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Resumen

Las plantas frecuentemente estan sometidas a condiciones de estrés bidtico o abidtico. El estrés
desencadena una serie de respuestas en la planta, en este sentido, las enzimas son conocidas por ser
participes en las respuestas de proteccion ante dafio oxidativo, regulacion hormonal y modificacion de la
expresion génica de los sistemas de defensa. La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante la cual juega un
rol indispensable en la capacidad de proteccion antioxidativa, y la fenilalanina amonio liasa (PAL) es una
enzima que participa activamente en la respuesta contra estrés biético. No obstante, este tipo de respuestas
también pueden ser inducidas por la aplicacion de elicitores, con la finalidad de inducir el sistema de defensa
de la planta. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto bioquimico de actividades enzimaticas (CAT
y PAL) y contenido de clorofila, que tiene la aplicacion de elicitores de nanoparticulas de quitosano (NP-QN)
y NP-QN cargadas con ADN viral fragmentado en el cultivo de tomate. Se evaluaron un total de seis
tratamientos (T1-T6) y un control (TO). Del T1-T3 se evaluaron concentraciones de 0.3, 0.6 y 1.2 g/mL de NP-
QN y del T4-T6 NP-QN cargadas con una concentracion constante de ADN viral [100 ng/pL]. Los resultados
muestran que el T4 — 0.3 g/mL NP-QN cargadas con 100 ng/uL de ADN viral — fue el tratamiento con mayor
contenido de proteina (2.15+0.02 mg/mg hoja fresca), actividad CAT de 0.00095%1.575x10* pmol
H202-mg~"-min~" respecto al control y que el T5 (0.6 g/mL NP-QN cargadas con 100 ng/pL de ADN viral) fue
el de mayor actividad PAL (0.0259+0.0046 U/mg proteina) respecto al control y tratamientos que sélo
contienen NP-QN, sugiriendo que el ADN viral cargado en la NP-QN es necesario para generar una mayor
respuesta enzimatica.

Palabras clave: Actividad enzimatica, nanoparticulas de quitosano, ADN fragmentado, PepGMV, tomate.

Introduccion

Las plantas a menudo estadn inmersas en condiciones que las someten en un constante estrés, bidtico o
abiodtico. El estrés abidtico abarca todos los factores ambientales, como temperaturas extremas, exceso o
falta de luz, suelos altamente salinos, sequia, inundaciones, etcétera. El estrés bidtico se refiere a
enfermedades por patdégenos, herbivoros y competencia de recursos con otras plantas’. El estrés, ya sea
bidtico o abiético, desencadena una serie de respuestas en la planta, como la alteracién en la expresion
génica, el metabolismo celular, cambios en la tasa de crecimiento y en el rendimiento del cultivo 2. Siendo
una de las primeras respuestas la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés)
y presente en los mecanismos de defensa de las plantas sometidas a estrés. El H,O, es una ROS que
participa en el control y la regulacién de procesos bioldgicos, como el crecimiento, el ciclo celular, la muerte
celular programada y la sefializacién hormonal 3. Como parte de la respuesta de defensa, las plantas también
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producen ciertos metabolitos en respuesta al estrés, los cuales son sintetizados por catalizadores
enzimaticos. Bajo este contexto, las enzimas son conocidas por facilitar la respuesta contra estrés biético y
abiotico '“. La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante cuya funcién es la descomposicién del peroxido
de hidrégeno (H202) en moléculas de agua y oxigeno molecular, teniendo un rol indispensable en la
proteccion antioxidante contra radicales libres; junto con las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y la
Glutatién peroxidasa (GPx) 5. Asi mismo, la enzima la fenilalanina amonio liasa (PAL) juega un papel
importante en la respuesta ante estrés bidtico es la fenilalanina amonio liasa (PAL). La enzima PAL cataliza
el primer paso en la ruta de los fenilpropanoides, transformando la L-fenilalanina en cinamato mediante
desaminacion. Esta ruta conduce a la formacién de compuestos como ligninas, flavonoides, cumarinas y otros
metabolitos especializados que cumplen funciones importantes en la estructura de la pared celular, la
defensa, la pigmentacion y la respuesta al estrés 6. No obstante, este tipo de respuestas que habitualemente
son inducidas por fitopatégenos, también pueden ser inducidas por la aplicacion de elicitores, con la finalidad
de inducir el sistema de defensa de la planta 3. En este sentido la nanotecnologia ofrece una amplia gama de
moléculas que pueden actuar como nanoelicitores, destacando las nanoparticulas (NP) derivadas de
biopolimeros como el quitosano (QN). El cual, es un polimero natural con caracteristicas importantes como
biocompatibilidad, biodegradabilidad y bajo riesgo para la salud y el medio ambiente, que lo hacen factible
para diversas bioaplicaciones en el sector alimentario, quimico, veterinario, cosmético, médico, odontoldgico,
ambiental, textil, de envases, biotecnoldgico y agricola’. Dado el contexto, el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar el efecto bioquimico de actividades enzimaticas (CAT y PAL) y contenido de
clorofila, que tiene la aplicacion de elicitores de nanoparticulas de quitosano (NP-QN) y NP-QN cargadas con
ADN viral fragmentado en el cultivo de tomate, con la finalidad de obtener datos bioquimicos que respalden
el papel inductor de los nanoelicitores de quitosano en el sistema de defensa de las plantas y formar parte de
las tecnologias futuras de la proteccion de cultivos contra el estrés bidtico o abidtico.

