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SINOPSIS

Los radicales libres son especies quimicas altamente oxidantes, con uno 0 mas
electrones libres no apareados, que reaccionan con otras especies quimicas generando
nuevos radicales y reacciones de oxidacién en cadena (Halliwell y Gutteridge, 2006). Las
principales especies reactivas de oxigeno (ERO) producidas en las plantas son: el anion
superoxido (Oze), el radical hidréxilo (¢OH) y el peréxido de hidrogeno (H.0,). Estas
especies quimicas presentan caracteristicas oxidantes idénticas a los radicales libres y se
producen en el cloroplasto, mitocondria y peroxisomas (Foyer y Noctor, 2003), mediante
via enzimatica, principalmente por las enzimas NADPH-oxidasa que se encuentran unidas a
la membrana plasmatica, por peroxidasas unidas a la pared celular, asi como a las amino- y

flavin-oxidasas que estan presentes en el citoplasma.

Independientemente de que las ERO se producen como parte del metabolismo
responsable de generar la energia en la célula, la presencia de condiciones estresantes
impactan directamente su produccién, incrementando considerablemente los niveles de
susceptibilidad celular. Bajo condiciones libres de estrés, la formacion y remocién de las
ERO se encuentra en equilibrio (del Rio et al., 2006). Sin embargo, este equilibrio puede
ser alterado facilmente, incrementandose de 3 a 10 veces los niveles normales de las ERO
al interior de la célula (Apel y Hirt, 2004). Esta acumulacion excesiva afecta severamente la
actividad catalitica de las enzimas involucradas en la produccion de energia, el
metabolismo de los aminoacidos y finalmente, conducen a la muerte celular (Halliwell,

2006).



Bajo condiciones tolerables de estrés oxidativo, las plantan cuentan con
mecanismos de defensa que contrarrestan esta condicion adversa, permitiendo la reduccion
del estrés oxidativo producido por las ERO sobre las moléculas biol6gicas como los
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Este mecanismo de defensa, se compone por el
sistema antioxidante enzimatico (superdxido dismutasa, ascorbato peroxidasa y catalasa) y
el sistema antioxidante no-enziméatico (glutation, ascorbato, tocoferol, carotenos vy
compuestos fendlicos). La enzima superdxido dismutasa (SOD, EC. 1.15.1.1) es
responsable de eliminar el O, mediante dismutacion generando H,O,. La actividad de
SOD puede ser dependiente de Cu/Zn, Fe y Mn, y su conformacion estructural se presenta
como homodimeros y/o homotetrameros (Alscher et al., 2002). Una vez generado el H,0,,
las peroxidasas son las responsables de su eliminacién por oxidacion empleando varios
sustratos (ascorbato y glutation). La ascorbato peroxidasa (APX, EC. 1.11.1.7) es una de las
enzimas con mayor actividad para eliminar H,O,. También, la enzima catalasa (CAT, EC.
1.11.1.6), presente principalmente en peroxisomas cumple con la funcion de eliminar el

H,0, (Asada, 2006).

Los efectos que provocan las ERO en plantas son dependientes de la concentracion
con que se presentan en la célula, y pueden ser benéficos cuando a bajas concentraciones de
ERO pueden activar mecanismos de defensa natural de la planta, o en contraparte hasta
producir dafios severos en las membranas celulares debido a altas concentraciones de ERO.
La exposicion de las plantas a altas o bajas temperaturas favorece la produccién y

acumulacion de ERO, que pueden disminuir el adecuado funcionamiento celular de las



plantas (Mittler et al., 2004). Se ha demostrado que el estrés por calor induce la
peroxidacion de lipidos de las membranas celulares. Ademas, se ha observado que este tipo
de estrés altera negativamente la transcripcion y los niveles de proteinas de varias enzimas
antioxidantes (Vacca et al., 2004). También, se ha reportado que el estrés por frio estimula
la transcripcion y la actividad de diversas enzimas que eliminan a las ERO (Sato et al.,
2001). Lo anterior refleja el efecto que tiene las temperaturas extremas para inducir la
acumulacion de H,O, y otras especies reactivas en las células, y en consecuencia, afectar el

sistema antioxidante de las plantas.

Evaluando esta situacion, desde un punto de vista economico, las temperaturas
extremas generan cuantiosas pérdidas en la produccion en diversos cultivos agricolas,
sobretodo en climas tropicales donde se ha llegado a reportar pérdidas superiores al 50 %
en productos hortofruticolas (Hall, 2001). En paises como Estados Unidos, las pérdidas en
la agricultura se han cuantificado alrededor de $150 billones de dolares en los Gltimos 30
afios (Mittler, 2006). En un mundo tan cambiante, donde dia a dia el impacto de la
actividad industrial asi como el uso inadecuado de los recursos naturales, trae como
consecuencia cambios climéticos que repercuten directamente en el metabolismo de las
plantas y a su vez, en la produccién agricola a nivel global, es prioritario orientar esfuerzos
hacia la mejora en los sistemas de produccion agricola, donde el impacto negativo por

condiciones ambientales adversas es una situacion recurrente (Rennenberg et al., 2006).

En base a lo anteriormente expuesto, en esta tesis se evalud el efecto de productos

alternativos que reduzcan los efectos adversos provocados en las plantas cuando se

Xi



encuentran sometidas a condiciones ambientales no favorables, como los son las altas y/o
bajas temperaturas. A este respecto, la induccion de mecanismos de defensa en plantas, ante
condiciones de estrés, promueve beneficios que no se han logrado obtener de manera
satisfactoria al implementar tratamientos que involucran el acondicionamiento térmico o la
manipulacién génica. Siendo la estrategia seguida, la aplicacion de moléculas elicitoras,
como los oligoglucanos que son capaces de estimular diversos mecanismos de defensa en
plantas, tal como la sintesis de fitoalexinas, la produccién controlada de ERO mediante el
complejo enzimatico NADPH oxidasa, que activa la fosforilacion de proteinas cinasas,
afectando diversos factores de transcripcion que modifican selectivamente la expresion de
genes relacionados con la defensa, entre los cuales se incluyen varios genes que forman
parte del metabolismo secundario. Sin embargo, se desconoce si la induccién exdgena con
oligoglucanos afecta la actividad del sistema antioxidante en plantas bajo condiciones de

estrés térmico.

Por lo que, esta investigacion sostiene la hipotesis de que la aplicacion exdgena de
oligoglucanos de Trichoderma harzianum incrementa la actividad del sistema antioxidante
enzimatico en cotiledones de calabaza zucchini (Cucurbita pepo L.) bajo condiciones de
estrés por alta y baja temperatura. Para contrastar esto, se obtuvieron y caracterizaron
oligoglucanos de T. harzianum, asi mismo, se evalud su efecto elicitor o inductor en la
actividad de las enzimas superéxido dismutasa, ascorbato peroxidasa y catalasa del sistema

antioxidante de calabaza zucchini bajo estrés térmico.
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En el capitulo 1, se hace referencia a los aspectos generales de las ERO y su
interaccién con los sistemas antioxidantes en plantas. En donde se destaca el caracter
altamente reactivo de las ERO y cémo se producen en las plantas y bajo qué condiciones,
asi como las vias de eliminacidn, inactivacion y/o secuestramiento mediado por el sistema
antioxidante enzimatico y no-enzimatico. Se destaca el papel que desarrollan las ERO
como parte del sistema de defensa de las plantas, particularmente ante el ataque de
fitopatdgenos (reforzando las paredes celulares, induciendo la expresion de genes
relacionados con la defensa y provocando la muerte celular en el tejido infectado). Ademas,
se abordan las respuestas bioguimicas generadas en las plantas debido al reconocimiento de
los inductores o elicitores derivados de las paredes celulares de plantas y hongos. Se
describe de manera especifica, las caracteristicas estructurales de estas moléculas de
sefalizacion, asi como los efectos biologicos producidos por los oligoglucanos fungicos,
que han sido aislados por diversos procedimientos de hidrolisis enzimatica y quimica de la

pared celular fungica.

En el capitulo 2, se analizé el efecto producido debido al estrés por alta temperatura
(45 °C) sobre la actividad de las enzimas del sistema antioxidante enzimatico en
cotiledones de calabaza zucchini cv. “Raven”. La condicion de estrés por temperatura no
afectd la actividad enzimatica de SOD, mientras que la actividad APX aumento
ligeramente, siendo la actividad enzimatica de CAT la que se ve afectada negativamente
(reduccion de 54 %). El efecto bioldgico de induccion, por parte de los oligoglucanos
fangicos, obtenidos por hidrélisis enzimatica a partir de la pared celular de T. harziamun,

asi como su purificacion por cromatografia de exclusion por tamafio (6 kDa) y por
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cromatografia de intercambio anionico (Q-sefarosa), fue mayor en la actividad enzimatica
de CAT con incrementos cercanos al 300 % respecto a los controles establecidos. El efecto
producido en la actividad SOD fue minimo, y s6lo para un tipo particular de oligoglucano,
mientras que no se precié un efecto potenciador de la actividad APX debida a los
oligoglucanos flngicos en cotiledones de calabaza bajo estrés a 45 °C. El efecto negativo
producido por las condiciones de estrés por calor (45 °C, 12 h) en la actividad CAT del
sistema antioxidante en el modelo de estudio, es revertida por la aplicacion de los
oligoglucanos fungicos, incrementando en mas de 700 % esta actividad enzimatica, ademas
estas moléculas potencian la actividad SOD en un 90 %. Estos oligoglucanos activos
contienen a la glucosa como el monosacarido mas abundante (aproximadamente 50 %).
Estas moléculas elicitoras resultan ser alternativas viables para revertir los efectos adversos,
debidos a condiciones ambientales extremas, como lo son las altas temperaturas (45 °C) en

plantulas de calabaza zucchini.

En el capitulo 3, se analizé el efecto que se produce debido al estrés por bajas
temperaturas (5 °C, 7 d) en el modelo de estudio de este trabajo de investigacidén que fueron
cotiledones de calabaza zucchini cv. “Raven”. Se observd como la actividad del sistema
antioxidante enzimatico es incrementada significativamente, por efecto del tratamiento de
induccion con oligoglucanos fungicos. Especificamente, en la actividad enzimatica de CAT
con las diferentes mezclas de oligoglucanos fangicos obtenidas por hidrélisis enzimatica y
quimica de la pared celular de T. harzianum, asi como a los correspondientes procesos de
purificacion por cromatografia de exclusién por tamafio y de intercambio aniénico a los que

fueron sometidas las diversas mezclas de oligoglucanos. Los oligoglucanos de T.
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harzianum, no solo revierten el efecto negativo de las bajas temperaturas en la actividad
SOD en cotiledones de calabaza zucchini, sino que refuerzan el sistema antioxidante, al
incrementar la actividad de la enzima CAT en mas de 120 %. Por lo anterior, estas
moléculas elicitoras resultan ser una alternativa viable en la proteccién en plantulas de

calabaza zucchini ante condiciones ambientales adversas (5 °C, 7 d).
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EFECTOS ELICITORES DE OLIGOGLUCANOS DURANTE ESTRES

OXIDATIVO EN PLANTAS

Manuscrito de revision enviado a la Revista Fitotecnia Mexicana



RESUMEN

El estrés oxidativo es producto de la acumulacion de Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO) en plantas que se encuentran sometidas al efecto de estreses bidticos y/o abidticos.
Ante esta situacion, las plantas cuentan con un eficiente sistema de eliminacién de ERO
basado en dos sistemas antioxidantes. El sistema enzimético (superoxido dismutasa, SOD;
catalasa, CAT; ascorbato peroxidasa, APX) y no enzimaticos (carotenoides, tocoferoles,
glutation, compuestos fendlicos) para contrarrestar los efectos adversos de ERO sobre los
lipidos, proteinas y ADN, que son macromoléculas indispensables para las estructuras y
funciones celulares. Se ha demostrado que los oligogalacturonidos y los oligoglucanos
derivados de las paredes celulares de plantas y de hongos respectivamente, actdan en
plantas induciendo maltiples respuestas biologicas, entre ellas la produccion de ERO vy la
induccion de proteinas relacionadas con la patogénesis, como uno de los mecanismos de
defensa ante el ataque de fitopatdgenos. Por lo que su estudio es imprescindible para el
disefio de estrategias que permitan una reduccion de los efectos negativos del estrés

oxidativo en plantas.

ABSTRACT
Plants under the effect of biotic and/or abiotic factors may increase reactive oxygen
species (ROS), their accumulation produce the oxidative stress. Plants employs an efficient
ROS scavenging system based on enzymatic antioxidants (superoxide dismutase, SOD;
catalase, CAT; ascorbate peroxidase, APX) and non-enzymatic antioxidants (carotenoids,
tocopherols, glutathione, phenolic compounds) for resist to ROS adverse effects against

important macromolecules necessaries for cells structural and functionality: lipids, proteins



and nucleic acids. Multiple biological responses had been demonstrated using plant cell
wall derivated oligogalacturonides and some fungal oligoglucans. ROS overproduction is a
fast plant defense response during phytopathogen attack. Therefore, increasing the
knowledge about oligoglucan elicitors, its contribute to design strategies that reduced the

negative effects in plants during oxidative stress.

INTRODUCCION

El oxigeno molecular es esencial para la existencia de la vida de los organismos
aerobios incluyendo las plantas. Sin embargo, las especies reactivas de oxigeno (ERO), que
contemplan al anion superoxido (Oze’), radical hidroxilo (¢OH), radical perhidroxilo
(*O2H) y el perdxido de hidrogeno (H20,), se generan en todas las células aerobias como
subproductos de los procesos metabdlicos normales (Asada, 1999). En general, bajo
diversas condiciones de estrés ambiental, las ERO muestran un incremento en sus niveles
en células de plantas y se produce el estrés oxidativo. En efecto, el estrés oxidativo es una
de las mayores causas de dafio celular en plantas expuestas a estrés ambiental (Park et al.,

2004).

Por otro lado, cuando inciden de manera directa los efectos de diversos agentes bioticos
y/o abidticos en las plantas, una de las primeras respuestas de defensa es la generacion de
ERO. Durante el estrés oxidativo ocurren multiples procesos de sefializacion donde se ha
visto implicado el efecto inductor de multiples componentes de la pared celular de hongos

y plantas. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue realizar una revision sobre el estrés



oxidativo generado en plantas y su mediacion con la induccion o elicitacién de respuestas

de defensa llevada a cabo por oligosacéridos, y de manera particular, por oligoglucanos.

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es definido como la produccién rapida de O,e” y/o H,O, en
respuesta a diversos estimulos externos (Wojtaszek, 1997) en consecuencia al disturbio
entre su produccion y eliminacion de la celula. EI decremento de la actividad catalitica en
los sistemas antioxidantes en plantas también es una razon por la que se presente el estrés
oxidativo (Shigeoka et al., 2002). El equilibrio del sistema antioxidante puede ser
perturbado por un gran nimero de factores de estrés abidtico como la luz intensa, sequia,
bajas y altas temperaturas y dafio mecanico (Tsugane et al., 1999). La presencia de metales
pesados en los sitios de cultivo, como sucede con la contaminacién por plomo (Pb) induce
el estrés oxidativo que dafa las células y sus componentes como los cloroplastos, ademas
alteran la concentracion de diferentes metabolitos incluyendo proteinas solubles, prolina,
ascorbato y glutation, y los antioxidantes enzimaticos (Reddy et al., 2005). Por otro lado,
los procesos relacionados con el deterioro de frutas y hortalizas, ya sea por ataque de
fitopatdgenos o por la senescencia, son factores que aumentan los niveles de las ERO en la

célula (Reilly et al., 2004).

