de las soluciones acuosas se realizO mediante un
evaporador rotatorio Blichi 254740 (Suiza) a presion reducida, con temperaturas
del bafio de agua de 50 °C.

Las muestras en solucién acuosa se llevaron a sequedad utilizando un
liofilizador Termovac Industries Corp., a presiones inferiores a 0,1 mm Hg (100
mTorr), y a temperaturas del condensador cercanas a - 45 °C.

Para la homogeneizacion de las soluciones y suspensiones de las muestras
se utilizé un vértex Mixer DLab (China) modelo MX-S. En los casos necesarios,
las muestras se sonicaron en un equipo Ultrasonic Cleaner, Arcano (China).

Las hidrdlisis se realizaron en viales de 5 mL con tapas de teflon Sigma-
Aldrich en bloque calentador Boekel Scientific (Estados Unidos) en seco con
control de temperatura.

Las didlisis se realizaron a temperatura ambiente, utilizando tubos de
celulosa (Spectra Por, Estados Unidos), seleccionando el diametro segun el
volumen a dializar, 3500 kDa o 6000 — 8000 kDa. El corte y rango de peso
molecular, tiempo y sistema empleado se detalla en cada caso.

Las determinaciones colorimétricas se llevaron a cabo con un
espectrofotometro PG Instrument T70 UV/Vis Spectrometer (Reino Unido),
empleando celdas de cuarzo de 1 cm de recorrido optico.

Na2COs, DMSO, D20, a-amilasa tipo VI-B de pancreas bovino se
adquirieron a Sigma-Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos). KOH, H2SOa, piridina,
anhidrido acético, fenol e NaOH se compraron a Anedra (Buenos Aires,
Argentina). HCI se adquiri6 a Biopack (Buenos Aires, Argentina). CDTA, el
reactivo Folin-Ciocalteu, TFA, NaBHas, acido galico, a Merck (Darmstadt,
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Germany). LIiCl era de la empresa Mallinckrodt (New York, Estados Unidos),
acetona, de Sintorgan (Buenos Aires, Argentina), y el acido D-(+)-galacturonico,
de Eastman Kodak (Nueva York, Estados Unidos).

2.2 Material utilizado

El cultivar comercial de soja Williams 82 (P1518671) se cultivd en diciembre
de 2014 en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires y se cosecho durante el otofio en la etapa del ciclo
de desarrollo R6, cuando la semilla se encuentra completamente llena. Se
realizaron practicas agronomicas y fechas de siembra estadndares. El ciclo

reproductivo de Glycine max se muestra en la Figura 2.1.

EERK

R5.0 R5.1 R5.2 R5.3 R5.4 R5.5

bo, N0, S0¢, 0 SedReeg veq .
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Figura 2.1: Ciclo reproductivo de Glicine max. Flechas indican los estadios donde se
realizaron los tratamientos (R5).
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Para probar los efectos de la herbivoria en semillas de soja de la variedad
Williams en desarrollo cultivadas en el campo, se recolectaron adultos de Nezara
viridula L (Heteroptera: Pentatomidae) de varios campos agricolas de soja de
localidades rurales cerca de Buenos Aires y se mantuvieron durante al menos 5
dias bajo control en camara fotoperiodicas (temperatura: 25 = 3 °C, humedad
relativa: 60 + 9% y fotoperiodo 15:9 - luz:oscuridad). Durante la estancia en la
camara, se permitié que las chinches se alimentaran con una dieta artificial, que
consistia en semillas de girasol y soja rehidratadas y algodon empapado en agua
(suplementado con acido ascérbico al 0,5% p / v). Antes de realizar la induccion
sobre las vainas de soja, se privo a las chinches de alimento por 48 h para
aumentar su motivacion a alimentarse. Las plantas fueron protegidas contra el
ataque de insectos antes de aplicar los tratamientos. Cuando las plantas
cultivadas en el campo alcanzaron la etapa reproductiva R5 (semillas
comenzando a llenarse; Figura 2.1), se seleccionaron 2/3 vainas de semillas de
tamafos similares y del mismo nodo dentro de la planta para los tratamientos;

se realizaron dos tratamientos durante 14 dias:

(1) dafio por chinches: los insectos se colocaron en vainas y se encerraron
en una bolsa de malla fina, realizando recambios de aquellos que morian
(Figura 2.2).

(2) vainas rociadas con 1,5 mM de acido salicilico (SA) (Sigma, St Louis,
Misuri, Estados Unidos) cada 4/5 dias.
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Figura 2.2: Sistema de obtencion de vainas inducidas por la picadura de Nezara viridula

con plantas de soja cultivadas a campo.

Ademas, un lote se dejo sin tratamiento como control (CTR), en la Figura
2.3 se muestra como se protegen las plantas completas para cosechar vainas
sin induccion por insectos. Para los tratamientos de dafios por chinches, se
recolectaron muestras después de la confirmacion visual del dafio del estilete

por las chinches. El procedimiento es como se describe en Giacometi et al., 2016

[1]
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Figura 2.3: Sistema de proteccion de plantas de soja cultivadas a campo para la

obtencién de vainas no inducidas por herviboria.

De este modo, se obtuvieron las vainas cosechadas y cortadas con la
mano. Inmediatamente después de extraer las vainas, éstas se guardaron en
una conservadora con hielo hasta llegar al laboratorio, donde se reservaron en

freezer a -80° C hasta su utilizacion.

Se retiraron las semillas de las vainas y se remojaron en acetona con el
objetivo de retirar el tegumento y separarlo del cotiledon [2], lo que se logré
apretando suavemente las semillas. Los cotiledones se molieron y se realizé la
extraccion con etanol. El sobrenadante se descartd y el sélido se lavo
consecutivamente con acetona y éter etilico, se dejé secar, obteniendo el residuo

insoluble en alcohol (RIA) que fue el material de partida para la extraccion
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secuencial y para determinar los rendimientos de las fracciones. La extraccion
secuencial fracciona la pared celular a medida que aumenta la alcalinidad del

medio.

Semillas de soja

Variedad
Williams

|
2 V] v

K Control (CTR) Herbivoria (PCH) || Salicilico (TSA)

/Y\>

Cotiledones (C) Tegumentos (T)
| {
v

)

Extraccion secuencial

X

{

acuoso (1) CDTA (2) Na,CO;(3) 1M KOH (4) 4M KOH (5) Residuo final (6)

Y

Tratamientos enzimaticos

I

Purificacion, caracterizaciéon quimica y elucidacion estructural

Figura 2.4: Diagrama de obtencion de cotiledones y tegumentos de los tratamientos

aplicados sobre la variedad Williams.

2.3 Extraccién de los polisacaridos de pared celular

A partir de los cotiledones y los tegumentos, se realizd la extraccion
secuencial de los polisacéaridos de pared celular siguiendo los procedimientos de
Fry (1988) [2].

10 g de material molido se extrajeron con etanol (80 g/L) durante la noche

a temperatura ambiente. El residuo se lavé consecutivamente con acetonay éter
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etilico, se secd al aire libre bajo la campana durante 1 dia, dando un residuo

insoluble en etanol (RIA). Se realizé una extraccién secuencial sobre RIA:

(1) Con agua, a temperatura ambiente

(2) Con CDTA 0,05 M (acido trans-1,2-diaminociclohexano-N,N,N’,N’-
tetraacetico monohidratado) a pH= 6

(3) Con Na2C0O30,05 M

(4) Con KOH 1M

(5) Con KOH 4 M

Cada extraccion se realizd en una suspension de la muestra a extraer de
20 g/L durante al menos 20 h y las suspensiones obtenidas se centrifugaron a
6.500 rpm, dando un sobrenadante y un residuo, los cuales se dializaron (MWCO
6.000-8.000) contra agua potable durante 24 h, luego contra agua destilada por

mas 8 h, y finalmente se liofilizaron por separado.

Tejido

vegetal Extraccion etandlica

Extracto insoluble en
alcohol, RIA (0)

Hidratos de carbono de bajo peso
Extraccion acuosa (1)

Extracto enriquecido en pectinas de

Extraccion CDTA (2) interaccion débil

Extracto enriquecido en pectinas de
Extraccion NaZC03(3) interaccion iénica

., Extracto enriquecido en pectinas de
Extraccion KOH 1M (4)

Extracto enriquecido en hemicelulosas
Extraccion KOH 4M (5) mennc enlithlac

Extracto enriquecido en hemicelulosas

. . . menos solubles
Residuo enriquecido en

celulosa (6)

Figura 2.5: Extraccién secuencial realizada sobre tegumentos y cotiledones de soja
indicando las respectivas fracciones a obtener, segun la literatura [3].
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Cada extraccion se realizd dos veces consecutivas y ambos extractos se
juntaron y trataron posteriormente como una sola muestra.

2.4 Andlisis quimico de polisacaridos de la pared celular

2.4.1 Métodos colorimétricos

El contenido total de hidratos de carbonos se analiz6 mediante el
método del fenol-sulfdrico (Dubois et al. 1956 [4]) adaptado para material

insoluble (Ahmed y Labavitch 1977 [5]), utilizando galactosa como estandar:

2 mg de cada fraccion se trataron con 1 mL de acido sulfurico concentrado
en un bafio de hielo con agitacion por 10 minutos. Luego, se agregoé
cuidadosamente, gota a gota, 1 mL de agua destilada, manteniendo el vial en
bafio de hielo y se dejé agitando hasta disolucion total. Una vez solubilizadas las

muestras, se transfirieron a matraces de 5 mL y se enrasé con agua destilada.

Para la determinacion, a 0,5 mL de solucion conteniendo como maximo 80
pg/mL de hidratos de carbono, se agregaron 0,5 mL de fenol al 5 % p/p y se
mezclaron. En seguida, se agregaron 2,5 mL de acido sulfurico concentrado de
una sola vez para asegurar un calentamiento maximo y se dejaron reposar 10
min. Posteriormente, los tubos se agitaron en vértex y se mantuvieron 20 min a
temperatura ambiente para que se enfrien. El blanco se prepar6 con agua
destilada y se ley6 la absorbancia a 490 nm. El contenido de hidratos de carbono
totales se cuantificd6 por referencia a curvas de calibracion con patrén de
galactosa. El resultado se expresé como porcentaje de azucar anhidro con factor
de correccion x (162/180).
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El contenido de acidos urénicos determind segun el método de Filisetti-
Cozzi, 1991 [6]. Reactivos necesarios para la determinacion:

Solucién A: sulfamato de amonio 4 M (pH 1,6).

Solucion B: tetraborato de sodio 0,0125 M en acido sulfarico concentrado,
grado analitico.

Solucién C: 3-Fenilfenol (0,15 %) en hidréxido de sodio acuoso al 0,5 %.

Se tomaron alicuotas de la solucion de la muestra de polisacarido
conteniendo hasta 200 nmoles de acido hexurénico y se diluyeron con agua
hasta 0,4 mL. Posteriormente, se agregaron 40 uL de Solucién A a cada tubo,
con posterior agitacion en vortex. A los tubos colocados en bafio de hielo, se
agregaron 2,4 mL de Solucion B. Nuevamente, se agitaron los tubos, y se
llevaron a un bafio de agua a 100 °C durante 20 min, tapados con bolitas de
vidrio. Luego, se colocaron en un bafio de hielo para alcanzar la temperatura
ambiente rapidamente y se agregaron 80 uL de la Solucién C. Finalmente, los
tubos fueron agitados, y luego se los dejo reposar durante 10 min, leyendo las
absorbancias a 525 nm. El color permanece estable por 1 h.

Se prepard un blanco con agua destilada y la curva estandar se obtuvo con
una solucién de acido D-galacturénico (0,1 mg/mL). En los calculos se consideré
que la absorbancia producida por reaccién con azlUcares neutros es 1/40 de la
gue produce el acido D-galacturénico. El resultado se expres6 como porcentaje
de azucar anhidro con factor de correccion x (176/194).

El porcentaje de azucares neutros (NS) se determind después de restar el
contenido de &cido urénico del total de carbohidratos. Para ello, también se llevo
a cabo la reaccion fenol-H2SOa4 con un estandar de acido D-galacturénico, que
mostrd una relacion de absorbancia de 0,42 frente al mismo peso de galactosa.

El contenido de proteinas se llevé a cabo siguiendo la técnica descripta
por Lowry et al., 1951 [7]. Las soluciones a utilizar son:

Solucion A, Na2COs al 2 %, en NaOH 0,1 M.

Solucion B: CuSO04-5H20 al 0,5 %, en solucién de tartrato de sodio y

potasio al 1 %.
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Solucion C: preparada mezclando 50 mL de la Solucion Ay 1 mL de la
Solucion B. Esta mezcla puede ser usada hasta 24 h posteriores a su
preparacion.

Solucion D: diluciéon al medio de un volumen del reactivo de Folin -
Ciocalteau (Merck). Esta solucion debe prepararse inmediatamente antes de ser

usada, y su absorbancia contra agua destilada debe ser inferior a 0,040.

Para realizar la determinacion, se tomaron alicuotas de la solucion de la
muestra conteniendo hasta 0,5 mg de proteinas por mL y se llevaron a un
volumen final de 0,4 mL con agua destilada. Luego, se agregaron a cada tubo
2,5 mL de la Solucién C. Se mezclaron y se dejaron reposar a temperatura
ambiente durante unos 10 min. Se agregaron 0,2 mL de la Solucion D,
rapidamente y con agitacion. En forma paralela se prepar6é un blanco de agua
destilada. Las muestras se mantuvieron durante 30 min mas en reposo Y, luego
de este tiempo, se leyeron las absorbancias a 500 nm. Para determinar el
porcentaje de proteinas presentes en las muestras, se preparo una curva patron

con solucién de albumina de suero bovino de 314 ug/mL.

El grado de esterificacion (Gme) de los &cidos urdnicos (ésteres
metilicos) fue determinado utilizando el método colorimétrico descripto por Wood
& Siddiqui [8]. Las soluciones necesarias para esta determinacion son:

Solucién de KMnOa4 2%.
Solucion de NaAsO2 0,5 M (en H2SO4 0,12 N); preparar en el dia.
Solucion de 2,4-pentanodiona (acetilacetona) 0,02 M (en buffer acetato de

amonio 2M / acido acético 0,05M), preparada en el dia.

Para proceder con la determinacién, se saponific la muestra con NaOH
0,5 N durante 1 h a temperatura ambiente; luego se acidificé con H2SO4 5,5 N.
Se tomaron alicuotas de la solucion resultante llevandolas a un volumen final de
1 mL con H2S04 1 N en tubos con tapa a rosca. Estos fueron entonces colocados
en un bafio de hielo y se agregaron 100 pL de la solucion de KMnOs sin salpicar
las paredes del tubo. A continuacion, se agitaron en un voértex y se los dejo
nuevamente durante 15 min en bafio de hielo. Luego, se adicionaron 100 pL de

la soluciéon de NaAsO:2 y 300 pL de agua destilada. Después de dejarlos reposar
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durante 1 h a temperatura ambiente, se agregé 1 mL de solucion de 2,4-
pentanodiona, con posterior agitacion, manteniéndolos tapados, durante 15 min
en un bafio de agua a 58-60 °C. Finalmente, se los dejo enfriar hasta temperatura
ambiente y se leyeron las absorbancias a 412 nm antes de transcurrida la
primera hora. Se prepar6 un blanco con agua destilada y la curva estandar con
una solucidon de metanol (0,1535 mg/mL). El grado de metilacion (Gme) se
calculé como la relacibn molar entre el metanol generado y los &cidos urénicos

presentes, determinados por el método colorimétrico indicado anteriormente.

El contenido de grupos acetilo de polisacéaridos acetilados se determiné
mediante el método de &cido hidroxamico (Hestrin, [9]). Se utilizaron las
siguientes soluciones:

NH20H-Cl 2 M guardada en frio.

NaOH 3,5 M.

HCI concentrado (HCI: H2O0 =1 : 2).

FeCls - 6H20 0,37 M en HCI 0,1 M.

Cloruro de acetilcolina 0,004 M en CH3COONa 0,01 N (pH 4,5), se preparo en el
momento.

Para la medicion, se utilizé acetilcolina como estandar. Se mezclaron 1 mL
de NaOH 3,5 My 1 mL de cloruro de hidroxilamina (NH3OH-Cl) 2 M y se dejaron
durante 3 h a temperatura ambiente. Se agregé 1 mL de una solucién de la
muestra conteniendo como maximo 5 pmol/mL de ésteres de acetilo y se dejé
reaccionar de 2 a 5 min. Se llevo el pH de la mezcla a 1 con una solucién de HCI
12% y se agreg6 finalmente 1 mL de FeCls 0,37 M en HCI 0,1 M. Se midio
inmediatamente la absorbancia a 540 nm.

El contenido de fenoles totales se determind mediante el método de
Bunzel et al. [10], con hidrdlisis alcalina previa de la muestra, que libera los
compuestos fendlicos retenidos por uniones covalentes. Se saponificaron ~ 50
mg de RIA con 5 mL de NaOH 2 M y se mantuvieron durante toda la noche en
atmosfera de nitrégeno, a temperatura ambiente, protegidos de la luz.
Posteriormente, se agregaron a cada muestra 950 uL de HCI concentrado. Los
sobrenadantes fueron separados por centrifugacion durante 15 min a 8000 g (6°

C). Las hidrdlisis se realizaron por duplicado. Los sobrenadantes de la hidrdlisis
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alcalina se utilizaron para evaluar el contenido de polifenoles totales segun Shui
& Leong (2006) por la técnica de Folin-Ciocalteau. Para la reaccion colorimétrica
y posterior medicion espectrofotométrica, se tomaron 40 yL de las muestras
hidrolizadas y se agregaron 1800 pyL de una mezcla de reactivo de Folin-
Ciocalteau y H20 desionizada (relacion 1:10). Se agitd y se dejé reaccionar
durante 5 min a temperatura ambiente. Luego, se agregaron 1200 pyL de una
solucién de NaHCOs 7,5 % (p/v) y se dejé reaccionar a temperatura ambiente
durante 1 h. Finalizada la reaccion y completado el desarrollo del color, se evallo
la absorbancia a 765 nm. Para la curva de calibracion se us6 como estandar una
solucion de 2 mg/mL de acido galico (Anedra, Argentina). El contenido de fenoles

se informé como mg acido galico/g de RIA (pared celular).

La determinacion de hidroxiprolina se llevd a cabo a través del método
descrito por Leach [11]. Se utilizaron las siguientes soluciones:
HCI 6 M en fenol al 1%.
CuS04 0,05 M.
NaOH 2,5 M.
H202 6% (preparada en el dia).
H2S0O4 3 N.

p-Dimetilaminobenzaldehido 5% en n-propanol (se mantuvo protegido de la luz).

Primero, es necesario hidrolizar ~ 2 mg de la muestra en 2 mL de HCI 6 M
en fenol al 1%, por 1 dia entero. Se tom6 1 mL de hidrolizado, se agregé 1 mL
de CuSOs4y 1 mL de NaOH, se agit6é en un vértex y posteriormente el tubo de
ensayo sumergio en un bafio de agua a 40 °C durante 3 min. A continuacion, se
agreg6 1 mL de H202 6%, se mezcl6 y se dejé en el bafio de agua por 10 min
mas, agitando ocasionalmente. Transcurrido ese tiempo, se agregaron 4 mL de
H2SO4 3 Ny 2 mL de la solucion de p-dimetilaminobenzaldehido, se tapd cada
tubo con una bolita de vidrio y se dej6 en el bafio de agua por 16 min mas. Se
enfrig, se agitd y se midio la absorbancia a 555 nm. Como estandar se utilizo una

solucion de 104 pg/mL de L-hidroxiprolina (Anedra, Argentina).
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2.4.2 Determinacion de lignina Klason

El contenido de lignina se estimo a través de este método gravimétrico,
segun Dence [12], medido como el residuo insoluble en acido sulftrico: la
muestra de RIA (1 g) en un bafio de hielo se traté durante 10 min con acido
sulfurico concentrado (1 mL); luego, se afiadio agua (1 mL) y la muestra se agitd
durante la noche a temperatura ambiente. Posteriormente, se adiciond agua
hasta una concentracién de acido sulfdrico de 3% y se transfirio el material del
vaso de precipitados a un matraz. Se hirvid la solucién durante 4 h, manteniendo
un volumen constante mediante el uso de un condensador de reflujo Una vez
terminado este procedimiento, se obtiene un precipitado que se centrifugd, se
lavé con abundante agua al menos 3 veces y se filtré utilizando un embudo tipo
Buchner y papel filtro. Una vez filtrado, el precipitado se lava nuevamente con
abundante agua para eliminar cualquier residuo de &cido sulfdrico. Sobre un
vidrio reloj, se lleva a estufa a 60° C hasta masa constante. Se calcula el

porcentaje de lignina con respecto al total de pared (RIA).

2.4.3 Determinacion de la composicion en monosacaridos neutros.

Se determinaron los monosacaridos componentes de los extractos
obtenidos por cromatografia gaseosa (CG), utilizando deteccion por ionizacién
de llama (FID) o espectrometria de masa (MS). Para ello, la primera etapa
consiste en hidrolizar la muestra hasta obtener sus monosacéaridos

constituyentes:

En un vial provisto de cierre de teflon se pesaron aproximadamente 3 mg
de muestra. Se adicionaron 200 pL de acido trifluoroacético concentrado (TFA
13M) a 37°C durante 1 h, seguidamente se llevo la concentracion del acido a
11,5M con agua destilada y se calenté a 100° C por 1 h, y por dltimo a una

concentracion 2 M a 121° C por 1,5 h, para alcanzar las condiciones habituales
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de hidrolisis para polisacaridos (Morrison, 1988 [13]). Luego, las muestras se
llevaron a sequedad bajo corriente de aire. Posteriormente, los hidrolizados se
disolvieron en agua y nuevamente se evaporaron; este tratamiento se realizo las
veces necesarias como para eliminar totalmente el acido, reconocible por el olor.

Las muestras fueron colocadas en un desecador al vacio durante una noche.

A continuacién, los monosacaridos se modificaron quimicamente, de forma

tal de obtener derivados volatiles para realizar la cromatografia:

A los viales secos se les agreg6 0,5 mL de NH4OH 1 My los azucares se
redujeron con NaBH4 (2 mg) durante al menos 2 h a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo, se adiciond acido acético glacial para neutralizar y
eliminar residuos del reductor. Posteriormente, las muestras se descationizaron
por agregado de resina Amberlite® IR-120 (H*). Las muestras fueron filtradas y
evaporadas a sequedad. El acido borico generado se eliminé como borato de
metilo, lavando 5 veces con 0,5 mL de metanol y evaporando a sequedad
consecutivamente. Los residuos se dejaron en desecador al vacio durante una
noche. Los alditoles obtenidos fueron acetilados con 0,5 mL de anhidrido acético
+ 0,5 mL de piridina, calentando durante 45 min a 100 °C. Se enfrio a temperatura
ambiente y se realiz6 una extracciébn con cloroformo y agua destilada. Se
descartd la fase acuosa y se volvib a extraer con agua destilada y
consecutivamente 2 veces con una solucion saturada de bicarbonato de sodio y
2 veces con agua destilada. Finalmente, los extractos se secaron con sulfato de
sodio anhidro y se llevaron a sequedad. El residuo obtenido se disolvié en 20 pL
de cloroformo y se inyect6 1 uL en el cromatografo gaseoso.

Las muestras se analizaron usando un cromatografo gas-liquido Agilent
7890A, Avondale PA, USA (figura 2.6) equipado con dos detectores, uno de
ionizacion de llama (FID) y otro de espectrometria de masa por impacto
electrénico Agilent 59772 (MS-EI). En el caso de CG FID, se utiliz6 N2 como gas
portador y una columna capilar SP-2330 (Supelco, Bellefonte PA, USA) de 30m
de longitud, 0,25 mm de diametro y 0,20 um de espesor de la fase liquida, con
un flujo de 1,3 ml min-1 y una relacion de split 25:1. La temperatura del inyector

y del detector fue de 300°C y las condiciones cromatograficas fueron las
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siguientes: de 200°C a 240°C a 2°C min, seguido por 15 min manteniendo esa

temperatura, para los acetatos de alditoles.

Al utilizar CG-MS, se utilizé la misma columna que en el caso anterior, pero
en este caso, con He como gas portador con un flujo de 1,3 mL min~ trabajando

a 70 eV, la temperatura del inyector fue de 250°C.

En el cromatograma se identificaron los componentes de las muestras
respecto a una corrida patrén, se cuantificé su abundancia segun el area bajo
los picos, cuyo valor es calculado por el software del integrador. Se corrigio el
area de los picos por el peso molecular de los acetatos de alditoles peracetilados.
Esto permiti6 calcular la composicion molar (%) de cada monosacarido

constituyente.

Figura 2.6: Cromatografo gaseoso Agilent© 7890A, acoplado a espectrometro de masa
59774
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2.4.4 Andlisis por metilacion

Para obtener informacién de la posicion de los enlaces glicosidicos, se
realizaron los derivados permetilados de los polisacaridos. 10 mg del
polisacarido (Ciucanu y Kerec [14]) se disolvieron en DMSO anhidro (1 mL) y se
utilizé como base NaOH (10 - 20 mg) finamente pulverizado, la mezcla se agité
vigorosamente durante 1 h y luego se agregdé CHsl (0,5 mL), manteniendo la
reaccion en bafio de hielo hasta terminar de agregar el CHsl. La reaccion se
mantuvo con agitacion constante durante 1 h. Por dltimo, los polisacaridos
obtenidos fueron hidrolizados y los derivados metilados se derivatizaron a los
acetatos de alditoles correspondientes, segun el procedimiento descrito en 2.4.2
para los polisacaridos nativos. Se realizaron dos o tres secuencias de metilacion
para lograr la permetilacion de las muestras. Para la cromatografia de los
derivados, se utiliz6 un programa para alditoles parcialmente metilados
peracetilados: 160 °C—210 °C (1 °C/ min) y 210 °C—230 °C (2 °C/min), a 230 °C

durante 30 min.

2.4.5 Cromatografia de intercambio anionico DEAD-Sephadex A-25

Con el propdsito de fraccionar los extractos y lograr la separacion de los
tipos de polisacaridos, en base al contenido de grupos acidos, se llevaron a cabo
diferentes separaciones por cromatografia de intercambio anionico: se preparé
una solucién lo mas concentrada posible de cada muestra (~ 0,4 mg/mL) en
agua, con agitacion magnética durante toda la noche. Se utilizé una columna de
vidrio (Econo-Column, BIO-RAD) de 30 cm de largo por 1,5 cm de diamétro, con
control de flujo a baja presion con una bomba peristéltica (BIO RAD Econo pump,
Estados Unidos) y colector (BIO RAD Modelo 2110, Estados Unidos), con un
flujo de 0,9 mL/min. La resina utilizada fue DEAE-Sephadex A-25, eluyendo con
agua y posteriormente concentraciones crecientes de NaCI0,5M,1 M, 2 My 4

M. La recoleccion de fracciones se realizé en alicuotas de 50 gotas, medidas con
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el contador de gotas del colector (~ 5 mL). Las alicuotas recolectadas se
analizaron respecto al contenido de hidratos de carbono totales [15] para realizar
el perfil de elusién y reconocer las fracciones obtenidas.