Materiales y métodos

Material biologico y tratamientos

Semillas de tomate Saladette var. Galilea fueron germinadas en una charola de unicel con peatmoss y perlita
(7:3). Cuando alcanzaron una edad fenolégica de 2-3 trifolios se pasaron a macetas y se mantuvieron con
fotoperiodos de 16 h luz y 8 h oscuridad hasta la aplicacién del nanoelicitor. Las aplicaciones se realizaron
de forma foliar y los tratamientos fueron los siguientes: TO plantas tratadas con agua; T1 plantas inducidas
con [0.3 g/mL] de NP-QN; T2 plantas inducidas con [0.6 g/mL] de NP-QN; T3 plantas inducidas con [1.2 g/mL]
NP-QN. En los tratamientos siguientes, se utilizaron las mismas concentraciones de NP-QN con la distincion
de haber sido cargadas con una concentracion constante [100 ng/uL] de ADN plasmidico del geminivirus del
mosaico dorado del chile (PepGMV), principal fitopatdégeno de solanaceas, el cual fue fragmentado por
sonicacion. De esta forma, el T4 plantas inducidas con NP-QN a una concentracién de [0.3 g/mL] cargadas
con [100 ng/ pL] de ADN plasmidico fragmentado del PepGMV; T5 plantas inducidas con [0.6 g/mL] NP-QN
cargadas con [100 ng/ pL] de ADN plasmidico fragmentado del PepGMV y T6 plantas inducidas con [1.2
g/mL] NP-QN cargadas con [100 ng/ uL] de ADN plasmidico fragmentado del PepGMV.

Preparacion de extracto crudo

Los extractos crudos se obtuvieron siguiendo la metodologia modificada de Sibanda y Okoh °. Se utilizaron
250 mg de tejido vegetal de muestra de cada tratamiento, congelados y posteriormente macerados en un
mortero de porcelana con nitrégeno liquido, hasta obtener un pulverizado. El material resultante se lavé dos
veces con 500 L de acetona en cada lavado, y se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 minutos, esta ultima
homogenizacion se almaceno a 4°C por 24 h. Pasado este tiempo se realizé un ultimo lavado con acetona y
nuevamente se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 minutos para asegurar la precipitacion del tejido, se retird
el sobrenadante y se dej6 secar el precipitado. La pastilla seca se resuspendi6 en 1.5 mL de regulador de
fosfatos pH 7.0 [0.05 M] mediante agitacion en vortex y se centrifugé nuevamente a 12000 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante final se utilizé como extracto crudo para los analisis bioquimicos de actividad
enzimatica CAT y PAL.
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Cuantificacion de proteinas