En las plantas, las ERO son los subproductos de varias rutas metabélicas localizadas en
diferentes compartimientos celulares (cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas,
principalmente). Bajo condiciones fisiologicas o basales, las ERO son eliminadas por

diferentes componentes de defensa del sistema antioxidante (Alscher et al., 2002). Sin



embargo, cuando las plantas se encuentran bajo el efecto de distintos factores bioticos y/o
abioticos, la accion catalitica de diversos antioxidantes se afecta negativamente para

combatir los efectos del estrés (Qadir et al., 2004).

Una caracteristica comun entre los diferentes tipos de ERO es su capacidad de causar
dafio oxidativo en proteinas, lipidos y ADN. Sin embargo, dependiendo de su
concentracion a nivel celular, las ERO también pueden funcionar como moléculas de
sefalizacion relacionadas con la regulacion de las respuestas de defensa ante patdgenos
(Apel y Hirt, 2004). Se ha propuesto que las ERO afectan las respuestas al estrés en dos
diferentes formas. Los ERO actlan sobre una gran variedad de moléculas bioldgicas,
causando dafios irreversibles que conducen a la necrosis del tejido y en un caso extremo, a
su muerte (Girotti, 2001). Por otro lado, las ERO afectan la expresion de varios genes y
rutas de transduccion de sefiales relacionadas con la defensa de la planta (Apel y Hirt,

2004).

SISTEMA ANTIOXIDANTE EN PLANTAS
El cloroplasto es el compartimiento celular asociado con el sistema fotosintético de
transporte de electrones de alta energia y un generoso proveedor de oxigeno, por lo que es
una fuente rica en ERO (Asada, 1999). Un gran nimero de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos han evolucionado para detoxificar las ERO y/o prevenir la formacion de
radicales altamente reactivos y dafiinos como el radical hidroxilo (OH). Los antioxidantes
no enzimaticos incluyen al ascorbato y glutatién (GSH), asi como tocoferol, flavonoides,

alcaloides, carotenoides y compuestos fendlicos. Existen tres antioxidantes enzimaticos



claves para la detoxificacion de las ERO en el cloroplasto; superdxido dismutasa (EC
1.15.1.1; SOD), ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11; APX) y catalasa (EC 1.11.1.6; CAT).
La SOD cataliza la dismutacion de dos moléculas de O,¢” en O, y H,0,. Por otro lado,
utilizando ascorbato como donador de electrones, la enzima APX reduce el H,0, en H,O.
La formacion de los radicales hidroxilos por O,¢” y H,O, puede ser controlada por la
combinacion de reacciones de dismutacion llevadas a cabo por las enzimas SOD, APX y

CAT (Tang et al., 2006) (Figura 1).

La SOD es una de las principales enzimas secuestradora de ERO encontradas en los
organismos aerobios. En las plantas, tres tipos de SOD se distinguen en base al cofactor de
su sitio activo: manganeso SOD (MnSQOD), cobre/zinc SOD (Cu/ZnSOD) y hierro SOD
(FeSOD) (Reilly et al., 2004). La CAT es un tetrdmero que contiene 4 grupos hemo,
localizada principalmente en peroxisomas (Apel y Hirt, 2004) y que elimina H,0,. Se ha
propuesto que CAT juega un papel en la mediacion de la transduccion de sefiales que
relacionan al H,O, como segundo mensajero, posiblemente via un mecanismo relacionado

con el cido salicilico (Leon et al., 1995).

Por otro lado, la enzima APX ha sido encontrada en plantas superiores, algas y en
algunas cianobacterias, pero no en animales. Es necesario que las plantas posean elevados
niveles de ascorbato enddgeno para mantener funcionalmente viable la accion antioxidante
de esta enzima (Shigeoka et al., 2002). La actividad de APX en plantas se ha visto
incrementada en respuesta a varias condiciones de estrés como la sequia, 0zono, quimicos,

salinidad, calor, infecciones (Mittler y Zilinskas, 1994; Lépez et al., 1996). Con la
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Figura 1. Sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico en plantas. Las enzimas
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) son las
proteinas responsables de eliminar a las ERO. Mientras que la eliminacién de las ERO
mediante procesos no enzimaticos es llevada a cabo por vitamina E, carotenoides,
ascorbato, glutation oxidado (GSH) y reducido (GSSG). Las enzimas que promueven la
eliminacion de las ERO a través del ciclo ascorbato-glutation son monodehidroascorbato
reductasa (MDHR), dehidroascorbato reductasa (DHR) y glutation reductasa (GR)

(Modificado de Halliwell, 2006).



secuenciacion de Arabidopsis thaliana se ha revelado la presencia de 9 genes de APX (The

Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Diferentes isoenzimas de APX han sido identificadas en células vegetales: citosélica
(Ishikawa et al., 1995), peroxisomal (Ishikawa et al., 1998), dos APX cloroplasmaticas (en
el estroma y en el tilacoide) (Ishikawa et al., 1996) y mitocondrial (De Leonardis et al.,
2000). Cada una de ellas con un rol especifico, siendo activadas o inhibidas en respuesta a
diferentes sefiales celulares. La isoenzima APX citosolica ha sido considerada una de las
mas importantes enzimas de defensa contra el H,O,. Debido a su localizacion celular, es la
primera en recibir las sefiales producidas durante el estrés, actuando de manera muy rapida
con el fin de prevenir severos dafos en la célula y/o en el tejido completo. Existen reportes
del aislamiento de cDNAs de APX citosolica en diversas plantas como chicharo (Mittler y
Zilinskas, 1992), Arabidopsis (Jespersen et al., 1997), arroz (Morita et al., 1999), espinaca
(Webb y Allen, 1995), tabaco (Orvar y Ellis, 1995) y papa (Park et al., 2004; Kawakami et
al., 2002). Sin embargo, la informacidn acerca de la organizacion genomica de la APX
citosolica es escasa, ya que solo existe esta informacién completa para genes de APX en

tomate (Gadea et al., 1999) y chicharo (Mittler y Zilinskas, 1992).

RESPUESTAS DE DEFENSA DURANTE ESTRES OXIDATIVO EN PLANTAS
Las ERO generadas durante el dafio oxidativo juegan un papel clave que facilita la
defensa de las plantas. Esto puede ser resumido en los siguientes puntos: (1) el
reforzamiento de la pared celular, (2) la induccion de genes relacionados con la defensa y

(3) provocando la muerte celular en una region particular de la planta (Reilly et al., 2004).



Durante la respuesta de defensa contra fitopatdgenos, las ERO son producidas por la célula
vegetal mediante el incremento de la actividad de las enzimas NADPH-oxidasa unidas a las
membranas plasmaticas, peroxidasas unidas a la pared celular y amino oxidasas en el
apoplasto (Hammond-Kosack y Jones, 2000). El reforzamiento de la pared celular
desempefia un papel muy importante en los mecanismos de defensa contra la penetracion
de hongos fitopatdgenos (Bolwell et al., 2001). Debido a que durante las respuestas de
defensa por el ataque de fitopatdgenos, la planta produce mas ERO mientras decrece la
capacidad para su eliminacion, entonces la acumulacion de ERO vy la activacion de la
muerte celular programada (PCD, por sus siglas en inglés) ocurre. La supresion de los
mecanismos de eliminacion de ERO es crucial para el establecimiento de la PCD. La
produccién de ERO en el apoplasto unicamente sin la supresion de la detoxificacion de

ERO no resulta en la induccién de la PCD (Delledonne et al., 2001).

Las ERO pueden ser situadas entre las principales moléculas de sefalizacién en la
célula. Estas moléculas son pequefias y pueden difundirse a corta distancia, y existen varios
mecanismos para su produccién, muchos de los cuales son rapidos y controlables. La
generacion de H,O, ocurre de manera local y sistémica en respuesta al dafio mecanico o
heridas (Orozco-Cardenas y Ryan, 1999). Otras investigaciones muestran que el H,0,
funciona como segundo mensajero mediando la expresion sistematica de varios genes

relacionados con la defensa en plantas de tomate (Orozco-Cardenas et al., 2001).



ELICITORES EN PLANTAS

Un “elicitor” puede definirse como una molécula que, cuando se introduce en
concentraciones pequefias en un sistema biologico, inicia o promueve la sintesis de
metabolitos con actividad bioldgica (Radman et al., 2003). El tipo y estructura de los
elicitores varia enormemente, por lo tanto no existe un elicitor universal (Radman et al.,
2003). Existen diversos elicitores que han sido purificados: oligosacaridos, proteinas,
glicoproteinas y compuestos lipofilicos (Coté y Hahn, 1994). Los oligosacaridos son los
elicitores mas estudiados en la actualidad. Existen cuatro tipos de oligosacaridos:
oligoglucanos, oligoquitina, oligoquitosano (de origen predominantemente fungico) vy
oligogalacturdnidos de plantas (Coté y Hahn, 1994) (Figura 2). De la misma forma que los
oligosacaridos de origen fungico y vegetal han sido estudiados, los oligosacaridos
obtenidos de algas y animales han presentado una gran potencialidad como moléculas de

sefializacion (Delattre et al., 2005).

RESPUESTAS BIOQUIMICAS ELICITADAS POR OLIGOSACARIDOS

De las principales respuestas bioquimicas (Radman et al., 2003) que ocurren cuando
una planta o un cultivo celular se confronta con un elicitor se encuentran:

« Unidn del elicitor al receptor de la membrana plasmatica

« Cambios en el flujo de iones a través de la membrana

« Cambios rapidos en los patrones de fosforilacion de proteinas

« Activacion del complejo enzimatico NADPH oxidasa responsable de producir ERO y
la acidificacion citosdlica

» Reorganizacion del citoesqueleto
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Figura 2. Principales oligosacaridos reconocidos por las plantas: (A) oligoglucano, (B)
oligogalacturdnido, (C) oligdmero de quitina, (D) oligobmero de quitosano. Glc, glucosa;

GalUA, acido galacturonico; GIcNAc, N-acetil glucosamina; GIcN, N-glucosamina.
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« Acumulacién de proteinas relacionadas con la defensa

« Muerte celular en el sitio de infeccidn (respuesta hipersensible)

« Cambios estructurales de la pared celular (lignificacion, deposicién de calosa)
« Activacion transcripcional de los correspondientes genes de defensa

« Sintesis de &cido jasmdnico y salicilico como segundos mensajeros

 Resistencia adquirida sistémicamente

OLIGOGLUCANOS

Muchos hongos fitopatdgenos poseen B-glucanos como los principales componentes de
sus paredes celulares, los cuales son reconocidos por diferentes especies de plantas
(Yoshikawa et al., 1993). El grupo de trabajo de Albersheim, a mediados de la década de
los 70’s, fueron los primeros en extraer glucanos elicitores de fitoalexinas en soya a partir
de las paredes del micelio de Phytophthora megasperma mediante tratamiento térmico.
Estas estructuras procedentes de la pared fungica fueron analizadas por Sharp et al., (1984)
detallando la estructura primaria del sitio activo de glucanos de Phytophthora megasperma
f. sp. glycinea (Pmg) obtenidos mediante hidrélisis acida parcial, siendo el hepta-p-

glucosido la subunidad activa del elicitor.

La caracterizacion parcial de la fraccion con actividad elicitora de las paredes de Pmg
resultaron ser B-glucanos con residuos terminales de enlaces glucosidicos 1-3 (42%), 1-6
(26%) y 1-3, 1-6 (27%) (Sharp et al., 1984; Waldmdiller et al., 1992). Ademas se observd
que la forma de obtener los fragmentos de pared celular influye en el tipo de enlaces que

presente el elicitor fungico. Si el elicitor es liberado naturalmente o por un tratamiento
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térmico, éste diferira sustancialmente de aquellos glucanos obtenidos por hidrolisis acida
parcial. Mientras que los glucanos liberados naturalmente presentan ramificaciones p-(1-
3;1-6), las proporciones de enlaces B-(1-6) se encuentran en mayor proporcion si el glucano

fue liberado a partir de hidrolisis &cida (Waldmiller et al., 1992).

RECEPTORES DE OLIGOGLUCANOS EN PLANTAS

Para que ocurra el reconocimiento de los elicitores por parte de las plantas, debe ocurrir
la interaccion del oligoglucano y su receptor (Yoshikawa et al., 1993). En plantas, los
receptores para los elicitores fungicos se encuentran en la superficie celular, mientras que
para los elicitores de bacterias, sus receptores se encuentran al interior de la célula (Ebel y
Scheel, 1997). Otros sitios de union para oligosacaridos, glicopéptidos, péptidos y proteinas
se localizan en la superficie celular y en las membranas (Cosio et al., 1990). Se han
reportado proteinas unidoras en membranas de soya para los hepta-p-glucosidos (1-3, 1-6)
ramificados y para sus fracciones (Cosio et al., 1992). Otros sitios de union para
glicopéptidos de levaduras han sido reportados en células de tomate (Basse et al., 1993);
para quito-oligosacaridos en células de tomate y de arroz (Baureithel et al., 1994) y en
células de perejil para tridecapéptidos obtenidos de glicoproteinas de pared celular de
Phytophthora sojae (Nurnberger et al., 1994). Por otro lado, la induccion de fitoalexinas
por los B-glucanos fungicos presenta una buena correlacion con la presencia o ausencia de
sitios de unidn de alta afinidad en varios géneros de plantas de la familia Fabaceae (Cosio
et al., 1996). Un método clave para evaluar la presencia de receptores en las membranas es
mediante los ensayos de union de ligandos homogéneos en membranas aisladas

(Yoshikawa et al., 1993). Los experimentos de competiciéon con radioligandos usando
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hepta-p-glucanos no derivatizados como agente competitivo mostraron la existencia de
unién especifica en al menos cuatro (alfalfa, frijol, lupino y chicharo) de seis especies de

plantas de la familia Fabaceae analizadas por Cosio et al., (1996).

Los oligoglucanos activos pueden ser obtenidos de la pared celular de algas, asi como
de hongos fitopatdgenos (Shinya et al., 2006). El oligoglucano laminarina es un B-1,3-
glucano con ramificaciones [-1,6-glucosa, que estimula de manera importante las
respuestas de defensa en diversos cultivos incluido el tabaco. El elicitor fungico mejor
conocido es el heptaglucosido (penta B-1,6-glucosa con dos ramificaciones -1,3-glucosa)
que fue aislado de las paredes celulares de Phytophthora megasperma. Este oligoglucano
elicita respuestas de defensa en cultivos celulares de soya pero no en cultivos celulares de
tabaco o arroz (Cheong y Hahn, 1991; Klarzinsky et al., 2000; Yamaguchi et al., 2000). Un
oligoglucano ramificado aislado de Pyricularia oryzae induce fitoalexinas en arroz pero no
en soya (Yamaguchi et al., 2000). Mientras que oligoglucanos lineales resultan ser activos
en tabaco (Klarzinsky et al., 2000), pero no en arroz (Yamaguchi et al., 2000) o en soya
(Cheong y Hanh, 1991). Otro oligoglucano obtenido de la pared celular de Colletotrichum
lindemuthianum que produce dafio oxidativo, frecuente respuesta de las plantas ante la
invasion de fitopatdgenos, ha sido estudiado ampliamente en cultivos celulares de
Phaseolus vulgaris (Sudha y Ravishankar, 2002). Lo anterior, claramente expone la gran
diversidad de oligoglucanos asi como los diversos efectos bioldgicos que pueden generar

en la planta o cultivo a evaluar.
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MECANISMO DE ACCION DE OLIGOGLUCANOS EN PLANTAS

Doke et al., (1996) propusieron un mecanismo del dafio oxidativo en células de plantas
en respuesta a elicitores obtenidos de pared celular fungica. La molécula elicitora del hongo
invasor es reconocida por su receptor en la membrana plasmatica, este reconocimiento
estimula el influjo de Ca®" a través de canales de Ca®*. El incremento de Ca** libre en la
célula actta como segundo mensajero junto con la activacién de calmodulina (CaM) y
proteinas cinasas para activar factores proteicos mediante fosforilacién. Entonces la
NADPH-oxidasa se activa, y provee electrones a través de la oxidacion del NADPH y por

el sistema de transporte de electrones, reduce moléculas de O, y se genera O, (Figura 3).