Figura 2.7: Equipo para cromatografia en columna, bomba, colector y columna BIO-
RADO

2.4.6 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

A partir de 20 mg de muestra, se desarroll6 el intercambio isotépico con
agua deuterada (D20) por evaporaciones repetidas. La muestra se disolvio en
D20 (0,75 mL) y se coloc6 en tubos de 5 mm de didmetro. Los espectros se
registraron a temperatura ambiente y en algunas oportunidades a 70° en un
espectrometro Bruker Avance Il 500 (Karlsruhe, Alemania). Para los
experimentos de *H NMR los parametros fueron: un ancho espectral de 6,25 kHz,
un angulo de pulso de 76°, un tiempo de adquisicion de 3 s, un retardo de

relajacion de 3 s, para 32 barridos.
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Para experimentos de RMN 3C desacoplada de protones de 125 MHz, los
parametros fueron: un ancho espectral de 29,4 kHz, un angulo de pulso de 51,4°,
un tiempo de adquisicion de 0,56 s, un retardo de relajacion de 0,6 s, para 25000
escaneos. Las sefales se referenciaron a acetona interna a 2,21 ppm para 'H
RMN y 31,1 ppm para experimentos de 3C RMN, respectivamente. Las
secuencias de pulsos para las técnicas 'H-'H COSY y 'H-13C HSQC fueron
suministradas por el fabricante del espectrometro; los espectros se registraron a
temperatura ambiente y se obtuvieron a una frecuencia base de 500 MHz para
Hy 125 MHz para *3C.

Los espectros HSQC se realizaron con la secuencia “hsqcetgpsi2” con los
siguientes parametros: TD de 1532 x 512, NS de 16, y un tiempo de relajacion
de 1,52 s.

2.4.7 Hidrolisis parciales para aumentar solubilidad en agua

Una vez extraidas las muestras, éstas se insolubilizan parcialmente, por lo
que son sometidas a hidrdlisis acida parcial, la cual se llevé a cabo segun Bilan
et al. [16]. Se aplic6 para las muestras 3T-H, 5T-H y 6T-H, éstas se calentaron
(50 mg) en 1% CH3COOH (10 mL) durante 4 h a 100 °C, la solucién se neutralizé
con NaHCOZ3, se dializé y se liofilizé para dar los derivados de polisacaridos
solubles en agua. En el caso de 6T, el calentamiento se mantuvo durante 8 h.
Mientras que la hidrdlisis acida parcial para la muestra 2T se llevo a cabo segun
Usov [17], con modificaciones, esta se calenté (80 mg) en 1 M de TFA durante
16 h a 70 °C, la solucion se neutralizé con NaHCO3, se dializo y se liofilizo para

dar los derivados de polisacaridos solubles en agua.
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2.5 Tratamientos enzimaticos

Para generar la purificacion de los polisacaridos de pared, logrando
degradaciones especificas, se realizaron digestiones enzimaticas sobre algunos

extractos.
Tratamiento con a-amilasa:

Para la eliminacién de carbohidratos de reserva, los a-glucanos, se realizo
un tratamiento usando a-amilasa tipo VIII-B de malta de cebada (Sigma) y se
procedio segun lo indicado en las especificaciones del distribuidor: Una solucién
de la muestra (5 mg/mL) en una solucion reguladora de fosfato 0,1M a pH 6,9 se
mantuvo 24 h a temperatura ambiente, con agitacion constante. Luego, se dializé

y liofilizé, obteniendo los residuos tratados.
Tratamiento con proteinasa - K

Para la eliminacion de proteinas, se realizd el tratamiento enzimatico
usando Proteinasa K, una serina proteasa que muestra una especificidad de
escision muy amplia, producida por el hongo Tritirachium album (Promega) y se
procedid segun lo indicado en las especificaciones del distribuidor: La
concentracion de trabajo fue de 100 pg/mL. Una solucion de la muestra (20
mg/mL) en una solucién reguladora de Tris-Cl 10 mM a pH 8 y NaCl 50 mM, se
mantuvo durante la noche a 37 °C con agitacién constante. Luego se dializé y
liofilizo, obteniendo los residuos tratados.

Tratamiento con endo-poligalacturonasa

Para la degradar homogalacturonanos y estudiar los productos de la
hidrolisis de éstos se utilizé una poligalacturonasa E-PGALUSP, proveniente del
hongo Aspergillus aculeatus (Megazyme). Corresponde a una (1—4)-a-D-
galacturonano glicanohidrolasa y realiza hidrdlisis aleatoria de enlaces (1—4)-a-
D-galactosiduronicos en HG. Se procedid segun lo indicado en las
especificaciones del distribuidor: La concentracion de trabajo fue de 10 mg/mL.
Una solucién de la muestra (2 mg/mL) en buffer acetato 100 mM a pH 5,5; se

mantuvo durante la noche a 40° C con agitacion constante. Luego, se dializ6 en
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sistema cerrado obteniendo los residuos tratados en el interior del tubo de dialisis
y el producto de la degradacién en el exterior. Ambos se obtuvieron por

liofilizacion.

2.6 Obtencion de saliva de chinche y tratamiento de las fracciones de

paredes celulares con las mismas

Se realiz6 un tratamiento con saliva de N. viridula extraida in situ, segun
Giacometti et al. [18], se describe el procedimiento: para recolectar saliva liquida,
las chinches adultas se enfriaron en congelador (freezer) durante ~5 min, luego,
se inmovilizaron sobre un vidrio con el lado ventral hacia arriba. Se puso una red
sobre las chinches y con ayuda de una lupa se despegé el estilete del aparato
bucal, dejandolo a 90° respecto al cuerpo de la chinche. La saliva acuosa fue
secretada por la punta del estilete. Esta saliva se recogié en una punta de pipeta,
y se recolecté en un tubo de muestra. Después de la recoleccion se almacenoé a
-80 ° C. (Figura 2.8).
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Figura 2.8: Procedimiento para tratamiento de tegumento con saliva de chinche N.

viridula.

Para realizar la digestion se utiliz6 un pool de recoleccion (~30 chinches)
gue corresponde a ~ 40 uL de saliva, por cada muestra. Se disolvieron 10 mg de
sustrato en una pequefia cantidad de buffer fosfato 0,02 M a pH=7, hasta tener
una concentracién de sustrato del 1% aproximadamente, se dejé a temperatura
ambiente durante toda la noche. Luego, se dializ6 en sistema cerrado y se

liofilizo, obteniendo los residuos tratados y el producto que se degradé.
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2.7 Estimacion de polisacaridos componentes de extractos

La estimacion fue realizada partiendo de RGI, que se estimé como ramnosa
+ &cido galacturdnico (proporcion 1:1) + arabinosa y galactosa que no formaba
parte del GM. Por su parte los galactomananos (GMs) se estimaron como la
cantidad total de manosa + la cantidad de galactosa que corresponda segun las
relaciones Gal:Man encontradas;1:1.8 para 1T; 1:2.5 para 3T y 4T [19] y 1:3.0
para 5T. El contenido HG se calculd6 como la cantidad total de UA menos la
cantidad de GalA en RGI. Los glucanos/xilanos se infirieron basandose en el
comportamiento de extraccion, atribuyéndose a los XGs una relacion molar
estimada Xyl:Glc de 3:4, y la celulosa se encontraba exclusivamente en el
residuo final. Para realizar estas aproximaciones, se consider6 ademas la

informacion de los espectros de RMN.

2.8 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con GraphPad Prism v.5 y v.6. Los valores de
contenido molar de monosacaridos constituyentes de algunas muestras se
analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA), la significacion estadistica
se determiné mediante ANOVA unidireccional. Los supuestos del modelo de
homogeneidad de varianza y normalidad se probaron utilizando la prueba de
Levene y la prueba de Shapiro-Wilk, respectivamente. Cuando no se cumplieron
estos supuestos, los datos se transformaron en logaritmo natural para su
posterior andlisis. Las medias de los tratamientos se compararon con el control

mediante la prueba de Tukey (P <0,05).
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3.1 Introduccién

Cuando se estudia un sistema natural inserto en un ecosistema agronémico
como lo es un cultivo de soja a campo, interaccionan directamente herbivoros y
defensas vegetales y nos introducimos en la disciplina ecologia quimica. Cuando se
genera una interaccion planta-insecto, se desarrollan una cascada de reacciones
moleculares y sefiales quimicas que se pueden interpretar analizando los metabolitos
gue producen o secretan cada uno de los organismos que interactdan y descifrar qué
tipo de mecanismos utiliza cada uno para llevar a cabo el intercambio necesario.
Cuando se produce el ataque de un herbivoro, como es el caso de la chinche verde
(Nezara viridula), que pica las semillas de soja en crecimiento, se inducen las defensas
de la planta [1][2]. La primera frontera fisica que enfrenta la chinche corresponde a las
vainas de soja, que no tienen el valor comercial de las semillas, y, en seguida, antes
de llegar al cotileddn, la chinche penetra los tegumentos de la semilla que serian una
barrera fisica de interés para su estudio. Una vez obtenidas las semillas de soja
inducidas, se separo el cotiledén del tegumento, segun el procedimiento indicado en
el Capitulo 2 (Figura 3.1), para arrancar el estudio de este tejido sustancialmente

diferente a los cotiledones.

J J - = il
hn : -
Cotiledones Hipocétilos Tegumentos

Figura 3.1: Tejidos de semilla de soja cosechados a inicios del estadio R6, del ciclo

reproductivo.
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El material de partida fue el tejido tegumentario separado del resto de la semilla.
Se realizo el andlisis de este material para obtener informacién sobre como se

modifican estas paredes celulares por la interaccién planta-insecto.

3.2 Objetivos

e Aislar pared celular preveniente de tegumentos de semillas cultivadas a campo
y sometidas a los diferentes tratamientos.

e Extraer los diferentes polisacaridos constitutivos de las paredes celulares
aisladas de los tegumentos a través de la extraccion secuencial, con el objetivo
de enriquecer los extractos en pectinas, hemicelulosas y celulosa.

e Elucidar la estructura fina de los polisacaridos aislados y comparar sus
proporciones y estructuras en funcion de los tratamientos de los que
provengan.

e Encontrar diferencias estructurales y cuantitativas en la composicion de los
polisacaridos de pared de tegumentos con el fin de explicar los posibles efectos
de la induccién por herbivoria sobre la pared.

e Obtener una perspectiva mas profunda de la interaccion planta-insecto entre
chinche y soja.

3.3 Obtencion de los tegumentos

Se desarroll6 el cultivo a campo de soja para la temporada 2014-2015, en el
campo experimental de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires.
La siembra se realiz6 antes del comienzo del verano y los ensayos y tratamientos se

realizaron una vez comenzado el otofio.

Se obtuvieron los tegumentos segun el procedimiento descrito (Capitulo 2) [3][4].
A su vez, se procedié a obtener el residuo insoluble en etanol, RIA, seco y pesado,
gue es el material de partida para la extraccion secuencial, respecto al que se calculan

los rendimientos de las fracciones.
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La extraccion secuencial utilizada fracciona las paredes celulares a medida que
aumenta la alcalinidad del medio (Figura 3.2). Se obtuvieron los extractos de
tegumentos (T) para las semillas picadas por chinche (PCH), tratadas con &cido
salicilico (TSA) y control (CTR) a lo largo de la extraccidén secuencial, asignando los
nameros del 0 (RIA) a 6 (residuo final) para cada fraccion obtenida. Con los extractos

se desarroll6 la caracterizacion quimica general de los polisacaridos de pared.

Tegumentos Extraccion
etandlica

Extracto insoluble

en alcohol
Hidratos de carbono de bajo peso

Extraccion acuosa (1) molecular

Fraccidn enriquecida en pectinas de

Extraccion CDTA (2) interaccién débil

Fraccion enriquecida en pectinas de
Extraccion Na,CO; (3) interaccidn iénica

Fraccién enriquecida en pectinas de
Extraccion KOH 1M (4) interaccion covalente

Fraccion enriquecida en hemicelulosas

Extraccién KOH 4M (5) con interacciones debiles

Fraccion enriquecida en hemicelulosas
J con interacciones fuertes

Residuo enriquecido en
celulosa (6)

Figura 3.2: Secuencia de extraccion de polisacaridos de paredes celulares de tegumentos de

soja.
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3.4 Resultados de la caracterizacion quimica del material

La caracterizacion general entrega una perspectiva de la composicion de cada
extracto obtenido en la extraccion secuencial. Los rendimientos de las fracciones
resultantes muestran como se van distribuyendo los polisacaridos, desde los que se
encuentran unidos mas débilmente a la estructura de la pared, hasta aquellos que se
encuentran interaccionando mas fuertemente, a medida que se cambian las
condiciones de extraccion. En las Tablas 3.1 y 3.2 se presenta la composicion
expresada en porcentaje molar, ademas de los rendimientos obtenidos de la
extraccion secuencial, respecto a RIA, de cada uno de los tratamientos y control. Se
observan cambios notorios en los monosacaridos constituyentes de cada fraccion, lo
gue indicaria que los polisacaridos que las conforman son diferentes. Ademas, para
cada fraccion, se observan cambios entre los tratamientos y las muestras control,
tanto en el contenido de &cidos urénicos, como en el de hidratos de carbono neutros

y en la composicion en monosacaridos constituyentes.

Por otro lado, en la Figura 3.3 se muestran los porcentajes molares de cada
extracto, lograndose ver las diferencias en los monosacaridos que se obtienen en
cada paso de extraccion, ademas de sus diferencias entre tratamientos y control. Para
el extracto acuoso, se observa una mezcla muy heterogénea de monosacéridos,
ademas de diferencias significativas en el contenido de manosa, galactosa y acido
galacturénico, mientras que los extractos 2T contienen acidos urénicos casi en su
totalidad y mayormente sin esterificar (GalAMe). Se observa también, que los
extractos obtenidos con la solucién de carbonato de sodio (3T), ademas de gran
cantidad de HG, contienen arabinosa, galactosa y ramnosa, pudiéndose tratar
mayoritariamente de RGIl. A medida que aumenta la alcalinidad del medio, se
comienzan a obtener otros monosacaridos componentes, tal como sucede por
extraccién con KOH 4 M, en que predominan xilosa y manosa, indicando la posible

presencia de hemicelulosas.
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Table 3.1: Caracterizacién quimica general de los extractos obtenidos por extraccién secuencial de los tegumentos de semillas de soja
(Glycine max), con agua, CDTA, y Na,COs.

Monosacaridos neutros Acidos urénicos

S Proteinas
Polisacdridos de 0 .
a-glucanos molar % Gme* (%)
pared celular

Rend’ Rha Fuc Ara Xyl Man Gal

Extracto acuoso

1T-CTR3 5,8 5,0 +£0,7 - 243+50 1,6+0,1 29,4+0,7 39,7%2,6 219+1,38 2,7 +0,2 10,9+0,4 49,2+0,6 27,4+1,2
1T-PCH 5,9 12,2+1,2 1,3+0,1 25,8+3,7 2,3+0,6 229+2,0 36510 12,7+1,5 1,6 +0,2 11,7+0,2 36,3+0,4 31,2+0,4
1T-TSA 4,3 7,2+0,7 1,4+0,1 37,4450 2,1+0,1 14,1%0,7 37,9+2,6 135+2,2 1,7 +0,2 79+0,4 403+14 328+0,3
Extracto de CDTA
2T-CTR 12,1 13,7+0,7 4,7+0,1 51,4+50 6,5+0,1 6,0£0,7 27912,6 1,9+0,8 0,1+0,0 33,3+3,3 43+15 3,2+0,1
2T-PCH 13,8 12,3+2,4 2,7+0,4 433461 6,4+1,9 10,1+1,9 252+24 0,7+0,5 0,1+0,0 31,9+3,2 51+0,7 9,5+0,8
2T-TSA 119 22,1+26 45+1,1 442+34 6,7 +1,8 3,4+1,8 28.1%2,3 2,1+1,0 0,1+0,0 388+1,7 3,0+0,2 3,4+0,3

Extracto de Na2C0O3 0,05 M

3T-CTR 1,9 149+0,7 5,3+0,1 43,750 7,2+0,1 7,9+0,7 23,512,6 18,3+2,5 2,2+0,4 60,8 £ 0,5 - 15,3 +1,5
3T-PCH 2,8 25,7+1,1 4,4+0,5 219+2,1 10,2+23 7,5+2,3 30,3+2,5 13,5+1,5 2,1+0,3 66,3+ 1,9 - 20,2+2,0
3T-TSA 2,5 155+3,2 4,2+0,5 29,2+1,1 11,3+#1,8 8§,3+1,2 18,0+3,9 22,4+3,8 5,3+1,2 57,1+0,8 - 15,1+1,1

valor promedio + desviacion estandar (n = 3).

2 Rendimiento calculado respecto a RIA.

3 CTR: Control, PCH: picados por chinche y TSA: tratados con SA.
4Gme: Porcentaje de acidos urénicos como ésteres metilicos.
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Tabla 3.2: Caracterizacién quimica general de los extractos obtenidos por extraccién secuencial de los tegumentos de semillas de soja
(Glycine max), con KOH 1M, 4M y residuo final?.

Rend? Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc Mor;c;s:‘at:il;idos ué;ir:::::s Proteinas*

Extracto de KOH 1M

4T-CTR? 58 136+1,9 2604 591+34 25+0,1 4506 109+0,7 6,8+1,3 22,3+3,0 28,7+3,4 35,2+1,0

4T-PCH 54 13,0+19 3,3+05 486+28 6,7+1,5 49+03 139+12 9,622 189+3,1 23,8+1,4 40,5+1,8

4T-TSA 6,1 98+22 1,706 49430 9,1:1,1 3,708 12,6+1,8 13,53,8 31,4+0,5 22,0406  22,9+0,7
Extracto de KOH 4M

5T-CTR 29 53+0,8 1605 106+15 24,8+3,2 388+0,2 153+32 5,4+27 64,5+ 1,8 16,5 +2,4 8,6 +0,4

5T-PCH 25 43+0,9 20+06 104+22 46,6+3,0 20,0+1,0 10,4+0,8 8,907 56,0 +£2,0 18,9 +0,5 14,1 +0,5

5T-TSA 50 43:1,1 14103 14,027 37,7+20 27,5:20 9,810 5,6+2,0 63,2 +2,0 15,8 + 1,9 11,7 + 0,9
Residuo final

6T-CTR 40,7 0,6+0,2 0,4+0,3 1,503 7,7+26 59+15 09103 83,5136 67,0 +1,0 12,6 +0,8 11,4

6T-PCH 286 0502 03%0,1 19+02 56,8 4,4+08 0,801 86,913 60,2 £ 0,9 11,7+1,3 17,6

6T-TSA 42,8 0,4+0,1 - 1,6+0,3 5,0+1,4 4,0+0,7 04+0,2 88,8+2,2 60,5 +3,8 9,3+0,5 18,4

Valor promedio + desviacién estandar (n = 3).

2 Rendimiento calculado respecto a RIA.

3 CTR: Control, PCH: picados con chinche y TSA: tratadas con SA.

4 Valores de proteinas por método de Lowry; para los residuos 6T, se obtuvieron por andlisis elemental del contenido de nitrégeno (x 6,25).
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1 Control
Pared celular de tegumento B Herbivoria
Bl Salicilico

AB

>

R AR AN IS 0@0 ¥ P 4
& S° S
Monosacaridos componentes de los extractos
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Figura 3.3: Distribucion de los monosacaridos constituyentes de las fracciones con mayores rendimientos obtenidas por extraccion secuencial
de tegumentos de soja. Valor promedio + desviacion estandar (n = 3). Las medidas con una letra comuan no difieren significativamente (p > 0,05).
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En las Tablas 3.1 y 3.2 se obtuvieron los rendimientos de extraccion,
calculados respecto a RIA, no se observan variaciones importantes entre los
tratamientos y el control. El extracto con mayor rendimiento corresponde a 2T
con 11,9 — 13,8%, mientras que el rendimiento los residuos finales (6T) fue mayor
que 40% respecto al RIA, con excepcién de 6T-PCH, que fue 31% menor que
6T-CTR. En la Figura 3.4 se muestra el rendimiento total de cada fraccién. El
rendimiento total de polisacaridos de pared de tegumento de soja fue de 53 —

54% de RIA para CTR y TSA, respectivamente, y 40% para PCH.

Polisacaridos totales de pared celular de tegumento

50-
1 Control (CTR)
i‘@ 40- i [ Herbivoria (PCH)
< AR Bl salicilico (TSA)
o
2 30-
2 MN: monosacaridos neutros B
£ 204 | AU: acidos urénicos
° * Rendimiento respecto a RIA
& 10- .
B BB
AA
O-”‘i“-“'i—l-ﬂu'l—r'-”'ql-”‘i"'-u'i"-wi"l Ta

MN AU MN AU MN AU MN AU MN AU MN AU: MN AU
[acuoso][CDTA]Na,CO4[KOH1M][KOH4M][R.f.] ! [Total]

Composicion de los Extractos

Figura 3.4: Distribucién del contenido de hidratos de carbono neutros y acidos urénicos
a través de la extraccion secuencial de tegumentos de soja. Las medidas con una letra
comun no difieren significativamente (p > 0,05).

Los porcentajes de monosacaridos neutros de los tegumentos de PCH son
siempre menores que en CTR, principalmente en el residuo final. Este efecto no
se observo en tegumentos de TSA. En cambio, el contenido de acidos urénicos
no varia tan notablemente en ningun caso. Los resultados muestran que por
efecto de la picadura de chinche hay un descenso del contenido de pared celular
en los tegumentos, como producto de la disminucion en polisacaridos neutros,
principalmente, celulosa. Este efecto no se observo en los tegumentos de TSA,

por lo que se podria especular que la hormona acido salicilico no esta
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involucrada en este efecto. Esta diferencia hace que el rendimiento total de la
extraccion secuencial sea inferior para PCH que para el CTR y TSA, tal como se

observa en la Figura 3.4.

Otro andlisis realizado sobre los extractos de tegumento es la
determinacion del contenido hidroxiprolina (Hyp) en las proteinas de las
fracciones aisladas, que no mostr6 diferencias significativas. Por otra parte, en
el contenido de lignina hubo un aumento en ambos tratamientos, de 51% para
TSA 'y 68% para PCH, respecto al control (Tabla 3.3). Estos resultados sugieren
que el aumento de lignina podria tener alguna relacion con la hormona &cido

salicilico.

Tabla 3.3: Contenido (% en peso) de hidroxiprolina de los extractos de tegumentos de
semillas de Glicine max. control (CTR), picadas por chinche (PCH) y muestras

pulverizadas con acido salicilico (TSA).

Hidroxiprolina® Ligninal?
Muestras
% %
1T 42+06
CTR 4,7+0,1
6T 21+0.1
1T 3.9+04
PCH = 79+0,2
6T 22+0.3
1T 3.9+04
TSA e 7,1+0,1
6T 23+0.4
Valor medio + desviacion estandar (n = 3). 2Determinaciones realizadas
sobre RIA.

Volviendo a los extractos obtenidos, se decidi6 realizar un estudio mas
detallado, utilizando para ello diferentes estrategias. Para aquellos provenientes
de la extraccion acuosa (1T), se encontraron diferencias significativas en el
contenido de manosa, disminuyendo en 1T-PCH y, aun mas en 1T-TSA,
respecto a 1T-CTR. Al tratarse de una mezcla con varios tipos de polisacéaridos

diferentes, se ensay6 un método para la separacion de galactomananos y

77



Franco Andrés Arias llabaca Capitulo 3

pectinas. Se realiz6 con cada una de las muestras 1T, una cromatografia
preparativa de intercambio aniénico, con el fin de separar los polisacaridos
neutros, de aquellos acidos. Este método de separacion y purificacion de los
extractos también se aplicé en la purificacion de los extractos obtenidos con
solucién de carbonato de sodio, los cuales contienen pequefias cantidades de
monosacaridos neutros que podrian separarse de forma efectiva del resto de la
muestra, por alto contenido de acido galacturonico (Figura 3.3). En la Figura 3.5
se indica el procedimiento fraccionamiento realizado. También, se profundizo el
estudio estructural en los extractos 5T aumentando su solubilidad por medio una

hidrolisis suave de los polisacaridos y estudio de las muestras parcialmente

degradadas.
Tegumentos Extraccion
etandlica

Extracto insoluble
en alcohol

- Muestras Cromatografia de
Extraccidn acuosa (1) . s
1T-CTR; 1T-PCH; 1T-TSA interc. anionico
Extraccién CDTA (2)

Muestras Solubilizadas 100 mg
Extraccion Na,CO; (3) |:> 3T-CTR; 3T-PCH; 3T-TSA en 100 mL
\

¥ )
Extraccion KOH 1M (4) Insoluble: Hidrdlisis parcial de | | Soluble: Cromatografia
(3T-CTR; 3T-PCH y 3T-TSA) de interc. anidnico
Extraccion KOH 4M (5) [> Muestras Hidrolisis parcial (ac. acético
5T-CTRy 5T-PCH 1%; 4h), 2 veces consecutivas
[
2 [ ]
Residuo enriquecida en Hidrolizado: 5T-CTR-Hy Residuo: 5T-CTR-Ry
celulosa (6) 5T-PCH-H 5T-PCH-R

Figura 3.5: Estrategias utilizadas para lograr la caracterizacion detallada de las
fracciones 1T, 3T y 5T.

La cromatografia de intercambio aniénico de los extractos 1T se llevo a

cabo, eluyendo con agua y con incrementos consecutivos de la fuerza idnica con
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soluciones de concentraciones crecientes de NaCl. Se obtuvo el perfil de elusion

de la Figura 3.6.

Columna de intercambio anidnico

Volumen de elucién (mL)

3 1T-TSA
2,5 - 1T-PCH
® 2 1T-CTR
§ m:yT n  eee=- Fuerza ionica
2 15 - "
=]
w
£ |
- 1 - | j|mm===-
-J R ."
0,5 - ~--f-\ -
ISl
0 = Ir-’ ; o \-'F 8
0 100 200 300 400

Figura 3.6: Perfil de elusién de los extractos acuosos 1T, sometidos a una cromatografia

en DEAE-Sephadex A-25.

Las fracciones de 1T obtenidas eluyeron con agua, 0,5 My 1 M de NaCl,

obteniendo las fracciones F1, F2 y F3, respectivamente; su caracterizacion se

muestra en la Tabla 3.4. El material que se logré solubilizar se sembré en la

columna cromatografica y consté de 78%, 84% y 74% de la masa total de 1T-

CTR, 1T-PCH Yy 1T-TSA, respectivamente.
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Tabla 3.4: Rendimiento y analisis de las fracciones obtenidas de la columna de
intercambio anionico (1.5 cm x 30cm) para los extractos acuosos de tegumentos de soja.

Muestra  Fraccion? Rend.? Monosacaridos Af:ic.los % molar
(%) neutros urénicos Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
H20 26,1 77,2+1,2 6,4+15 - - 3,5 - 59,6 33,1 3,8
1T-CTR 0,5M 42,7 14,6 £1,2 440+23 54 - 232 18 178 423 95
1M 31,2 18,6 £1,0 41+0,2 38 - 11,9 59 85 286 417
H20 14,8 63,7 £3,3 16+05 0,9 1,7 352 22 319 190 9,0
1T-PCH 05M 66,9 27,9 £2,6 32,026 232 13 240 18 94 322 8,0
1M 18,3 14,1 1,6 7,0+0,5 9,9 - 17,2 81 152 34,1 154
H20 29,2 42,0 £3,3 6,1+1,3 6.8 - 220 3,2 232 20,5 243
1T-TSA 0,5M 52,1 27,122 230+14 171 35 143 65 19,1 17,0 226
1M 18,7 34,4 £1,7 134+14 190 4,0 6,6 4,9 196 17,7 28,2

! Eluida con concentraciones crecientes de NaCl.
2 Calculado con respecto al total de masa sembrada en la columna.