La concentracion total de proteinas se llevo a cabo por medio del método de Bradford. Se mezclaron 200 pL
de reactivo de Bradford y 50 pL de extracto crudo, mezclando cuidadosamente y dejandolo incubar durante
10 minutos en la oscuridad, posteriormente se midio la absorbancia en microplaca a 595 nm. Se elabor6 una
curva de calibracion con soluciones patrén de albumina de suero bovino (BSA), se midieron absorbancias de
varias muestras a concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 mg/mL. Se aplicd una regresion lineal en
donde se ajustaron los datos a la recta y se obtuvo la ecuacién (y=mx + b). La concentracion de proteinas en
los extractos se determiné interpolando la absorbancia en la curva estéandar, en donde y es la absorbancia,
m es la pendiente de la curva; x es la concentracion de la proteina y b es una constante. Los resultados se
expresaron en mg de proteina por mL de extracto, y se utilizaron para normalizar las actividades enzimaticas
(CAT y PAL) como unidades por miligramo de proteina. La siguiente ecuacion fue utilizada para determinar
el contenido de proteina total en los diferentes tratamientos:

mg proteina

- ) (Volumen de celda)

mg de proteina = (

Actividad catalasa (CAT)

La actividad de la enzima catalasa (CAT) fue evaluada por medio de espectrofotometria, monitoreando la
disminucion de la absorbancia por minuto a 240 nm, asociada a la descomposicion del perdxido de hidrégeno
(H,0,), siguiendo el método descrito por Chandlee et al.'® Para la mezcla de reaccién se tomaron 250 L de
extracto crudo de cada tratamiento y 50 pL de H,O, [0.88 M], para el blanco se tomaron 250 uL de buffer de
fosfato y 50 uL de H,O, [0.88 M]. Se realizd una curva de calibracion de perdxido de hidrogeno, la preparacion
se inici6 a partir de una solucion estandar de H,O, al 3% [0.88 M], donde se realizaron siete puntos haciendo
diluciones a partir del primero empleando peroxido grado reactivo, las mediciones fueron a concentraciones
de 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 0.882 M. La actividad especifica de la enzima catalasa se expresd como
micromoles de H,O, descompuesto por minuto por miligramo de proteina (umol H,O,/min/mg proteina).

Actividad fenilalanina amonio liasa (PAL)

La determinacién de la actividad PAL llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita por Gerasimova''. La
actividad se evalu6 mediante la formacion de acido cinamico a partir de L-fenilalanina, monitoreando
espectrofotométricamente la absorbancia a 290 nm. Para lo cual, se utilizé el coeficiente de extincién molar
del &cido cinamico (g) = 9630 M~"-cm™ y con ello obtener la concentracién de acido cinamico en los diferentes
tratamientos''. La mezcla de reaccion fue realizada con 100 pL de muestra de extracto crudo y 100 L de L-
fenilalanina a una concentracién de [60 uM/mL]. Esta mezcla fue incubada a 37°C por 1 h, transcurrido este
tiempo se detuvo la reaccion con la adicién de 50 pL de TCA a una concentracion 1M. La actividad enzimatica
se expres6 como la cantidad de acido cinamico producido en ymol/mg proteina, utilizando la concentracion
de proteina que fue medida por el método de Bradford.