CONCLUSION

Los factores bioticos y abioticos ejercen un efecto negativo sobre las plantas,
favoreciendo la acumulacién de ERO para generar posteriormente el estrés oxidativo. Las
multiples respuestas bioquimicas generadas por el uso de oligoglucanos de diferentes
hongos como elicitores de respuestas de defensa ante el estrés oxidativo marcan claramente
un efecto elicitor del oligoglucano, que es reconocido de manera diferente en las plantas. La
sefializacién que puede provocar el oligoglucano al ser reconocido por sus receptores
especificos, permite la generacion de sefiales secundarias que promueven en la planta una
defensa mas activa en contra de diversos agentes bidticos y/o abidticos mediante la
acumulacion de compuestos antimicrobianos como fitoalexinas y la activacién de genes
relacionados con la defensa de la plantas, inclusive podria favorecerse el fortalecimiento
del sistema antioxidante. Sin embargo, aun es escasa la investigacion acerca de la

interaccién planta-oligoglucano, por lo que muchas preguntas contintan sin responderse.
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RESUMEN

Las plantas son vulnerables al estrés por temperatura provocado por el cambio
climatico. Bajo estrés por calor, el sistema antioxidante enzimatico en plantas presenta
inconsistencias para protegerlas de la oxidacion, desencadenando una serie de procesos
oxidativos, mediados por especies reactivas de oxigeno, que afectan funciones metabdlicas
y fisiologicas. En climas calidos, resulta indispensable promover la induccion del sistema
antioxidante enzimatico en plantas. En este trabajo, se evalud el efecto de la aplicacién
exogena de oligoglucanos (OG) obtenidos por hidrolisis enzimatica de paredes celulares de
Trichoderma harzianum, en la actividad de superoxido dismutasa (SOD), ascorbato
peroxidasa (APX) y catalasa (CAT) del sistema antioxidante de calabaza zucchini
(Cucurbita pepo L.) sometidos a condiciones de estrés a 45 °C. Los OG se purificaron
mediante cromatografia de exclusion por tamafio y de intercambio anidnico. Una fraccion
purificada de OG de T. harzianum indujo incrementos significativos (p<0.05) en la
actividad de SOD, APX y CAT. Los OG de T. harzianum presentan potencialidad para
reducir los efectos del estrés a 45 °C en cotiledones de calabaza zucchini incrementando la

actividad del sistema antioxidante enzimatico.

ABSTRACT
Plants are highly vulnerable to thermal stress due to the global warming. Under heat
stress, the plant enzymatic antioxidant system is affected leading to the beginning of
oxidative processes by reactive oxygen species that affect metabolic and physiological
functions. In warm climates, it is necessary to induce the plant enzymatic antioxidant

system. In this paper, we evaluated the effect of the exogenous application of oligoglucans
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(OG) obtained by an enzymatic hydrolysis of Trichoderma harzianum cell-wall, on the
enzymatic activities of superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and
catalase (CAT) in heat-stressed (45 °C) zucchini squash cotyledons (Cucurbita pepo L.).
Fungal oligoglucans were isolated sequentially using size-exclusion and anion-exchange
chromatography. One of the oligoglucan isolated fraction induced the enhancing of SOD,
APX and CAT enzymatic activities significantly (p<0.05). Trichoderma harzianum
oligoglucans exhibited the ability to increase the activity of the enzymatic antioxidant

system in heat-stressed zucchini cotyledons.

INTRODUCCION

El cambio climatico es un fendmeno a nivel mundial caracterizado por el
incremento simultaneo de CO, y temperatura, que afectan considerablemente el
metabolismo de las plantas, limitando su desarrollo y sobrevivencia (Rennenberg et al.,
2006). El estrés por calor en plantas, se define como el aumento de temperatura por encima
de un nivel tolerable y durante un periodo de tiempo suficiente, para producir dafios severos
a nivel morfoldgico, fisioldgico y bioguimico (Wahid et al., 2007; Bhatnagar-Mathur et al.,
2008). Las plantas cuentan con sistemas regulatorios para maltiples rutas bioquimicas y
mecanismos defensivos que evitan, en lo posible, el dafio celular por altas temperaturas
(Apel y Hirt, 2004). A pesar de esto, bajo condiciones de estrés por calor, muchas enzimas
clave de los procesos bioquimicos de produccidén de energia, respiracion y sintesis de
proteinas son afectadas negativamente (Suzuki y Mittler, 2006). En consecuencia, se
producen especies reactivas de oxigeno (ERO) como anién superéxido (O,*), radical

hidroxilo (HOe) y peroxido de hidrogeno (H20,), que en altas concentraciones resultan
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perjudiciales para &cidos nucleicos, lipidos y proteinas, comprometiendo la funcionalidad

celular y por lo tanto la productividad de la planta (Mittler, 2006).

Las plantas controlan la acumulacion de las ERO mediante la accion del sistema
antioxidante, compuesto de la parte enzimatica por superéxido dismutasa, (SOD, EC.
1.15.1.1), catalasa, (CAT, EC. 1.11.1.6) y ascorbato peroxidasa, (APX, EC. 1.11.1.11) y la
parte no-enzimatica por glutation, ascorbato, tocoferol y compuestos fenélicos (Halliwell,
2006). Sin embargo, el estres por calor puede afectar las enzimas que componen al sistema
antioxidante de las plantas (Tang et al., 2006), por lo que éstas, crecidas en zonas donde las
temperaturas alcanzan los 40 °C o mas, requieren del reforzamiento de éste sistema

defensivo para contrarrestar el estrés oxidativo.

El impacto econdmico debido a altas temperaturas, manifestadas como estrés por
calor y sequia, generaron dafios en la agricultura de los Estados Unidos valorados en mas
de $4.2 billones de dolares (Mittler, 2006). Lo que ha motivado diversas investigaciones
enfocadas a potenciar el sistema antioxidante en plantas, ya sea mediante manipulacion
genética (Tang et al., 2006; Bhatnagar-Mathur et al., 2008) o acondicionamiento térmico
(Kreslavski et al., 2008). Sin embargo, existe poca informacion de trabajos sobre el
fortalecimiento del sistema antioxidante a través de la induccién exdgena utilizando
inductores de origen fangico. Estos ultimos se han utilizado para fortalecer el sistemas
defensivos contra diferentes tipos de estrés (Radwan et al., 2006; Wahid et al., 2007),
destacando el empleo de oligoglucanos (OG) derivados de la pared flungica para fortalecer

sistemas relacionados con el metabolismo de los fenilpropanoides (Nita-Lazar et al., 2004),
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y de proteinas relacionadas con la patogénesis (Chivasa et al., 2006; Shinya et al., 2006).

Los OG han mostrado en diversas especies de plantas, la capacidad para inducir la
expresion de genes codificantes para enzimas del metabolismo primario y secundario, como
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH; EC. 1.2.1.12) (Tanaka et al., 1982;
Laxalt et al., 1996), la fenilalanina amonio-liasa (PAL; EC. 4.3.1.5) (Kombrink y
Hahlbrock, 1986; Nita-Lazar et al., 2004; Shinya et al., 2006) y la enzima 4-coumarato-
CoA ligasa (4CL; EC. 6.2.1.12) (Kombrink y Hahlbrock, 1986; Uhlmann y Ebel, 1993).
Los OG obtenidos del alga verde Ulva spp, fueron capaces de incrementar los niveles de
expresion de genes codificantes para SOD y APX en plantas de Medicago truncatula
(Cluzet et al., 2004). Por lo que, en este trabajo evaluamos la induccion del sistema
antioxidante enzimatico por efecto de los OG aislados de paredes celulares de Trichoderma
harzianum determinando la actividad de SOD, APX y CAT en cotiledones de calabaza

zucchini bajo estrés a 45 °C.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Se obtuvieron plantulas de calabaza zucchini (Cucurbita pepo L.) cv. “Raven” a
partir de semillas certificadas (Asgrow®, México) crecidas durante 10 d en camara de
crecimiento de plantas a 25 °C, fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad, 100 pmol m? s™ de

intensidad luminica y 80 % de humedad relativa (HR).

Establecimiento de la condicion de estrés por calor
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Quince pléantulas de calabaza zucchini crecidas bajo las condiciones descritas en el
parrafo anterior, se les indujo estrés por calor, sometiéndolas a 45 °C durante 2, 6, 12, 24 y
48 h en ausencia de luz, en una cAmara de crecimiento de plantas con HR superior al 80 %.
Como testigo se utilizaron 15 plantulas que se mantuvieron a 25°C y a las mismas

condiciones de HR y luz que las plantas estresadas a 45 °C.

Marcadores biol6gicos de estrés térmico

Pérdida i6nica relativa (PIR)

La estabilidad de las membranas celulares se determiné mediante los valores de
PIR, siguiendo el método propuesto por Friedman y Rot (2006). Se colectaron plantulas de
calabaza con diferentes tiempos de estres (2, 6, 12, 24 y 48 h). Tres cotiledones (1 g) fueron
cortados de las plantulas, lavados con H,O destilada y colocados en tubo de vidrio con tapa
de rosca (16 x 150 mm). A cada tubo se le adicion6 D-manitol 0.3 M (20 mL) y se agitaron
durante 2 h en un agitador de alicuotas Speci-Mix M26125 (Thermolyne, EU).
Posteriormente, se midid la conductividad eléctrica inicial (Vi) en la solucion, usando un
conductimetro EC-METER 1481-61 (Cole-Palmer, EU). Inmediatamente, las muestras
fueron sometidas a 121 °C durante 30 min y se dejaron enfriar hasta alcanzar los 25 °C para
medir la conductividad eléctrica final (Vf). El nivel de PIR se calculdé con la siguiente

ecuacion:

PIR = (Vi> X 100 %
= v7 b
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Produccién de H,0,

Para determinar el efecto del estrés por calor (45 °C) en cotiledones de calabaza
zucchini, se cuantificé el H,O, acumulado siguiendo el método propuesto por Cervilla et
al., (2007). Tres cotiledones (1 g) se retiraron de las plantulas expuestas al estrés por calor
durante 2, 6, 12, 24 y 48 h e inmediatamente, fueron triturados en mortero con 10 mL de
buffer de fosfato de potasio 50 mM (pH 6.8) frio, conteniendo 1 % de polivinil pirrolidona
(PVP). La mezcla se homogenizé durante 30 s y se centrifug6 a 7500 rpm (Sorval RC, EU)
por 20 min a 25 °C. Al sobrenadante (1 mL) se le afiadio 0.3 mL de solucion de dioxido de
titanio al 0.1 % en H,SO,4 al 20 %. La mezcla resultante fue homogenizada vigorosamente
durante 1 min y posteriormente centrifugada a 8100 rpm (Sorval RC, EU) durante 30 min a
25 °C. Se determin0 la absorbancia del sobrenadante a 415 nm en un espectrofotdmetro
Bio-Spec1601 (Shimadzu, Japdn). La concentracion de H,O, formado por efecto del estrés

térmico se calculé usando una curva estandar de H,0, (1-10 mM).

Recuperacion del estrés en plantulas de calabaza

El material vegetal expuesto al estrés por calor durante 2, 6, 12, 24 y 48 h (tres
plantulas por cada punto de analisis) permanecieron en una camara de crecimiento de
plantas a temperatura de aclimatacion (25 °C) durante 3 d. Posteriormente, se determing el
valor de PIR y la produccion de H,O, a cada grupo de plantulas como se describié en la
seccién anterior. Al evaluar el grado de dafio producido por el estrés a 45 °C, se establecié
un nivel maximo de recuperacion al estrés de 50 % de PIR (Inaba y Crandall, 1988) y 10
mmoles de H,0, formado g™ PF (Levine et al., 1994). Por lo que, las plantulas estresadas

durante un determinado tiempo en donde superaban estos valores maximos de
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recuperacion, no fueron seleccionadas para los ensayos de induccion del sistema

antioxidante, ya que sus células dificilmente se recuperarian del dafio provocado.

Obtencion e hidrolisis de pared celular de T. harzianum

A partir de micelio de T. harzianum crecido en caldo dextrosa-papa (Difco, Co.) a
27 °C por 20 d, se aislo la pared celular del hongo (ver Anexo 3) de acuerdo al método
propuesto por Nita-Lazar et al, (2004). La pared recuperada fue secada a temperatura
ambiente (25 °C), posteriormente, molida finamente usando un mortero estéril. El
hidrolizado de pared celular (ver Anexo 5) se obtuvo siguiendo el método propuesto por
Okinaka et al., (1995) utilizando una mezcla de glucanasas y quitinasas (Glucanex™,
Sigma, México) a una concentracion de 20 mg g™ de pared fangica. La fraccién soluble

resultante fue denominada como mezcla de OG derivados enziméaticamente (ME).

Purificacion de oligoglucanos activos

Los OG presentes en ME fueron fraccionados por cromatografia de exclusion por
tamafo (CET), en un cromatdgrafo de liquidos de baja presion (FPLC System, Pharmacia,
Suecia). Se utiliz6 una columna (2.6 x 50 cm) empacada con matriz de poliacrilamida
(Biogel P-6) con limite de exclusion de 6 kDa. La fase movil consistiéo de H,O destilada
(250 mL) a un flujo de 1 mL min™ y se colectaron fracciones de 2.5 mL. A cada fraccion
obtenida, se le cuantificaron los carbohidratos totales (Bailey, 1958). Para facilitar la
evaluacion bioldgica, las fracciones colectadas se juntaron en tres fracciones con el

siguiente orden de elucion: antes del volumen de vacio (F1), dentro del volumen de
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exclusion (F2) y después del volumen de exclusion (F3). La fraccidn de los OG que result6
activa, fue sub-fraccionada por cromatografia de intercambio anionico (CIA) en el sistema
FPLC (Pharmacia, Suecia) mediante un intercambiador anionico fuerte (Q-sefarosa,
columna de 2.5 x 45 cm). Las condiciones de elucién fueron: gradiente lineal (0-0.3 M) de
formato de amonio 0.3 M (pH 6.8) en NaCl 1 M durante 2 h, flujo de 2 mL min™ y se
colectaron fracciones de 10 mL (ver Anexo 5). En cada sub-fraccion colectada se
cuantificaron los carbohidratos totales, expresados como equivalentes de hexosas (Bailey,

1958).

Las sub-fracciones obtenidas por CIA se agruparon en tres grupos, el primer grupo
contiene las sub-fracciones que no interaccionaron con la matriz, el segundo y tercer grupo
contienen las sub-fracciones con interaccion media y fuerte, respectivamente. Para la
seleccion de los OG activos, se establecié como criterio de seleccion que los diferentes OG
promovieran los mayores incrementos de actividad en las enzimas del sistema antioxidante

enzimatico en cotiledones de calabaza zucchini bajo estrés a 45 °C.