La fraccibn de 1T-CTR eluida con agua (1T-CTR-F1) esta compuesta
principalmente por Man y Gal, a diferencia de 1T-PCH-F1 y 1T-TSA-F1, que

ademas del galactomanano, contienen otros polisacéaridos.

Por otro lado, se ha reportado que existen en semillas de leguminosas
mananos con posiciones acetiladas en algunas unidades de la cadena principal
[5], y también presencia de grupos acetilo formando ésteres con algunos de los
hidroxilos en unidades de GalA de cadenas de RGI [6]. Con el objetivo de
detectar si existian diferencias entre tratamientos en el contenido de acetilo sobre
la estructura de los polisacaridos presentes en las muestras F1, se calculé la
relacion molar entre grupos acetilo y las unidades de hidratos de carbono en las
fracciones. En la Tabla 3.5 se muestran los moles de acetilo por cada mol de
azucar en las fracciones. El resultado muestra variaciones en el contenido molar

de grupos acetilo, entre las muestras medidas.
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Tabla 3.5: Relacion molar de grupos acetilo a hidratos de carbono de tegumentos de
soja, control (CTR), picada por chinche (PCH) y muestras de plantas pulverizadas con

acido salicilico (TSA).

Acetilo:unidades de monosacaridos

Muestra?
Relacion molar
IT-CTR-F1 1(x0,05) 4,3
1T-PCH - F1 1 (+0,07) 2,6
1T - TSA -F1 1 (+ 0,03) 1,5

valor promedio + desviacién estandar (n = 3).

Las fracciones obtenidas con NaCl 0,5 M (F2) estan constituidas por un alto
porcentaje de &cidos urdnicos y predominio de Ara, Gal y Rha entre los azlUcares
neutros, indicando la presencia de cantidades importantes de pectinas. Ademas,

en ambos tratamientos y CTR se observaron cantidades apreciables de Man.

Las fracciones eluidas con NaCl 1 M (F3) dieron bajos rendimientos y bajo
porcentaje de hidratos de carbono, observandose una mezcla de monosacaridos

con predominio de glucosa.

Las estructuras de los polisacaridos presentes en F1y F2 se estudiaron por
espectroscopia de RMN. Para 1T-CTR-F1, el espectro de RMN HSQC H/'3C
(Figura 3.7) muestra las sefiales caracteristicas de un galactomanano en la zona
anomérica a 101,1/4,68 C/*H vy el resto de sefiales asignadas a la cadena
principal de manano B(1—4) [7]. Para las muestras 1T- PCH y 1T-TSA, el
resultado es similar. En la Figura 3.8 se pueden ver la zona anomérica los
espectros de F1 y F2 de ambos tratamientos y del control. Estos espectros
también indicaron la presencia de galactomananos en F1 de ambos
tratamientos, pero, ademas, se observaron cadenas de (1—5)-a-L-arabinanos.
Los espectros en F2 revelaron mezclas de galactomananos y RGI, en diferentes
proporciones, mostrando la presencia de cadenas de (1—2)-a-L-Rha, y de
(1—4)-a-p-GalA. La asignacion completa de de los espectros de RMN de las

estructuras encontradas se indica en la Tabla 3.6.
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En las fracciones F1 y F2 para 1T-CTR, el resultado de la asignacion
confirmd la presencia de un galactomanano con una relacion molar Man:Gal de
1.8:1.0 para F1, sin la presencia de otras sefiales en la zona anomérica (Figura
3.7). También, se confirmd una mezcla de galactomananos con RGI en F2. El
resultado corresponde a de unidades B-D-Manp unida por 4 y ramificada en 6, y
unidades de a-D-Galp terminal. Para F2 se observa la presencia de la cadena
principal de —4)-a-D-GalpA-(1—2)-a-D-Rhap-(1— con ramificaciones de
arabinanos, (1—5)-a-L-Araf, y galactanos (1—4)-p-D-Galp. Sin embargo, la
mayoria de las unidades de &cido galacturénico en F2 se encuentra formando
parte del dominio de homogalacturonano, (1—4)-a-D-GalpA. La asignacion de
los espectros se realiz6 en base a los desplazamientos quimicos de este tipo de
estructuras estudiadas en nuestro grupo de investigacion y los reportados para
estas cadenas glicosidicas por otros autores [8]-[10]. Se tuvieron en cuenta,
ademas, los datos obtenidos para cada fraccion y el analisis detallado de las

sefales encontradas.

Leyenda: 4aM TG
e &> . 60
M = 3-bD-Manp G = a-D-Galp
T = Terminal 0/4,6M\ -65
*NUmeros indican posicion de 18, G . TG_
enlace. ;q: - R M am |70
4M (B E D
4,6M 4aM
’ TG N ,
) 4,6M @;L 75 _
£
4M 4,6M 80 5
w
oH P -85
o]
HO 90
OH
Q OH g5
-t 250 OHp
<> o - .
TG TR Ho HO ) r100
4,6M 4M n
-105

50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 3.9 3.8 3.7 3.6 35 3.4
8 (ppm)

Figura 3.7: Espectro de RMN HSQC la fraccion F1 y la estructura principal,

correspondiente a un galactomanano.
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Figura 3.8: Regidén anomérica de los espectros de RMN HSQC *H/*3C para extractos 1T, indicando las principales asignaciones realizadas en, A:

1T-CTR-F1; B: 1T-CTR-F2; C: 1T-PCH-F1; D: 1T-PCH-F2; E: 1T-TSA-F1,; F: 1T-TSA-F2.
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Tabla 3.6: Asignacién de sefiales (ppm) para las fracciones F1 y F2 obtenidas de 1T-
CTR de los espectros de RMN *H/*3C HSQC.

Unidad estructural®

Desplazamiento quimico, ppm?23

C-1/H-1  C-2/H-2 C-3/H-3 C-4/H-4 C-5H-55 C-6/H-6,6
1T-CTR-F1
—4)-B-D-Manp-(1—  101,1/4,68 70,9/4,06 72,4/3,742 77,7/3,74  76,0/3,48 61,5/3,84
—4,6)-B-D-Manp-(1— 72,4/3,680 77,8/3,81  74,4/368 67,4/3,71;3,91
a-D-Galp-(1— 99,7/4,95 69,4/3,74 70,2/3,88" 70,2/392°  72,3/3.83 62,2/3,68
1T-CTR-F23
—2)-a-D-Rhap-(1— 99,5/520  77,6/4,07 - 7300336  71,1/3,71 17,5/1,19
—4)-0-D-GalpA-(1—2  99,8/4,95 - - 80,7/430  72,7/4,69 -
—4)-0-D-GalpA-(1—  100,4/4,94 - 69,6/3,89 78,3/4,36  72,8/4,69 -
—5)-a-L-Araf-(1— 108,5/5,01 81,8/4,05 77,7/3,93 833/4,14 67,8/3,71-3,73
a-L-Araf-(1— 110,3/5,18  83,2/4,18 - 84,9/4,05 62,2/3,77-3,74
—4)-B-D-Manp-(1—  101,3/4,69 70,9/4,05 724/375 77,6/374  759/3,49 61,8/3,85
—4,6)-B-D-Manp-(1—  101,7/4,67 - 72,2/3,84 - 74,5/3,84  67,8/3,80-3,83
—4)-B-p-Galp-(1— 104,5/4,37 - - 77,5387  76,9/3,68 61,8/3,79
—6)-B-D-Galp-(1— 104,4/4,40 71,7/3,45 73,6/3,63 69,5/4,01°  74,4/3,87 70,2/3,92
—3,6)-p-D-Galp-(1—  104,3/4.42 70,9/3,56° 84,4/3,86° 69,2/4,08°  74,5/3,84 70,0/3,95
—3)-B-D-Galp-(1— 103,8/4,44 70,9/3,59° 84,3/3,88% 69,4/4,03°  76,0/3,62 62,1/3,68

1Con referencia de estandar interno de acetona a 31,2/2,15 ppm.

2Letras indican asignaciones de sefiales que podrian estar intercambiadas [11].

Se continudé la elucidacién estructural sobre los extractos obtenidos con

Na2COs 0,05 M (3T), segun el procedimiento descrito en la Figura 3.5. Estos

extractos resultaron ser parcialmente solubles en agua. Se prepard una

suspension de 1mg/imL, obteniendo en cada caso un precipitado que
representaba el 59%, 64% y 66% de la muestra para 3T-PCH, 3T-CTR y 3T-

TSA, respectivamente, mientras que la porcion soluble de los extractos 3T-PCH-
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S, 3T-CTR-S y 3T-TSA-S, correspondieron a 36%, 34% y 29% del extracto de
partida, respectivamente.

Una vez solubilizada cada muestra, se fracciond por medio de una columna
de intercambio aniénico en DEAE-Sephadex A-25, se eluyé con agua Yy
soluciones de NaCl de concentraciones crecientes. En la Figura 3.9 se muestra
el perfil de elusion, donde se observan tres fracciones. En todos los casos, la

mayoritaria corresponde a F2.

DEAE-Sephadex A-25

1.5+
— 3T-PCH-S
3T-TSA-S
1.0 F2 — 3T-CTR-S

Fuerza i6nica NaCl (M)

Absorbancia
o
(6)]
1

0.0

0 100 200 300 400 500
Volumen de elusion (mL)

Figura 3.9: Perfil de elusion de la columna de DEAE-Sephadex A-25 para los
componentes solubles en agua de los extractos obtenidos con Na.CO3 0,05 M (3T).

Se midié el contenido de hidratos de carbono neutros y acidos urénicos de
las fracciones (Tabla 3.7). La fraccion F2, eluida con NaCl 0,05 M, no solo tiene
los mayores rendimientos, sino que, ademas, corresponde a la de mayor

contenido de hidratos de carbono, para ambos tratamientos y el control.

Los monosacaridos componentes de cada muestra se informan en la Figura
3.10, en la que se manifiestan algunas diferencias notorias, en 3T-TSA-S-F2 se
ve una disminucion en Rha y Gal con respecto a CTR y PCH. El contenido de
Xyl'y Glc en 3T-PCH-S-F2 es inferior respecto al registrado en 3T-CTR-F2. Por
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otro lado, el contenido de Man en 3T-PCH-S-F2 es casi 50% menor que el de
3T-CTR-S-F2 y aun menor con respecto al 3T-TSA-S-F2.

Tabla 3.7: Caracterizacion quimica de las fracciones obtenidas por fraccionamiento por

cromatografia de intercambio anionico de extractos solubles (S) de 3T.

% Molar
Muestra Fraccion Rend.(%) Monosacaridos neutros Acidos urénicos
F1 5 9.0 0,7 0,2+0,1
3T-CTR-S F2 13 43,0 +4,5 9,4 +1,6
F3 6 19,6 +1,7 7,9 £0.2
F1 6 10,2 £0,3 0,510,1
3T-PCH-S F2 17 23,5+2,4 9,5+0,8
F3 7 20,8 0,2 1.8 10,2
F1 4 13,3 10,8 0,1+0,0
3T-TSA-S F2 11 17,0 +1,1 6,5 0,7
F3 4 6,1 +0,4 1,10,1
Control Picado por Chinche Acido Salicilico
304 30+ 304
204
10
0- 0

]

o \s >

2 O BN &> o
F LIRSSy TS

&° \s

S &S &

Monosacaridos Monosacaridos

Monosacaridos

Figura 3.10: Composicion en monosacaridos de F2 (enriquecidas en pectinas) de las

muestras 3T solubles

La presencia de cadenas de pectinas en la fraccion soluble se confirmé por
analisis de los espectros de RMN HSQC, en los que se pudo observar la
existencia de unidades estructurales como —2)-a-D-Rhap(1—, —5)-a-L-Araf(1—
y —4)B-D-Galp(1—, parte de los RGI (Figura 3.11). Ademas, se registraron
sefales de a-D-GalpA y a-D-GalpA-6Me, este ultimo mostro el pico caracteristico
de 13C/*H del éster metilico a 53,8/3,80 ppm [12].
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Leyenda: 2g 4GA(6Me)
GA = 0-D-GalA R =a-L-Rhap . 4 o
= a-L-Araf = B-D-Galp . g +60
6Me : GalA metil-éster 4GA i & oo
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posicién de unidn . o L?‘g’a ‘ +70
AGA /® e g
\ . ) P o o —
® 4 2R =
+80 E
P :
‘\ 5 o
15 90
' 2R L
2R - E
@ 4 L5 1100
5A N4 © 19
g T4 13 12 1.1 10 09
) 5 (ppm) 110

T T T T T T T T T

54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 3.4
S (ppm)

Figura 3.11: Espectro RMN HSQC H/*3C de la fraccion obtenida de la columna de

intercambio aniénico, 3T-CTR-S-F2.

A continuacién, se realiz6 la determinacién estructural de la parte insoluble
de 3T. Para lograrlo, las fracciones se hidrolizaron parcialmente para
solubilizarlas y poder realizar los correspondientes espectros de RMN. Las
muestras 3T-CTR-H, 3T-PCH-H y 3T-TSA-H en todos los casos, estaban
constituidas mayormente por acido galacturonico (Tabla 3.8, 74-92% del total de

hidratos de carbono).

El producto hidrolizado, soluble en agua, se estudié por RMN HSQC; las
Figuras 3.12 A, B y C, muestran los espectros de 3T-CTR-H, 3T-PCH-H y 3T-

TSA-H, respectivamente.
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Tabla 3.8: Caracterizacion quimica de las fracciones insolubles de los extractos

obtenidos con Na,CO3 0,05 M parcialmente hidrolizados (H).

Rend. Acidos Azlcares Monosacaridos totales (moles %)
Muestra ~ =~
(%)" urénicos  paoutros Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc GalA
3T-CTR-H 63,7 275+1,1 4,2+0,9 09 04 37 14 09 23 35 86,9
3T-PCH-H 66,1 35,227 3,2+0,7 08 03 16 08 04 1,7 27 91,7
3T-TSA-H 59,2 16,614 5,9 +0,8 14 07 34 27 13 27 143 737

!Rendimiento calculado por 100 mg iniciales de 3T-F2-insoluble.

En todas las fracciones parcialmente hidrolizadas se encontré un
homogalacturonano como estructura casi Unica presente en las fracciones
insolubles, a excepcidén de 3T-CTR-H, en la que se lograron identificar sefiales
para un (1—5)-a-L-arabinano. Se determinaron las sefales del
homogalacturonano presente en todas las muestras (Tabla 3.9), con ayuda de
los datos de la bibliografia [12][13].
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Figura 3.12: Espectros RMN HSQC !H/3C del residuo insoluble parcialmente
hidrolizado del extracto obtenido con Na,COs 0,05 M. A: 3T-CTR-H, B: 3T-PCH-Hy C:

3T-TSA-H.
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Tabla 3.9: Asignacion de sefiales (ppm) de *C/*H del espectro de RMN de; A: 3T-
CTR-H, B: 3T-PCH-Hy C: 3T-TSA-H.

Unidad estructural?

Desplazamiento quimico, ppm

A C-1/H-1 C-2/H-2 C-3/H-3 C-4/H-4 C-5/H-5,5’ C-6/H-6
—4)-a-D-GalpA-(1—  99,6/5,06 68,8/3,77 69,5/4,00 78,5/4,41 72,0/4,76 176,0
—4)-a-D-GalApred.  92,8/5,31 68,7/3,83 - - 71,1/4,41 176.2
—4)-B-D-GalApred.  96,7/4,60 72,1/3,50 72,8/3,75 77,8/4,38 75,0/4,05 -
a-D-GalpA-(1— - - 70,2/3,90 71,5/4,26 - -
—5)-a-L-Araf-(1— 108,1/5,06 81,5/4,12 77,4/4,00 83,0/4,20 67,5/3,88;3,80

Unidad estructural® Desplazamiento quimico, ppm

B C-1/H-1 C-2/H-2 C-3/H-3 C-4/H-4 C-5/H-5 C-6/H-6
—4)-a-D-GalpA-(1— 99,6/5,06 68,8/3,77 69,5/4,00 78,5/4,41 72,0/4,76 176,1
—4)-a-D-GalAp red. 92,8/5,31  68,7/3,83 - - 71,1/4,41 176,1
—4)-B-D-GalAp red. 96,9/4,60 72,1/3,50 73,0/3,76 77,9/4,37 75,0/4,04 -
a-D-GalpA-(1— - - 70,3/3,90 71,6/4,26 - -
Unidad estructural® Desplazamiento quimico, ppm

C C-1/H-1 C-2/H-2 C-3/H-3 C-4/H-4 C-5/H-5 C-6/H-6
—4)-a-D-GalpA-(1—  99,6/5,06 68,8/3,77 69,5/4,00 78,5/4,41 72,0/4,76 176,1
—4)-a-D-GalAp red. 92,8/5,31 68,7/3,84 - - 71,2/4,41 176,1
—4)-B-D-GalAp red. 96,8/4,60 72,1/3,50 72,9/3,75 77,8/4,37 74,9/4,05 -
a-D-GalpA-(1— - - 70,2/3,90 71,5/4,26 - -

!Estandar interno de CHs de acetona a 31.2/2.16 ppm. Referencias para asignacion de
todos los productos de hidrélisis de 3T: [12][13].

La caracterizacion de tegumentos continud con los extractos obtenidos en

medio alcalino fuerte, con KOH 1y 4 M. Para las fracciones 4T, se observa en la

Figura 3.3 un alto contenido de &acidos urénicos, del 56% del total de hidratos de

carbono de la muestra para 4T-CTR y 4T-PCH, mientras que para 4T-TSA

disminuye a 41%. La arabinosa es el segundo componente mayoritario, con un
contenido que va de 22% para PCH, 26 y 29% para CTR y TSA,

respectivamente. Por otra parte, el contenido de ramnosa no dio diferencias

significativas entre los tratamientos y control, siendo de alrededor de 6%.
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Los extractos 5T, extraidos con KOH 4 M, resultaron ser muy diferentes a
los 4T, con predominio de Xyl, acidos urénicos y Man. Estos extractos fueron
poco solubles en agua, por lo cual, se llevé a cabo una hidrolisis acida parcial
(H) con el fin de profundizar la caracterizacion estructural. En la Figura 3.13 (A)
se muestra el espectro de RMN de 5T-CTR-H (hidrolizado), en el cual se pueden
ver las sefiales de la region anomérica caracteristicas de (1—4)-p-D-mananos
(101,1/4,69 ppm), también B-D-Manp sustituida en posicién 4 y 6 (101,1/4,72
ppm) y unidades de de a-D-Galp terminal, ademas de otras sefiales de RGI.
Asimismo, se calculo la relacion molar Gal:Man (B) del galactomanano aislado a
través de integracion del espectro protonico realizado a 70°C para evitar
superposicion de sefales con la del agua. La relacion molar encontrada es de
Gal:Man 1:3.
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Figura 3.13. A: Espectro de RMN 2D HSQC *H/*3C de la fraccién 5T-CTR-H. B: Relacion

molar Gal:Man medida en RMN H.

También, se obtuvo el espectro de RMN (Figura 3.14) para la fraccion
solubilizada del tratamiento inducido por la chinche, 5T-PCH-H. EIl resultado
arrojo que ademas de GM y cadenas de RGI, se encuentran presentes glucanos

y Xilanos que lograron ser solubilizados por medio de la hidrélisis parcial en
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condiciones suaves. Este comportamiento diferente de solubilidad podria

deberse a las diferencias en la estructura de la pared.
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Figura 3.14. Espectro de RMN HSQC H/*3C de la fraccién solubilizada 5T-PCH-H.

La asignacion de las sefiales para las unidades provenientes del
galactomanano y algunos restos de cadenas remanentes de RGI para 5T-CTR-
H y 5T-PCH-H se muestran en la Tabla 3.10 y 3.11, respectivamente. Se logré
asignar de manera completa el galactomanano de cadena principal de 3-D-Manp
unida por 4, sustituida en posicion 6 por unidades a-D-Galp, ademas de las
unidades de —2)-a-D-Rhap(1— y —5)-a-L-Araf-(1—, ambas pertenecientes a
RGI.

provenientes de xiliglucanos y glucuronoxilanos, encontradas en 5T-PCH-H.

Asimismo, se lograron asignar las demas estructuras presentes,

Tabla 3.10: Asignacion de sefales (ppm) de la fraccion solubilizada 5T-CTR-H
obtenidas del espectro de RMN *H/**C HSQC.
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Unidad estructural® Desplazamiento quimico, ppm?2®

C-1/H-1 C-2/H-2 C-3/H-3 C-4/H-4 C-5/H-5,5 C-6/H-6,6

Galactomanano

—4)-B-bD-Manp-(1— 101,1/4,69 70,8/4,06 72,4/3,74 77,6/3,76  75,9/3,49 61,4/3,84
—4,6)-3-D-Manp-(1—  101,1/4,72 - 72,2/3,84 77,5/3,89 74,2/3,71 67,8/3,81-3,84
o-D-Galp-(1— 99,7/4,96  69,3/3,76 70,2/3,89 70,2/3,93 72,2/3,89 62,0/3,69

Otras cadenas; RGI
—2)-a-D-Rhap-(1— 99,7/5,18 77,3/4,05 71,3/3,99 72,6/3,36 - 17,4/1,19
—5)-a-L-Araf-(1— 108,4/5,02 81,8/4,06 77,6/3,94 83,3/4,15 67,8/3,74-3,72

!Estandar interno de CHs de acetona a 31.2/2.16 ppm. Referencias [15][12].

Tabla 3.11: Asignacion de sefiales (ppm) de la fraccion solubilizada 5T-PCH-H
obtenidas del espectro de RMN H/**C HSQC.

Unidad estructural® Desplazamiento quimico, ppma®

C-1/H-1 C-2/H-2 C-3/H-3 C-4/H-4 C-5/H-5,5 C-6/H-6,6

Galactomanano

—4)-B-D-Manp-(1— 101,1/4,69 70,9/4,07 72,4/3,75 77,5/3,76 75,9/3,50 61,6/3,86
—4,6)-B-D-Manp-(1—  101,1/4,73 - 72,2/3,84  77,5/3,89 74,2/3,71 67,7/3,82-3,84
o-D-Galp-(1— 99,7/4,96  69,3/3,75 70,2/3,88 70,2/3,93 - 62,0/3,69

Otras cadenas; RGI

—2)-a-D-Rhap-(1— 99,4/5,22  77,2/4,06 71,4/4,00 72,9/3,36 - 17,5/1,19
—4)-B-D-GalAp-(1— 99,8/5,09 69,3/3,77 69,5/4,03 78,0/4,35 72.5/4,71 175,9
—4)-B-D-GalAp-(1—»2  99,8/5,05 - - 78,7/4,39 72,4/14,61 175,8
—9%)-a-L-Araf-(1— 108,6/5,02 81,8/4,06 77,7/13,94 83,3/4,15 67,7/3,74-3,72
—4)-B-bD-Galp-(1— 104,3/4,56 72,0/3,57 - - 76,0/3,63 62,0/3,75;3,77
Xilano

—4)-B-D-Xylp-(1— 102,8/4,41 73,8/3,22 74,6/3,49 77,3/3,70 63,8/3,31;4,05

1Estandar interno de CH; de acetona a 31.2/2.16 ppm. Referencias [15][12].
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Los residuos 5T fueron hidrolizados y se caracterizé, tanto la fraccion
hidrolizada, como el residuo insoluble. En la Tabla 3.15 se informa la

composicion de los hidrolizados solubles y los residuos obtenidos.

Tabla 3.15: Caracterizacion de las fracciones obtenidas de 5T-CTR y 5T-PCH mediante
hidrolisis parcial.

Eraccién Rend.2 Monosacarido (moles %)

(%) Rha  Fuc Ara Xyl Man Gal GalA Glc
5T-CTR! - 4,1 1,3 8,3 19,4 30,4 11,9 20,4 4,2
5T-CTR-H 19 5,6 2,5 9,2 8,1 42,6 15,4 10,9 4,3
5T-CTR-R 43 1,0 0,6 7,5 67,7 10,0 4,0 2,4 8,4
5T-PCH'! - 3,2 1,5 7,8 34,5 15,0 7,8 25,1 6,7
5T-PCH-H 16 8,9 3,2 10,0 15,5 22,2 15,6 16,0 8,6
5T-PCH-R 50 11 0,7 6,6 72,2 8,1 34 19 9,4

YIncluido facilitar el analisis.? Respecto al total de masa con la que se realizé la hidrélisis.

La hidrolisis parcial dio como resultado la solubilizacién principalmente de
galactomananos, junto con algunas cadenas de RGI para 5T-CTR-H. En el caso
de 5T-PCH-H, se logré solubilizar ademas de GM y RGI, cadenas de
xiloglucanos y glucuronoxilanos. Estas cadenas podrian estar mayormente
sustituidas haciendo que el polisacarido sea mas soluble y disponible para
hidrolizarse y/o pesos moleculares inferiores [16], respecto a las cadenas
presentes en CTR. Los valores de Glc y Xyl presentes en 5T-PCH son mayores
qgue los de 5T-CTR, lo que indicaria que el contenido de GXs y XGs en 5T-PCH
es mayor que en 5T-CTR. Esta diferencia se ve reflejada en el resultado de la
hidrolisis acida parcial, ya que el contenido de Glc y Xyl de 5T-PCH-H es el doble
que de 5T-CTR-H, indicando que, al ser mas abundantes y el entramado de la
pared mas laxo, se logra solubilizar mas facilmente y en mayor proporcion estas
cadenas hemicelulésicas. Los residuos 5T-CTR-R y 5T-PCH-R no varian

mayormente en el contenido de monosacaridos constituyentes.

Para las muestras 5T-CTR-H y 5T-PCH-H, se determind la estructura
mediante analisis por metilacién, con el fin de profundizar el estudio fino
estructural. Los resultados se muestran en la Tabla 3.12. Se puede observar que
la hidrélisis parcial logra separar un galactomanano como estructura principal,
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ademas de restos de arabinanos, xilanos y galactanos. Las proporciones varian

levemente entre la muestra proveniente de semillas picadas y el control.

Tabla 3.12: Andlisis de derivados metilados de los productos parcialmente hidrolizados
de los extractos de 5T-CTR-H y 5T-PCH-H.

Porcentaje molar

Monosacérido? Unidad?
5T-CTR-H 5T-PCH-H

2,3-Me Ara —5)-a-L-Araf-(1— 7,2 7,1
2-Me Ara —3,5)-a-L-Araf-(1— 1,5 2,8
Ara nd? 8,0 5,3
2,3-Me Xyl —4)-B-D-Xylp-(1— 8,1 1,9
Xyl nd 9,8 6,7
2,3,6- Me Man —4)-B-D-Manp-(1— 19,4 111
2,6- Me Man nd 2,1 2,0
2,3-Me Man —4,6)-3-D-Manp-(1— 16,3 15,5
Man nd 1,5 2,0
2,3,4,6-Me Gal o-D-Galp-(1— 11,6 7,6
2,3,6-Me Gal —4)-B-D-Galp-(1— 0,9 2,9
2,3-Me Gal —4,6)-B-D-Galp-(1— 4.6 9,6
Gal nd 2,2 3,2
2,3,6-Me Glc —4)-B-D-Glcp-(1— 2,7 4.4
Glc nd 4,1 6,0

Monosacaridos parcialmente metilados en las posiciones indicadas. ?La anomericidad
y la configuracion de las unidades no se deducen del analisis por metilacion.