Contenido de clorofila

Para la determinacion del contenido de clorofila en las muestras se utilizaron las técnicas de
espectrofotometria, con extraccion de acetona al 80%. Las hojas de cada tratamiento se pulverizaron en un
mortero de porcelana con nitrégeno liquido, posteriormente este pulverizado se homogenizé con 1 mL de
acetona al 80% en un tubo (1.5 mL), dejandolo reposar por 24 h a temperatura ambiente, pasado este tiempo
se centrifugd durante 10 minutos a 12000 rpm. Se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 646 y 663 nm en
el espectrofotometro. La concentracion de clorofila se calculé utilizando la ecuacion de Lichtenthaler y
Wellburn'?,

Clorofila total (%) = 643 (Aggs) + 1843 (Agse)
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Resultados

Cuantificacion de proteina

Se obtuvo la grafica correspondiente a partir de los patrones de Albumina de Suero Bovina (Figura 1). A partir
de la ecuacion de la recta mostrada en la Figura 1, se obtuvieron los resultados plasmados en la Figura 2,
para cada uno de los 7 tratamientos. Se corrigié segun el volumen de celda y se obtuvo la masa total de
proteina utilizando la ecuacion descrita anteriormente en la metodologia.
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Figura 1. Regresion lineal del ensayo de Bradford con estdndares de BSA para cuantificar la concentracion de
proteinas en los tratamientos de NP-QN. Elaboracién propia.

En la Figura 2 se muestra un grafico de barras para la cantidad de proteina total obtenidas para cada
tratamiento de plantas de tomate sometidas a estrés bidtico. Los resultados muestran que el T4 [0.3 g/mL]
NP-QN cargadas con [100 ng/uL] de ADN viral], fue el tratamiento con mayor contenido de proteina
(2.15+0.02 mg/mg hoja fresca), respecto al tratamiento control y los tratamientos que sélo contenian NP-QN.
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Figura 2. Cantidad de proteina total (mg) en el cultivo de tomate. TO: Control, T1: NP-QN [0.3 g/mL], T2: NP-QN [0.6 g/mL],
T3: NP-QN [1.2 g/mL], T4: NP-QN [0.3 g/mL] cargada con [100 ng/uL] de ADN viral fragmentado de PepGMV, T5: NP-QN [0.6 g/mL]
cargada con 100 ng/uL de ADN viral fragmentado de PepGMV, Té: NP-QN [1.2 g/mL] cargada con [100 ng/uL] de ADN viral
fragmentado de PepGMV. Elaboracién propia.
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Actividad Catalasa (CAT)

Para determinar la actividad catalasa (CAT), se realiz6 la lectura por triplicado en espectrofotdometro de siete
concentraciones conocidas de H»O- [0.1 — 0.882 M], para la generacion de una curva de calibraciéon de H20-
y posterior regresion lineal (Figura 3) que fue utilizada para conocer el contenido inicial y final del H2O2 en los
diferentes tratamientos al cabo de un minuto como lo indica la metodologia de actividad CAT, citada en
materiales y métodos.
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Figura 3. Regresion lineal del ensayo de calibracién estdndares de H20:2 para la posterior determinacion de actividad CAT
en los tratamientos de NP-QN. Elaboracién propia.

De acuerdo con lo ya mencionado, se obtuvo la concentracion inicial y final de H>O; para obtener la reduccion
en la concentraciéon de este en cada muestra de los tratamientos evaluados. Una vez obtenida la regresién
lineal de H2O3, se obtuvo la actividad especifica de CAT tomando en cuenta un factor de dilucion 10 para las
muestras. Los resultados expresados en la Figura 4, muestran que el T4 generdé una mayor actividad
especifica de CAT (0.00095+1.575x10* pmol H2O,'mg™"-min™") respecto al resto de los tratamientos. Cabe
mencionar que, durante la molienda del tejido, no fue posible recuperar cantidad suficiente en los T5 y T6,
por lo cual sera necesario repetir la determinacién de la actividad enzimatica de CAT.
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Figura 4. Actividad especifica de CAT en el cultivo de tomate. TO: Control, T1: NP-QN [0.3 g/mL], T2: NP-QN [0.6 g/mL], T3: NP-QN [1.2 g/mL], T4:
NP-QN [0.3 g/mL] cargada con [100 ng/ « L] de ADN viral fragmentado de PepGMV, T5: NP-QN [0.6 g/mL] cargada con 100 ng/ « L de ADN viral
fragmentado de PepGMV, Té: NP-QN [1.2 g/mL] cargada con [100 ng/ « L] de ADN viral fragmentado de PepGMV. Elaboracién propia.
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Actividad fenilalanina amonio liasa (PAL)