Analisis de carbohidratos en los oligoglucanos activos

Se determinaron los carbohidratos presentes en la fraccion de OG que mostro el
mayor efecto inductor de actividad enzimatica del sistema antioxidante de cotiledones de
calabaza. Para obtener los azUcares neutros, los OG activos fueron sometidos a hidrolisis
acida con HClI 1 M a 121 °C durante 2.5 h. Los monosacéridos resultantes fueron
analizados cuantitativamente por cromatografia de intercambio anionico de alta eficiencia

acoplada a un detector de pulsos amperométricos (HPAEC-PAD) en un Sistema DIONEX
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DX-500 (Sunnyvale, California, EU) equipado con una columna Carbo-Pac PA-1 (4 x 250
mm). Se utilizd H,O grado HPLC como eluyente a una velocidad de flujo de 1 mL min™ en
modo isocratico y NaOH 30 mM como eluyente post-columna. Los tiempos de elucion y
concentraciones de cada monosacérido se compararon contra estandares puros (Sigma,

México).

Aplicacion de tratamientos en plantas

Los OG, con diferente grado de purificacion, fueron aplicados por aspersion (500
ppm, 1 mL por plantula) a 15 plantulas estresadas a 45 °C durante 12 h. La aspersion se
realizé al inicio y al final del periodo de estrés. Posteriormente, las plantulas fueron
mantenidas durante 2 h a temperatura ambiente (25 °C) e inmediatamente, los cotiledones
fueron separados para ser congelados en nitrogeno liquido y almacenados a -40 °C hasta
evaluar la actividad SOD, APX y CAT. Plantulas de calabaza mantenidas a 25 y 45 °C, sin

aplicacion de los OG, fueron consideradas como los controles (-) y (+), respectivamente.

Evaluacion enzimatica de SOD

La actividad SOD se determin6 de acuerdo a lo propuesto por Wu et al., (2008)
basadndose en la capacidad que presenta esta enzima para inhibir la reduccion quimica del
azul de nitro-tetrazolio (NBT) inducida por luz. Tres cotiledones de calabaza (1 g), fueron
homogenizados en un mortero junto con 2 mL de buffer de fosfato de potasio 50 mM (pH
7.5), que contenia EDTA 1 mM y 5 % de PVP. El homogenizado fue centrifugado a 9100

rpm (Sorval RC, EU) por 15 min a 4 °C. El sobrenadante recuperado, denominado como
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extracto proteico, se usO para determinar la actividad SOD. La mezcla de ensayo (1 mL)
contenia buffer de fosfato de sodio 0.1 M (pH 7.8), L-metionina 0.01 M, 0.025 % de Tritdn
X-100, EDTA 0.11 mM, NBT 57 uM y 50 pg de extracto proteico. La reaccién de
reduccion del NBT inicio simultdneamente, al adicionar riboflavina 1.3 pM y al exponer
los tubos de ensayo que contenian la mezcla bajo un haz de luz blanca (lamparas de 30 W)
durante 10 min. La actividad de la enzima se determin6 a 560 nm en espectrofotdmetro
(Bio-Spec 1601, Shimadzu, Japon). Una unidad de actividad SOD fue definida como la

cantidad de enzima que inhibe en 50 % la reduccion quimica del NBT inducida por luz.

Evaluacion enzimatica de APX

La actividad de APX fue determinada evaluando los cambios de absorbancia a 290
nm durante 3 min a 25 °C, de acuerdo al método propuesto por Nakano y Asada (1987). A
partir de cotiledones de calabaza (1g), se homogenizaron en un mortero junto con 10 mL de
buffer de fosfato de potasio 50 mM (pH 7.8), que contenia &cido L-ascorbico 5 mM, EDTA
1 mMy 1 % de polivinil polipirrolidona (PVPP). El homogenizado fue centrifugado a
11150 rpm (Sorval RC, EU) durante 20 min a 4 °C y el sobrenadante recuperado se usé
para evaluar la actividad APX. La mezcla de ensayo (0.5 mL) contenia buffer de fosfato de
potasio 50 mM (pH 7.0), acido L-ascorbico 5 mM, H,O, 0.1 M y 50 pL del extracto
proteico. La actividad APX fue calculada en base al coeficiente de extincion molar del
ascorbato (e=2.8 mM™ cm™) y reportada como milimoles de ascorbato oxidado min™ mg™

de proteina.
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Evaluacion enzimatica de CAT

La actividad CAT fue evaluada siguiendo la cinética de consumo del H,0O, a 240
nm durante 3 min a 30 °C, de acuerdo al método establecido por Aebi (1984). Cotiledones
de calabaza (1 g) fueron homogenizados en un mortero junto con 10 mL de buffer de
fosfato de potasio 50 mM (pH 7.8), que contenia 0.5 % de Triton X-100, EDTA 0.5 mMy
1 % de PVPP. El homogenizado fue centrifugado a 11150 rpm (Sorval RC, EU) durante 20
min a 4 °C. El sobrenadante recuperado fue usado para evaluar la actividad de CAT. La
mezcla de ensayo (0.5 mL) contenia buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0), H,O, 50 mM y 25
pL del extracto proteico. La actividad CAT fue calculada en base al coeficiente de
extincion molar del H,0, (=28 mM™ cm™) y reportada como milimoles de H,0, reducido

min™ mg™ de proteina.

Determinacion del contenido de proteina soluble
En cada uno de los extractos proteicos se determiné el contenido de proteina soluble
usando el reactivo Bio-Rad protein assay'" (Bio-Rad, EU) a partir de una curva estandar de

albumina sérica de bovino (Bradford, 1976).

Anélisis estadisticos

Los cambios en la actividad SOD, APX y CAT, asi como en el contenido de
carbohidratos de los OG activos, se determinaron por triplicado. Los datos obtenidos se
analizaron mediante un ANOVA de una via en el programa estadistico NCSS. En caso de

encontrar diferencias significativas, se aplicd una prueba de diferencias de medias por el
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método de Duncan (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del estrés térmico en plantulas de calabaza

En este trabajo se indujo el estrés por calor en plantulas de calabaza zucchini,
manteniendolas a 45 °C durante 2, 6, 12, 24 y 48 h. Las plantulas estresadas mostraron un
incremento en la pérdida ionica relativa (PIR) de un valor basal cercano a 25 %, que
permanecié constante en un periodo de 0-12 h, mientras que las plantulas estresadas por 24
y 48 h presentaron valores de PIR de 47 y 73 %, respectivamente (Figura 4A). Las
plantulas en las que la exposicion a 45 °C fue menor de 12 h, lograron tener una
recuperacion del estrés de acuerdo al criterio establecido por Inaba y Crandall (1988),
quienes establecen como tolerancia maxima al estrés, valores de PIR menores de 50 %. Las
plantulas con mayor tiempo de exposicion al calor, presentaron valores de PIR superiores al
50 %, no logrando recuperarse después del estrés aplicado (Figura 4A), lo que significa que
la exposicion a 45 °C ocasiono dafios celulares irreversibles, ya que las altas temperaturas
afectan la integridad de las membranas plasmaticas, incrementando la fluidez vy
promoviendo su desintegracion (Allakhverdiev et al., 2008). Este dafio favorece la pérdida
de K* y Ca%", afecta las proteinas de membrana e inactiva receptores, enzimas y canales

ionicos (Halliwell, 2006).
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La formacion de perdxido de hidrdgeno en las plantulas estresadas, se incremento
en relacion al tiempo de exposicion al calor (Figura 4B), presentando valores desde 1.4-3.4
mmoles g™ peso fresco (PF), durante el inicio de la evaluacion y hasta 12 h de exposicion
al calor; a las 24 h, se presentaron 5.5 mmoles g™ PF y a las 48 h el H,0, alcanzé niveles
de 18.5 mmoles g™ PF, superando el limite de tolerancia méaxima al estrés de 10 mmoles de
H,0, g™ PF establecido por Levine et al., (1994). La recuperacion del estrés por calor, solo
fue posible en plantulas con tiempos de exposicion menor de 12 h, ya que al ser transferidas
a temperatura de 25 °C, mostraron valores de 5.24 mmoles de H,0, g™ PF, mientras que a
24 y 48 h, los niveles de H,O, formado después de la transferencia, fueron de 27 y 34
mmoles g PF, respectivamente (Figura 4B). Incrementos similares de H,0, fueron
reportados en plantas de papa bajo estrés a 42 °C durante 10 h (Tang et al., 2006) y en
plantulas de mostaza y tabaco con estrés de 40 °C durante 4 h (Dat et al., 2000), lo que
puede significar que la exposicion de plantas a temperaturas por arriba de 42 °C, puede
ocasionar dafios irreversibles en las membranas, por lo que la exposicion de plantas a
temperatura de 45 °C (ver Anexo 1) requieren del reforzamiento del sistema antioxidante

enzimatico para la proteccion de las membranas plasmaticas (Apel y Hirt, 2004).

La evaluacion del sistema antioxidante enzimatico de las plantulas de calabaza

zucchini a las condiciones de estrés por calor durante 12 h, mostré que la actividad

enzimatica de SOD se incrementO ligeramente (Figura 5A), siendo este incremento no
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enzimatico en cotiledones de calabaza zucchini con estrés por calor (45 °C, 12 h).
Actividad enzimatica de SOD (A), APX (B) y CAT (C). Medias con letras diferentes son

estadisticamente diferentes (p<0.05).
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significativo (p<0.05). Este ligero incremento, concuerda con la acumulacién de H,0, que
presentaron los cotiledones de calabaza zucchini estresados, la cual no superé el limite de
tolerancia, cuando las plantulas se expusieron durante 12 h al estrés por calor (Figura 4B).
En consecuencia, se pudo haber presentado un pequefio incremento en los niveles de O,*,
que es el sustrato de la enzima SOD. Debido a lo anterior, la actividad SOD en los
cotiledones de calabaza estresados por calor, no fue mucho mayor que la condicion control
(Figura 5A). En concordancia con estos resultados, Sato et al., (2001) reportaron que
plantulas de arroz sometidas a estrés (42 °C durante 24 h) no presentaron incrementos
significativos en la actividad SOD, aun cuando se considera que la primera linea de defensa
en células vegetales ante condiciones de estrés es comandada por la actividad SOD
(Alscher et al., 2002). Sin embargo, una completa proteccion celular, no depende
Unicamente de la actividad SOD, sino del incremento en conjunto del resto de enzimas del
sistema antioxidante (Apel y Hirt, 2004), en donde la accién catalitica de APX y CAT es
indispensable para la rapida eliminacion del exceso de H,O, que se genera por efecto del

estrés por calor (Dat et al., 2000).

En nuestro modelo vegetal, la cuantificacion de APX y CAT en los cotiledones
estresados a 45 °C durante 12 h, mostraron un incremento del 28 % en la actividad de APX
(Figura 5B) y un decremento del 54 % en la actividad de CAT (Figura 5C), respecto al
control (25 °C). Apel y Hirt (2004) reportan que cuando ocurre un desbalance en la
actividad de las enzimas detoxificantes de las ERO, debido a una condicion estresante,
diversas especies de plantas inducen mecanismos compensatorios en el sistema

antioxidante (aumento de actividad APX y disminucion de la actividad CAT, o viceversa),
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tal como ocurrié en este trabajo (Figura 5). Se ha reportado que la actividad CAT en
diversas especies de plantas presenta sensibilidad diferencial al estrés por temperaturas
extremas (Hertwig et al., 1992). A pesar de esta situacion, en plantulas de calabaza, los
cotiledones estresados mostraron un incremento en la actividad APX que compensa la
reduccion en la actividad CAT. Este mismo efecto coincide con lo reportado por Sato et al.,

(2001) en plantulas de arroz estresadas a 42 °C durante 24 h.

Los resultados de esta evaluacion, nos permitieron establecer como modelo, las
plantulas de calabaza zucchini expuestas a 45 °C durante 12 h, en las cuales fue posible
inducir el estrés por calor requerido para que el sistema antioxidante del modelo de estudio

estuviera afectado ligeramente y no dafado irreversiblemente.

Aislamiento y caracterizacion de los oligoglucanos activos

La fraccion soluble (ME) resultante del proceso de hidrdlisis enzimatica de la pared
celular de T. harzianum, incrementd la actividad de las enzimas SOD y APX y no afecto la
actividad CAT en los cotiledones de calabaza zucchini, sometidos a estrés a 45 °C durante
12 h (Figura 5), por lo que se inici6 un aislamiento biodirigido de los OG activos. El primer
fraccionamiento de la ME se realizd por CET, obteniéndose 95 fracciones; de estas
fracciones se formaron tres grupos que representaban los componentes de pared celular con
masa molecular mayor (F1), igual (F2) y menor (F3) a 6 kDa, respectivamente (Figura 6A).
El grupo de fracciones que integraron F3, incrementd Unicamente la actividad de CAT en
un 280 % (Figura 5C), mientras que el efecto sobre la actividad SOD y APX no fue

significativo (p<0.05). Aun con este resultado, se procedio a sub-fraccionar F3 por CIA, de
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la cual se obtuvieron 45 sub-fracciones que fueron agrupadas en base a su orden de elucién
(Figura 6B), en tres grupos (F3-1, F3-2 y F3-3). De estos grupos de sub-fracciones, F3-1
(Figura 6B) mostro tener la mayor capacidad para promover incrementos de actividad en el

sistema antioxidante enzimético en nuestro modelo de estudio (Figura 5).

La caracterizacion y cuantificacion de los carbohidratos presentes en los OG activos
se realiz6 por HPAEC-PAD, este analisis mostrd para la sub-fraccion F3-1 una
composicion de 5 monosacéaridos, que en orden cuantitativo fueron: glucosa, arabinosa,
xilosa, galactosa y manosa (Tabla 1). La predominancia cuantitativa de glucosa en los OG
de T. harzianum, es coincidente con lo cuantificado en OG derivados de paredes celulares
de Phytophthora megasperma var. sojae (Ayers et al., 1976), Pyricularia oryzae
(‘Yamaguchi et al., 2000) y Alternaria alternata (Shinya et al., 2006), donde la glucosa es

el monosacarido mas abundante.

Las variaciones en el contenido de carbohidratos en los OG obtenidos de paredes
celulares de distintos hongos, se relacionan con el método de hidrdlisis empleado y el
estado de desarrollo del hongo (Ruiz-Herrera y Santandreu, 1989), mas que a las
variaciones de composicién en la pared celular, ya que los hongos presentan diferencias en
la composicion y estructura de carbohidratos, inclusive dentro de un mismo género (Latgé,
2007). Por lo tanto, la composicion y contenido de carbohidratos en los OG, tiene
influencia directa en el efecto biolégico producido sobre las plantas, ya que el proceso de
reconocimiento de estas moléculas de sefializacion, estd fuertemente relacionado con la

composicion quimica y arreglo estructural del OG (Fliegmann et al., 2005).
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Tabla 1. Carbohidratos identificados en oligoglucanos activos de T. harzianum

Tiempo de Sub-fraccién CIA (%)
Monosacarido’ retencion’
Arabinosa 14.58 17.78 ¢
Galactosa 18.54 13.99°
Glucosa 22.19 49.26 ¢
Xilosa 26.80 17.57°
Manosa 31.16 3.40°

Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes (Duncan, p<0.05).
" La identidad y tiempo de retencion fue determinado por HPAEC-PAD.
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Actividad bioldgica de oligoglucanos en el sistema antioxidante enzimatico

En los cotiledones de calabaza zucchini se observo un efecto significativo (p<0.05) en
el incremento de la actividad de SOD por el tratamiento de induccién con ME,
incrementando la actividad de SOD en 43 %, mientras que solo las sub-fracciones de los
OG obtenidas por CIA incrementaron ésta respuesta entre un 13 y 23 % (Figura 5A). Lo
anterior nos indica que el efecto inductor en la actividad SOD debido a los OG es mayor
cuando éstos inductores son aplicados en una mezcla compleja que contenga OG de
diversas caracteristicas estructurales, que aplicando mezclas con OG de un peso molecular

0 carga eléctrica definida (Figura 6).