3nd:unidad no definida, podria corresponder a submetilacion.

Finalmente, para los residuos 6T se realiz6 una hidrolisis parcial de los
residuos 6T-CTR y 6 T-PCH, obteniéndose en cada caso, una fraccién soluble en
cada caso, denominadas 6T-CTR-H y 6T-PCH-H, respectivamente, las que se
estudiaron por RMN. Los espectros de ambas fracciones solubles de 6T se
muestran en la Figura 3.16. Las sefiales encontradas en estos espectros fueron
asignadas a acoplamientos de un homogalacturonano; —4)-a-b-GalpA-(1—, con

algunas sefales de extremos terminales. No se observaron sefiales de GIcA.
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Figura 3.16: Espectro de RMN HSQC 'H/**C de A: 6T-CTR-H y B: 6T-PCH-H.

3.5 Discusi6én de resultados

3.5.1 Caracterizacion quimica general

Los tegumentos de soja tuvieron buenos rendimientos en polisacaridos de
pared celular, mas de 50% del total de RIA. Los tegumentos son considerados
tejido fibroso, ya que posee alto contenido de polisacaridos muy poco solubles,
ademas de un porcentaje muy alto (en masa) de residuo final obtenido por la

extraccion secuencial [14][15].

En la Figura 3.4 se puede observar el rendimiento de cada extracto, que
denota la importante cantidad de celulosa presente en el residuo final insoluble
(6T). Incluso trabajando con la semilla completa se ha observado esta
caracteristica [19]. Respecto a la comparacion entre tratamientos, existe una
diferencia notoria en el rendimiento del residuo final de tegumentos picados (6T-
PCH) con respecto a 6T-CTR y 6T-TSA, esta diferencia puede estar asociada a

la activacion de algunos inhibidores de celulosa sintasa como respuesta al
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ataque por herbivoria, encontrados previamente en Arabidopsis y trigo inducidos
por diferentes insectos [18][19]. Se sabe que regulan positivamente genes
asociados con la remodelacion de la pared celular [22]. Estos antecedentes
podrian explicar la reduccion en el contenido de celulosa registrado en los

tegumentos inducidos por la picadura de la chinche.

3.5.2 Contenido de hidroxiprolina

Otro andlisis realizado sobre los extractos de tegumento es la
determinacion del contenido de hidroxiprolina (Hyp) en las fracciones. La
hidroxiprolina es un aminoacido presente de forma mayoritaria en glicoproteinas
propias de plantas. El contenido de estas proteinas en los tejidos vegetales
puede variar si dicho tejido se encuentra bajo ataque de agentes patégenos [23],
por lo que podria sugerir cambios entre tratamientos. La determinacion de
hidroxiprolina [24], fue realizada en los extractos acuosos y de los residuos
finales de la extraccidén secuencial, muestras 1T y 6T, ya que existen dos grupos
principales de proteinas ricas en hidroxiprolina: arabinogalactano-proteinas
(AGPs) y extensinas, que pertenecen al grupo de las proteinas ricas en
hidroxiprolina (HRGP, por su sigla en inglés). Sin embargo, los resultados que
se presentan en la Tabla 3.3, muestran que los niveles medidos no varian

significativamente en los extractos acuosos, ni en los residuos 6T.

En cuanto al contenido de lignina, medida por el método Klason, se
observan variaciones significativas, un aumento de 68% en PCH y 51% para
TSA, respecto a CTR. Este aumento va de la mano de la diferencia en el
contenido total de celulosa/hemicelulosa presentes en OT-CTR respecto a OT-
PCH con el que se puede inferir que tiene proporcionalmente menor contenido
de estos polisacaridos debido a la degradacion efectuada por la picadura de la
chinche sobre la pared, como indica la Figura 3.4, lo que implicaria un aumento

proporcional del contenido de lignina [25]-[27].
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3.5.3 Columna de intercambio anidnico para extractos acuosos

En las tablas de caracterizacion general (Tablas 3.1y 3.2) de la extraccion
secuencial, y el perfil de extraccion de la Figura 3.3, se puede observar que los
extractos 1T y 5T estan compuestos por porcentajes importantes de manosa. En
las paredes celulares de la familia de la leguminosas, la manosa se puede atribuir
a galactomananos, que, si bien son componentes de las paredes celulares, se
encuentran formando parte de los polisacaridos de reserva en las paredes
celulares de semillas [28]. Con el objetivo de separar y caracterizar estos
galactomananos se realiz6 la columna preparativa de intercambio aniénico de
los extractos acuosos para ambos tratamientos y para el control. El perfil de
elusidon de la Figura 3.6 muestra 3 fracciones principales (F1-F3) eluidas con
agua, NaCl 0,5 M y 1 M, respectivamente (Tabla 3.4). En todos los casos, F1
esta constituida mayoritariamente por monosacaridos neutros, mientras que en
F2 el porcentaje de acidos urénicos aumenta considerablemente. Por otro lado,
F3 se caracteriza por tener bajo contenido en hidratos de carbono [29].

El espectro de RMN HSQC 1T-CTR-F1 presentd Unicamente las sefiales
correspondientes al galactomanano (Man:Gal de 1.8:1.0), indicado en la Fig. 3.7
A, mientras que 1TPCH-F1 y 1T-TSA-F1 presentaron, ademas, cantidades
importantes de arabinosa, que correspondian a un (1—5)-a-L-arabinano y
sefales atribuidas a unidades terminales reductoras de manosa (Figura 3.8 Cy

E), indicando cadenas mas cortas en ambas fracciones.

También, para F1 se determin6 el contenido de grupo acetilo unido a las
cadenas de polisacéaridos presentes (Tabla 3.5). Se observan diferencias en las
relaciones entre los moles de acetilo y los de unidades monosacaridicas en la

muestra.

Ademas, en los extractos acuosos el porcentaje de esterificacion de los
grupos carboxilo de los acidos uronicos es menor en PCH respecto a CTRy TSA
(76, 82 y 84%, respectivamente). Se ha indicado en estudios previos que existen
grupos acetilo en galactomananos de leguminosas sobre unidades de [3-D-
manosa en posicion 2 y/o 3, también en RGI y/o HG sobre unidades de &cido a-

D-galacturénico, generalmente en posicién 3 [6][28]. En los espectros 2D HSQC
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de las fracciones eluidas con agua 1T-PCH-F1 y 1T-TSA-F1 se logran ver las
sefiales caracteristicas a 23,1/1.98 ppm y 23.0/1.99 ppm (*3C/*H),
respectivamente, que indican la presencia de grupos acetilo unidos a las
cadenas de RGI [29][30]. No se logra divisar esta sefial para 1T-CTR-F1.

Se puede especular que el contenido de grupos acetilo en estas fracciones
eluidas con agua estaria relacionado con la presencia de cadenas de RGI/HG y
no con el contenido de GM. Segun los desplazamientos asignados a grupos
acetilo encontrados en los espectros de RMN de TSA y PCH y la composicion
de cada una de las fracciones medidas, es posible que los grupos acetilo
liberados en hidrolisis alcalina de las muestras provengan de cadenas de
RGI/HG y no de las cadenas de GMs.

En las fracciones F2 eluidas con NaCl 0,5 M; se observa una mezcla de
polisacéridos, principalmente RGI, debido que presentan un notable aumento de
los acidos urénicos, indicando mayor cantidad de pectinas. Por otro lado, 1T-
CTR-F2, 1T-PCH-F2 y 1T-TSA-F2 presentan aun sefiales atribuidas a [B-D-
manosa (Figura 3.8 B, D y F), las cuales forman parte del GM remanente, como
se muestra en los espectros de RMN de estas fracciones. Ademas, todas las
fracciones eluidas con 0,5 M de NaCl presentan galactosa y arabinosa que
pueden ser parte de AGs con cadenas -D-galactano unido por 4 y a-L-arabinano
unido por 5, con sefales de diferente intensidad en los espectros F2 para
tratamientos y control, lo que indicaria diferentes solubilidades. En 1T-PCH-F2
se observd, ademas, un aumento de ramnosa, correspondiente a
ramnogalacturonanos (Tabla 3.5) y sefiales atribuidas a estas unidades
estructurales [7][8][31].

La cromatografia de intercambio aniénico fue parcialmente efectiva para
separar los galactomananos de las pectinas presentes en los extractos,
obteniendo dos fracciones mayoritarias para cada tratamiento. La separacion fue
mas efectiva para 1T-CTR que para los otros tratamientos. La estructura del
galactomanano, propuesta en la Figura 3.7A corresponde a un GM bastante
sustituido en comparacion con GM reportados en literatura [34], casi la mitad de

las unidades de manosa se encontraria ramificada con a-D-Galp en posicion 6.
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En linea con lo anterior, debido a su alto grado de ramificacion, estos GMs son
muy solubles y es por eso que fueron aislados de los extractos acuosos.

3.5.4 Columna de intercambio anidnico para extractos de Na2COs

Las cromatografias de intercambio anionico realizadas sobre las muestras
extraidas con carbonato de sodio fueron similares a las descritas en la seccion
3.5.3. En todos los tratamientos, esta fraccibn se encuentra compuesta
principalmente por pectinas. En 3T-CTR-S se observa 40 % de RG I, mientras
que 3T-PCH-S tendria alrededor de un 60 % de RGI. La importante cantidad de

Rha en estos extractos indica mayor contenido de ramnogalacturonanos.

En la Tabla 3.13 se pueden observar los tipos de polisacaridos presentes
en las fracciones F2. La estimacion de los valores se llevé a cabo de la misma
forma que para las fracciones F1, del extracto acuoso (seccién 3.5.3). Los
dominios pectinicos de las muestras varian en su proporcion de RGI respecto a
HG. Para el extracto 3T-TSA-F2, se puede observar una disminucion del
contenido de RGI, mientras que aumenta el contenido de HG.

Segun lo reportado en bibliografia, el grado se sustitucion de los
galactomananos con unidades de a-D-galactosa, se relaciona directamente con
la solubilidad de estas cadenas. Segun las condiciones de extraccion de las
fracciones 3T, deberia tener menor grado de sustitucion, si se compara con los
extractos acuosos [35][36], pero seria mayor si se compara con los GMs
descriptos en extractos 5T. Las proporciones en GMs que fueron detectados en

3T y 4T no fueron determinadas por su abundancia poco representativa.
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Tabla 3.13: Estimacion del contenido de polisacaridos encontrados en F2 provenientes

de los extractos 3T, calculados en base a la relacion molar entre los monosacaridos

componentes.
% Molar
Muestra
GM HG RGI Arabinano Galactano
3T-CTR-F2 10 - 19 12 18
3T-PCH-F2 6 15 26 11 22
3T-TSA-F2 8 20 11 15 12

Para la Tabla 3.14 se considerd una sustituciéon aproximada de 1:2,4 de
Gal:Man, respectivamente, valor que corresponde a los reportados inicialmente
para cascarillas (tejido tegumentario) de semillas de soja [37]. Ademas de los
polisacéaridos indicados como parte de pectinas, las fracciones F2 contienen
cantidades de XGs con relaciones molares Xyl:Glc de 1:1.3 para 3T-CTR-F2,
1:1.2 y 1:1.9 para 3T-PCH-F2 y 3T-TSA-F2, respectivamente, aproximandose
bastante a los valores informados para este tipo de hemicelulosas [38]. Estos
xiloglucanos corresponden a cadenas de hemicelulosas mayormente solubles y
sustituidas debido a que no se necesitan condiciones fuertemente alcalinas para

separarlas de la matriz de la pared celular.

Se observaron diferencias en el contenido de XGs de cada fraccion, para
3T-PCH-F2 se estima un ~20%, mientras que para 3T-CTR-F2 y 3T-TSA-F2
serian superiores a 30%. Sin embargo, el componente principal de estas
fracciones corresponde a RGI, aunque no se puede descartar que parte de la
xilosa presente en F2 provenga de restos de xilogalacturonanos (XGASs) que se
han encontrado previamente en semillas de soja [39]. Estos extractos de
carbonato de sodio poseen una mezcla muy interesante de polisacaridos, pero
tienen bajos rendimientos respecto al total de polisacaridos de pared de

tegumentos, lo que impidié ensayar nuevos procesos de purificacion.

En la fraccion insoluble obtenida a partir de 3T (Tabla 3.8), los acidos

urénicos son los monosacaridos mayoritarios. Los rendimientos de estas
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fracciones insolubles son de ~60% del extracto original. Para caracterizarlas, se
aplico una hidrolisis parcial segun procedimiento descrito [11], con el fin de
realizar los espectros de RMN, obteniendo 3T-CTR-H, 3T-PCH-H y 3T-TSA-H.
Todas estan constituidas por homogalacturonanos, —4)-a-D-GalpA-(1—;
ademas, se observan para 3T-CTR-H restos de arabinano unido por 5. Al tratarse
de muestras provenientes del extracto de carbonato (alcalino débil) no se
observo la sefial caracteristica del grupo metilo (éster metilico) de GalA, por lo
que se desconoce el grado de esterificacion (Gme) del correspondiente HG
nativo. También, se observaron sefales de extremos reductores a y  como
consecuencia del acortamiento de las cadenas. Se logro, asimismo, la

asignacion completa de los HG descritos en la Tabla 3.9 [13].

3.5.5 Extractos obtenidos en medio alcalino fuerte.

Los extractos obtenidos con KOH 1 M presentan una mezcla de HG y RGI
con un alto contenido de cadenas laterales de arabinanos y pequefas cantidades
de hemicelulosas. En la Tabla 3.14 se muestra la estimacion de los polisacéaridos
presentes en los extractos 4T para ambos tratamientos y control. Es notorio el
bajo contenido de hemicelulosas. Se esperaria que a medida que aumenta la
concentracion de éalcali del medio extractivo, aumente el contenido de
hemicelulosas extraidas [40]. Sin embargo, en los extractos 4T predominan aun
las pectinas, con un porcentaje de RGl y HG del 90% para 4T-CTR y 4T-PCH,
mientras que para 4T-TSA es de alrededor de 80%, con un aumento en el
contenido de XG que llega a 13% respecto del total de polisacéridos de pared de

esta muestra.
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Tabla 3.14: Estimacion del contenido de polisacaridos de los extractos 4T, obtenidos

con KOH 1 M!, calculados en base a la relacion molar entre los monosacaridos

componentes.
% Molar
Muestra
HG RGI Arabinano Galactano GM XG
4T-CTR 50 12 26 4 3 4
4T-PCH 50 12 22 5 3 7
4T-TSA 35 13 29 6 3 13

1Se estimé los polisacaridos de la siguiente manera: RGI se estimé como Rha + GalA
(1:1), + arabinosa + galactosa que no formaba parte del GM. HG se calcul6 como la
cantidad total de UA menos la cantidad de GalA en RGI. La GM se determin6 como la
cantidad total de manosa mas la cantidad de galactosa estimada segun proporcion en
las fracciones de GM. Los glucanos/xilanos se infirieron basandose en el
comportamiento y en la etapa de extraccion. Los XGs se determinaron suponiendo una

relacién molar estimada Xyl:Glc de 3:4.

Estos extractos 4T, se caracterizan por estar compuestos principalmente
de cadenas de HG y de RGI que poseen abundantes cadenas laterales de
arabinanos. Se han reportado secuencias extractivas similares para semillas de
linaza, donde los RGI se encuentran formados mayoritariamente con cadenas
de unidades de (1—5)-a-L-arabinanos con ramificaciones en 3 que se distribuyen
a lo largo de toda la pared celular conectando los RGI que poseen estas
cadenas. Esta distribucion de arabinanos en dominios RGI suelen ser adoptados

por semillas oleaginosas y las legumbres [41].

Se continud con la caracterizacion de los extractos de KOH 4 M, en los que
los monosacaridos principales fueron Xyl, GalA y Man (Figura 3.3). Se trataba
de polisacaridos bastante insolubles y para poder caracterizarlos se realizé una

hidrolisis parcial de los extractos.

Sobre las fracciones solubles 5T-CTR-H y 5T-PCH-H, se analizaron los
tipos de enlaces por metilacion. En la Tabla 3.16 se logro caracterizar el
galactomanano presente en estos extractos, resultando proporciones de
Gal:Man de 1:3,1 y 1:3,2 para 5T-CTR-H y 5T-PCH-H, respectivamente. Este
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resultado es congruente con la relacién molar Gal:Man encontrada para 5T-CTR-
H calculada por integracién de las sefiales anoméricas del espectro de RMN *H
realizado a 70°C (Figura 3.13). Las cantidades de Gal terminal que se obtiene
del proceso de metilacion, tanto para CTR como para PCH, son menores que la
cantidad de 2,3-di-O-metilmanitol detectado por metilacion. Sin embargo, se
observan cantidades importantes de 2,3-di-O-metilgalactitol (Tabla 3.12), lo que
sugiere un cierto grado de submetilacion de algunas de estas unidades, que se
podrian atribuir a la diminucién de Gal terminal (2,3,4,6-tetra-O-metilgalactitol),
tanto para 5T-CTR-H como para 5T-PCH-H. En base a esto, podria ocurrir lo
mismo en el caso de las unidades de manosa submetilada donde las unidades
2,3-di-O-metilmanitol 6 2,6-di-O-metilmanitol podrian ser unidades de 2,3,6-tri-
O-metilmanitol submetiladas, lo que cambiaria las proporciones del andlisis. El
resultado obtenido en este caso debe considerarse como una aproximacion con

la posibilidad de ser confirmarlo por RMN.

Tabla 3.16. Resultados referidos a los galactomananos obtenidos del analisis por
metilacién de 5T-CTR-H y 5T-PCH-H.

Monosacaridos _ Molar
Muestra ) Unidad estructural Galactomano Rel.
metilados (%)
2,3,4,6-Mey4-Gal o-D-Galp-(1— 12 Terminal 0.59

CTR  2,3,6-Mes-Man  —4)-B-D-Manp-(1— 19  Cadena principal 1.00
2,3-Mex-Man  —4,6)-3-D-Manp-(1— 16 Ramificacion 0.84

2,3,4,6-Mey4-Gal a-D-Galp-(1— 8 Terminal 0.54
PCH  2,3,6-Mes-Man  —4)-B-D-Manp-(1— 15  Cadena principal 1.00
2,3-Me2-Man —4,6)-B-D-Manp-(1— 12 Ramificacion 0.73

Se sabe que aumento en el grado de sustitucion de los galactomananos
produce un aumento en la solubilidad de estas cadenas [36][42]. Los
galactomanos aislados de 1T-CTR-F1, en particular en las fracciones F1, eluida
con agua, poseia un grado de sustitucion Gal:Man de 1:1.8. Si bien, por las
condiciones de extraccion realizadas, la proporcion Gal:Man para 1T-PCH-F1 y
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1T-TSA-F1 deberian ser similar a lo restistrado para CTR, sin embargo no fueron
calculadas debido a la presencia de galactanos unidos por 4 en estas fracciones

por lo que la estimacion de volvia imprecisa.

En la Figura 3.15 A, se muestra la estructura propuesta para el
galactomanano soluble aislado de la fraccién 1T-CTR-F1

Mientras que para el galactomanano aislado de las muestras extraidas con
KOH 4 M, 5T-CTR y 5T-PCH, se encontré a través del andlisis por metilacion
gue poseen un grado de sustitucion Gal:Man de 1:3,1y 1:3,2 para 5T-CTR-H y
5T-PCH-H, respectivamente. Estos valores se confirmaron en el caso de 5T-
CTR-H a través del espectro de RMN *H (integracion de sefiales anoméricas)
que dio un grado de sustitucion de Gal:Man 1:3,0. Esto indica que se trata de un
galactomanano menos sustituido y, como resultado, mucho menos soluble que
el aislado del extracto 1T. La estructura sugerida para este GM se muestra en la
Figura 3.15 B.
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Figura 3.15: Estructuras promedio propuestas para galactomananos de soja extraidos
en diferentes condiciones. A: galactomanano extraido con agua a temperatura

ambiente. B: galactomanano extraido con solucién de KOH 4 M.
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El residuo final corresponde al material insoluble que se obtiene al finalizar
el proceso de extraccion secuencial. En la Tabla 3.2 se puede ver la
caracterizacion general, que muestra que todos los residuos estaban
compuestos por 70-77% de glucosa, lo que corresponderia eventualmente a
una pequefa cantidad de GX, pero, muy mayoritariamente, a celulosa [43].
Asimismo, para ambos tratamientos y el control se encontr6é 13-16% de acidos
urénicos. Por otro lado, se pudo identificar, por medio de una hidrolisis parcial,
residuos de HG que aun permanecian insolubles incluso en las condiciones de
KOH 4 M. Ademas, se caracterizando el HG, asignando las sefiales encontradas
en los espectros de RMN para el material hidrolizado.

3.5.6 Estimacion global de los polisacaridos presentes

La extraccion secuencial es una herramienta util para fraccionar una
estructura compleja como la pared celular de semillas de soja dependiendo de
su afinidad con el medio extractivo. Posterior al andlisis de cada fraccion a través
de técnicas de elucidacién estructural, en la Tabla 3.17 se muestra la
composicién aproximada en polisacaridos componentes de cada fraccién. La

estimacion fue realizada respecto a lo descrito en la seccion 2.7 (capitulo 2).

Los resultados de la estimacion expusieron que en los primeros cuatro
extractos predominan las pectinas. Sin embargo, su composicién varié entre
estos extractos. 1T mostrd que aproximadamente mitad de los residuos GalA de
HG estaban esterificados, mientras que en los extractos 2T, casi todas las
unidades GalA estaban libres, y HG constituia el Gnico polisacarido presente en
cantidades importantes, 94-97% del total de monosacaridos. En 3T y 4T las
cantidades de HG disminuyen, mientras que las de RGl aumentan. 5T es el Unico
extracto, en el que predominan las hemicelulosas, representadas por GM y GX.
Finalmente, como se indicé anteriormente, en el residuo del procedimiento de
extraccion la celulosa es el componente mayoritario, pero aun existen

porcentajes importantes de HG y pequefias cantidades de hemicelulosas.
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Tabla 3.17: Estimacion de la composicion de los diferentes extractos y del residuo final

del procedimiento de extraccién utilizado en tegumento de soja.

Glucanos/Xilanos

Extracto HG (Me) RGI GM XG GX celulosa
Control (CTR)
1T 30 (16) 31 26 2! - -
2T 95 (4) 5 - - - -
3T 74 18 2 4 - -
4T 50 41 3 4 - -
5T 11 19 40 6 22 -
6T 14 2 6 - 7 70
Picado por chinche (PCH)
1T 42 (17) 36 21 11 - -
2T 97 (5) 2 - - - -
3T 79 17 2 2! - -
4T 50 39 3 8 - -
5T 22 17 20 13 28 -
6T 16 3 5 - 5 71
Tratado con acido salicilico (TSA)
1T 32 (15) 52 14 11
2T 94 (3) 5 - - - -
3T 67 25 4 4 - -
4T 35 48 3 14 - -
5T 15 20 29 9 27 -
6T 13 2 4 - 4 77

IXilosa podria provenir también de xilogalacturonanos (XGA) [44].
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Para tener una vision general del procedimiento de extraccion, se estimaron
las proporciones de polisacaridos solubilizados en el proceso extractivo e
insolubles obtenidos del RIA (Tabla 3.18). Ademas, se determind la cantidad total
de cada uno de los polisacaridos mayoritarios en la pared celular del tegumento.
Las estimaciones realizadas en estos célculos son las mismas que en la Tabla
3.18.

Tabla 3.18: Estimacién de los polisacaridos solubilizados e insolubles obtenidos
mediante el procedimiento de extraccion utilizado para tegumentos en g/100g de RIA.

g /100g de RIA"2 3

Pared celular -
Glucanos/Xilanos

HG RGI GM
XG GX celulosa

Solubilizado 7,59 (59,2) 2,95 (78,0) 1,74 (41,8) 0,38 (100) 0,59 (17.4) -
CTR Insoluble  523(40,8) 0,81 (22,0) 2,42 (58,2) - 2,82 (82,6) 28,18 (100)

Total 12,8 [24,4] 3,65[6,9] 4,15[7,9] 0,38[0,7] 3,41[6,5] 28,18 [53,6]

Solubilizado 8,02(70,9) 1,99 (76,2) 0,78 (43,1) 0,43 (100) 0,52 (33,6) -
PCH Insoluble 3,29(29,1) 0,62(23,8) 1,03(56,9) - 1,03 (66,4) 14,60 (100)

Total 11,31[35,0] 261[8,1 1,81[56] 043[1,3] 155[4,8] 14,60 [452]

Solubilizado 7,93 (67,1) 3,57 (85,6) 1,45 (54,7) 0,90 (100) 1,07 (47,3) -
TSA Insoluble  3,88(32,9) 0,60 (14,4) 1,19 (45,3) - 1,19 (52,7) 23,00 (100)

Total 11,82[26,4] 4,17[9,3] 2,65[59] 0,90[2,0] 226[50] 23,00[51,3]

!Estimacion en base al porcentaje de carbohidratos de cada fraccién. 2Entre paréntesis,
porcentajes de cada polisacarido obtenidos (soluble o insoluble). *Entre corchetes,

contribucién de cada uno de los polisacaridos mayoritarios al total de pared celular.

Se puede observar en esta tabla resumen, que alrededor de la mitad del
contenido de cada tratamiento estd compuesto por celulosa, siendo 53,6% para
CTR y 45,2% para PCH. De la mitad restante, 31,3% en CTR esta constituido
por pectinas, aumentando al 43,7% en PCH, y hemicelulosas con contenidos
desde 11,7% (PCH) hasta 15,1% (CTR). Las pectinas se consideran la suma de
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HG + RGI del total de cada tratamiento y para las hemicelulosas se considera la
suma de GM + XG + GX.

Es importante considerar que estos polisacaridos representan el total de la
pared respecto a RIA y sus rendimientos varian dependiendo del tratamiento. En
el caso de control posee aproximadamente 53% de pared en RIA, mientras que
para el picado por chinche disminuye a sélo el 32,3% del total de RIA y para el
tratado con acido salicilico es de un 44,8%. Los componentes que constituyen
la masa restante deberian ser proteinas, almidon y lignina [45]-[48], los cuales

no fueron cuantificados de forma general en este trabajo.

3. 6 Conclusiones

La extraccion secuencial para los polisacaridos de pared celular de
tegumentos de soja en estadio madurativo R6 resulté ser una buena opcion para
la separacion de los diferentes tipos de polisacaridos que conforman las paredes
celulares vegetales. Existen polisacaridos mayoritarios por fraccion y su

extraccion fue avanzando acorde cambiaba el solvente utilizado.

Para los tratamientos aplicados a la semilla durante el estadio R5 (relleno
y crecimiento de semillas), se pudieron detectar cambios especificos en grupos
de polisacaridos determinados, donde destacan la disminucién del total celulosa
en paredes de PCH respecto a CTR y a TSA, que va ligada a la disminucion del
rendimiento total de pared, respecto a RIA, disminuyendo 40% en PCH respecto
a CTR. El contenido total de galactomananos disminuy6 36% en TSA y 56% en
PCH, ambos respecto a CTR.

Se concluye que los cambios mas notorios entre tratamientos
corresponderian a la disminucién de la celulosa encontrada en PCH, respecto a
CTR y TSA. Ademas, la disminucion de GMs y GXs de PCH respecto a control

como efecto del tratamiento inductivo aplicado a campo.
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Con el analisis completo de las paredes y las estimaciones respecto a cada
grupo de polisacaridos, medidos en tegumentos se puede focalizar en cuales
grupos de estos polisacaridos se observan cambios entre tratamientos y aplicar
estos estudios de caracterizacion estructural a areas de ecologia quimica y

mejoramiento vegetal de forma mas especifica.