La lectura por triplicado en espectrofotometro de los diferentes tratamientos aplicados en el cultivo de tomate,
NP-QN, NP-QN cargadas con ADN viral fragmentado y el control, fue empleada para determinar el contenido
de acido cinamico como factor de respuesta de la actividad enzimatica PAL, el cual fue determinado a través
de la Ley de Beer-Lambert y que es generado en un tiempo de reposo de 60 minutos de acuerdo con lo
descrito en materiales y métodos. De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 5, se observa que
el T5 (0.6 g/mL NP-QN cargadas con 100 ng/uL de ADN viral) fue el de mayor actividad PAL (0.0259+0.0046
U/mg proteina) respecto al control y tratamientos que sélo contienen NP-QN, sugiriendo que el ADN viral
cargado en la NP-QN es necesario para generar una mayor respuesta enzimatica.
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Figura 5. Actividad especifica de PAL en el cultivo de tomate inducido con NP-QN. TO: Control, T1: NP-QN [0.3 g/mL],
T2: NP-QN [0.6 g/mL], T3: NP-QN [1.2 g/mL], T4: NP-QN [0.3 g/mL] cargada con [100 ng/ « L] de ADN viral fragmentado de
PepGMYV, T5: NP-QN [0.6 g/mL] cargada con 100 ng/ « L de ADN viral fragmentado de PepGMV, Té: NP-QN [1.2 g/mL] cargada
con [100 ng/ « L] de ADN viral fragmentado de PepGMV. Elaboracién propia.

Contenido de clorofila

El contenido total de clorofila se estimé con la ecuacién de Lichtenthaler y Wellburn'®, para lo cual se realizd
por triplicado la lectura en microplaca a dos longitudes de onda, 663 nm para clorofila a (Tabla 1 ) y 646 nm
para clorofila b (Tabla 2), de los diferentes tratamientos de NP-QN y NP-QN cargados con ADN viral
fragmentado de PepGMV; utiles para determinar el contenido total de clorofila (Figura 5).

Tabla 1. Absorbancias obtenidas a 646 nm. Elaboracion propia.

Tratamientos/Repeticiones TO T T2 T3 T4 T5 T6
Rep 1 0.354 0.515 0.591 0.540 0.228 0.643 0.461
Rep 2 0.691 0.569 0.721 0.710 0.266 0.769 0.501
Rep 3 0.676 0.650 0.788 0.725 0.288 0.780 0.548
Promedio 0.573 0.578 0.700 0.658 0.260 0.730 0.503
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Tabla 2. Absorbancias obtenidas a 663 nm. Elaboracio propia.

Tratamientos/Repeticiones TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Rep 1 0.734 1.066 1.237 1.187 0.472 1.181 0.980
Rep 2 1.477 1.174 1.527 1.548 0.561 1.452 1.101
Rep 3 1.422 1.340 1.701 1.559 0.606 1.486 1.170
Promedio 1.211 1.193 1.488 1.431 0.546 1.373 1.083