El aumento transitorio de la actividad SOD debida al efecto inductor de los
diferentes OG evaluados proporciona a los cotiledones de calabaza estresados una
proteccion parcial en contra de las ERO como el anion superéxido que deteriora las

membranas plasmaticas (Allakhverdiev et al., 2008).

En el modelo de estudio evaluado, la mezcla de los OG no presenté un incremento
en la actividad APX, ya que la condicion de estrés aplicada, por si misma incrementa esta
actividad enzimatica e incluso, se aprecia un decremento de actividad APX al tratar los
cotiledones estresados con los OG de la fraccién F3 (Figura 5B). Este efecto minimo en el
incremento de la actividad APX es similar a lo reportado en plantas de pepino (Song et al.,
2005) y papa (Park et al., 2004), asi como en plantulas de arroz (Sato et al., 2001) que
fueron expuestas a condiciones similares de estrés por calor (42 °C durante 24 h'y 40 °C

durante 4 h, respectivamente). Asi mismo, se observd que los OG de T. harzianum
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purificados por CIA afectaron ligeramente la actividad APX, incrementandola en un rango
de 5 a 8 %, respecto al valor de actividad APX detectado en los cotiledones de plantulas

bajo estres a 45 °C (Figura 5B).

A pesar de que APX y CAT presentan afinidad para degradar el H,O,, ambas
enzimas se localizan en organelos celulares diferentes, ademas APX requiere del poder
reductor del ascorbato (Dat et al., 2000), por lo cual puede estar limitada su accién
detoxificante bajo las condiciones de estrés evaluado. Se ha reportado la reduccion en los
niveles de ascorbato en diversas especies vegetales debida a condiciones de estrés por calor
(Nishikawa et al., 2003; Shao et al., 2008), esto se podria relacionar con el efecto minimo
en el incremento de la actividad APX en cotiledones de calabaza zucchini encontrado en

este trabajo (Figura 5B).

Respecto a las respuestas producidas en la actividad CAT por los OG en plantulas
estresadas, se aprecié un incremento gradual en la induccion de la actividad CAT, en donde
la reduccién de ésta actividad enzimatica debida al estrés por calor fue restablecida por
efecto de los OG (Figura 5C). La aplicacion de los OG en forma de ME y una fraccion
purificada, incrementaron la actividad CAT en 96 y 280 %, respectivamente. Mientras que
los mayores incrementos en la actividad CAT fueron para las sub-fracciones F3-2, F3-1y
F3-3 con incrementos de 845, 710 y 420 %, respectivamente, en comparacion al control
bajo estrés por calor (Figura 5C). Estos incrementos en la actividad de CAT compensan la
actividad de APX en cotiledones de calabaza zucchini que resulté afectada minimamente

por los OG evaluados en este trabajo.
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Comparando la funcién de la enzima APX en la eliminacién de H,O,, CAT no
requiere de poder reductor para su funcionamiento (Dat et al., 2000). Ademas esta enzima
posee una elevada velocidad de reaccion, que le permite eliminar grandes cantidades de
H,O, a pesar de la baja afinidad por el peréxido (Willekens et al., 1997). La velocidad de
reaccién de una enzima, se vuelve esencial cuando una planta se encuentra sometida a
condiciones ambientales donde la sobreproduccion de las ERO ocurre rapidamente, tal
como se presentd en las plantulas de calabaza zucchini evaluadas en este trabajo y en
general, en diversos cultivos que sufren los efectos directos del cambio climético. El
incremento inducido por los OG en SOD, APX y CAT (Figura 5), en las plantulas con
estrés por calor, muestra la especificidad de los OG como moléculas de sefializacion,
particularmente estimulando incrementos en la actividad enzimatica de CAT del sistema
antioxidante de Cucurbita pepo L. Debido a las caracteristicas estructurales que puede
presentar este grupo de sub-fracciones, por lo que consideramos que ocurrié el
reconocimiento de éstos inductores por parte de sus receptores especificos y en
consecuencia un mayor incremento de la actividad enzimética del sistema antioxidante en

el modelo de estudio analizado.

CONCLUSIONES
La aplicacion exdgena de una sub-fraccion de oligoglucanos (F3-1) derivados
enzimaticamente de la pared celular de Trichoderma harzianum incrementa en mas de 700
% el nivel de actividad enzimatica de catalasa en cotiledones de calabaza zucchini bajo

estrés por calor a 45 °C durante 12 h. La elevada induccién de la actividad catalasa
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compensa el efecto transitorio conseguido por las sub-fracciones de oligoglucanos en la
actividad ascorbato peroxidasa y superdxido dismutasa. Esto permite un reforzamiento del
sistema antioxidante enzimatico en cotiledones de calabaza bajo condiciones de estrés por
altas temperaturas, permitiendo con esto una mejor respuesta de la planta ante situaciones

ambientales adversas generada por el incesante cambio climatico.
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ABSTRACT

Non-controlled low temperatures affect physiological and biochemical processes
leading to Reactive Oxygen Species (ROS) accumulation in plants, which normally are
stabilized by the antioxidant system. Superoxide Dismutase (SOD), Ascorbate Peroxidase
(APX) and Catalase (CAT) are the most important ROS-detoxification enzymes in stressed
plants. The activity of these enzymes were examined in response to fungal Oligoglucans
(OG) in cold-stressed cotyledons of Cucurbita pepo L. Cold stress condition was settled in
zucchini cotyledons using relative lon Leakage (IL) and H,O, accumulation. Then, OG
were obtained from Trichoderma harzianum cell-wall by enzymatic and chemical
hydrolysis. These elicitors were purified by size-exclusion and anion-exchange
chromatography and tested in cold-stressed cotyledons. No significant changes on H,0,
content and IL were observed between treated and control cold-stressed cotyledons, during
the first 7 days of storage at 5°C. Afterwards H,0, values increased greatly after cold-
stressed. Then, cold stress conditions were established (7 d, 5°C). The APX and CAT
activities remained stable, but not SOD activity, which decreased about 42% in control
cotyledons. When a chemical OG mixture (CM) was applied to cold-stressed cotyledons,
APX and CAT activity levels increased. The SOD activity was only increased by an
enzymatic OG mixture (EM). The APX activity level was increased in cold-stressed
cotyledons using OG size-exclusion chromatography fractions from both CM and EM;
however, changes in CAT activity were only possible using EM fractions and no changes
were detected in SOD activity. The highest CAT activity levels were triggered using OG
anion-exchange chromatography sub-fractions from both CM and EM fractions (120 and

119 % of enzymatic activity, respectively). The oxidative stress can be counteracted by the
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triggering of APX and CAT activity in cold-stressed zucchini cotyledons mediated by T.

harzianum cell-wall OG.

RESUMEN

Las bajas temperaturas afectan los procesos fisiolégicos y bioquimicos en las
plantas permitiendo con esto la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ERO), las
cuales son estabilizadas por el sistema antioxidante. Las principales enzimas detoxificantes
de las ERO, son la enzima Superdxido dismutasa (SOD), Ascorbato perdxidasa (APX) y
Catalasa (CAT). El efecto de los oligoglucanos fungicos (OG) fue evaluado en la actividad
antioxidante de estas enzimas en cotiledones de calabaza zucchini (Cucurbita pepo L.)
estresados a baja temperatura. Las condiciones de estrés por frio se establecieron en
cotiledones de calabaza por la medicion de la perdida i6nica relativa (PIR) y la
acumulacion de H,O,. Los OG fueron obtenidos por hidrolisis quimica y enzimatica de la
pared celular de Trichoderma harzianum. Estos inductores fueron purificados por
cromatografia de exclusidbn por tamafio y de intercambio anionico, y aplicados en
cotiledones de calabaza estresados. Durante los primeros 7 d de almacenamiento a 5 °C, no
se observaron cambios significativos en el contenido de H,O, y de PIR entre los
cotiledones estresados y los no estresados. Tiempos de estrés por frio posteriores a 7 d
incrementaron el H,O, en los cotiledones. La actividad de APX y CAT permanecieron
estables, no asi la actividad SOD, la cual disminuyo cerca del 42 % respecto al control.
Cuando la mezcla quimica de OG (CM) fue aplicada a los cotiledones estresados, se
incremento la actividad de APX y CAT. Mientras que solo la actividad SOD fue

incrementada por la mezcla enziméatica de OG (EM). Aplicando las fracciones quimicas y
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enzimaticas de OG obtenidas por cromatografia de exclusion por tamafio se incremento el
nivel de actividad APX en los cotiledones estresados. Sin embargo, cambios en la actividad
CAT solo fueron posibles aplicando las fracciones EM, mientras que no se observo ningdn
cambio en la actividad SOD. Los mas altos niveles de induccion de la actividad CAT
fueron generados por la aplicacion de las sub-fracciones obtenidas por cromatografia de
intercambio anidénico de las fracciones CM y EM de OG (120 y 119 % de incremento,
respectivamente). EIl estrés oxidativo puede ser contrarrestado por la inducciéon de la
actividad APX y CAT, medida por oligoglucanos de la pared celular de T. harzianum en

cotiledones de calabaza zucchini estresados por frio.

INTRODUCTION

Plant development is challenged by many environmentally and physiologically
adverse conditions that produce Reactive Oxygen Species (ROS) (Quan et al., 2008). An
excess of these compounds affects plant growth and development resulting in low crop
yields (Wahid et al., 2007). Generally, if plants are in non-stress conditions, ROS
production and scavenging processes are in equilibrium; however, this condition can be
easily perturbed by extreme temperatures and several abiotic and biotic factors (Del Rio et
al., 2006). For example, ROS accumulation begins in chloroplasts and mitochondria of
plants, such as wheat, cucumber, corn, Arabidopsis thaliana and rice, due to low
temperature condition (Dat et al., 2000; Al-Taisan, 2010). To decrease the damage of ROS
in biomolecular targets (proteins, nucleic acids and lipids), plants employ a complex
antioxidant system that helps them restore cellular redox homeostasis. This antioxidant

system is divided in two principal sub-systems (Halliwell et al., 2006), the non-enzymatic
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(glutathione, ascorbate, tocopherols and phenolic compounds) and the enzymatic
[Superoxide dismutase, SOD (EC. 1.15.1.1); Catalase, CAT (EC. 1.11.1.6); Ascorbate
peroxidase, APX (EC. 1.11.1.11)]. However, the protective role offered by basal plant
antioxidants does not always respond accurately under stress conditions; therefore, plants

need to enhance several defensive responses to counteract this problem.

Many treatments have been successfully applied with the aim to elicit plant
antioxidant systems, such as genetic manipulation of crops, conditioning thermal treatments
or triggering of plant defense systems by exogenous elicitation (Falcon-Rodriguez et al.,
2009; Islas-Osuna et al., 2010). Each has shown specific limitations due to sample
heterogeneity or the different experimental strategies followed. There are many advantages
to using Oligoglucans (OG) from fungal cell-walls as triggering molecules or elicitors;
these molecules can be exploited to reduce the effects of oxidative stress (Nita-Lazar et al.,
2004; Shinya et al., 2006). Several fungal OG have been tested under both in vivo and in
vitro conditions and have shown an important relationship between the plant antioxidant
system and their ability to induce changes in the activities of antioxidant enzymes (Chivasa
et al., 2006; Zheng et al., 2008). Thus, in this study we examined if the application of T.
harzianum OG may reduce damage in plants, triggering the activity of the enzymatic

antioxidant system in cold-stressed Cucurbita pepo L. (zucchini) cotyledons.
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MATERIALS AND METHODS

Plant material and stress conditions

Zucchini seedlings (Cucurbita pepo L. cv. “Raven”) were cultured in plastic bags
(10x15x5 cm) with peat moss, with a 16 h light photoperiod (100 umol m™ sec?,
photosynthetic proton flux density) at 25 + 3°C and a relative humidity of 80% for 10 day.
Subsequently, zucchini seedlings were subjected to low temperature experimental
conditions involving a dark refrigeration chamber at 5°C during the entire time period (0-15

day) (see Anexo 2). All chemical reagents were purchased from Sigma Co. (St. Louis,

MO., USA).

lon Leakage (IL) and H,O; content

Membrane damage was measured by a conductivity method (Friedman and Rot,
2006). Briefly, 1 g of zucchini cotyledons from squash seedlings were cut in small pieces (1
cm?) and were immediately incubated with 20 mL of a 0.3 M D-mannitol solution. After 2
h of light mixing, an initial IL value (vi) was measured with an EC-METER 1481-61
Conductivity Meter (Cole-Palmer Instruments Co.). Subsequently, each sample was
subjected to thermal treatment (121°C, 30 min) and was allowed to warm to room
temperature while being lightly mixed (approximately 2 h). A final IL value (vf) was
measured as previously described. The total IL value was derived from the following
equation:

IL= [(vivf) x100]
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Hydrogen peroxide content was determined using the colorimetric method (Cervilla
et al.,, 2007), where zucchini cotyledons were ground in extraction buffer [50 mM
K2HPO43H,0 (pH 6.8), 1 % (v/w) polyvinyl polypyrrolidone (PVPP)]. Samples were
clarified by centrifugation (Sorvall RC, SM-24 rotor) for 20 min (8,000xg) at 25°C. An
aliquot (1 mL) of the extracted solution was mixed with 0.3 mL of 0.1% titanium dioxide in
20 % (v/v) H,SO4 and the mixture was then centrifuged for 30 min (9,500%g). The intensity
of the yellow color of the supernatant, as a consequence of the chemical reaction between
H,O, and titanium dioxide in acidic medium, was measured at 415 nm. The H,0O;
concentration was calculated from a standard curve plotted within the range of 1-10 mM

H20,.

Fungal cell-wall preparation

First, spores of Trichoderma harzianum maintained on PDA slant (potato dextrose
agar, Difco Co.) were inoculated (10° spores mL™) in 2.5 L PDB medium (potato dextrose
broth, Difco, Co.) in an orbital shaker (150 rpm) at 27°C. After 10 d of incubation, the
mycelium was harvested by vacuum filtration (see Anexo 3). The collected mycelium was
washed twice with ten volumes of distillated water and was homogenized three times with
ten volumes of chloroform:methanol (v/v) for further vacuum filtration. Finally, the
recovered material was homogenized with five volumes of acetone, vacuum filtrated and
then dried at room temperature. This cell-wall (see Anexo 4) was used to isolate OG

mixtures by chemical and enzymatic hydrolysis.
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Isolation of OG mixtures

The chemical OG mixture (CM) hydrolyzed from fungal cell-walls was extracted
(Nita-Lazar et al., 2004). Briefly, fungal cell-wall powder (1 g) was constantly mixed in 1
M NaOH (100 mL) at 65°C for 2 h and the obtained extract was neutralized with 50%
acetic acid and was clarified by centrifugation (Sorvall RC, SM-14 rotor) for 10 min
(10,000 rpm) at 25°C (see Anexo 5). The enzymatic OG mixture (EM) was obtained using
Glucanex™ (20 mg g™*; Sigma Co.) and this enzymatic hydrolysis was conducted at 27°C
over 6 h with constant mixing (Okinaka et al., 1995). The enzymatic reaction was stopped

by autoclaving at 121°C for 30 min (see Anexo 5).