Las rutas biosintéticas de los diferentes tipos de polisacaridos de pared son
conocidas y estudiadas por la biologia molecular hace décadas. Es a partir desde
esta perspectiva bioquimica y molecular donde se puede focalizar el estudio
directo del ataque herbivoro de sobre los tejidos conformados por pared celular
vegetal de soja. Tomando en consideracion algunos de los cambios mas
sustanciales mencionados anteriormente y relacionandolos con la informacion
de los metabolitos involucrados en la biosintesis de estos polisacéaridos, se
podrian estudiar las rutas, mecanismos fisiologicos y de sefalizacién de manera
predictiva para algunos sistemas de estudios agrondémicos ecoldgicos y

quimicos.
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4.1 Introduccion

Los polisacaridos de pared celular son separados del resto de los componentes
celulares como lipidos, hidratos de carbono de bajo peso molecular (sacarosa,
rafinosa, estaquiosa y otros oligosacaridos) y algunas proteinas solubles en alcohol
por medio de la extraccion etandlica. El residuo insoluble en alcohol (RIA) esta
compuesto por polisacaridos estructurales que componen también la denominada
fibra dietaria [1], que comprende, entre otros grupos de moléculas, todos los
polisacéaridos de pared celular vegetal. El RIA es el material de partida de estudio de
la pared y de referencia para informar rendimientos de extracciones Yy

fraccionamientos como la extraccién secuencial desarrolladas los capitulos 3y 5.

El RIA, ademéas de los componentes de pared celular, también contiene
elementos estructurales que no son hidratos de carbono, como lignina, compuestos
fendlicos y proteinas estructurales [2]. La fibra dietaria de semillas soja (Glycine max)
ha sido bastante estudiada desde diferentes enfoques productivos y agronémicos. Sin
embargo, existen pocos estudios sobre la importancia y caracterizacion de la fibra
dietaria en la soja, en relacién a las interacciones entre los polisacaridos de pared
celular y patégenos o insectos herbivoros, como el dafio producido la chinche verde
Nezara viridula [3]. Tampoco se han desarrollado estudios al respecto en estadios de
desarrollo de las semillas de soja previos a la maduracion, como es el caso de R5,
gue es conocido por ser el momento de mayor ataque de las chinches [4]. En esta
misma linea, es importante desarrollar investigaciones que puedan establecer
cambios precisos de los componentes de las paredes celulares desde un punto de
vista molecular y de quimica ecoldgica, ya que este tipo de enfoque podria introducir
practicas agrondémicas y ecolégicas que lleven a minimizar el uso de agroquimicos [2].
Ademas, si se desarrolla la incorporacion de defensas vegetales podria permitir
reducir la cantidad de aplicaciones de pesticidas y la informacion podria transferirse a
programas de mejoramiento genético, lo que podria apuntar a mejoramientos en la
produccion de la industria alimentaria humana. En base a lo anterior, en este estudio
se analiza el efecto de la saliva acuosa en residuos de pared celular de tegumentos
de semillas en desarrollo de Glicine max. Resultados previos mostraron cambios
importantes en la expresion de genes que codifican algunas enzimas como

consecuencia del dafio causado por chinches en semillas de soja en desarrollo [5].
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Los dafios causados por N viridula se inician con una lesién mecanica, al sondear y
perforar con sus estiletes, y posteriormente se produce la inyeccion de saliva liquida,
que actua disolviendo los tejidos, registrando un elevado aumento de estrés oxidativo

en la semilla [6].

En este capitulo se desarrolla la caracterizacion general de las estructuras de
polisacaridos de las paredes celulares de tegumentos de los residuos insolubles en
alcohol de los tegumentos control y picados por chinches, cosechados en R6, cuando

son tratados directamente con saliva de chinche.

4.2 Objetivos

Se estudid la etapa R5 del ciclo reproductivo (mayor ataque), siendo este trabajo
de tesis, la primera caracterizacion de dicho material en esa etapa. Los objetivos

fueron:

e Determinar si existen cambios en la composicién y estructura de los
polisacaridos presentes en paredes celulares extraidos de tegumentos de
semillas de soja, cuando estos son tratados con saliva de chinche.

e Aislary trabajar directamente sobre la pared celular preveniente de tegumentos
cultivados a campo y sometidos a los diferentes tratamientos.

e Caracterizar la composicién de los polisacaridos de pared de tegumentos
tratado con saliva de chinche, con el fin de explicar los posibles efectos de la

induccion por herbivoria sobre la pared.
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4.3 Obtencion de residuos a tratar

Se obtuvieron los tegumentos segun el procedimiento descrito (Capitulo 2 [7]).
Seguidamente, se procedié a obtener el RIA seco y pesado que para ser tratado
directamente con saliva de chinche. En la Figura 4.1 se describe el proceso de

obtencién de las muestras.

k/ Semillas de soja

A =

A 4 Tegumentos (T)

Control (CTR) Herbivoria (PCH)
RIA Control Tegumento molido RIA Picado
(R-CTR) Control (Tg-CTR) (R-PCH)

RIA y Tegumento
N molido

Saliva
extraida

(RIA o Teg) + saliva,
T° ambiente, 16 h, pH 7

Residuos tratados con saliva:
R-CTR-sv, Tg-CTR-sv y R-PCH-sv

Figura 4.1: Procedimiento para el tratamiento de residuos insoluble en alcohol de CTR, PCH

y tegumentos molidos de CTR (Teg-CTR) con saliva de chinche Nezara viridula.

A partir de los tegumentos por extraccion con alcohol, se obtuvo el RIA
proveniente de las semillas control y las picadas, ademas se trabajé con tegumento
de control, que se tratd directamente con saliva. Una vez realizada la digestion del RIA
de las semillas picadas (R-PCH) y control (R-CTR) con saliva, se obtuvieron los
residuos tratados (sv), segun el procedimiento descrito por Giacometti et al. [8], que
propone dejar actuar la saliva de chinche sobre una suspensién del material durante

toda la noche a pH 7.
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Por otro lado, se realizo la digestion enzimatica con endo-poligalacturonasa (E-
GALUSP; Megazyme®) de los residuos R-CTR y R-PCH, llevando a cabo
posteriormente en los dos casos una extraccion secuencial simplificada. El

procedimiento se muestra en la Figura 4.2.

Tegumentos

Extraccion
etandlica
—
RIA
N (R-CTR y R-PCH)
Saliva (PG) endo-
extraida Poligalacturonasa
RIA + saliva, RIA + (PG),
T° ambiente, 16 h, pH 7 50°C,16 h, pH 5,5

Extraccion Na,CO; (3)

Extraccion KOH 4M (5)

Residuo enriquecido en
celulosa (6)

Figura 4.2: Procedimiento para el tratamiento de RIA con poligalacturonasa y posterior

extraccién secuencial simplificada.

La extraccién secuencial simplificada es similar a la extraccion secuencial
desarrollada en los Capitulos 3y 5, pero con la diferencia que solamente se extrae en
medio alcalino suave con Na2COs 0,05 M (extractos R3T) y con medio alcalino fuerte
de KOH 4 M (extractos R5T), obteniéndose el residuo final, R6T.

Para todos los estudios anteriores se realizé una caracterizacién quimica general

de cada uno de los extractos originales y tratados.
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4.4 Resultados de la caracterizacion quimica general.

Se determinaron los rendimientos y la composicion en monosacaridos de los
extractos con posterioridad al tratamiento con saliva de chinche, los resultados se
muestran en la Tabla 4.1, se expresan en g de monosacarido por kg de RIA, teniendo
en cuenta la caracterizacion realizada en el Capitulo 3 para estas paredes celulares
(R-CTR y R-PCH) vy los resultados de la espectroscopia de RMN de cada uno de los
extractos. Se observa una disminucion en la mayoria de los monosacaridos
componentes de pared, especialmente Man, Gal y Glc para R-PCH-sv y de Ara, Man
y Gal para R-CTR-sv con respecto a cada residuo original. En el caso de tegumento
(Tg-CTR-sv), también se observa una disminucion de méas de la mitad del contenido

de Man y Gal, ademas de una disminucién de Glc, respecto a Tg-CTR.
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Tabla 4.1: Caracterizacion de RIA de tegumentos de soja, control (CTR) y picado (PCH) antes y después del tratamiento con saliva de

chinche (sv).

Acidos Monosacaridos Monosacaridos totales (g/Kg)?

Muestras Rend.?

tratadas’ (%) urénicos heutros Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc GalA
R-PCH - 18,142,5 50,8 +3,1 10,7 +2,5 3,8 0,6 46,8+3,9 41,6%7,1  23,8+2,1  27,3#2,0  335,1%7,9 199,9+24,2
R-PCH-sv 78 22,3+0,9 40,0 +2,8 8,927 2,240,5 34,246,9 36,616,6 12,3£2,1 13,842,5  192,1#12,5 192,046,7
R-CTR - 16,7 +2,3 56,5 +1,5 8,7+3,3 2,7¢1,1 50,8%9,7  63,5+14,1  35,7+7,9 18,6+0,8  366,1#35,2 184,1+26,2
R-CTR-sv 72 19,3 2,8 47,5 4,4 6,211,0 2,240,4 22,542,5 31,444,6 16,1+0,5 12,1#2,2  266,6£23,0 163,0+17,5
Tg-CTR - 18,6 41,8 62,5 2,2 7,1£2,1 2,0£0,6 71,38,9 64,7+6,5 22,1+4,1 33,3+1,9  408,5#9,2 216,8+19,0
Tg-CTR-sv 84 19,6 1,8 69,6 +4,1 7,1%1,4 - 55,8+4,9 82,742,5 8,91,5 14,5¢2,6  349,0£12,6 183,5t16,9

Valor medio + desviacion estandar (n = 3).

2Calulado refiriendo todas las muestras al RIA respectivo original posterior a los tratamientos enzimaticos

3Calulado en gramos de cada azUlcar por kilogramo de RIA sin los % de rendimiento
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Una vez procesados los RIA del tratamiento control e inducido por chinche con
saliva de chinche (R-CTR-sv y R-PCH-sv), se realiz6 el tratamiento con (PG) para todos
los residuos de ambos tratamientos y control, obteniendo R-CTR-PG y R-PCH-PG. La
caracterizacion general de la extraccion secuencial acortada de estos seis residuos se

muestra en la Tabla 4.2.

Los resultados muestran como van distribuyendo los diferentes polisacéridos a
través de la extraccion secuencial simplificada. Los extractos RT3 presentaron alto
contenido de GalA, 70 - 90% del total de hidratos de carbono de cada muestra, en
acuerdo con altos contenidos de HG en los extractos 1T-3T (Capitulo 3) y también
diferentes proporciones de RGI como segundo polisacédrido en abundancia. En los
extractos R5T, el contenido de GalA baja a valores de 25 - 56% del total de hidratos de
carbono y se observan cantidades importantes de Ara, posiblemente proveniente de los
arabinanos de las cadenas laterales de RGlI, y Xyl, que corresponderia a cadenas de XG
y GX extraidas con medio alcalino fuerte. En el residuo final, R6T, se muestra que
predomina la Glc, con porcentajes de 40 - 60%, dependiendo de cada tratamiento y
corresponde principalmente a las cadenas insolubles de celulosa presentes en los
tegumentos de semillas de soja. Otros componentes importantes de estos residuos son
los acidos urénicos, que representan alrededor de 30 - 10%, de Xyl que podria provenir

de cadenas de HG muy insolubles y/o xilanos poco sustituidos.
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Tabla 4.2: Tabla de extraccidén secuencial acortada realizada sobre RIA de tegumentos R-CTR y

R-PCH, tratadas previamente con poligalacturonasa (PGA) y saliva de chinche (sv).

Muestral Rend?.  Acidos Monosacéridos Monosacaridos totales? (%)

(%)  urénicos neutros Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc  GalA

R-CTR 16,7 +2,3 56,5 1,5 1,3:0,7 04302 84#2,1 10,542,6 4,880,9 2,5:0,1 49,3352 22,8427

R-PCH 18,142,5 50,8 3,1 1,7+0,4 0,6+0,1 82407 7,3t1,7 3,4%03 3,9+1,2 47,9422 26,529
R3T-CTR-PG 6,6 41,3+1,4 11,2 £2,2 1,9 - 4,1 0,8 1,2 2,8 10,5 78,6
R3T-PCH-PG 66  °l4%31 8,716 1,7 - 5,5 0,5 0,5 24 39 855
R3T-CTR-sv 5,8 54,8 £1,6 7,1+1,4 1,9 0,6 1,9 0,7 1,2 1,8 3,3 88,5
R3T-PCH-sv 51 31,4+1,6 13,2 £3,3 4,1 - 6,7 0,9 1,6 3,5 12,8 70,4
R5T-CTR-PG 9,6 33,6 £2,6 26,1 £0,5 1,7 0,6 18,8 8,7 5,3 4,0 4,5 56,3
R5T-PCH-PG 9,0 18,9 +1,3 24,6 +t0,4 2,7 0,8 25,9 8,4 3,3 6,0 9,4 43,4
R5T-CTR-sv 8,6 30,6 £3,0 32,3+0,4 1,5 0,8 24,3 11,3 3,0 4,2 6,4 48,6
R5T-PCH-sv 7,6 15,8 0,2 38,6 £0,6 2,1 0,7 33,1 20,9 2,9 5,0 6,3 29,0
R6T-CTR-PG 49,1 11,9+0,4 39,1+0,1 - - 1,5 11,1 2,6 1,3 60,2 23,3
R6T-PCH-PG 25,9 25,1 3,0 41,7 104 0,6 - 1,9 8,0 1,7 0,6 49,6 37,6
R6T-CTR-sv 41,0 17,6 £2,6 38,1+2,4 0,7 0,4 1,9 12,6 1,5 0,8 50,5 31,6
R6T-PCH-sv 49,4 38,1+3,0 40,4 +1,3 0,4 0,3 2,2 7,0 1,4 0,9 39,4 48,5

1Extraccion secuencial con Na2COs (3T), KOH 4M (5T), y residuo final (6T).
2Rendimientos calculados en base a material obtenido con posterioridad a tratamientos enzimaticos

3Calulado en base al total de azucares presente en la muestra.
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4.5 Discusion de resultados

4.5.1 Tratamientos enzimaticos en RIA y tegumento.

Se trabajo directamente con RIA de tegumentos de las semillas CTR y PCH, sobre
los que se realizé un tratamiento de digestion con saliva de chinche. Se cuantificaron los
resultados del tratamiento con saliva en base a g de monosacaridos constituyentes por
kg de RIA aislado, con el fin de poder comparar los resultados para las diferentes
muestras y asi determinar qué componentes se perdieron durante el tratamiento. En la
Figura 4.3 se observan los resultados obtenidos. La mayor diferencia se encontr6 en la
disminucién del total de Glc, tanto para CTR y PCH con una disminucion de 27 y 43%,

respectivamente.

Se ha estudiado la disociacion de los polisacaridos estructurales de la pared celular
en los procesos de maduraciéon de los frutos y como resultado de la accion de algun
patdbgeno directamente sobre los tejidos, descomponiendo la pared [9]. Entre las
principales enzimas detectadas en procesos de degradacion de las paredes celulares
estan las B-glucanasas, que actian hidrolizando celulosa [10]. Este tipo de enzimas y
otras que participan en la desarticulacion de la estructura de las paredes celulares,
pueden provenir intrinsecamente de los tejidos debido a un proceso propio de la planta o
pueden ser producidas por algun organismo invasor, como hongos, incluso secretadas
directamente dentro de los tejidos, como en el caso de insectos herbivoros, como afidos
y orugas de Lepiddpteros [8]. Ademas, hay antecedentes sobre actividades enzimaticas
presentes en otros tipos de chinches que inyectan saliva toxica y producen dafios en los
tejidos [11], al igual que lo hace N. viridula. Los resultados obtenidos en este trabajo
indicarian la presencia de actividad para B-glucanasa en la saliva de chinche. Si bien esta
actividad es la mas evidente, se observa que podria haber degradacion de otros
polisacaridos componentes (Figura 4.3), aunque en pequefia proporcion. Es de destacar
gue se esperaba una importante degradacién de pectinas que no se observo, ya que la

disminucién en el contenido de acidos urénicos fue muy poca, a pesar de que se ha
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reportado la susceptibilidad de las pectinas presentes en semillas por actividad

poligalacturonasa y/o ramnogalacturonano-hidrolaza [14][15]

La accion de la saliva sobre el tegumento es un poco diferente. Aunque se observa
degradacion de celulosa, esta es menor, en cambio, la pérdida de acidos uronicos es
levemente mayor. El primer hecho podria justificarse por la menor accesibilidad de las
enzimas de la saliva a la celulosa en el tegumento que en el RIA.

Se conoce la presencia de enzimas enddgenas que hidrolizan las cadenas de
polisacéaridos de pared cuando son activadas, si no se adopta un paso de desactivacion
de estas enzimas [16][17] cuando se prepara el material, como es el tratamiento con
etanol para obtener el RIA; este efecto se ha observado trabajando con semillas de soja
[16]. En el caso del ensayo con tegumento, este material solamente fue molido y no hubo
una extraccion etandlica, tampoco desactivacion por calor, previo al tratamiento
enzimatico, por lo que se podria especular que la disminucién del contenido en
monosacaridos constituyentes (Figura 4.3) podria provenir de un efecto enzimatico
enddgeno, en el momento que el material es sumergido en el buffer fosfato (pH 7) durante
16 h [17].
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Tratamientos con saliva de chinche
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Figura 4.3: Monosacaridos constituyentes de RIA y tegumento antes y después del tratamiento
con saliva de chinche verde. A: R-PCH; B: R-CTR y C: Tg-CTR
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Hasta ahora, no se habia encontrado actividad de B-glucanasa en la saliva de la
chinche verde N. viridula. En este trabajo de tesis, se determiné esta actividad por el
analisis de los cambios en polisacaridos de pared celular y no con el uso de herramientas
de biologia molecular, como para otras actividades degradativas. [18]

Se analizaron los azucares que provenian de los fragmentos de las cadenas
degradadas recuperadas en un sistema de dialisis cerrado, utilizando tubos de corte de
peso molecular de 3.500 Da (oligosacaridos de menos de 20 unidades). Se pudo registrar
la presencia de arabinosa, xilosa, manosa, galactosa, acido galacturonico y glucosa,
tanto para R-CTR-sv como para R-PCH-sv. Estos resultados corresponden al contenido
de material degradado por el efecto de la saliva. Seria interesante profundizar esta linea
para poder correlacionar las proporciones de las cadenas recuperadas con la disminucion

de las cantidades de los diferentes polisacaridos degradados.

Los resultados sugieren la degradacién de varios tipos de polisacaridos, ademas de
glucosa proveniente de celulosa, que se encontré en menor proporcion que lo esperado,
como homogalacturonanos, galactomananos, arabinanos y xiloglucanos por parte de las

enzimas presentes en la saliva de la chinche.

Se observa recuperacion de manosa, lo que podria indicar algun tipo de actividad
de B-mananasa en la saliva de chinche. Se ha demostrado que la presencia de B-
mananasa es efectiva para degradar componentes de pared en otras especies de
leguminosas [19] y obtener nutrientes mas disponibles para su eficiencia alimentaria. En
todas las muestras tratadas con saliva se ve una disminucion de mas de 50% en el

contenido de Man respecto a los residuos originales.

Se puede ver también en la Figura 4.3 B, la disminucion de los contenidos de Ara
Gal y Xyl de los residuos tratados con saliva, atribuibles al efecto de las enzimas
presentes, mientras que en el analisis del sistema de dialisis posterior a la digestion se
ve recuperacion de estos monosacaridos (Ara, Gal y Xyl). Los resultados del efecto de la
degradacion de los polisacéaridos por parte de la saliva en R-PCH parecieran ser mas
intensos que en R-CTR, sin embargo, es importante considerar las estimaciones de
polisacaridos completa para estos residuos insolubles en alcohol respecto al total de

pared celular.
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4. 5.2 Extraccion secuencial acortada de las muestras tratadas enzimaticamente

A partir de los residuos insolubles en alcohol R-CTR y R-PCH se desarrollé una
extraccion secuencial acortada (Tabla 4.2), similar a la descrita por Moore et al. [20], con

algunas modificaciones, como se muestra en la Figura 4.2.

Se caracterizaron los extractos y los resultados obtenidos dan cuenta de la
separacion producida a medida que aumenta la concentracién alcalina del medio acuoso
de extraccion. Si bien existen diferencias en las proporciones, los extractos obtenidos con
Na2COs 0,05 M (R3T) se componen principalmente de HG y en menor proporcion RGlI,
como se deduce por su alto contenido de GalA y Rha, respectivamente. Los extractos
que se obtuvieron con 4 M de KOH (R5T) se componen de cadenas de HG y RGI, que
estarian unidas mas fuertemente a las paredes celulares, con gran proporcion de
arabinanos, lo que se infiere de su alto contenido de Ara. Aparecen cantidades menores
de hemicelulosas, evidenciadas por el aumento en el contenido de Xyl y Man respecto
de los extractos RT3. El residuo final (R6T) obtenido en cada una de las muestras
tratadas mostré alto contenido de Glc lo que indica la presencia de celulosa. Ademas, se

obtuvieron HG muy poco solubles o que interaccionan fuertemente en estos residuos.

Para entender mejor los resultados obtenidos, se realiz6 la estimacion de los tipos
de polisacaridos presentes en cada extracto, segun las proporciones de monosacaridos
gue conforman cada una [21]-[23] y tomando en consideracién la caracterizacién de los
tegumentos realizada en el Capitulo 3. En los extractos R3T, se obtuvo Glc y que podria
corresponder a almidén [24]. Los resultados de la estimacién se presentan en la Tabla
4.4,
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Tabla 4.4: Estimacién de la composicion de los diferentes extractos y del residuo final de la
extraccion secuencial de RIA tratado con saliva de chinche (sv) y poligalacturonasa (PG),

expresados como porcentajes molares.

Glucanos/Xilanos

Extracto HG RGI GM
XG? GX celulosa
Extracto con 0,05 M de Na>CO3
R3T-CTR-PG 77 10 2 2 . :
R3T-PCH-PG 84 11 1 2 > =
R3T-CTR-sv 87 7 2 2 - -
R3T-PCH-sv 66 18 3 2 - -
Extracto con 4 M de KOH
R5T-CTR-PG 54 25 7 9 5 -
R5T-PCH-PG 41 35 4 18 2 =
R5T-CTR-sv 47 30 4 13 6 -
R5T-PCH-sv 27 40 4 13 16 -
Residuo final
R6T-CTR-PG 23 2 3 - 12 60
R6T-PCH-PG 37 3 2 - 8 50
R6T-CTR-sv 31 3 2 - 13 51
R6T-PCH-sv 48 3 2 - 7 39

aXilosa podria provenir también de xilogalacturonanos (XGA) [25].

Se observa como se distribuyen y van variando los polisacéaridos de pared respecto
a cada extracto de la secuencia extractiva. Estos resultados pueden compararse con los
extractos originales obtenidos en la extraccion secuencial desarrollada para tegumentos
(Capitulo 3).

Para los resultados obtenidos por tratamiento de los RIA con PG, se calcul6 el total
de homogalacturonanos obtenidos en cada fraccion, segun su rendimiento y contenido
total de hidratos de carbono de cada extracto. En la Tabla 4.5 se muestra el total de HG
obtenido en la extraccién secuencial de tegumentos de soja (Tabla 3.18, Capitulo 3) y se
compara con el total de HG obtenidos en la extraccion secuencial acortada para el

tratamiento con PG por cada 100g de RIA de cada tratamiento y control.
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Tabla 4.5: Estimacion de los contenidos de homogalacturonanos totales obtenidos mediante el

tratamiento enzimatico con PG, expresados en g/100g de RIA.

g /100g de RIA g /1009 de RIA
Extractos Tratamiento
originales CTR PCH TSA PG CTR-PG PCH-PG TSA-PG
HG (1T+2T+3T) 5,73 6,73 6,20 R3T 2,68 3,27 2,52
HG (4T+5T) 1,74 1,29 1,73 R5T 3,07 1,60 1,11
HG 6T 4,52 3,29 3,88 R6T 5,76 6,34 6,83
Total 11,99 11,31 11,82 Total 11,52 11,22 10,46

La estimacion se realiz6 en base al porcentaje respecto al total de hidratos de
carbono y al rendimiento obtenido de cada fraccidén. Se observa que no hay diferencias
en el total de HG entre los residuos originales y los tratados con PG. Cada RIA de los
tegumentos es principalmente pared celular que se encuentra interaccionando de
diversas maneras con todos sus componentes que, una vez obtenidos y secados, se
vuelven material insoluble (fibra) [26]. Los polisacaridos que se encuentran formando la
estructura de la pared, comienzan el proceso de desmontaje y la degradaciéon de las
estructuras, una vez que se someten a las diferentes extracciones y tratamientos para su
posible estudio. Sin embargo, en estas condiciones, es posible que las cadenas no se
encuentren disponibles, ni en solucién, lo que haria mas dificil o, incluso imposibilitaria
su digestion enzimatica [27], y podria ser por ello no se vieron efectos importantes en las

degradacion de RIA con PG, respecto a los residuos originales de tegumento.

También, se observa la diferencia en la distribucion de los HG a través de ambas
secuencias extractivas. Estas diferencias podrian deberse a que la extraccion en pocos
pasos no es eficiente y por eso se extrae menor cantidad en las primeras etapas y que,
ademas, habria una cierta proporcion de HG que se extraen exclusivamente con CDTA
(2T), ya que la disminucion en el contenido de HG de RT3 respecto a HG (1T+2T+3T),
se ve reflejada en el aumento de los HG en los residuos finales de R6T de todas las
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muestras. Ademas, la extraccion con CDTA logra obtener los homogalacturonanos de

manera intacta debido a la neutralidad del medio extractivo [28].

De igual manera, se desarroll6 un analisis para los residuos tratados con saliva de
chinche, pero incluyendo todos los polisacaridos presentes. En la Tabla 4.6, se ve
claramente como varian algunos de los polisacéaridos presentes. El contenido de celulosa
de todas las muestras tratadas con saliva disminuye respecto de los RIA originales
cuando se considera el porcentaje total de celulosa en cada residuo. En las muestras
CTR, la celulosa disminuye su contenido en peso, mientras que para PCH, este valor se
mantiene casi constante. Este resultado indicaria que la saliva de chinche aplicada sobre
los residuos insolubles en alcohol degradaria celulosa y tendria actividad B-glucanasa
como respuesta enzimatica. Este resultado coincide con los obtenidos en la seccion
4.4.1, donde se observo la degradacion del contenido de Glc (celulosa) presente en RIA.
La actividad de B-glucanasa ha sido reportada en muchos sistemas vegetales, tanto para
patégenos, como para insectos elicitores (herbivoria).

En estos estudios se determin6 que la pared celular era degradada con el fin de
obtener nutrientes por parte de los organismos externos, tal como el ataque de la chinche
[11][29]. Si bien existen estudios metabdlicos de muchas chinches de la familia
Pentatomidae (Hemiptera) y sus mecanismos de herbivoria, no se ha estudiado hasta
este trabajo de tesis el efecto directo de la saliva de chinche verde N. viridula en
polisacaridos de paredes celulares de tegumentos, ni la actividad B-glucanasa como

factor fundamental en su degradacion.