Los resultados muestran que, a diferencia de las actividades enzimaticas, el tratamiento con mayor contenido
de clorofila fue el T2, un tratamiento constituido Unicamente por NP-QN a una concentracion de [0.6 g/mL] y
que genero 22.46 ug/mL de clorofila total. Seguido del T5, el cual constituido por NP-QN [0.6 g/mL] cargadas
con [100 ng/uL] de ADN fragmentado del geminivirus PepGMV. También, puede observarse que el T4 es el
que menor clorofila produjo [8.302 pg/mL]. Infiriendo que es el tratamiento que mas gasto metabodlico esta
induciendo en el cultivo de tomate, y que podria estar relacionado al estrés que generan en la naturaleza los
diversos factores bioticos. Esto, porque en la agricultura, la clorofila es un indicador de salud y produccion de
los cultivos; y cuando las plantas son sometidas al estrés bidtico generado por fitopatégenos la cantidad de
clorofila se reduce, lo que se traduce en una disminucion de la capacidad de la planta para absorber luz y
realizar una fotosintesis eficiente®. En este sentido, se busca que los elicitores no afecten la capacidad
fotosintética de la planta, pero si que tengan una rapida respuesta para cuando la planta este sometida a un
estrés real por un fitopatogeno.

30

N
(6]

N
o

8.302

Contenido de clorofila (ug/mL)
= =
o (6]

vl

s

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6

Tratamientos

Figura 5. Contenido de clorofila en el cultivo de tomate tratados con NP-QN y NP-QN cargadas con ADN viral fragmentado. TO: Control,
T1: NP-QN [0.3 g/mL], T2: NP-QN [0.6 g/mL], T3: NP-QN [1.2 g/mL], T4: NP-QN [0.3 g/mL] cargada con [100 ng/ « L] de ADN viral fragmentado
de PepGMV, T5: NP-QN [0.6 g/mL] cargada con 100 ng/ « L de ADN viral fragmentado de PepGMV, Té6: NP-QN [1.2 g/mL] cargada con
[100 ng/ « L] de ADN viral fragmentado de PepGMV. Elaboracién propia.

Conclusiones

Los resultados obtenidos mostraron que los nanoelicitores son un eficiente sistema para generar cambios en
las actividades enzimaticas y contenido de clorofila, infiiendo que son capaces de inducir el sistema de
defensa de las plantas. Los resultados tanto de la actividad catalasa (CAT) como de la fenilalanina amonio
liasa (PAL) presentan variaciones en su actividad enzimatica dependiendo del tratamiento aplicado, lo cual
indica que dichas enzimas son sensibles a los estimulos de las nanoparticulas de quitosan (NP-QN) y también
las que se encuentran cargadas con ADN viral fragmentado del PepGMV (NP-QN-ADN), capaces de inducir
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estrés oxidativo y mimetizar estrés bidtico con la finalidad de inducir el sistema de defensa de las plantas de
tomate. La actividad enzimatica CAT mostré una mayor actividad especifica en el tratamiento 4: NP-QN [0.3
g/mL] cargada con [100 ng/uL] de ADN viral fragmentado de PepGMV, seguido del tratamiento 2: NP-QN
[0.6 g/mL] y el tratamiento control con agua, lo que indica una mayor respuesta ante el estrés oxidativo al que
estaban sujetas las plantas con los nanoelicitores. La alta actividad CAT esta relacionada a la descomposicion
rapida del H.O2 que es generado en los sistemas vegetales que han sido inducidos con elicitores como el
quitosan®. Infiriendose, que el nanoelicitor esta generando un efecto en la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) similar al generado por los diferentes tipos de estrés y que podria ser efectivo en la
induccion de los sistemas de defensa de las plantas de tomate. Asi mismo, la actividad enzimatica PAL mostro
una mayor actividad especifica en el T4, seguido por el tratamiento 3: NP-QN [1.2 g/mL] y posteriormente el
tratamiento 6: NP-QN [1.2 g/mL] cargada con [100 ng/uL] de ADN viral fragmentado de PepGMV, indicando
una mayor respuesta al estrés bidtico al que estan sometidas las muestras.

De igual manera, se logré integrar la cuantificacion de clorofila como un parametro complementario para
evaluar el impacto del estrés bidtico en la fisiologia de la planta. La disminucion del contenido de clorofila en
algunos tratamientos, como el tratamiento 4, podria significar una posible afectacion en la capacidad
fotosintética, lo cual refuerza la idea de que los tratamientos inducen respuestas de estrés significativas.
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