Biological assays using OG mixtures

Each chemical and enzymatic OG mixture was tested in fifteen cold-stressed
zucchini plants using a double spray method (500 ppm, 15 mL), with the first spray at the
initial time (0 day) and the second at the final time of the treatment (7 day). Controls
consisted of water-sprayed plants grown under ideal (25°C, steady-state activity level, the
negative control) or stressed (5°C, positive control) temperature conditions. Sampling was
performed 2 h after spraying OG, at which point zucchini cotyledons were cut from the
seedlings and immediately frozen with liquid nitrogen and stored at -40°C until the leaf

extract was obtained.

Changes in SOD activity (Wu et al., 2008) were expressed in units mg™ protein,
where one unit of SOD was defined as the amount of enzyme capable of reducing nitroblue

tetrazolium chloride (NBT) by 50 %. The leaf tissue (1 g) plus 5 % (w/w) PVPP was
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homogenized in 2 mL of cold extraction buffer [50 mM K;HPO43H,0 (pH 7.5), 1 mM
EDTA] and was subsequently filtered and centrifuged for 15 min (12,000 x g) at 4°C. The
recovery enzyme extract was kept in cold temperature (10°C) during SOD activity
determination, which was monitored at 560 nm. One milliliter of the reaction mixtures was
used, containing 0.1 M Na;HPO4*7H,O (pH 7.8), 0.01 M L-methionine, 0.025 % (v/v)
Triton X-100, 0.11 mM EDTA, 57 uM NBT, 1.3 uM riboflavin and 50 pg of enzyme
extract. Reaction mixtures were illuminated for 10 min with 30-W white light lamps
(General Electric Co.). Non-illuminated mixtures were used to correct background

absorbance.

Enzymatic activity of CAT (Aebi, 1984) was determined by following the
consumption of H,O; at 240 nm for 3 min at 30°C. The leaf tissue (1 g) was homogenized
in 10 mL of cold extraction buffer [50 mM K;HPO4+3H,0 (pH 7.8), 0.5 % (v/v) Triton X-
100, 0.5 mM EDTA, 1 % (w/v) PVPP]. The homogenate was filtered and centrifuged for
20 min (18,000xq) at 4°C. The recovery enzyme extract was stored at 10°C during CAT
activity determination. The reaction mixture (0.5 mL) consisted of 50 mM K;HPQO43H,0
(pH 7.0), 50 mM H,0; and 25 pL of enzyme extract. The H,O, molar extinction coefficient
(28 mM™ cm™) was used to calculate CAT activity, which was expressed in mmols of

reduced H,0, min™ mg™ protein.

Enzymatic activity of APX (Nakano and Asada, 1987) was determined by
monitoring changes at 290 nm for 3 min at 25°C. The leaf tissue (1 g) was homogenized in

10 mL of cold extraction buffer [50 mM K;HPO4+3H,0 (pH 7.8), 5 mM L-ascorbic acid, 1
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mM EDTA, 1 % (w/v) PVPP]. The enzyme extract was obtained as previously described
for the CAT enzyme extract. The reaction mixture (0.5 mL) consisted of 50 mM
K2HPO43H,0 (pH 7.0), 5 mM L-ascorbic acid, 0.1 M H,0, and 50 pL of enzyme extract.
The ascorbate molar extinction coefficient (2.8 mM™ cm™) was used to calculate APX
activity, which was expressed in mmols of oxidized ascorbate min™ mg™ protein. For all
enzymatic extracts, total protein was measured using a colorimetric method (Bradford,

1976) with the Bio-Rad Protein Assay reagent and bovine serum albumin as a standard.

Biological assays using OG SEC fractions

Both OG mixtures (2 mg lyophilized powder mL™ of each mixture) were
fractionated by size-exclusion chromatography (SEC; Biogel P-6, column 2.6x50 cm, 6-
kDa cut-off exclusion limit) previously equilibrated with distilled H,0 at a volumetric flow
of 1 mL min™. Collected fractions were assayed for hexose content (Bailey, 1958) versus a
D-glucose standard. These fractions were pooled into three main chemical (C1, C2 and C3)
or enzymatic (E1, E2 and E3) fractions according to their retention time and were
lyophilized before being applied to cold-stressed zucchini cotyledons using a double spray
method (500 ppm, 15 mL each). Changes in the enzymatic antioxidant system activities

were evaluated as described earlier for the OG mixtures.

Biological assays using OG AEC sub-fractions
The main chemical or enzymatic fractions obtained by SEC, which showed the most

effective ability to trigger the activity of the enzymatic antioxidant system with respect to
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control cotyledons, were chosen. These fractions were sub-fractionated using anion-
exchange chromatography (AEC; Q-sepharose fast flow, column 2.5x45 cm) with a linear
gradient of 0-0.3 M HCO,;NH, (pH 6.5) in 1 M NaCl for 2 h and a volumetric flow of 2 mL
min™. Collected fractions were assayed for hexose content (Bailey, 1958) versus a D-
glucose standard and were pooled into three sub-fractions (1, 2 and 3) for each chemical or
enzymatic OG fraction according to their elution time. Changes in enzymatic antioxidant

activities were evaluated as described earlier for both OG mixtures and their fractions.

Statistical analysis
All enzymatic assays were repeated twice and compiled data were submitted to an
ANOVA test using NCSS 2001 software (Kaysville, Utah, USA). To evaluate significant

differences between OG, a Duncan test (p<0.05) was conducted.

RESULTS

Establishment of cold stress condition

Control (25°C) zucchini cotyledons showed an IL value below 20% during the
entire experimental time. For cold-stressed cotyledons, no changes in an IL values were
appreciable during the first 7 day; however, after this time, gradual increments in damage
of the cell membrane integrity were evident (Fig. 7A). The H,O, content showed a similar
trend in cold-stressed cotyledons, showing a high level of peroxide after 7 d of cold stress
at 5°C (Fig. 7B). In both cases, when squash seedlings were transferred to a warmer

environment (25°C) during 7 day for the promotion of the cell homeostasis recovery, only
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Figura 7. Rate of ion leakage (A) and H,O, production (B) in cold-stressed zucchini

cotyledons (5°C). Results are mean + SD of at least three replications
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cold-stressed cotyledons for less than 7 day reached values below the maximum level
allowed for these assays (IL of 50% and 10 mmols H,O, g™* FW). Afterwards no recovery

of cell homeostasis was observed.

Changes in SOD activity

To determine the potential biological activities of OG mixtures, these samples were
assayed in cold-stressed zucchini cotyledons. SOD activity showed a decrease (42%)
induced by cold stress with respect to basal SOD activity (Fig. 8). Only the enzymatic OG
mixture (EM) had a significant effect (p<0.05) in the enhancement of SOD activity (Fig.

8A).

The chemical OG mixture (CM) showed the same effect as the control cotyledons
(Fig. 8B). In fact, the reduced SOD activity in cold-stressed cotyledons was increased by
applying CM. Once evaluated the EM and CM triggering effects in the zucchini squash
enzymatic antioxidant system, both chemical (C1, C2 and C3) and enzymatic (E1, E2 and
E3) OG fractions were obtained by SEC and were applied to cold-stressed cotyledons.
None of these fractions was capable of triggering SOD activity (Fig. 8). Every SEC OG
fraction showed a similar effect to control cotyledons. The biological activity of OG
mixtures diminished when SEC OG fractions were tested (Fig. 8). No triggering activity
was detected when sub-fractions obtained by AEC were applied to cold-stressed cotyledons

(data not shown).
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Changes in APX activity

The CM was the most effective treatment for triggering APX activity in cold-
stressed cotyledons (Fig. 9B), whereas EM-elicited cotyledons showed the least APX
activity level (36% less than control cotyledons). Several fractions from chemical and
enzymatic OG SEC displayed the ability to trigger APX activity when applied to cold-
stressed cotyledons. All of the enzymatic SEC fractions induced increments in APX
activity with respect to control cotyledons (p<0.05) mainly the E2 fraction (7% more than
controls) followed by E1 and E3 (Fig. 9A). Only the C1 and C2 fractions induced
increments with APX activity above control cotyledons but below the APX activity level
triggered by CM (Fig. 9B). Due to the high induction of APX activity achieved by fraction
E2, this fraction was further purified by AEC; sub-fractions E2-1, E2-2 and E2-3 were
obtained and applied to cold-stressed cotyledons. No increase in APX activity was detected

by effects of these enzymatic AEC sub-fractions (Fig. 9C).

Changes in CAT activity

The chemical OG mixture (CM) was more effective than EM for CAT activity
enhancement in cold-stressed zucchini cotyledons (Fig. 10B). No apparent enhancing effect
was attributed to EM, but when enzymatic SEC fractions were tested in cold-stressed
cotyledons, these tissues showed high CAT activity levels. The main triggering effect was
attributed to E1 (55.6% more than controls) followed by the E3 fraction (Fig. 10A). The E1
fraction was subjected to fractionation using AEC and then E1 sub-fractions were applied

to cold-stressed cotyledons. The CAT activity levels were above control cotyledons and the
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Inserts represent D-glucose contents from pooled enzymatic or chemical SEC fractions (A

and B) or AEC sub-fractions (C and D)
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greatest effect was achieved by the E1-1 sub-fraction (119% more than control plants,

p<0.05) followed by E1-2 and E1-3 (Fig. 10C).

The same pattern was obtained in the CAT activity by the E3 sub-fractions (data no
shown). In spite of the fact that CM was the most powerful OG mixture for triggering CAT
activity, when this mixture was fractionated using SEC, no elicitor activity was detected by
these chemical fractions. In contrast, when the chemical AEC sub-fractions were tested, the
highest CAT activity level (120% more than control plants) was reached by the C3-1 OG

sub-fraction (Fig. 10D).

DISCUSION
World-crop production has been constantly influenced by detrimental effects of
low temperature; this situation has been considered a serious problem because crop

yields fell around fifty percent for several crops (Wahid et al., 2007).

Important physiologic and metabolic plant processes are interrupted by cold-
stressed conditions. Protein aggregation and denaturalization in chloroplasts and
mitochondria, destruction of membrane lipids, production of toxic compounds and ROS
overproduction (Howarth, 2005) are the most common responses of plant cells as a

consequence of this type of thermal stress.

Zucchini cotyledons were subjected to cold-stressed treatment (5°C) to evaluate

changes in the activity of antioxidant enzymes, such as SOD, APX and CAT, using fungal
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OG isolated by chemical or enzymatic hydrolysis from T. harzianum cell-walls. The IL and
H,0, production were the parameters used to indicate the level of damage in zucchini
squash seedlings. When seedlings that had been cold-stressed at least for 7 day were
brought to 25°C, cellular homeostasis recovery was observed as indicated by a decrease in
an IL and H,O, production. When seedlings were cold-stressed for longer than 7 day, the
plasma membrane integrity, measured as IL, decayed severely and there was no cellular
recovery. Values of IL above 50 % reflect serious membrane damage in cold-stressed
cucumber fruit (4°C, 7 day) (Deell et al., 2000). At this level of membrane damage,
important biochemical functions, such as the electron transport chain, the fixing of CO, or
the electrolyte exchange between sub-cellular compartments, are irreversibly affected.
Cold-stressed zucchini cotyledons showed an excessive IL value when stress exceeded 7

day.

Overproduction of ROS is an evident consequence of cold-stressed plants because
the internal membrane damage directly affects mitochondrial respiratory activity and
chloroplast CO, fixing is reduced (Esfandiari et al., 2007). Indeed, H,O, levels in cold-
stressed zucchini cotyledons increased significantly after 7 d (see Anexo 2). This result
reveals a typical response of low temperature treatments in stressed plants, such as
cucumber, maize (Dat et al., 2000) and Gramineae grasses (Al-Taisan, 2010). Zucchini
cotyledons showed a linear correlation between H,0, accumulation and membrane damage
measured as IL, contrary to the same parameters evaluated in barley plants infected with
powdery mildew (Harrach et al.,, 2008). Even when biotic stress induced by

phytopathogens varies in length and intensity, abiotic stress, such as low temperature,
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results in similar intracellular damage. Disturbances between environmental conditions and
plant fitness are uncontrollable consequences that appear under field conditions and it has
been one of the reasons for the plant vulnerability to extreme temperatures and crop yields
reduction. The recovery of health using a fungal OG application could be achieved by
triggering plant defense responses, which would avoid important economic and agricultural

loses.

Once the low temperature conditions in zucchini cotyledons were established,
different OG samples were applied for triggering enzymatic antioxidant activity. With
respect to changes in enzymatic activities, cold-stressed condition by itself reduced SOD
activity in zucchini cotyledons. Similar results in SOD activity have been previously
reported in several cold-stressed rice lines (Rozkowicz et al., 2003). However, cold-
stressed pre-flowering tobacco cv. “Petit Havana” plants (5°C for 4 day) showed an
unaltered SOD activity level (Gechev et al., 2003). Increments in SOD activity levels were
found in cold-stressed barley seedlings (2°C for 1 day) (Radyuk et al., 2009). Contrary to
these contrasting results, under our experimental conditions, the low SOD activity level in
cold-stressed zucchini cotyledons was reverted by application of OG mixtures, suggesting
that the antioxidant system in cold-stressed zucchini cotyledons could be reinforced. These
elicitors could have been recognized by non-specific OG receptors due to their complex
chemical and structural composition, affecting the SOD activity. However, when the OG
mixtures were subjected to SEC or AEC, no triggering was detected in cold-stressed
cotyledons. We expected that the more purified the OG samples, the stronger the biological

responses, but this was not observed regarding SOD activity. A different response was
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observed with the enzymes that detoxify H,O, in cold-stressed zucchini cotyledons. These
results showed a selective biological response to fungal OG derived from T. harzianum

cell-walls.

Contrary to the effect on SOD activity, no changes in APX were detected in cold-
stressed cotyledons, which is in accordance with the APX activity level in cold-stressed
pre-flowering tobacco plants (Gechev et al., 2003). However, the fungal OG mixtures
evaluated in this work display a well-differentiated effect in cold-stressed cotyledons. Clear
differences between enzymatic and chemical OG mixtures (see inserts in Fig. 9A and B)
may affect the recognizing process by zucchini cotyledons and, thus, display different APX
activity levels. Some of the induced effects found in these experiments are an initial step in
determining the complex role that these fungal elicitors play in up- or down-regulating the
enzymatic antioxidant system activity in plants. First, differences in the effects of the
fungal OG mixtures were evident under cold-stressed conditions. Moreover, significantly
enhancements of APX and CAT activity levels were obtained by applying CM. These
responses could be attributed to structural differences between T. harzianum OG mixtures
and their accurate biological recognition by the host cell (Shinya et al., 2006, Falcon-
Rodriguez et al., 2009). Because the isolation procedure for both CM and EC were
performed using a random or site-specific f-1,3 and p-1,6 degradation of T. harzianum cell-
wall, respectively, the remaining OG had different structural and chemical characteristics
that greatly influence their possible biological recognition and activity (Mithofer et al.,

2001).
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In cold-stressed zucchini cotyledons, both chemical and enzymatic OG SEC
fractions triggered APX activity. An elicitor isolated from the cell-walls of Fusarium spp.
up-regulated the gene expression of several antioxidant enzymes in an Arabidopsis thaliana
suspension cell culture (Chivasa et al., 2006), but many APX genes were simultaneously
down-regulated. This fact is in disagreement with the global effects induced by T.

harzianum OG in zucchini cotyledons, where both CAT and APX activity levels increased.