También, se observo la disminucion de los contenidos de galactomananos como
producto de accion de la saliva de chinche, tanto para CTR como para PCH. Existen en
bibliografia reportes sobre actividades de mananasas como efecto de ataques de
patogenos y/o herbivoros [30]. Las f-mananasas son enzimas que cataliza la hidrolisis
de enlaces manosidicos 3-(1—4) en forma aleatoria [31], por lo que la saliva de chinche
podria incluir estas enzimas en sus efectos de degradacion de paredes, esta posibilidad

no habia sido considerada hasta el momento para N. viridula.
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Tabla 4.6: Estimacion de los polisacéridos de los tratamientos y control para tegumentos,

originales y digeridos con saliva de chinche (sv) en g/100g de RIA

g /100g de RIA

Tratamiento Glucanos/Xilanos
HG (%)* RGI (%) GM (%)

XG (%) GX (%)  Celulosa (%)

R-CTR 12,0(26,9) 34(7.6) 35(7.8) 04(08) 28(62)  22,6(50,7)
R-CTR-sv 128(40,1) 26(@®1) 07(24) 08(24) 33(104) 11,7(36,7)
R-PCH 11,3(350) 2,6(81) 18(5.,6) 04(1,3) 16(48) 14,6 (452)
R-PCH-sv 21,4(473) 35(78 10(23) 07(15 35(77) 151 (33,4)

lEntre paréntesis se muestra el porcentaje que aporta cada tipo de polisacarido respecto al total

de cada residuo.

Por otro lado, no se observan cambios importantes en el contenido de Rha de los
RGI, pero si en el de Ara que conforma los arabinanos ramificados de las cadenas
laterales de RGI, que suelen ser muy abundantes en paredes de semillas oleaginosas y
leguminosas [32]. La a-arabinasa corta los enlaces a-(1—5) de cadenas de L-Araf en los
procesos de modificacidn de las pectinas de paredes de leguminosas [13]. Los resultados
en la disminucién del contenido total de RGI, posterior a los tratamientos con saliva

podrian indicar que ésta posee actividad a-arabinasa.
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4.6 Conclusiones

Se logr6 degradar parcialmente los polisacaridos de las paredes celulares de los
RIA por accion de saliva de chinche, lo que evidencia su actividad sobre los polisacaridos
de tegumentos. Este estudio prueba que, como consecuencia del ataque de chinches, se
producen cambios significativos en las paredes celulares, que pueden medirse a través
de la caracterizacion quimica de los hidratos de carbono de paredes celulares presentes
en los RIA.

Ademas, la diferente degradacion sufrida por los residuos tratados con saliva
sugiere diferencias en la reestructuraciéon de la pared celular de tegumentos como
consecuencia del dafio ocasionado por las chinches en el caso de los tegumentos de las
semillas picadas por chinches. A medida que los polisacéridos de pared de tegumento se
van caracterizando, se van encontrando disponibles (solubilizados) diferentes tipos de
polisacaridos al momento de cada degradacion o proceso, lo cual indicaria que los
efectos de las inducciones son aditivos (picadura de la chinche y posterior tratamiento
con saliva), viendose en los resultados de cada RIA variaciones diferentes en los
polisacaridos medidos.

Las actividades enziméticas principales que sugiere este estudio para la saliva de
la chinche verde N.viridula son: B-Glucanasa, B-mananasa y a-arabinasa. Estos
resultados evidencian el amplio rango de actividad enzimatica que presenta la saliva de

chinche para lograr la degradacion de las paredes celulares de los tegumentos.

Se observé una disminucién de 27 - 25% en la celulosa total obtenida con
posterioridad a la extraccion secuencial acortada que es atribuida al efecto de la saliva
de chinche y la actividad B-glucanasa encontrada. De la misma forma, el contenido total
de galactomananos presente en los RIA disminuyé 60% para PCH y 70% para CTR,
como resultado de la digestién enzimatica de los residuos por el efecto de la actividad B-

mananasa atribuida a la saliva de chinche.
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No se concluye la efectividad de la PG (E-GALUSP; Megazyme ®) para la
degradacion de los homogalacturonanos presentes en los residuos R-CTR y R-PCH. En
esta misma linea, no se observd actividad de enzimas que degradan

homogalacturonanos en la saliva.

Una posible explicacion para este efecto es que, segun lo informado en bibliografia,
los estudios protedémicos de la saliva de la chinche [8], los principales componentes
encontrados entre las proteinas de saliva serian enzimas hidrolasas (15%), mientras 56%
de las proteinas de la saliva de chinche no tiene una funcién especificada aun, por lo que
alguna de estas proteinas podria ejercer una funcién coadyuvante para el proceso de
hidrolisis enzimatica dejando mas disponibles los polisacaridos para su degradacion. Este
posible efecto no se veria en los tratamientos con PG y entonces podria ser una de las
razones por las cuales no observaron efectos de degradacion de HG. Se ha estudiado
en &fidos que el fluido salival que contiene enzimas y proteinas ayudan a la digestion de
los nutrientes vegetales de los cuales se alimentan [33] y en el caso de N. viridula se han
encontrado a través de ontologia génica efectos similares en proteinas presentes en la
saliva secretada que reflejan las capacidades digestivas altamente evolucionadas de N.
viridula. [34].
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Cambios en las paredes celulares de cotiledones

de semillas de soja de |la variedad Williams.
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5.1 Introduccién

Las espermatofitas son un grupo del reino vegetal que se caracterizan por
generar la formacion de semillas. Una semilla generalmente viene con todo lo que
necesita para la germinacion y el crecimiento vegetal, requiriendo solamente la
temperatura adecuada, agua y oxigeno del medio ambiente para transformarse en
plantula. Ademas, en muchos casos, la semilla, mas propiamente, el embrién, ejerce
su propio control sobre la germinacion [1].

Las semillas de soja, al igual que el resto de las dicotiledoneas, poseen un par
cotiledones, el tegumento que las cubre, y el hipocatilo. Los cotiledones representan
aproximadamente el 90% del peso total de la semilla. La composicién quimica de los
polisacaridos que componen las paredes celulares de cotiledones son
fundamentalmente diferentes que las de tegumentos, ya que ambas estructuras tienen
funciones diferentes [2], como ya se describio en el Capitulo 1. En los cultivos
industriales de soja, los ataques de herbivoros sobre las semillas pueden producir
disminuciones de los rendimientos al momento de cosechar, como consecuencia del
dafio que producen sobre los tejidos y, especificamente, sobre las semillas que se
encuentran en desarrollo, en el estadio reproductivo conocido como R5. Esto puede
causar aborto de las semillas, lo que se traduce como pérdida de su calidad comercial.
Los insectos fit6fagos usan el estilete de su aparato bucal para penetrar las semillas
y alimentarse extrayendo nutrientes. Blanco et al. [3] estudiaron cémo la penetracion
del estilete del pulgdbn Myzus persicae a través de la matriz de la pared celular induce
cambios en sus polimeros constituyentes. Especificamente, el estilete le permite
atravesar las paredes celulares hasta alcanzar los haces vasculares, perforando
elementos cribosos para succionar los nutrientes transportados por el floema [3]. Otro
tipo de herbivoro es la chinche verde, que también pica las semillas de soja y se
alimenta de los nutrientes. Durante el periodo de crecimiento de las vainas, la
secrecion oral de las chinches es el primer fluido que entra en contacto con la planta.
Los efectores que causan la actividad y degradacion sobre los cotiledones pueden

inyectarse directamente en el tejido, junto con la saliva [4].
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Figura 5.1: Semillas y cotiledones de soja cosechados en R6. A: semillas sanas. (B, D)
cotiledones afectados por dafio mecanico (aguja). (C, E): cotiledones inducidos por la picadura
de la chinche verde.

Debido a que la chinche verde es un comensal generalista, su manejo ambiental
como plaga no puede enfocarse en un sistema de cultivo especifico de forma
restringida. Es por ello, que se plantea el objetivo de desarrollar el mejoramiento
vegetal para los cultivos de soja a través de un punto de vista ecolégico. En esta
investigacion se busca identificar especificamente qué polisacaridos de paredes
celulares de cotiledon han sido modificados por la picadura de la chinche, si es que
los hubiera. Ademas, se buscé determinar qué sucede por el tratamiento externo con
la hormona acido salicilico, que actia mediando la resistencia contra patégenos
biotroficos, teniendo efectos a nivel de pared celular, como fue descrito en el Capitulo
1. Esto permitiria la utilizacion e induccién de las defensas vegetales naturales contra
insectos herbivoros, o que podria aumentar la resistencia del cultivo y podria redundar

en la disminucion de pesticidas [5].

5.2 Objetivos

¢ Aislar paredes celulares provenientes de cotiledones de Glycine max cultivados
a campo y sometidos a los diferentes tratamientos.

e Extraer de las paredes celulares aisladas los diferentes polisacaridos
constitutivos de los cotiledones de soja a través de una extraccién secuencial,
obteniendo extractos enriguecidos en pectinas, hemicelulosas y un residuo final

rico en celulosa.
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e Realizar la elucidacién estructural fina de los polisacaridos aislados y
comparacion de sus proporciones y estructuras.

e Encontrar diferencias estructurales y cuantitativas en la composicion de los
polisacaridos de paredes celulares de cotiledén, con el fin de entender los
posibles efectos de la induccion por herbivoria y poder tener una perspectiva
mas profunda de la interaccion planta-insecto, especificamente, entre chinche

y soja.

5.3 Obtencion de los cotiledones

El cultivo de soja se desarroll6 a campo durante la temporada 2014-2015, en el
campo experimental de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires.
Segun el proceso descrito (Capitulo 2) se obtuvieron los extractos de cotiledon (C)
para las muestras picadas por chinche (PCH), tratadas con &cido salicilico (TSA) y las
muestras control (CTR) a lo largo de la extraccion secuencial, asignando los nUmeros

del 0 (RIA) al 6 (residuo final) para cada fraccion obtenida.

La extraccion secuencial fracciona la pared celular a medida que aumenta la
alcalinidad del medio (Figura 5.2). Los grupos de polisacéaridos extraidos en cada paso
de la extraccion secuencial suelen corresponder a los reportados en literatura [6]. Sin
embargo, estos pueden cambiar dependiendo de la naturaleza del tejido y la especie
extraida.
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Cotiledones Extraccion
etanodlica

Residuo insoluble

en alcohol
Hidratos de carbono de bajo peso
Extracto acuosa (1) molecular
Fraccion enriquecida en pectinas
Extracto CDTA (2) de interaccién débil
Fraccién enriquecida en pectinas
Extracto Na,COs (3) de interaccion ionica

Fraccion enriquecida en pectinas

Extracto KOH 1M (4) de interaccion covalente

Fraccién enriguecida en

hemicelulosas mas solubles
Extraccto KOH 4M (5)

Fraccién enriquecida en
J hemicelulosas menos solubles

Residuo final enriquecido
en celulosa (6)

Figura 5.2: Secuencia de extraccion de polisacaridos de pared celular de cotiledones de soja.
En los cuadros celestes se indica lo que se esperaria encontrar en los extractos
correspondientes segun la [6]-[8].

5.4 Caracterizacion quimica del material

La caracterizacion quimica entrega una perspectiva general inicial de la
composicién de cada extracto. Los rendimientos de las fracciones resultantes de la
extraccidon secuencial (respecto al residuo insoluble en alcohol, RIA) muestran cémo
se van distribuyendo los polisacéridos en funcion del tipo de interacciones a medida
gue se cambian las condiciones de extraccion, de cada uno de los tratamientos y
control. Se observan cambios en los monosacaridos constituyentes de cada fraccion,
mostrando que los polisacaridos que conforman cada una son notablemente
diferentes y/o se encuentran en diferentes proporciones. Ademas, para cada fraccion

se observan cambios entre tratamientos y las muestras control, tanto en el contenido
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de acidos urdénicos como de monosacaridos neutros y la relacion molar entre los

monosacaridos constituyentes.

El rendimiento total en polisacaridos de pared fue de 8,6 - 9,3 % con respecto al
RIA, como se muestra en la Figura 5.3, en la que se observa el total de polisacaridos
estructurales de pared de los cotiledones que arroj6 cada extracto. En la Figura 5.4 se
muestra el total de monosacaridos neutros y ademas el de acidos urénicos de cada

fraccion y muestra.

Polisacéaridos totales de pared celular de cotiledon

] CTR
64

ﬁ; /= PCH
S Bl TSA

(@]
= 4 —

c MN = Monosacéridos neutros
Q AU = Acidos urénicos
g *Rendimiento calculado
© respecto a RIA.

c  2- i
)
nd

0-

MN AU MN AU MN AU MN AU MN AU MN AU
[ Acuoso| [ cDTA] [NayCOs] [koH1m] [koH4m] [ RF. ]

Composiciéon de extractos

Figura 5.3: Distribucion del contenido de monosacaridos neutros y acidos urénicos en los
extractos obtenidos por extraccion secuencial de cotiledones de soja.
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Figura 5.4: Porcentaje de polisacéridos de pared por extracto, respecto al peso total de RIA.

El porcentaje total de acidos urdnicos fue similar para ambos tratamientos vy el
CTR aumento levemente (Figura 5.3), mientras que los valores de monosacaridos
neutros son inferiores consecutivamente para las paredes celulares de cotiledones de
PCH y TSA con respecto a CTR.

En la Figura 5.4 se puede observar con claridad cémo se distribuye el contenido
de diferentes monosacaridos de la extraccién secuencial, lo que corresponde al perfil
de monosacaridos constitutivos de los extractos mas importantes respecto a su
rendimiento, siendo los extractos KOH 4 M y el residuo final los que presentan los

mayores rendimientos.

Una vez obtenidas las fracciones de cada tratamiento y control, se desarrollo la
caracterizacion quimica general de los polisacaridos obtenidos. Las Tablas 5.1y 5.2
presentan la composicion como porcentaje molar para cada extracto y para el residuo
final. En la Figura 5.5 se visualizan los datos correspondientes a los extractos

principales.
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Tabla 5.1: Caracterizacion quimica de los extractos obtenidos por extraccion secuencial de los cotiledones de semillas de soja (Glycine
max), con agua, CDTA, y Na,COs, previamente purificados por digestiones enzimaticas?.

Monosacaridos neutros, moles %

Monosacaridos neutros

Acidos urénicos

Muestra Rend? a-glucanos Proteinas
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal estructurales de reserva % Gme* (%)
Extracto acuoso tratado con a-amilasa y proteinasa-K
1C-CTR 33 21+0,3 19+40,3 12,3+2,0 10,3+1,8 8,0+0,9 65,7+6,1 12,1 +1,0 3,6+0,7 54+0,2 73,4+3,5 36,6+1,5
1C-PCH 3,7 3,408 2,2+0,3 16,0+0,1 53+0,9 6,3+0,7 66,344 15,0 +0,6 2,340,1 53+0,5 66,5+3,0 34,7+2,2
1C-TSA 39 54+0,7 3,2+0,6 23,023 65+1,4 8,2+0,6 53,7+2,5 14,3 +1,6 2,5+0,4 11,8+1,0 31,4+0,8 31,3410
Extracto de CDTA tratado con a-amilasa
2C-CTR 33 5304 3,5+0,1 34,9+0,4 7,7+1,5 - 48,7 0,4 11,2+0,8 4,3+0,3 22,9+0,7 16,5+2,8 3,110
2C-PCH 3,7 6,2+0,3 3,5+0,3 32,6+1,6 7,5%0,6 - 50,1 +1,3 13,4 +0,9 6,7 0,5 16,6 +0,5 25,4+2,8 55+0,7
2C-TSA 30 6,4+0,1 3,5+0,3 32,3+0,1 7,0+0,7 - 50,8 +0,8 12,4 +2,5 10,7+19 81+0,3 71,8+53 8,3+0,9
Extracto de Na,CO30,05M
3C-CTR 09 48+0,1 2,2+0,1 34,6+0,1 5,2+0,3 - 53,2 +0,9 9,6 +0,2 64,0 +1,6 2,0+0,8 8,0+0,1
3C-BD 08 46+0,2 2,6+0,1 34,0:0,3 5,2+0,2 - 53,6 +0,1 15,4 +0,6 51,4 +2,0 4,0+0,3 12,9 +0,3
3C-TSA 1,4 4,6+0,3 3,1+0,2 26,2+0,7 9,2+0,4 - 56,9 +0,9 8,0+0,1 44,1 +0,7 1,0 +0,2 13,3+2,1

valor promedio * desviacién estandar (n = 3).
2 Rendimiento calculado respecto a RIA.

3 CTR: Control, PCH: picados por chinche y TSA: tratados con SA.

4Gme: Grado de metilacion de los acidos urénicos.
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Tabla 5.2: Caracterizacion quimica basica de los extractos obtenidos por extraccion secuencial de los cotiledones de semillas de soja
(Glycine max), con KOH 1M, KOH 4M y residuo final (RF) previamente purificados por digestiones enzimaticas?.

Monosacaridos

Acidos

Rend? Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc neutros urénicos Proteinas*

Extracto de KOH 1M tratado con a-amilasa

4C-CTR 4,4 2,2 +0,9 1,6 +0,5 16,7 +3,0 3,8+1,8 7,5+0,7 49,3+46 188+1,4 11,6 0,4 3,4 +0,2 65,4 +0,7

4C-PCH 4,7 1,8+09 1,4+0,7 149+28 3,6+1,4 58+04 46,0+40 26,6+2,0 12,2 +1,0 2,3+0,3 70,6 £0,9

4C-TSA 4,5 3,4 £0,7 2,2+0,7 27,4+1,8 4,6+0,1 55+0,5 50,4+57 7,6+1,1 12,2 +0,5 4,3+0,1 66,0 £0,7
Extracto de KOH 4M

5C-CTR 5,7 41+12 3,1+1,2 251+28 6,3+0,1 06+0,4 539+32 6,9+2,0 42,8 +3,2 24,8 +3,0 8,7+0,2

5C-PCH 6,9 3,1+0,7 2,3+04 25,0+34 7,4+11 0,7+0,6 51,1+3,3 10,1+1,6 32,2+3,0 26,9 +3,0 12,0+0,5

5C-TSA 6,6 46+10 3,6+0,7 40,1+4,7 95+10 1,4+0,2 32,7+3,3 88+1,1 28,3+0,7 26,4+0,8 11,3+0,7
Residuo final

6C-CTR 2,6 0,5+0,1 0,6 +0,0 4,0+0,3 2,7 10,1 6,9 £0,7 6,9+0,3 78.3+0,8 53,0+2,7 59+1,2 11,4

6C-PCH 2,6 0,4 £0,0 0,4 +0,0 3,10,2 2,4 +0,2 6,2+0,4 4,5+0,2 83,0+0,4 45,2 +3,3 4,0+0,3 17,6

6C-TSA 2,7 0,110,2 0,3+0,1 2,3+0,9 2,3+0,5 11,0+0,8 3,7+0,7 80,3+£2,5 44,6 +1,5 29+0,2 18,4

Yvalor promedio + desviacién estandar (n = 3).
2 Rendimiento calculado respecto a RIA.

3 CTR: Control, PCH: picados por chinche y TSA: tratados con SA.
4 Valores de proteinas por método de Lowry, salvo para el caso de los residuos 6C, para los cuales se obtuvieron del contenido de
nitrégeno (microanalisis elemental).

149



Franco Andrés Arias llabaca Capitulo 5

] [] Control (CTR)
Pared celular de cotiledon [ Herviboria (PCH)
Bl Trat. salicilico(TSA)

80 Acuoso | CDTA 0.05M i KOH 1M H KOH4M 7 Residuo final

A

A

I

NI NI IS NEIE I K

LY '\'ébocg&\y?\z?QQVS+$OQ&\$Q?Q\}?S+$O C')'Q\(’OQKy Oé\(’o
& 4 L N
S S

Monosacaridos componentes de los extractos

Figura 5.5: Distribucion de los monosacaridos constituyentes de los extractos con mayores rendimientos obtenidas a través de la
extraccion secuencial de cotiledones de soja. Valor promedio + desviacion estdndar (n = 3). Las medidas con una letra comun no difieren
significativamente (p > 0,05).
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A medida que cambia el medio de extraccion, se observan cambios en la
composicién y solubilidad de los polisacéridos fraccionados. Los rendimientos
mayores en polisacaridos de pared se encontraron en el extracto obtenido con KOH
4 M con muy altos contenidos de Ara, Gal y GalA, y en el residuo final, con Glc como
monosacarido mayoritario. Ademas, se observd que todos los extractos contienen

cantidades importantes de Ara y Gal en diferentes proporciones.

El extracto acuoso mostré diferencias significativas en el contenido y grado de
esterificacion (Gme) con grupos metilo de los acidos urénicos entre CTR y ambos
tratamientos. El extracto de CDTA presentd también diferencias significativas en
cuanto a los ésteres metilicos de acidos urénicos, pero sélo en TSA con respecto a
PCHy CTR.

En los extractos con CDTA, se observd una disminucion en el contenido de
GalA y un aumento en el grado de metilacion para PCH, y mas importante para TSA
respecto a CTR. No se observaron diferencias en la composicion en monosacaridos
neutros. Por otro lado, en los extractos de KOH 4M se encontraron diferencias en
los porcentajes molares de Ara y Gal en PCH versus CTR. Estas diferencias son
mas importantes para TSA (relacion Ara:Gal: 1,0:2,3 y 1,0:0,7 para CTR y TSA,

respectivamente).

En cuanto al residuo final (6C), se obtuvo un alto contenido de Glc, alrededor
del 60% del total de hidratos de carbono, tanto para CTR como para PCH y TSA,
esto indicaria que el residuo de la extraccion es rico en celulosa, insoluble incluso
en condiciones de &lcali concentrado [9]. Esta fraccion es también llamada fibra
cruda, y el total de celulosa presente en cotiledones fue obtenido en el residuo final

debido a su alta insolubilidad.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en el contenido de
fendlicos totales, ni lignina (Tabla 5.3). En el caso de la determinacion de
hidroxiprolina, en la Tabla 5.4 se vio un aumento considerable del contenido para
tanto para PCHy TSA, respecto a CTR, tanto para los extractos 1T, con un aumento
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de mas del doble de su contenido, como para los residuos 6T en los que aumentd
para PCH y TSA aproximadamente 20% respecto a CTR.

Tabla 5.3: Contenido fendlico total y porcentaje de lignina (Klason) de cotiledones de soja,
calculados sobre RIA. CTR: control, PCH: picado por chinches y TSA: tratados con acido
salicilico®.

Compuestos fenolicos totales L
Muestra L. L. Lignina %
mg acido galico/g pared celular

0C-CTR 9,2+£0,1 3,9+£1,0
0C-PCH 10,3+0,2 51+£2,1
0C-TSA 9,5+0,2 43+1,2

Valor promedio + desviacion estandar (n = 3).

Tabla 5.4: Contenido (%) de hidroxiprolina de los cotiledones de semillas de Glicine max.
Control (CTR), muestras picadas por chinche (PCH) y muestras pulverizadas con acido
salicilico (TSA).

Muestras Hidroxiprolina (%)
1C-CTR 1,6 +0,2
1C-PCH 3,8+0,4
1C-TSA 34+04
6C- CTR 33+0,3
6C - PCH 4,4+0,4
6C-TSA 4,0+0,3

Valor medio + desviacién estandar (n = 3).

En los extractos acuosos se logro determinar, a través de espectroscopia de
RMN, desplazamientos correspondientes a los arabinanos, galactanos y sefiales

pequeias correspondientes a GalA y Rha. En el espectro para 1C-TSA (posterior a
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purificacion enzimatica), mostrado en Figura 5.6, se pudieron identificar sefiales
caracteristicas para la zona anomérica de al menos 4 grupos importantes de
polisacaridos de pared, incluidos los arabinanos y galactanos mencionados,
ademas de identificarse presencia de galactomananos con cadenas principales de
B-D-Manp unida por 4 (101,3/4,81ppm 13C/'H), y una a-D-Galp terminal
(99,7/4,96ppm 13C/*H) ramificada en posicion 6 [10]. El otro grupo de sefiales
anomeéricas encontradas en los espectros corresponde a cadenas pectinicas, como
HG y RGI con unidades a-D-Rhap unida por 2 y a-D-GalpA unido por 4, con algunas

unidades esterificadas por grupos metoxilo.
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Figura 5.6: Espectro RMN 2D HSQC !H/**C del extracto de acuoso de TSA (1C-TSA),

purificado por tratamiento con a-amilasa y proteinasa-k.
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Para la muestra 4C-PCH, de igual manera, se encontraron las sefales tipicas
para arabinanos ramificados y cadenas de galactanos (Figura 5.7). En la regién
anomerica, se observan los picos de las cadenas laterales de dominios de RGI [11].
Todas las muestras extraidas con KOH 1 M, fueron tratadas con a-amilasa para
purificar los polisacaridos estructurales, sin embargo, aun se registro la presencia
de una sefial 100,6/5,33 ppm *3C/*H, caracteristica de un glucano de reserva. La
intensidad de las sefiales para estos polisacaridos es mucho menor con

posterioridad al tratamiento enzimatico (ver discusion).
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Figura 5.7: Espectro de RMN 2D HSQC H/*C del extracto de KOH 1M de la muestra
picada por chinche (4C-PCH).

El espectro del extracto de KOH 4 M de TSA (Figura 5.8) muestra, al igual que

en el extracto acuoso, la presencia de cadenas de arabinanos y galactanos. Con los
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acoplamientos detectados fue posible asignar las sefiales para todas las unidades
presentes de arabinanos unidos por 5 y sus ramificaciones, al igual que las cadenas
de galactanos unidos por 4. A diferencia de lo obtenido en el extracto acuoso, se
logra observar mayor cantidad de sefiales asignadas a acido galacturénico unido
por 4 y sefales de a-D-Rhap unida por 2, indicando la presencia de RGI con
cadenas laterales de arabinanos y galactanos como componente principal. No se

observan sefiales anoméricas correspondientes a mananos.
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Figura 5.8: Espectro RMN 2D HSQC H/*3C del extracto de KOH 4M de TSA (5C-TSA).

La asignacion completa de sefiales se puede ver en las Tablas 5.5, 5.6 y 5.7;
corresponden a las sefales encontradas de los diferentes polisacaridos presentes
en cada extracto, asignadas bibliografia [8][10][12]-[16] y los analisis realizados.

Estos resultados mostraron que los cotiledones tenian abundante presencia de AGs
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alo largo de todos los extractos de la extraccién secuencial, los cuales forman parte
de cadenas principales de RGI. Estas cadenas principales también pudieron ser
apreciadas en los experimentos de RMN, ademas de las sefiales que pudieron ser
asignadas a HG. Otro componente muy abundante en cotiledones que mostro
sefales en los espectros de RMN corresponde al almidén que pese a desarrollar
tratamientos enzimaticos para descartar estas cadenas, que no aportan al estudio

estructural de la pared de cotiledones (ver seccidon 5.5.1).

En el extracto acuoso se encontraron dominios de RGI, —2)-a-L-Rhap-(1—4)-
a-D-GalAp-(1—, con sus respectivas cadenas laterales de galactanos y arabinanos
descritas en literatura [17]. Ademas, se encontraron hemicelulosas: cadenas de
galactomananos, B-D-Manp enlazados por 4 y ramificaciones de a-D-Galp en
posicion 6. En aquellos polisacaridos provenientes del extracto de KOH 4M de TSA
se encontrd el mismo dominio RGI, pero la cadena principal dio sefiales menores

(ver seccién 5.5.3).

Se observé también para 4C-PCH sefales atribuidas a cadenas de arabinanos
con cadenas principales de —5)-a-L-Rhap-(1— entre otras ramificaciones y
galactanos con cadenas —4)-a-D-GalAp-(1—. Se observan sefiales pequefias

identificadas para a-D-Glcp proveniente de residuos de almidén.
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Tabla 5.5: Asighacion de sefiales (ppm) de espectros de RMN para 1C-TSA.
Desplazamiento quimico en ppm??
Unidad estructural
C-1/H-1 C-2/H-2 C-3/H-3 C-4/H-4 C-5/H-5,5" C-6/H-6,6
Cadenas principales de pectinas (RGI)
—4)-a-D-GalpA-(1— 100,0/5,02 69,2/3,672 69,6/4,03 79,9/4,51 72,6/4,70 176,6
—4)-a-D-GalpA-6Me-(1—  100,6/4,83  69,5/3,742
—2)-a-D-Rhap-(1— 99,4/521  78,4/4,10
Arabinano
o-L-Araf-(1— 108,5/5,02 82,0/4,06 77,7/3,89  83,3/4,15 62,0/3,65
—5)-a-L-Araf-(1— 108,1/5,09 82,1/4,06 77,7/3,96  826/4,25 67,4/3,82-3,73
—2,3,5)-a-L-Araf-(1— 107,4/5,17 86,04,23 85,0/4,00 80,2/4,21 -
—3,5)-a-L-Araf-(1— 108,1/5,11  80,2/4,21  83,2/4,05 81,2/4,18 67,1/3,87-3,75
Galactano
B-p-Galp-(1— 104,0/4,43  72,2/3,53 74,0/3,63 69,9/3,92 76,4/3,70 62,2/3,78°
—4)-B-p-Galp-(1— 105,4/4,57¢ 72,7/3,61 74,3/3,71 78,6/4,10 75,5/3,65 61,5/3,78°
—4,6)-B-D-Galp-(1— 105,4/4,53¢ 71,5/3,77 82,8/3,79 69,3/4,18 75,8/3,94 70,5/3,98
Galactomanano
—4)-B-D-Manp-(1— 101,2/4,79  70,4/3,99 72,4/3,75 - - 61,9/3,87
—4.,6)-B-D-Manp-(1— 101,4/4,77 - 72,2/3,84 - - 67,4/3,76
a-D-Galp-(1— 99,7/4,95 - 70,2/3,86 - - 61,9/3,69

lUsando como estandar interno acetona, con la sefial de metilo correspondiente a 31,2/2,15

ppm. 2Letras indican sefales que podrian estar intercambiadas.
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Tabla 5.6: Asignacion de sefiales (ppm) de espectros de RMN para 4C-ICH.

Unidad estructural DPesplazamiento quimico en ppm?* 2
C-1/H-1 C-2/H-2 C-3/H-3 C-4/H-4 C-5/H-5,5" C-6/H-6,6"
a-L-Araf-(1— 108,5/5,02 82,0/4,07 77,4/3,89 83,2/4,15 62,0/3,67

—5)-a-L-Araf-(1— 108,0/5,09 82,0/4,07 77,6/3,96 82,5/4,24 67,6/3,81-3,74
—3,5)-a-L-Araf-(1— 107,9/5.12 80,0/4,23 83,2/4,03 81,0/4,19 67,1/3,83-3,77

—2,3,5)-0-L-Araf-(1— 107,4/5,19 85,9/4,25 85,0/4,01 80,2/4.22 -

B-D-Galp-(1— 105,3/4,54 72,5/3,56 74,1/3,67% 69,5/3,84 75,9/3,62 62,8/3,77

—4)-B-b-Galp-(1— 105,3/4,58 72,7/3,61 74,2/3,702 78,6/4,10 75,5/3,65  61,9/3,79-3,76

!Usando como estandar interno acetona, con una sefial correspondiente a 31,2/2,16 ppm.
2L etras indican sefiales que podrian estar intercambiadas.

Tabla 5.7: Asignacion de sefiales (ppm) de espectros de RMN para 5C-TSA.

Desplazamiento quimico en ppm?
Unidad estructural

C-1/H-1  C-2/H-2  C-3/H-3 C-4/H-4 C-5H-55 C-6/H-6,6"
—2)-a-D-Rhap-(1—>  99,6/525 78,4/4,08 70,9/4,05 - 69,3/3,74 17,7/1,23
—4)-a-D-GalpA-(1—  100,8/4,94 - - - 72,8/4,57 175,9
o-L-Araf-(1— 108,3/5,01 82,1/4,06 77,5/3,88 83,3/4,14  62,0/3,65

—5)-a-L-Araf-(1— 108,1/5,07 82,1/4,06 77,7/3,96 82,6/4,25 67,4/3,82-3,732
—3,5)-a-L-Araf-(1— 108,0/5,11 80,2/4,21 83,2/4,05 81,2/4,18 67,1/3,87-3,752
—2,3,5)-a-L-Araf-(1— 107,4/5,17 86,0/4,23 85,0/4,00 80,2/4,21 -

—4)-B-p-Galp-(1— 105,4/4,57 72,8/3,60° 74,3/3,69 78,6/4,09 75,5/3,65 61,6/3,77-3,70

B-D-Galp-(1— 105,4/4,52 72,4/3,53> 74,3/3,70 69,6/3,82 76,1/3,61 61,9/3,74

lUsando como estandar interno acetona, con una sefial correspondiente a 31,2/2,15 ppm.
2L etras indican sefiales que podrian estar intercambiadas. Las asignaciones se realizaron

considerando las siguientes referencias [8][12]-[14].
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Asimismo, se intenté estudiar las caracteristicas estructurales de estos
extractos mediante analisis por metilacion. Para los extractos acuosos 1C-CTR, 1C-
PCH y 1C-TSA, se obtuvo una cantidad importante de diferentes derivados
parcialmente metilados, como consecuencia de la dispersion estructural de estas
muestras. Para estos extractos 1C no se logr6 un proceso de metilacion
contundente, los resultados arrojaron solo las unidades terminales de Ara y Gal
presentes en cantidades considerables; pero las otras estructuras detectadas
corresponden a unidades centrales no fueron encontradas en porcentajes
significativos. Como se indica en el Capitulo 2, se realizaron varias secuencias de
metilacion (2-4), no logrando permetilacion de las cadenas. En las primeras etapas
se observé submetilacién, mientras que finalmente hubo degradacion de las

muestras [18].

Por otra parte, se desarrolld el andlisis por metilacion para las muestras 5C-
CTR, 5C-PCH y 5C-TSA; segun el procedimiento descripto. Los resultados que se
muestran en la Tabla 5.8 corresponden a arabinanos y galactanos provenientes de
dominios de pectinas de tipo RGI y algunas cadenas de xiloglucanos (XyG). Las
proporciones encontradas que varian segun cada tratamiento y el control indicaron
la presencia de cadenas de AGs provenientes de dominios de RGI. Estos resultados
fueron mucho mejores que los logrados para los extractos acuosos, aunque podria

haber aun un bajo grado de submetilacion.

159



Franco Andrés Arias llabaca Capitulo 5

Tabla 5.8: Analisis de derivados metilados de extractos alcalinos mayoritarios, 5C-CTR,
5C-BD, 5C-TSA.

Monos:aca’rido Unidad de enlace? Porcentaje molar

metilado* 5C-CTR 5C-PCH 5C-TSA
3,4-Me Rha —2)-a-L-Rhap-(1— 0,3 0,3 0,4
3-Me Rha —2,4)-a-L-Rhap-(1— 1,9 2,4 4,4
Rha 0,7 1,0 25
2,3,4-Me Fuc a-L-Fucp-(1— 1,1 0,6 0,6
2-Me Fuc - 0,5 0,7
2,3,5-Me Ara a-L-Araf-(1— 11,9 3,9 2,8
2,3-Me Ara —5)-a-L-Araf-(1— 14,9 17,6 17,2
2,5-Me Ara —3)-a-L-Araf-(1— 0,5 0,5 1,0
2-Me Ara —3,5)-a-L-Araf-(1— 5,6 6,3 9,2
3-Me Ara —2,5)-a-L-Araf-(1— - - 57
Ara 4,5 4,4 7.4
2,3,4-Me Xyl B-D-Xylp-(1— 4.3 4,7 7,9
Xyl 15 1,8 0.4
2,3,4,6-Me Gal a-D-Galp-(1— 4,1 4,3 4.5
2,3,6-Me Gal —4)-B-D-Galp-(1— 28,3 32,2 10,8
2,3-Me Gal —4,6)-B-D-Galp-(1— 3,9 3,3 2,3
2,6-Me Gal —3,4)-B-D-Galp-(1— 1,6 1,3 1,2
3,6-Me Gal —2,4)-B-D-Galp-(1— 15 1,3 1,2
Gal 3,0 1,1 3,4
2,3,6-Me Glc —4)-B-D-Glcp-(1— 5,6 7,6 7,2
2,3-Me Glc —4,6)-B-D-Glcp-(1— 3,9 4,3 7,0

3-Me Glc —2,4,6)-B-D-Glcp-(1— 11 - -

Glc - 1,3 2,0

!La anomericidad y la configuraciéon de las unidades no se deducen del andlisis por

metilacion.
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5.5 Discusién de resultados

5.5.1 Almidon, tratamientos enzimaticos y determinaciones de compuestos

gue no son hidratos de carbono.

Los experimentos desarrollados a campo deben llevarse a cabo en los meses
precisos de siembra que demande el cultivo. El estadio R5, en el que se desarrollé
este estudio tiene como caracteristica la acumulacién de la mayor cantidad de
almidon en la semilla para su posterior utilizacion en los procesos metabdlicos
reproductivos [19]. Existen antecedentes en los que se registraron las variaciones
del contenido de almidon de semillas de soja de diferentes variedades (Figura 5.9).
En todas ellas, el contenido de almidon comienza a bajar en la octava semana post-

floracién, llegando a niveles minimos cuando la semilla finaliza el ciclo (R8).

Variedades de soja

—— Jack
—s—Ozark

- 4- 03-CB14
——R03-144
—A—R95-1705
—e—\/94-3168T
—0—V97-3000

Almidon (g/100g peso seco)

Semanas a contar de la floracion

Figura 5.9: Cambio en el contenido de almidén en la soja durante el desarrollo y maduracion

de diferentes variedades de semillas. Adaptado de X. Saldivar et al [20].

Los cotiledones tratados durante R5 y cosechados en R6 efectivamente

contenian cantidades importantes de almidon, por lo que se realizaron tratamientos
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enzimaticos con a-amilasa para evitar la interferencia de este polisacarido de
reserva con aquellos estructurales provenientes de la pared celular. En la Tabla 5.9
se observa la comparacion de los valores para los a-glucanos originales y una vez
purificados. El contenido de éstos se redujo 56 - 75%, con posterioridad al
tratamiento enzimatico en el caso del extracto acuoso y 30 - 45% para el extracto
de CDTA. No se llevd a cabo el tratamiento con o-amilasa en el extracto con
carbonato de sodio 0,05 M, debido a su baja proporcidon respecto a otros
componentes. En el caso del extracto 1M KOH se redujo 46 - 82% el contenido de
glucosa (% molar), luego del tratamiento con a-amilasa. Este tratamiento es
conveniente para poder diferenciar entre los B-glucanos, provenientes de
hemicelulosas y a-glucanos de reserva (almidén). Las enormes cantidades de
almidodn justifican que estos a-glucanos sean tan dificiles de eliminar y sigan siendo

un producto mayoritario aun en 4C.

Tabla 5.9: Resultados de la purificacion por tratamiento de a-amilasa para los extractos con

mayor contenido de almidon.

Control (CTR) Picado (PCH) Acido Salicilico (TSA)
Extractos % molar Glc % molar Glc % molar Glc
Original Tratado Original Tratado Original Tratado
Acuoso 8,6 3,6 7,7 2,3 11,7 2,5
CDTA 24,4 4,3 10,4 6,7 14,9 10,7
KOH1M 40,3 18,8 48,9 26,6 48,7 7,6

Las semillas de soja se utilizan en la industria alimentaria por su alto contenido
de proteinas y aceite, con un porcentaje de proteina de aproximadamente 35% [21].
Muchas de estas proteinas fueron apareciendo como contaminantes durante la

extraccion secuencial de los polisacaridos de pared celular. Los extractos acuosos
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estaban compuestos ~80% de proteinas solubles. Se realizé el tratamiento
enzimatico con proteinasa-K, lo que arrojé como resultado una disminucion de 55 -
60% en el contenido de proteinas, concluyendo la digestion enzimatica con el

aumento del contenido de polisacaridos de pared en las muestras tratadas.

Paralelamente a la extraccion secuencial y a las digestiones enzimaticas
necesarias, se midi6 el contenido de fenoles totales, incluyendo aquellos
hidrolizables por saponificacion, sobre los RIA de control y ambos tratamientos. Los
compuestos fendlicos acttan como parte de los mecanismos de defensa de las
plantas contra las plagas de insectos y otras. Particularmente, en soja se ha
informado que en general son respuestas mas bien débiles y con poca eficacia. Sin
embargo, en plantas de G. max, se registroé que la respuesta combina una cantidad
de compuestos fendlicos que podria disminuir el desempefio de herbivoros [22].
Segun la bibliografia, la mayoria de los compuestos fendlicos de soja se encuentran
en hojas. En este trabajo, sobre cotiledones no se observaron grandes diferencias
entre los tratamientos y control (x10%). Se ha informado anteriormente que el
ataque de la chinche sobre las vainas, produce la acumulacion de compuestos
fendlicos unidos por enlaces éster a glicdsidos [23][24], mientras que los
compuestos fendlicos producidos por la planta de soja como respuesta al ataque de
chinche (y otros herbivoros), corresponden a compuestos fendlicos libres, los cuales
pueden haber sido extraidos en el proceso de obtencién de RIA, por lo que la
diferencia entre los tratamientos y el control no tendria implicancia en el proceso de

inducciéon con chinche verde.

Por otro lado, se midi6 el contenido total de lignina a través del método Klason
para material insoluble. Existen interacciones entre las paredes de dicotileddneas y
compuestos fendlicos. Los ferulatos participan plenamente en el proceso de
lignificacion, quedando ensamblados a unidades estructurales de lignina. De esta
forma, la lignina hidréfoba se deposita en las paredes secundarias. Esto da como
resultado su trasformacion, aumentando la resistencia de las paredes y reduciendo
su flexibilidad. Estas estructuras permiten nuevas funciones, como conductos de

agua y soporte mecénico o estructural de la planta [25][26]. Los cotiledones
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contienen paredes celulares primarias muy dindmicas con una variedad de
polisacaridos. Los mondémeros de lignina (monolignoles), dependiendo de la
naturaleza de la pared celular, pueden interaccionar con proteinas y glicoproteinas
y/lo con xilanos través de ferulatos [27]. Sin embargo, esto Ultimo se da
principalmente en gramineas. Los valores de lignina obtenidos por el método
Klason indican un aumento en 0C-PCH (Tabla 5.3) respecto a 0C-CTR y 0C-TSA.
Al tratarse de un porcentaje respecto al peso total calculado sobre RIA se puede
inferir que 0C-PCH tiene proporcionalmente menor contenido de celulosa y de
polisacaridos de pared, como indica la Figura 5.4, lo que implicaria un aumento
proporcional del contenido de lignina debido a la disminucién de los polisacéaridos.

Otro andlisis realizado sobre los extractos de cotiledon es la determinacion del
contenido hidroxiprolina (Hyp) de las proteinas presentes. La hidroxiprolina es un
aminoacido mayoritario en las glicoproteinas de plantas. Existen dos grupos
principales de proteinas ricas en hidroxiprolina: extensinas y arabinogalactano-
proteinas (AGPs). Las extensinas que forman parte del grupo llamado proteinas
ricas en hidroxiprolina (HRGP, por sus siglas en inglés), corresponden a cadenas
repetitivas de Ser-(Hyp)4 y presentan estructuras fibrilares, insolubles, mientras que
los AGPs suelen conformarse de cadenas repetitivas de Ala-(Hyp)s, y pueden
encontrarse unidas a la cara externa de la membrana plasméatica o solubles en las
paredes primarias [28], ademas, ambas estructuras proteicas contienen prolina,

glicina, cisteina, como otros aminoacidos mayoritarios.

El contenido de estas proteinas en los tejidos vegetales podria variar, si dicho
tejido se encuentra bajo ataque de agentes patdgenos, incluso hay estudios
inmunoquimicos que indicarian que las extensinas se acumulan en las paredes
celulares alrededor de las areas en las que la planta restringe el crecimiento
microbiano, es decir la zona de induccion patogénica/herbivora. En el caso de
tratamientos sobre semillas de soja, se observé que al inducir los tejidos, se genera
una insolubilizacion de las HRGPs de pared celular, al bajar la actividad enzimatica
que degrada la pared y disminuir el conteo de protoplastos liberados [29]. La

determinacién de hidroxiprolina [30] fue realizada en los extractos acuosos de

164



Franco Andrés Arias llabaca Capitulo 5

cotiledon y los residuos finales de la extraccion secuencial, muestras 1C y 6C
(también de tegumento, Capitulo 3). Los resultados se presentan en la Tabla 5.4,
donde se observa un aumento de mas del doble del contenido molar de
hidroxiprolina en las muestras 1C-PCH y 1C-TSA con respecto al control (1C-CTR).
Igualmente, para las muestras de los residuos finales, 6C-PCH y 6C-TSA se ve un
aumento menos marcado, de alrededor de 20% superior, con respecto a 6C-CTR.
Estos resultados sugieren que las extensinas presentes en los cotiledones de
semillas de soja son afectadas por la induccion de defensa vegetal modulada por la
picadura de la chinche y el tratamiento con SA y aumentan su acumulacion en los
tejidos analizados. Entonces, la induccion produciria mayor variacion AGPs con
estructuras solubles en agua y en menor medida en las extensinas insolubles, que

permanecen en los residuos finales (6C).

5.5.2 Caracterizacion quimica general

Los cotiledones de soja tuvieron mas bajos rendimientos en polisacaridos de
pared celular respecto a lo que se obtuvo en la extraccibn secuencial de
tegumentos. Mas de 50% del total de RIA en los tegumentos en comparacion con
aproximadamente el 9% en los cotiledones. Los tegumentos son considerados
tejido fibroso, ya que posee alta cantidad de polisacaridos muy poco solubles,
ademas de un contenido muy superior (en masa) del residuo final obtenido por la
extraccidn secuencial, si se compara con cotiledones, en los que se sabe que el

componente principal son las proteinas [31][32].

En las Tablas 5.1 y 5.2 se observa la caracterizacion quimica de todos los
extractos provenientes de cotiledon, en las que se evidencia que los
arabinogalactanos (AGs) se encuentran presentes a lo largo de todo el

fraccionamiento realizado. Las primeras investigaciones desarrolladas sobre
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cotiledones de semillas de soja fueron realizadas por Aspinall y colaboradores [33]—
[35], en las que determinaron el predominio de arabinogalactanos con cadenas
principales —4)-B-o-Galp-(1— y —5)-a-L-Araf-(1—, ademas de un polisacarido
acido correspondiente a mezcla de homogalacturonano (HG) vy

ramnogalacturonano | (RGI).

...4p-D-Galp1 — 4p-D-Galp1 — 4 pB-D-Galp1 —> 4 -D-Galp 1...
3

I

1 a—L-Araf 5 «— 1 a—L-Araf

Figura 5.10: Estructura de arabinogalactano presente en cotileddn de soja propuesta [33].

Los cotiledones de especies dicotiledoneas por lo general tienen un
predominio de tejidos de tipo parenquimatoso, es decir, tejidos fundamentalmente
blandos, poco especializados y fisiolégicamente no diferenciados. Es el caso de las
leguminosas, en las cuales las estructuras de reserva, como arabinogalactanos y
xiloglucanos, son posteriormente utilizadas para desarrollar vascularizacion vy, asi,
transportar los productos a las partes de la planta en crecimiento [36]. Los
cotiledones contienen cantidades importantes de estos polisacaridos de pared
celular, que actian como reserva y son extraidos en todas las fracciones del
proceso de extraccion secuencial. En el perfil de monosacaridos constituyentes de
los extractos principales (Figura 5.5), se observa como los arabinogalactanos,
mezcla de polisacéaridos acidos (pécticos), y hemicelulosas aparecen en todas las
fracciones, sin lograr una separacion efectiva de los diferentes grupos de
polisacéaridos de pared, como se indica en el esquema de extraccion general de la
Figura 5.2. Esto indica que, para este tipo de tejidos vegetales no fue eficiente la
extraccion secuencial propuesta. A medida que aumenta la concentracion alcalina
de los extractos, se observa que continlan solubilizandose cantidades de pectinas

(AGs) adicionales, junto con las hemicelulosas. Si bien las fracciones KOH 1M y 4M
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son las que contienen la mayor cantidad de xilosa y glucosa no son los azucares
predominantes en estas fracciones, aunque evidencian la presencia de xiloglucanos
y glucuronoxilanos en estos extractos, junto con los arabinogalactanos que siguen

siendo los polisacaridos predominantes [37].

La unidad constitutiva mas abundante es la galactosa seguida de los acidos
uronicos, arabinosa y glucosa, lo que concuerda, tanto con lo publicado por Aspinall
et al. [33]-[35] como por Huisman et al. [38]. En la Figura 5.11 se observa el

contenido en monosacaridos constituyentes total de cada tratamiento y del control.

Total monosacaridos de pared en RIA

40-
(3 Control (CTR)

I (@ Herbivoria (PCH)

@l Salicilico (TSA)

30+

% por tratamiento
N
<

0- 7

™ hY
RS S S L Py

Monosacaridos componentes

Figura 5.11: Contenido total de monosacaridos constituyentes de los tratamientos y control

de cotiledones de la variedad Williams.

Se observa un claro aumento del contenido de Ara en las paredes celulares
de cotiledones de TSA con respecto a CTR y PCH, ademas de una variacion en el

contenido de Gal, generando un cambio en el contenido de monosacaridos
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constituyentes, especificamente, en los AGs de aquellas muestras inducidas con
acido salicilico. Los arabinanos, galactanos y arabinogalactanos son los
polisacaridos neutros mas abundantes en las paredes celulares de los cotiledones
de soja, y en los tratamientos realizados la relacion Gal:Ara 2,5:1,0 para CTR;
2,4:1,0 para PCHy 1,5:1,0 para TSA. El 4cido salicilico es una hormona vegetal
con participacion directa en la sintesis de algunos polisacaridos y/o componentes

de la pared celular vegetal [37][38].

Hasta el momento, no existen antecedentes que indiguen una relaciéon
molecular directa entre la accion de SA por aplicacion exdgena y la variacion en los
contenidos de Ara, Gal, AGs y/o AGPs. Sin embargo, al observar la relacion de
Gal:Ara que arroja las paredes celulares de cotiledones de TSA y considerando los
cambios efectivos que el SA produce sobre la pared y las proteinas asociadas a
AGs, se puede inferir que la modulacion de defensas mediadas por SA tiene efectos
en la composicion en monosacaridos constituyentes, especificamente en los
contenidos de Ara y Gal con respecto al control. Este resultado podria ser un
precedente de como variaria la estructura y proporcién de AGs de la pared celular
de cotiledones cuando se induce con SA durante el desarrollo de las semillas en
R5.

El cuarto monosacéarido en abundancia en las paredes celulares de los
cotiledones es la B-D-glucosa, que deriva de celulosa y xiloglucanos (XGs) [36]. Los
XGs, a diferencias de los AGs se encuentran formando interacciones por enlaces
hidrogeno con la celulosa en el entramado de la pared, por lo que son extraidos en
condiciones de mayor alcalinidad. En la Figura 5.3 se observa cémo se distribuye el
contenido de B-D-glucosa por extracto, mostrando que en KOH 1M, 4M vy residuo
final aparecen los B-glucanos. Sin embargo, aparecen también en los extractos que
de menor alcalinidad, pero, en este caso, se trata de glucosa proveniente de
almiddn. Estos a-glucanos se observan claramente en los espectros de RMN de 1C,
2C y 3C de ambos tratamientos y del control. Es por eso por lo que se descarto su

contenido en estos primeros tres extractos de la extraccion secuencial. En la Figura
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5.12 se presentan las sefiales de la zona anomérica caracteristicas para a-D-

glucanos [41].
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Figura 5.12 Asignaciones de sefales (ppm) correspondientes a a-glucanos presentes en
la zona anomérica de espectros de RMN del extracto acuoso y de Na,COs; 0,05 M de
cotiledones tratados antes de la purificacion con a-amilasa (A: 2C-CTR, B: 1C-PCH y C:
3C-TSA).

Con el fin de completar la elucidacion estructural de los polisacaridos en cada
una de las muestras, para los extractos acuosos se realizé andlisis por metilacion.
Los resultados indicaron la presencia mayoritaria de arabinogalactanos, los que
suelen ser estructuras muy ramificadas, que presentan varios tipos de enlaces
glicosidicos. El proceso de metilacion, descrito en el capitulo de materiales y

métodos [42][43] fue llevado a cabo sobre los extractos acuosos 1C-CTR, 1C-PCH
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y 1C-TSA. Tanto para el control como para los tratamientos se puede observar como
las unidades de galactosa en el extremo terminal no reductor (2,3,4,6-Me Gal)
superan el 50% para 1C-CTR y 1C-PCH y superan el 20% para 1C-TSA, lo que
indicaria que el galactano fue degradado a pequefias cadenas de pocas unidades.
El caso de los arabinanos es similar, no se logra dilucidar una estructura posible
segun las proporciones de los derivados metilados, ya sea por submetilaciéon de las
unidades o por degradacion de las cadenas poliméricas. Por otra parte, los
espectros de RMN de 1C-TSA indicaron la presencia de varias estructuras, ademas
de AGs, como HG, RGI y GMs, todos ellos faciimente escindibles debido a
interacciones débiles, o con un alto grado de ramificacién, en el caso de los GMs.
[44].

La caracterizacion general de los extractos obtenidos con CDTA entregé como
resultado arabinogalactanos y HG como principales polisacaridos presentes. El
acido galacturénico, tanto en los extractos 1C como 2C, puede estar en su forma
acida o formando un éster metilico (GalAMe). El grado de esterificacion de las
pectinas esta relacionado con la elongacién, crecimiento y maduracién de los tejidos

y se determiné para las muestras de ambos extractos [45] (Tabla 5.10).

Tabla 5.10: Contenido de &cido galacturénico (GalA) como éster metilico y libre presente
en muestras 1C (acuoso) y 2C (CDTA).

Extracto Acuoso Extracto con CDTA Acuoso+CDTA

Extracto (mg/100 g RIA) (mg/100 g RIA) (mg/100 g RIA)
Total GalAMe GalA Total GalAMe GalA Total GalAMe GalA
CTR 178 131 47 756 125 631 934 256 678
PCH 196 130 66 614 156 458 810 286 524
TSA 460 145 315 243 174 69 703 319 384

Un alto grado de esterificacion (Gme) produce pectinas mas flexibles y

disposicion con menos interacciones entre cadenas, lo que hace que el ensamblaje
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celular sea mas labil. Esta caracteristica se suele presentar cuando la planta esta
en proceso de crecimiento y elongacion [11]. A nivel molecular el Gme es regulado
por la actividad de las polimetilestearasas (PME) sobre las cadenas de pectina.
Cuando se genera pectina de bajo Gme, se puede producir el entrecruzamiento con
Ca?* para aumentar la rigidez del gel, generando un mayor endurecimiento de la
pared celular. Sin embargo, cuando el Gme es bajo, y las pectinas se encuentran
en su forma &cida, éstas son susceptibles a las poligalacturonasas que pueden
escindir con mayor facilidad la matriz pectinica, intensifican la flexibilidad de las
cadenas, produciendo mayor ablandamiento de la pared celular por disminucion de
su longitud [46] [47].