The most conclusive fact that OG mixtures have significant effects on the
enhancement of the antioxidant system of cold-stressed zucchini cotyledons is the high CAT
activity levels, similar to the effect in the enhancement of APX activity. A similar tendency
was found in cold-stressed barley seedlings (Radyuk et al., 2009). Significant increments of
CAT activity were obtained with E1 and E3 OG SEC fractions, which could be helpful to
the plant antioxidant enzymatic system when dealing with unfavorable environmental
conditions. The recognition of specific structural carbohydrates from these SEC fractions
and AEC sub-fractions showed that OG with different molecular weights have the ability to
increase CAT activity significantly (see inserts in Fig. 10). Biosynthesis of CAT is
inhibited by cold stress (Hertwig et al., 1992); however, the fungal elicitors evaluated

herein restored the CAT enzymatic levels in cold-stressed cotyledons.

The limited reports about the OG receptors, mainly involving soybean tissues,
indicate that these elicitors are recognized by putative fungal glucan binding proteins
anchored in the plasmatic membranes. In fact, the high specificity of these putative

receptors reached nanomolar levels even when synthetic OG were evaluated (Fliegmann et
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al., 2005). A few reports reveal that the most used fungal OG from Phytophthora spp., have
direct effects on the antioxidant system of potato (Mizuno et al., 2005) and soybean plants
and cell cultures (Mithofer et al., 2001). The differential effects found between these
antioxidant enzymatic activities may be due to differential and specific recognition
capabilities of OG putative receptors (Shinya et al., 2006). The efficiency in biological
recognition by specific membrane receptor could be affected by the structural and chemical

composition of the fungal OG as a result of their isolation procedure (see Anexo 6).

In spite of the broad range of elicitation ability from different OG or even other
types of oligosaccharides, there is not a rule that the same biological activity will be
displayed upon different testing conditions in a selected model plant or tissues, such as
suspension cell cultures, leaves, roots, seeds or fruits. Under stress conditions, squash
seedlings must deal with the overproduction of ROS. The excessive accumulation of ROS
could be the reason for transient inhibition of scavenging enzymes such as SOD. In cold-
stressed zucchini cotyledons, peroxide production still continues along with other ROS
enzymatic sources, such as NADPH oxidases, amino oxidase and flavin oxidases (De Gara

et al., 2003).

CONCLUSION
The oxidative stress caused by ROS overproduction can be counteracted by
triggering APX and CAT enzymatic activities in cold-stressed zucchini cotyledons,
mediated by T. harzianum OG exogenous elicitation. It would be of great interest to

investigate whether chemical and structural properties of these OG modify the antioxidant
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system activity in stressed plants. The results of this study could have important
implications in restoring the adverse environmental effects in plants during their

development, especially under non-controlled low temperatures.
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CONCLUSIONES GENERALES

La aplicacion exdgena de oligoglucanos derivados de la pared celular de
Trichoderma harzianum induce incrementos de la actividad catalasa en cotiledones de

calabaza zucchini bajo estrés térmico.

Los diferentes oligoglucanos derivados quimica o enzimaticamente de la pared
celular de Trichoderma harzianum son capaces de restablecer la actividad enzimatica del

sistema antioxidante que se reduce por afecto del estres térmico.

Los cotiledones de calabaza zucchini responden de manera diferencial ante
condiciones ambientales adversas (altas y bajas temperaturas), por lo que los tratamientos
de induccidn de la actividad del sistema antioxidante enzimatico depende de la condicion
de estrés evaluada, asi como del grado de purificacion que presente el inductor de origen

fangico.
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PERSPECTIVAS

En base a los hallazgos anteriormente expuestos, surgen desafios de investigacion
que requieren ser abordados, con la finalidad de responder a los complejos mecanismos
defensivos de las plantas ante situaciones ambientalmente desfavorables como el estrés
térmico, siendo este hecho decisivo para una correcta respuesta defensiva, o reajuste del
sistema antioxidante. Asi mismo, resulta relevante incrementar el conocimiento en cuanto

al sistema de reconocimiento de estos inductores en plantas bajo condiciones de estres.

Encontrar respuesta a estos desafios, sin duda aportard grandes avances al
conocimiento en la respuesta de la interaccion planta-oligoglucano-condicion de estres. Los

desafios son:

e /Como afecta determinada condicion de estrés térmico al reconocimiento de

estos inductores del sistema antioxidante enzimatico?

e ;Cual es el efecto a nivel de expresion génica producido por la aplicacién de

estos inductores fungicos?

e ;Cual es la secuencia de monosacaridos que promueve la mayor induccion del

sistema antioxidante enzimatico?
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Dafios producidos en plantulas de calabaza zucchini bajo condiciones de estrés por calor

(45 °C).



Dafios producidos en plantulas de calabaza zucchini bajo estrés por frio (5 °C).



Anexo 3

INOCULO (x2)

10% esporas, 12d,27°C,
10LPDB 150 rpm

FILTRADO YLAVADO (x2)

v

MICELIO T harzigrm

v

HOMOGENIZADO (x3)

5000 rpm cloroformo:metanol,
10 volimenes

FILTRADO

!

HOMOGENIZADO (x2)

5000 rpm l Acetona a -20°C, 5

viwv Dlmnenes

FILTRADO Y SECADO (25 °C)

!

PARED CELULAR

T, harzignum

Obtencion de pared celular a partir de micelio de T. harzianum.



Anexo 4

Rendimiento del aislamiento de pared celular de T. harzianum

Medio PDB Micelio filtrado Pared celular Rendimiento

L) (9) (@) (%)

20 287.3 151 5.25




Anexo 5

PARED CELULAR

T harzignum

w w
HIDROLISIS QUIMICA HIDROLISIS ENZIMATICA
MaOH1M 2h, 65 °C, Glucanex ™ 27T°C, 6 h, 150 rpm
v 150 mpm 20mg's v
NEUTRALIZADO TRATAMIENTO TERMICO
Ac_acético al 50% l 121*C, 30 min l
CLARIFICACION CLARIFICACION
10000 10 mun, 25 °C
Precipitado SOBRENADANTE Precipitado
b v

HQ (hidrolizado quimico) HE (hidrolizado enzimaitico)

Obtencion de mezclas de oligoglucanos mediante hidrolisis quimica y enzimatica de la

pared celular de T. harzianum.



Anexo 6

Carbohydrate analysis in active oligoglucans

Monosaccharide’ Retention AEC Sub-fraction (%)
time (min)" E1-1 E3-1 C3-1
Arabinose 14.58 16.27° 17.78° 17.26°
Galactose 18.54 1559° 13.99° 16.91°
Glucose 22.19 58.46° 49.26° 26.46°
Xylose 26.80 555% 17.57° 29.87°
Mannose 31.16 4,032 3.40°? 9.51°2

Values with different letters are statistically different (Duncan, p<0.05). E, enzymatic;

C, chemical oligoglucan sub-fraction.

" Identity and retention time of monosaccharides were analyzed by HPAEC-PAD using

the DX-500 system.
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Abstract: Problem statement: Non-controlled low temperatures affect physioladjiend biochemical
processes leading to Reactive Oxygen Species (R©O&)mulation in plants, which normally are
stabilized by the antioxidant system. Superoxidenflitase (SOD), Ascorbate Peroxidase (APX) and
Catalase (CAT) are the most important ROS-detdifim enzymes in stressed plamgproach:
The activity of these enzymes were examined inaesp to fungal Oligoglucans (OG) in cold-stressed
cotyledons ofCucurhita pepo L. Cold stress condition was settled in zucchatyledons using relative
lon Leakage (IL) and D, accumulation. Then, OG were obtained frorichoder ma harzianum cell-
wall by enzymatic and chemical hydrolysis. Theseitets were purified by size-exclusion and anion-
exchange chromatography and tested in cold-stressgtedonsResults: No significant changes on
H,O, content and IL were observed between treated anttat cold-stressed cotyledons, during the
first 7 days of storage at 5°C. Afterwardgd values increased greatly after cold-stressed. ,Téwd
stress conditions were established (7 d, 5°C). ABX and CAT activities remained stable, but not
SOD activity, which decreased about 42% in cortadl/ledons. When a chemical OG mixture (CM)
was applied to cold-stressed cotyledons, APX and @ativity levels increased. The SOD activity
was only increased by an enzymatic OG mixture (ENtie APX activity level was increased in cold-
stressed cotyledons using OG size-exclusion chamgmaphy fractions from both CM and EM,;
however, changes in CAT activity were only possibkng EM fractions and no changes were
detected in SOD activity. The highest CAT activitgyels were triggered using OG anion-exchange
chromatography sub-fractions from both CM and E&tfions (120 and 119 % of enzymatic activity,
respectively).Conclusion: The oxidative stress can be counteracted by iggeting of APX and
CAT activity in cold-stressed zucchini cotyledonediated byT. harzianum cell-wall OG.

Key words: Antioxidant response, cold stress, fungal oligoghg; Reactive Oxygen Species (ROS),
Superoxide Dismutase (SOD), Ascorbate Peroxidasd®XJA Catalase (CAT),
Oligoglucans (OG)Cucurbita pepo L

INTRODUCTION ROS accumulation begins in chloroplasts and

mitochondria of plants, such as wheat, cucumben,co

Plant development is challenged by manyArabidopsis thaliana and rice, due to low temperature

environmentally and  physiologically = adverse condition (Dat et al., 2000; Al-Taisan, 2010). To
conditions that produce Reactive Oxygen Specieslecrease the damage of ROS in biomolecular targets

(ROS) (Quanet al., 2008). An excess of these (proteins, nucleic acids and lipids), plants employ
compounds affects plant growth and developmentomplex antioxidant system that helps them restore

resulting in low crop yields (Wahidt al., 2007). cellular redox homeostasis. This antioxidant sysiem

Generally, if plants are in non-stress conditioR§S  divided in two principal sub-systems (Halliwed al.,

production and scavenging processes are i2006), the non-enzymatic (glutathione, ascorbate,
equilibrium; however, this condition can be easilytocopherols and phenolic compounds) and the
perturbed by extreme temperatures and severali@biotenzymatic [Superoxide dismutase, SOD (EC. 1.15.1.1)
and biotic factors (Del Riet al., 2006). For example, Catalase, CAT (EC. 1.11.1.6); Ascorbate peroxidase,

Corresponding Author:  Miguel Angel Martinez-Tellez, Centro de Investigatien Alimentacion y Desarrollo,
A.C., Km. 0.6, Carretera a la Victoria, AP 1738080, Hermosillo, Sonora, México
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APX (EC. 1.11.1.7)]. However, the protective role lightly mixed (approximately 2 h). A final IL valu@f)
offered by basal plant antioxidants does not alwaysvas measured as previously described. The total IL
respond accurately under stress conditions; thexefo value was derived from the following equationii/ff)
plants need to enhance several defensive resptmsesx100]. Hydrogen peroxide content was determined
counteract this problem. using the colorimetric method (Cervillg al., 2007),
Many treatments have been successfully appliedvhere zucchini cotyledons were ground in extraction
with the aim to elicit plant antioxidant systemgcls as  buffer [50 mM KHPQe3H,0 (pH 6.8), 1 % (v/w)
genetic manipulation of crops, conditioning thermalpolyvinyl polypyrrolidone (PVPP)]. Samples were
treatments or triggering of plant defense systems bclarified by centrifugation (Sorvall RC, SM-24 ro}o
exogenous elicitation (Falcon-Rodriguezal., 2009;  for 20 min (8,000xg) at 25°C. An aliquot (1 mL) thie
Islas-Osunaet al., 2010). Each has shown specific extracted solution was mixed with 0.3 mL of 0.1%
limitations due to sample heterogeneity or theedéht titanium dioxide in 20 % (v/v) k80, and the mixture
experimental strategies followed. There are manywas then centrifuged for 30 min (9,500%xg). The
advantages to using Oligoglucans (OG) from fungaintensity of the yellow color of the supernatars, @
cell-walls as triggering molecules or elicitors;ese  consequence of the chemical reaction betwee®,H
molecules can be exploited to reduce the effects adind titanium dioxide in acidic medium, was measured
oxidative stress (Nita-Lazaat al., 2004; Shinyaet al., at 415 nm. The kD, concentration was calculated
2006). Several fungal OG have been tested undér bofrom a standard curve plotted within the range -df01
in vivo and in vitro conditions and have shown an mM H,0..
important relationship between the plant antioxtdan
system and their ability to induce changes in theFungal cell-wall preparation: First, spores of
activities of antioxidant enzymes (Chiveataal., 2006;  Trichoderma harzianum maintained on PDA slant
Zhenget al., 2008). Thus, in this study we examined if (potato dextrose agar, Difco Co.) were inoculate@ (
the application of . harzianum OG may reduce spores m[Y) in 2.5 L PDB medium (potato dextrose
damage in plants, triggering the activity of the broth, Difco, Co.) in an orbital shaker (150 rpmt) a
enzymatic antioxidant system in cold-stressed27°C. After 10 d of incubation, the mycelium was