Se observa una disminucion en la cantidad total de acidos urénicos en las
paredes celulares de TSA en el extracto acuoso, con respecto a CTR y PCH.
Ademas, hay un aumento importante de GalAMe para muestras de PCH con
respecto a CTR, y esta tendencia es aun mas significativa cuando se comparan las
paredes celulares de cotiledones de TSA con CTR. Por el contrario, se observa una
tendencia inversa en cuanto a la cantidad de 4cidos urénicos sin esterificar. En este
caso, se puede especular que el aumento en el contenido de &cidos urdnicos
esterificados con grupos metoxilo podria contribuir a la tendencia de liberacion de
HG de las paredes celulares como consecuencia a la menor presencia de
interacciones iénicas entre las cadenas de HG, que daria como resultado menor

empaquetamiento y/o paredes celulares mas blandas.

Los extractos obtenidos con Na2COs 0,05 M (3C) son los de menor rendimiento
y segun lo registrado en los espectros de RMN, gran parte del material corresponde
a a-glucanos de reserva. Es decir que este extracto no es importante a nivel del

analisis de las paredes celulares.

Cuando se aumenta la alcalinidad en la extraccion secuencial, se espera
obtener en mayor proporcion las hemicelulosas. Sin embargo, en los extractos de
KOH1My4 M (4C y 5C, respectivamente), sigue siendo mayaoritario el contenido
de AGs. Enla Figura 5.7 y 5.8 se observan las sefiales del espectro de RMN HSQC
correspondientes a los arabinanos y galactanos para 4C-ICH y 5C-TSA. Ademas,
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para 4C aln se logran observar sefiales asignadas a restos de a-glucanos. Los
extractos de KOH 1 M, ademés de arabinanos y galactanos, contienen xiloglucanos
(XG) formados segun la bibliografia, por una relacion molar Glc: Xyl de ~4:3, el resto
de Glc en la muestra corresponderia a a-D-glucanos [36]. Los XG no se logran ver
en los espectros de RMN debido a su poca solubilidad, al tratarse de hemicelulosas
gue son menos solubles que otros componentes de estos extractos. En ambos
tratamientos y en el control se pudo detectar un p-D-manano posiblemente poco
sustituido debido a que no logro ser solubilizado y detectado en el espectro de RMN
[7]. La solubilidad de los galactomananos depende directamente de su grado de
ramificacion con unidades de a-D-Galp sustituida en posicion 6, es por eso que se
observa su presencia en los extractos obtenidos con agua y también con KOH 1 M,

incluso en el residuo final (Figura 5.5) [48].

El extracto con mayor rendimiento de toda la extraccion secuencial
corresponde en todos los casos (CTR, PCH y TSA) al obtenido en un medio
fuertemente alcalino (KOH 4 M), 5C, con un rendimiento de 5,7-6,9 % respecto al
RIA. Aligual que los extractos 4C, los 5C contienen como polisacaridos mayoritarios
arabinanos y galactanos, seguidos de cantidades importantes de &cido
galacturénico que puede estar formando parte de varios tipos diferentes de pectinas,
principalmente HG, bloques de RGI e incluso pequeiias cantidades de
xilogalacturonanos (XGA), que suelen estar poco ramificados y ser mayormente
insolubles [37]. Los polisacéaridos restantes y la mayoria de la xilosa presente estan
formando parte de los XGs [49]. En la Figura 5.7 se observa el espectro de 5C-TSA
que, al igual que 4C-PCH registra las sefiales correspondientes a los AGs, pero
ademas se observan las sefiales de Rha y GalA que forman parte de los

polisacaridos mencionados.
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5.5.3 Caracterizacion estructural fina

Para profundizar la caracterizacion general y obtener informacion estructural
precisa sobre los polisacaridos presentes se realizo el analisis por metilacion. Estos
estudios confirmaron que Ara y Gal presentes en todos los extractos forman
cadenas de arabinogalactanos. Estas cadenas estan formadas por unidades de a-
L-arabinofuranosa enlazada por 5 y terminal principalmente, y cantidades menores,
de arabinosa enlazada por 3, 3,5y 2,3,5 y cadenas de (1—4)-B-D-galactopiranosa
como estructuras principales. Las sefales correspondientes se indicaron en las
Figuras 5.6, 5.7 y 5.8.

El analisis por metilacion de 5C-CTR, 5C-PCH y 5C-TSA, entreg6 informacion
importante sobre las cantidades relativas de estructuras de arabinanos y galactanos
de esta etapa. Las proporciones encontradas para las unidades que conforman
arabinanos y galactanos que pudieron confirmarse, se muestra en la Tabla 5.11,

construida a partir de los resultados obtenidos en la Tabla 5.8.

Tabla 5.11: Estructuras de los arabinanos a partir del analisis por metilacion en muestras
5C.

Unidad? Arabinanos 5C-CTR 5C-PCH 5C-TSA
a-L-Araf-(1— terminal 2,1 0,6 0,2
—5)-a-L-Araf-(1— de cadena 2,8 2,9 1,2
—3,5)-a-L-Araf-(1— ramificaciones 1 1 1

1Solo se deduce del andlisis por metilacion el patron de sustitucion y si la unidad es

furandsica o piranésica.

Para 5C-TSA, la proporcion varia notablemente, pudiendo inferir que las
cadenas de arabinanos son mas ramificadas con respecto al CTR y PCH, a pesar

de que, al igual que para las muestras 1C, podrian existir submetilacion. En la Figura
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5.13 se propone una estructura posible para las cadenas de arabinano de
cotiledones obtenidas en por extraccion con KOH 4M.
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Figura 5.13: Estructura mas comun para 5C-CTR y 5C-PCH presente en las cadenas de

arabinanos de cotiledones extraidas con KOH 4M.

De la misma forma, se analizaron los resultados para los galactanos obtenidos
(Tabla 5.12). Los galactanos suelen ser cadenas lineales de —4)-3-D-Galp-(1—,
que pueden estar sustituidos en posicion 3 por —5)-a-L-Araf-(1—, dando lugar a los
arabinogalactanos de tipo I, que se encuentran formando parte de las cadenas
laterales de los bloques RGI, extraidos en esta fraccion [50].
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Tabla 5.12: Estructuras de los galactanos a partir del andlisis por metilacion en muestras
5C.

Unidad? Galactanos 5C-CTR 5C-PCH 5C-TSA
B-D-Galp-(1— terminal 3 3 2
de cadena 18 25 5

—4)-B-D-Galp-(1—

—3,4)-B-D-Galp-(1— ramificaciones 1 1 1

1Solo se deduce del andlisis por metilacion el patrén de sustituciéon y si la unidad es

furandsica o piranésica.

Se observa un aumento en la longitud de la cadena promedio de en 5C-PCH
con respecto a 5C-CTR. El cambio es abrupto para 5C-TSA, indicando que las
cadenas promedio de galactanos serian mas cortas y/o podrian estar mayormente
sustituidas por cadenas de arabinanos. La estructura propuesta se presenta en la
Figura 5.14.

% HO
OH %O O ,
HO RO OH \%{,
HO OH |

L n=5-25

~

Figura 5.14: Estructura mas comun para galactanos de cotiledones extraidas con KOH 4M.

Puede estar sustituido con una unidad de a-L-Araf-(1— en R.

Ademas, se realizo la estimacion de la cantidad de cadenas laterales de los
AGs presentes en las pectinas de los extractos 5T. En la Tabla 5.13 se muestra los
porcentajes de las pectinas en cada muestra. La estimacion fue realizada partiendo

de RGI, que se estim6 como Rha + GalA (proporcién 1:1) + arabinosa y galactosa.
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El contenido HG se calculé como la cantidad total de UA menos la cantidad de GalA
en RGI. En la estimacion de la cantidad de galactanos se descont6 galactosa que
formaria parte de XGs y GMs (GMs > 1% y XGs > 2% de Gal respecto al total),

segun las proporciones referidas en literatura [51][52].

Estos resultados muestran la variacion de las cadenas laterales de los RGI
para los extractos obtenidos por del tratamiento con acido salicilico (SA), donde se
observa la disminucion de la proporcion de galactano contrapuesto al aumento de
la cantidad de las cadenas de arabinano, especialmente para la muestra tratada con
SA. Se ha reportado la accion directa de SA exdgeno sobre semillas de soja como
mecanismo de defensa contra enfermedades [53], ademas se conoce el efecto de
SA en el fortalecimiento de las paredes celulares frente a estrés bibtico, como
ataque de agentes patdégenos [54]. Los efectos de SA exdgeno sobre pared celular
han sido poco estudiados desde un punto de vista molecular, por lo que los
resultados obtenidos en la variacion de las cadenas laterales de RGI en las
muestras de TSA podrian ser un precedente en el efecto de la hormona vegetal
sobre polisacéridos estructurales de paredes celulares vegetales. Estos resultados
también coinciden con las variaciones registradas en el total de monosacaridos
componentes de los cotiledones, mostrado en la Figura 5.11. Los niveles de Gal
disminuyen, mientras Ara aumenta en TSA. Ademas, hay que tener en cuenta que
los extractos 5T, corresponden a la fraccion con mayor rendimiento tanto para TSA

como para CTR y PCH.

Tabla 5.13: Contenido de pectinas en los extractos 5T

% Molar
Muestra HG  RGI (principal) ‘a:t‘:::fe";)’ ﬁ:t':f:?er:;
5C-CTR 34 5 16 32
5C-PCH 44 3 14 26
5C-TSA 46 5 21 14
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Por otro lado, en el residuo final los AGs, aunque no son mayoritarios, todavia
se encuentran en segundo lugar en abundancia. En este residuo predomina la
celulosa, insoluble aun en medio fuertemente alcalino. Se observan (Figura 5.5),
cantidades menores de xilosa y manosa, que corresponderian a XGs y mananos,
estos ultimos posiblemente muy poco ramificados con unidades de a-D-galactosa.
La celulosa es el polisacarido més regular de las paredes celulares y, debido a su
insolubilidad, seria necesario recurrir a otras técnicas para analizar su estructura y
grado de cristalinidad, como ser difraccion de rayos x y espectroscopia de RMN en

fase solida.

5.6 Conclusiones

En la presente investigacion se demostrd que los principales cambios en las
paredes celulares de cotiledones como consecuencia del ataque de Nezara veridula
corresponden al contenido de &cidos uronicos, especificamente, acido o-D-
galacturonico, mientras que también se detectaron algunos cambios en las

estructuras de los arabinogalactanos.

Sin embargo, la extraccion secuencial realizada sobre los cotiledones fue poco
efectiva para separar los diferentes polisacaridos que formaban partes de estas
paredes. El alto contenido de arabinogalactanos y almidon hicieron dificil la
visualizacion de otras estructuras de la pared celular, ya que, tanto AGs, como

almidon se distribuyeron por todos los extractos obtenidos.

En conclusion, a pesar de las dificultades experimentales, se demostrd
claramente que habia cambios mensurables en la composicién de los polisacaridos
de paredes celulares de cotiledones y su grado de interaccion, lo que esta
directamente relacionado con la degradacion de las paredes celulares inducido por
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el ataque de Nezara viridula y al tratamiento externo con SA en estadio del ciclo

reproductivo R5.

Las muestras tratadas con SA exdégeno mostraron una diferencia clara en el
contenido de Ara y Gal, los cuales en cotiledones corresponden a monosacaridos
constitutivos de las cadenas laterales de los dominios RGI. Esta diferencia
observada podria ser un precedente en los efectos producidos por acido salicilico

sobre la estructura de paredes celulares.
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El objetivo principal de este trabajo de tesis fue estudiar las paredes celulares de las
semillas de la planta de soja desde un punto de vista de la quimica de hidratos de
carbono que involucra los polisacéaridos que poseen funcién estructural, es decir, que
forman los diferentes tejidos de las semillas en el estadio mas susceptible a los
herbivoros, como la chinche verde, Nezara viridula. El estudio estda enmarcado en un
sistema de interaccion planta-insecto, que ademas de caracterizar estructuralmente
los polisacéaridos de pared, busca comparar y cuantificar diferencias estructurales y
constitutivas de dichos polisacaridos estructurales de semillas obtenidas en diferentes
condiciones, con el objetivo de poder aportar a la quimica ecologica, que busca
describir relaciones que aporten al entendimiento de las respuestas vegetales a la

herbivoria.

Caracterizacion estructural de los polisacaridos componentes de tegumentos

Para esta investigacion se procedid a trabajar en un ecosistema natural (a
campo) cosechando el material vegetal en el estadio reproductivo conocido como R6
(semillas completamente llenas) [1], que corresponde a un estadio previo a la
maduracion completa de la semilla. Para desarrollar una correcta caracterizacion de
los hidratos de carbono de un material vegetal se procedioé con un andlisis clasico para
material vegetal, que involucra las herramientas y determinaciones necesarias para

llevar adelante la caracterizacion.

En la Figura 6.1 se presenta un diagrama resumen del proceso de andlisis de las

semillas de soja (adaptado de Huisman [2]).
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Figura 6.1: Diagrama de procedimientos y flujo de procedimientos para el estudio detallado
de semillas de soja.

La extraccion secuencial aplicada a los tegumentos de la variedad Williams, se
llevé a cabo de manera efectiva, esto quiere decir que, fueron separados de la matriz
de la pared celular, en los pasos extractivos, diferentes conjuntos de polisacaridos. De
este modo, se logré caracterizar todos estos grupos de polisacéaridos, descritos
tedricamente en el capitulo introductorio. En la Figura 6.2 se muestra los polisacaridos

mas abundantes de cada paso extractivo realizado (1T a 6T).

En los extractos acuosos se obtuvieron principalmente pectinas, HG y RGI,
destaca la presencia de GM (hemicelulosa), muy solubles y, por lo tanto, con un alto
grado de sustitucién con una relacién molar, Gal:Man de 1:1,8 [3]. Los extractos de
CDTA también se encontraron formados por pectinas, pero casi en su totalidad por
HG y apenas una pequeia cantidad de RGI. De manera similar, los extractos 3Ty 4T
estaban constituidos principalmente por pectinas, a medida que avanza la extraccion
secuencial disminuye la proporcion de HG y aumenta la de RGIl. Ademas, comenzaron
a aparecer pequefias cantidades de hemicelulosas, como GM y XG que van

aumentando en proporcion a medida que continlda la extraccion secuencial. Destacan
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los cambios en la cantidad de cadenas laterales de los RGI, los arabinanos unidos por
la posicion 5 van aumentando y en los extractos 4T llegan a constituir cerca de 30%

del total de polisacéaridos en TSA.

5T contiene mayoritariamente hemicelulosas, GM, GX y XG, aunque también se
detectaron HG y RGI, en menor razén. La diferencia en solubilidad de estas cadenas
radicaria en su grado de ramificacion y sustitucién [4], en el caso de los GM, a
diferencia de los extraidos con agua, o con carbonato, aquellos obtenidos con KOH 4

M, se encuentran menos sustituidos, con relacion molar Gal:Man, 1:3,0.

Finalmente, en el residuo final, prevalece la celulosa que corresponde a mas del
70% del total del residuo, junto con cantidades menores de HG, GM y GX, muy

insolubles y poco sustituidos.

Extraccion secuencial

B HG
100+ 100- 100 B RGI
Q B GM
< 80- 80 80+ B3 XG
© B GX
|-
£ 601 60+ 60+ [l Celulosa
(3]
[ 404 40+ 40
0
% 204 20 20
=~
0- 0- T — T 0-
1T-CTR 1T-PCH A1T-TSA 2T-CTR 2T-PCH 2T-TSA 3T-CTR 3T-PCH 3T-TSA
Extractos
100- 100+ 100+
(o]
° 80- 80 20
o
b= 60+ 60 60+
»
()]
[ 404 404 40+
8
° 204 20 20
o~
0- 0- 0-

4T-CTR 4T-PCH 4T-TSA S5T-CTR S5T-PCH 5T-TSA 6T-CTR 6T-PCH 6T-TSA

Extractos

Figura 6.2: Estimacién de la composicion de los diferentes extractos y del residuo final del

procedimiento de extraccion para tegumentos de soja.
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La diferencia en las proporciones atribuidas a cada tratamiento (picado, salicilico
o control) realizado sobre el tegumento se puede calcular observando el porcentaje
total en peso respecto a RIA. En la Figura 6.3 se muestran la composicion total de
cada tratamiento realizado respecto a los polisacaridos encontrados.

Control Picado por chinche Salicilico = HG
m RGI
u GM
XG
\ m GX
\ 6% m Celulosa
- -

1% 2%

Figura 6.3: Estimacion del total de polisacaridos obtenido de cada tratamiento para

tegumentos de soja.

Como resultado, destacan diferencias en la contribucion de celulosa,
homogalacturonanos y galactomananos. En resumen, se detectaron diferencias
importantes entre tratamientos que sugieren diferencias en la reestructuracion de la
pared celular de los tegumentos como consecuencia del dafio causado por la chinche.
Ademas, el tratamiento con SA produce en la mayoria de los casos, cambios similares,
pudiendo ser ésta una prueba del rol de la hormona en los cambios en la estructura
de la pared celular. Estudios previos mostraron que la picadura de la chinche induce

la acumulacioén de altos niveles de SA en las semillas dafias [5].

La importante disminucién en el contenido de celulosa, a expensas de los HG,
sugiere que la picadura de la chinche verde podria producir un ablandamiento en las
paredes celulares de los tegumentos, como producto de la accion enzimatica de la

saliva de la chinche [6], [7].

Resultados de los ensayos sobre tegumento con saliva de chinche
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Los resultados de las digestiones enzimaticas mostraron que se logré degradar
parcialmente los polisacaridos de pared celular, tanto en R-CTR como en R-PCH por
accion de la saliva, lo que evidencia su actividad sobre los polisacaridos de
tegumentos. Considerando los cambios obtenidos en el analisis de saliva sobre RIA

de tegumentos se supone actividad p-glucanasas y f-mananasas

Los resultados de los tratamientos con saliva sobre RIA de CTR, PCHy TSA se
muestran en la Figura 6.4, en la que se observa como cambia la composicién de los
polisacéaridos totales debido a la accion de la saliva con actividad en las enzimas

mencionadas, al mostrar disminucién en el contenido de celulosa y galactomanos [8].

. HG R-CTR-sv
m RGI
m GM
XG
m GX
m Celulosa 3% 2%
R-PCH R-PCH-sv

@

2% o9,

o

1%

Figura 6.4: Resultados de la digestion enzimatica en la composicion para tegumentos de

soja.

Este andlisis con saliva demuestra que, debido al ataque de chinches, se
producen cambios en las paredes celulares de los tegumentos durante el estadio R5,
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ademas refuerza lo reportado como resultado de la picadura de la chinche a campo
sobre las semillas. Estos resultados son muy novedosos y contribuyen a la
caracterizacion y composicion de la saliva de la chinche verde. Giacometti et. al s6lo
habian obtenido resultados moleculares anteriormente para Nezara viridula que
indicaban un aumento de la expresion de los genes de expansina, xiloglucano endo-
transferasa, poligalacturonasa y pectato-liasa [6] . El mérito de los resultados de esta
tesis es que son directos sobre el material de pared celular. Las dificultades
experimentales fueron muchas, sin embargo, estos resultados son muy claros y

cuantitativamente relevantes.

Caracterizacion estructural de los polisacaridos componentes de cotiledones

Los polisacaridos mayoritarios de los cotiledones estudiados en R6, son
arabinogalactanos y almidon, ambos corresponden a polisacaridos de reserva vegetal
caracteristicos para semillas de leguminosas [9], si bien, a diferencia del almidon, los
arabinogalactanos son parte de las paredes celulares [10] Todos los extractos de
pared celular de cotiledones contienen importantes cantidades de pectinas,
principalmente RGI, con predominio de arabinogalactanos, compuestos de cadenas
de (1—4)-B-D-galactanos y (1—5)-a-L-arabinanos altamente ramificados en las

posiciones 2, 3y 2,3.

Las diferencias mas significativas entre tratamientos se observaron en el
contenido de celulosa menor en PCH y TSA, respecto a control y en el contenido y
distribucion de Ara y Gal en el tratamiento con acido salicilico (SA) exégeno mostraron
una diferencia clara en el contenido de Ara y Gal, respecto a control (Figura 6.5) Ara
y Gal corresponden en cotiledones a monosacaridos constitutivos de las cadenas
laterales de los dominios RGI. Esta diferencia observada podria ser un precedente en
los efectos producidos por acido salicilico sobre la estructura de paredes celulares. Al
igual que en tegumentos, estos efectos podrian ser consecuencia del mecanismo de

defensa de la planta como resultado de la induccidén con hormona S

191



Franco Andrés Arias llabaca Capitulo 6

Total monosacaridos de pared en RIA
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Figura 5.11: Contenido total de monosacaridos constituyentes de TSA 'y CTR de cotiledones
de la variedad Williams.

Consideraciones finales

La extraccion secuencial fue efectiva para fraccionar la pared celular de
tegumentos, a diferencia de las paredes de cotiledones, en las que se obtuvieron
extractos y fracciones heterogéneas a lo largo de toda la extraccion, haciéndola
menos eficiente. Este efecto se debe a la naturaleza de los cotiledones de
leguminosas, en los cuales los polisacaridos son destinados a actuar como reserva

energética para la germinacion [11]

Los extractos enriquecidos en pectinas (acuosos y los obtenidos con soluciones
de CDTA y con tanto de cotiledon como de tegumento, presentaron cambios en la
proporcion y distribucion e interacciones diferentes entre pectinas para los

tratamientos con SA con respecto a PCHy CTR.

Existe una diferencia notable en los contenidos totales de celulosa de

tegumentos (y también cotiledones) de las semillas picadas por las chinches con
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respecto a CTR y TSA, lo cual concuerda con lo reportado en literatura sobre la
respuesta vegetal a la estrés bidtico [12], [13], incluyendo patégenos y herbivoros .
Como consecuencia del ataque de chinches, se producen cambios significativos en
las paredes celulares, que pueden medirse utilizando herramientas de quimica de
polisacéaridos y no solo por diferencias en la expresion de genes relacionados con la

biosintesis de pared celular.

Finalmente, los ensayos realizados con saliva de chinche, confirman lo
expresado en la hipétesis respecto a los cambios en pared, por lo que este estudio
prueba que, como consecuencia del ataque de chinches, se producen cambios
significativos en las paredes celulares, que pueden medirse con determinaciones de

quimica de polisacéridos.

Ademas, la diferente degradacion sufrida por los residuos sugiere diferencias en
la reorganizacion dindmica de la pared celular de tegumentos, como consecuencia del

dafio ocasionado por las chinches.

Si bien, este estudio descriptivo entrega suficientes datos para contestar las
preguntas iniciales de la hipotesis planteada en esta tesis, surgen a su vez, nuevas
dudas y la necesidad de comprender de manera mas completa los detalles de la

interaccion entre el cultivo de soja y la chinche verde.

Las siguiente pregunta a resolver es si acaso estos cambios en la estructura de
la pared celular de los cotiledones forman parte de los mecanismos de defensa de la
semilla o de los mecanismos implicados en el ataque de los insectos. Parte de una
perspectiva de este estudio quimico-ambiental es profundizar continuamente en las

implicancias de determinaciones descriptas.

193



Franco Andrés Arias llabaca Capitulo 6

Referencias

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

R. Giacometti et al., “Early perception of stink bug damage in developing seeds
of field-grown soybean induces chemical defences and reduces bug attack,”
Pest Manag. Sci., vol. 72, no. 8, pp. 1585-1594, 2016.

M. M. H. Huisman, “Elucidation of the chemical fine structure of
polysaccharides from soybean and maize kernel cell walls,” Wageningen
University, 2000.

S. Singh, G. Singh, and S. K. Arya, “Mannans: An overview of properties and
application in food products,” Int. J. Biol. Macromol., vol. 119, pp. 79-95, 2018.

M. Q. Guo, X. Hu, C. Wang, and L. Ai, “Polysaccharides: Structure and
Solubility,” Solubility of Polysaccharides, 2017.

R. Giacometti et al., “Early perception of stink bug damage in developing seeds
of field-grown soybean induces chemical defences and reduces bug attack,”
Pest Manag. Sci., vol. 72, no. 8, pp. 1585-1594, 2016.

R. Giacometti, N. llina, P. A. Eduardo, and J. A. Zavala, “Stink bug nezara
viridula sustains late MAPKs phosphorylation status and induces expression of
genes related with cell wall rearrangement in developing soybean seeds,”
Arthropod. Plant. Interact., vol. 12, no. 4, pp. 531-541, 2018.

R. Giacometti, V. Jacobi, F. Kronberg, C. Panagos, A. S. Edison, and J. A.
Zavala, “Digestive activity and organic compounds of Nezara viridula watery
saliva induce defensive soybean seed responses,” Sci. Rep., vol. 10, no. 1, pp.
1-12, 2020.

A. Al Loman and L. K. Ju, “Enzyme-based processing of soybean
carbohydrate: Recent developments and future prospects,” Enzyme Microb.
Technol., vol. 106, no. June, pp. 3547, 2017.

M. S. Buckeridge, “Seed cell wall storage polysaccharides: Models to
understand cell wall biosynthesis and degradation,” Plant Physiol., vol. 154, no.
3, pp. 1017-1023, 2010.

194



Franco Andrés Arias llabaca Capitulo 6

[10] C.T. M. Fransen, J. P. Kamerling, J. F. G. Vliegenthart, H. A. Schols, and A. G.
J. Voragen, “The CDTA-Soluble Pectic Substances from Soybean Meal are
Composed of Rhamnogalacturonan and Xylogalacturonan but not,” vol. 58, pp.
279-294, 2001.

[11] A. lkram et al., “Nutritional and end-use perspectives of sprouted grains: A
comprehensive review,” Food Sci. Nutr., vol. 9, no. 8, pp. 4617-4628, 2021.

[12] R. Sasidharan, L. A. C. J. Voesenek, and R. Pierik, “Cell wall modifying
proteins mediate plant acclimatization to biotic and abiotic stresses,” CRC. Crit.
Rev. Plant Sci., vol. 30, no. 6, pp. 548-562, 2011.

[13] C. Silva-Sanzana, J. M. Estevez, and F. Blanco-Herrera, “Influence of cell wall
polymers and their modifying enzymes during plant—aphid interactions,” J. Exp.
Bot., vol. 71, no. 13, pp. 3854-3864, 2020.

195



	Portada
	Resumen
	Índice
	Abreviaturas
	1. Introducción general
	Referencias

	2. Materiales y métodos
	Referencias

	3. Cambios en las paredes celulares de tegumentos de semillas de soja de la variedad Williams.  
	Referencias

	4. Cambios en las paredes de tegumentos de semillas de soja Por tratamiento con saliva de chinche verde 
	Referencias

	5. Cambios en las paredes celulares de cotiledones de semillas de soja de la variedad Williams. 
	Referencias

	Conclusiones generales y perspectivas
	Referencias