Cucurbita pepo L. (zucchini) cotyledons. harvested by vacuum filtration. The collected migal
was washed twice with ten volumes of distillatedexa
MATERIALSAND METHODS and was homogenized three times with ten volumes of

chloroform:methanol (v/v) for further vacuum filtian.
Plant material and stress conditions. Zucchini  Finally, the recovered material was homogenizedh wit
seedlings Cucurbita pepo L. cv. “Raven”) were five volumes of acetone, vacuum filtrated and then
cultured in plastic bags (10x15x5 cm) with peat snos dried at room temperature. This cell-wall was used
with a 16 h light photoperiod (100 umol™msec', isolate OG mixtures by chemical and enzymatic
photosynthetic proton flux density) at 25 + 3°C and hydrolysis.
relative humidity of 80% for 10 day. Subsequently,
zucchini seedlings were subjected to low tempeeaturlsolation of OG mixtures: The chemical OG mixture
experimental conditions involving a dark refriggwat (CM) hydrolyzed from fungal cell-walls was extradte
chamber at 5°C during the entire time period (0-1%Nita-Lazar et al., 2004). Briefly, fungal cell-wall
day). All chemical reagents were purchased fronm@ig powder (1 g) was constantly mixed in 1 M NaOH (100
Co. (St. Louis, MO., USA). mL) at 65°C for 2 h and the obtained extract was

neutralized with 50% acetic acid and was clarifind
lon Leakage (IL) and H,0, content: Membrane centrifugation (Sorvall RC, SM-14 rotor) for 10 min
damage was measured by a conductivity method10,000 rpm) at 25°C. The enzymatic OG mixture (EM)
(Friedman and Rot, 2006). Briefly, 1 g of zucchini was obtained using Glucarn&x(20 mg g*; Sigma Co.)
cotyledons from squash seedlings were cut in smathnd this enzymatic hydrolysis was conducted at 27°C
pieces (1 crf) and were immediately incubated with 20 over 6 h with constant mixing (Okinalet al., 1995).
mL of a 0.3 M D-mannitol solution. After 2 h of iy = The enzymatic reaction was stopped by autoclaving a
mixing, an initial IL value ¥i) was measured with an 121°C for 30 min.
EC-METER 1481-61 Conductivity Meter (Cole-Palmer
Instruments Co.). Subsequently, each sample waBiological assays using OG mixtures. Each chemical
subjected to thermal treatment (121°C, 30 min)wad and enzymatic OG mixture was tested in fifteen <cold
allowed to warm to room temperature while beingstressed zucchini plants using a double spray metho
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(500 ppm, 15 mL), with the first spray at the ialitime 0.1 M HO, and 50 pL of enzyme extract. The
(0 day) and the second at the final time of thattrent  ascorbate molar extinction coefficient (2.8 m\ni™)
(7 day). Controls consisted of water-sprayed plantsvas used to calculate APX activity, which was
grown under ideal (25°C, steady-state activity lethee  expressed in mmols of oxidized ascorbate ming™
negative control) or stressed (5°C, positive cdptro protein. For all enzymatic extracts, total protewas
temperature conditions. Sampling was performed 2 Ineasured using a colorimetric method (Bradford,6)97
after spraying OG, at which point zucchini cotyledo with the Bio-Rad Protein Assay reagent and bovine
were cut from the seedlings and immediately frozenserum albumin as a standard.
with liquid nitrogen and stored at -40°C until tleaf
extract was obtained. Biological assays using OG SEC fractions: Both OG
Changes in SOD activity (Wet al., 2008) were mixtures (2 mg lyophilized powder L of each
expressed in units myprotein, where one unit of SOD mixture) were fractionated by size-exclusion
was defined as the amount of enzyme capable afhromatography (SEC; Biogel P-6, column 2.6x50 cm,
reducing nitroblue tetrazolium chloride (NBT) by %  6-kDa cut-off exclusion limit) previously equilitted
The leaf tissue (1 g) plus 5 % (w/w) PVPP wasyjith distilled H,0 at a volumetric flow of 1 mL min.
homogenized in 2 mL of cold extraction buffer [S8m  Collected fractions were assayed for hexose content
KHPOge3H0 (pH 7.5), 1 mM EDTA] and was (Bailey, 1958) versus a D-glucose standard. These
subsequently filtered and centrifuged for 15 minfractions were pooled into three main chemical (C2,
(12,000 x g) at 4°C. The recovery enzyme extract Wagnd C3) or enzymatic (E1, E2 and E3) fractions
kept in cold temperature (10°C) during SOD activity according to their retention time and were lyopieit
determination, which was monitored at 560 nm. Oneyefore being applied to cold-stressed zucchini
milliliter of the reaction mixtures was used, conbdg  cotyledons using a double spray method (500 ppm, 15
0.1 M NgHPQ,7H,0 (pH 7.8), 0.01 M L-methionine, mL each). Changes in the enzymatic antioxidaniesyst

0.025 % (v/v) Triton X-100, 0.11 mM EDTA, 57 UM activities were evaluated as described earliettferOG
NBT, 1.3 uM riboflavin and 50 pg of enzyme extract. mixtures.

Reaction mixtures were illuminated for 10 min w&b-
W white light lamps (General Electric Co.). Non- Bjological assays using OG AEC sub-fractions; The
illuminated mixtures were used to correct backgtbun main chemical or enzymatic fractions obtained bSE
absorbance. which showed the most effective ability to triggae
Enzymatic activity of CAT (Aebi, 1984) was gactivity of the enzymatic antioxidant system with
determined by following the consumption 0t®3 at  respect to control cotyledons, were chosen. These
240 nm for 3 min at 30°C. The leaf tissue (1 g) Wasfractions were sub-fractionated using anion-exckang
homogenized in 10 mL of cold extraction buffer [50 Chromatography (AEC’ Q-Sepharose fast flow, column
MM KzHPO,#3H,0 (pH 7.8), 0.5 % (v/v) Triton X-100, 2.5x45 cm) with a linear gradient of 0-0.3 M HD®1,
0.5 mM EDTA, 1 % (w/v) PVPP]. The homogenate (pH 6.5) in 1 M NaCl for 2 h and a volumetric flayi 2
was filtered and centrifuged for 20 min (18,000%8) mL min™. Collected fractions were assayed for hexose
4°C. The recovery enzyme extract was stored at 10°gontent (Bailey, 1958) versus a D-glucose standarti
dgrlng CAT activity _determlnanon. The reaction ere pooled into three sub-fractions (1, 2 and @) f
mixture (0.5 mL) consisted of 50 MMKPO#3H:0  each chemical or enzymatic OG fraction according to
(PH 7.0), 50 mM HO; and 25 pL of enzyme extract. thejr elution time. Changes in enzymatic antioxidan

The HO, molar extinction coefficient (28 mMcm™)  activities were evaluated as described earlierbfuth
was used to calculate CAT activity, which was G mixtures and their fractions.

expressed in mmols of reduced,Q4 min™? mg™

protein. Statistical analysis: All enzymatic assays were
Enzymatic activity of APX (Nakano and Asada, repeated twice and compiled data were submittezhto

1987) was determined by monitoring changes at 29AANOVA test using NCSS 2001 software (Kaysville,

nm for 3 min at 25°C. The leaf tissue (1 g) wasUtah, USA). To evaluate significant differences

homogenized in 10 mL of cold extraction buffer [50 between OG, a Duncan tesg(p05) was conducted.

mM K,HPQ,+3H,0 (pH 7.8), 5 mM L-ascorbic acid, 1

mM EDTA, 1 % (w/v) PVPP]. The enzyme extract was RESULTS

obtained as previously described for the CAT enzyme

extract. The reaction mixture (0.5 mL) consistecb6f Establishment of cold stress condition: Control

mM K,HPQ,+3H,0 (pH 7.0), 5 mM L-ascorbic acid, (25°C) zucchini cotyledons showed an IL value below
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20% during the entire experimental time. For cold-stress with respect to basal SOD activity (Fig.@)ly
stressed cotyledons, no changes in an IL valueg wethe enzymatic OG mixture (EM) had a significaneetf
appreciable during the first 7 day; however, aftégs  (p<0.05) in the enhancement of SOD activity (Fig. 2A).
time, gradual increments in damage of the cell The chemical OG mixture (CM) showed the same

membrane integrity were evident (Fig. 1A). TheOpl  effect as the control cotyledons (Fig. 2B). In fatie
content showed a similar trend in cold-stressededuced SOD activity in cold-stressed cotyledons wa
cotyledons, showing a high level of peroxide afted  increased by applying CM. Once evaluated the EM and
of cold stress at 5°C (Fig. 1B). In both cases, whe CM triggering effects in the zucchini squash enzyena
squash seedlings were transferred to a warmegntioxidant system, both chemical (C1, C2 and G) a
environment (25°C) during 7 day for the promotidn o enzymatic (E1, E2 and E3) OG fractions were obtaine
the cell homeostasis recovery, only cold-stresse y SEC and were applied to cold-stressed cotyledons

one of these fractions was capable of triggeri@ipS
cotyledons for less than 7 day reached values btHew activity (Fig. 2). Every SEC OG fraction showed a

maximum level aIIon?d for these assays (L of 50%similar effect to control cotyledons. The biolodica
and 10 mmols kD, g~ FW). Afterwards no recovery activity of OG mixtures diminished when SEC OG
of cell homeostasis was observed. fractions were tested (Fig. 2). No triggering aityiwas

. N . ., detected when sub-fractions obtained by AEC were
C_hang_es In SC_)I.D.act|V|ty. To dgtermlne the potential applied to cold-stressed cotyledons (data not shown
biological activities of OG mixtures, these samples

were assayed in cold-stressed zucchini cotyledons. 10

mmm Control (-),25°C

SOD activity showed a decrease (42%) induced hy col 1 Control (), 5°C
¢ w777z Enzymatic mixture
100 &1 71 Oligoglucan SEC fractions
—e— Control /l b

—g— Cold-stressed ’
—a - Cold-stressed plants recovered to 25°C ~
P

=)

80F

a
. .l a a
601 4
Maximum level
0 T f T
L - El E2

(A) ' ! . ! s Control (), 25°C
1 Control (+),5°C
£ Chemical mixture
== Oligoglucan SEC fractions

N
Units mg™ protein

ta

Lon leakage (%)

a
T

E3

\
Unitsmg ' protein

[}

Hz0y production (mmolsg ™ Fw)

Oligoglucan sample

(B)

7 &% F iimm;i) L Fig. 2: Changes in SOD activity in cold-stressed

®) zucchini cotyledons elicited with enzymatic (A)

and chemical (B) oligoglucan mixtures. Both

Fig. 1: Rate of ion leakage (A) and,® production mixtures include their respective SEC fractions.

(B) in cold-stressed zucchini cotyledons (5°C). Different letters indicate significant differences

Results are mean + SD of at least three (p<0.05) between values. Controls (-, +)
replications correspond to non-elicited plants
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1ol _EL _E2__E3 Changes in APX activity: The CM was the most
30 e Control (- 25°C P! ‘\ effective treatment for tri_ggering APX activity 'm)ld_- _
£ Control (+), 5°C  sof ! stressed cotyledons (Fig. 3B), whereas EM-elicited
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= [s)-y Jl.j’\.““ﬁ‘Lwih" \MJU \1.\.., cotyledons showed the least APX activity level (36%
'Tﬁdﬁm less than control cotyledons). Several fractioramfr
cd
1.5 4 be
L b

1.0 a
0.5 4

‘ % % than controls) followed by E1 and E3 (Fig. 3A). @nl
00 S e the C1 and C2 fractions induced increments with APX
A) activity above control cotyledons but below the APX
_ activity level triggered by CM (Fig. 3B). Due toeth
. 1wy o 2 o high induction of APX activity achieved by fracti&?®,
— o) Ef;jacc 5 ot this fraction was further purified by AEC; sub-ftans
== Chemical mixture ol E2-1, E2-2 and E2-3 were obtained and applied -co

04 -Ju‘“ahg Jall bt stressed cotyledons. No increase in APX activitys wa

c 0 15 30 45 60 75 90 detected by effects of these enzymatic AEC sub-
Fraction number . h
fractions (Fig. 3C).

Fraction number

chemical and enzymatic OG SEC displayed the ability
to trigger APX activity when applied to cold-streds
cotyledons. All of the enzymatic SEC fractions indd
increments in APX activity with respect to control
cotyledons (g0.05) mainly the E2 fraction (7% more

LIV

D-glucose ¢
(hg

a Changes in CAT activity: The chemical OG mixture
(CM) was more effective than EM for CAT activity
enhancement in cold-stressed zucchini cotyledoits (F
4B). No apparent enhancing effect was attributed to

I

0.0 - - ; ‘ - EM, but when enzymatic SEC fractions were tested in

(- +) CM Cl c2 c3 ; !
(B) cold-stressed cotyledons, these tissues showed high

CAT activity levels. The main triggering effect was

= L attributed to E1 (55.6% more than controls) followe
Control (-), 25°C

anl 1(+).5° . . . .
20 %%’m’ﬁ;ﬁ@,;fm c subjected to fractionation using AEC and then Ei-su

by the E3 fraction (Fig. 4A). The E1 fraction was

72 Oligoglucan SEC fraction [/ fractions were applied to cold-stressed cotyleddine
=4 Oligoglucan AEC sub-

15| fractions CAT activity levels were above control cotyledomsla

the greatest effect was achieved by the E1-1 sub-
ab ah fraction (119% more than control plants<0p05)
ab 3 followed by E1-2 and E1-3 (Fig. 4C). The same patte

I was obtained in the CAT activity by the E3 sub-

ab

05 fractions (data no shown). In spite of the fact G

was the most powerful OG mixture for triggering CAT

00 ‘ . C _ activity, when this mixture was fractionated usBigC,

O O BM B Ep1 B2 B3 no elicitor activity was detected by these chemical
Oligoglucan sample fractions. In contrast, when the chemical AEC sub-
© fractions were tested, the highest CAT activityelev

3:Changes in APX activity in cold-stressed (120% more than control plants) was reached by the

cotyledons elicited with enzymatic (A) and C3-1 OG sub-fraction (Fig. 4D).
chemical (B) oligoglucan mixtures. Both

mixtures include their respective SEC fractions DISCUSSION
and their AEC sub-fractions (only C). Different
letters indicate significant differences<(p05) World-crop production has been constantly

between values. Controls (-, +) correspond tainfluenced by detrimental effects of low temperatur
non-elicited plants. Inserts represent D-glucosehis situation has been considered a serious pmoble
contents from pooled enzymatic or chemicalbecause crop yields fell around fifty percent for
SEC fractions (A and B) several crops (Wabhiet al., 2007).
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Fig. 4: Changes in CAT activity in cold-stressedtytadons elicited with enzymatic (A) and chemicd) (
oligoglucan mixtures. Both mixtures include the@spective SEC fractions and their AEC sub-fractions
(only C and D). Different letters indicate signéitt differences (g 0.05) between values. Controls (-, +)
correspond to non-elicited plants. Inserts repreBeglucose contents from pooled enzymatic or cleaimi
SEC fractions (A and B) or AEC sub-fractions (C &yd

Important physiologic and metabolic plant decrease in an IL and,8, production. When seedlings
processes are interrupted by cold-stressed conditio were cold-stressed for longer than 7 day, the pdasm
Protein aggregation and denaturalization in chl@sts  membrane integrity, measured as IL, decayed sgverel
and mitochondria, destruction of membrane lipids,and there was no cellular recovery. Values of Ibwab
production of toxic compounds and ROS 50 % reflect serious membrane damage in cold-&tdess
overproduction (Howarth, 2005) are the most commorcucumber fruit (4°C, 7 day) (Deedt al., 2000). At this
responses of plant cells as a consequence ofyfhgsaf  level of membrane damage, important biochemical
thermal stress. functions, such as the electron transport chaie, th

Zucchini cotyledons were subjected to cold-fixing of CO, or the electrolyte exchange between sub-
stressed treatment (5°C) to evaluate changes in theellular compartments, are irreversibly affectedlde
activity of antioxidant enzymes, such as SOD, APH a stressed zucchini cotyledons showed an excessive IL
CAT, using fungal OG isolated by chemical or value when stress exceeded 7 day.
enzymatic hydrolysis frori. harzianum cell-walls. The Overproduction of ROS is an evident consequence
IL and HO, production were the parameters used toof cold-stressed plants because the internal merabra
indicate the level of damage in zucchini squastdamage directly affects mitochondrial respiratory
seedlings. When seedlings that had been cold-sttessactivity and chloroplast CO fixing is reduced
at least for 7 day were brought to 25°C, cellular(Esfandiariet al., 2007). Indeed, }D; levels in cold-
homeostasis recovery was observed as indicated bys&ressed zucchini cotyledons increased signifigantl
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after 7 d. This result reveals a typical resporfskow  activity level in cold-stressed pre-flowering tobac
temperature treatments in stressed plants, such gdants (Gechewet al., 2003). However, the fungal OG
cucumber, maize (Da&t al., 2000) and Gramineae mixtures evaluated in this work display a well-
grasses (Al-Taisan, 2010). Zucchini cotyledons #tbw differentiated effect in cold-stressed cotyledoGtear
a linear correlation between,®, accumulation and differences between enzymatic and chemical OG
membrane damage measured as IL, contrary to thmixtures (see inserts in Fig. 3A and B) may affibet
same parameters evaluated in barley plants infecteecognizing process by zucchini cotyledons ands,thu
with powdery mildew (Harractket al., 2008). Even display different APX activity levels. Some of the
when biotic stress induced by phytopathogens vamies induced effects found in these experiments areigiali
length and intensity, abiotic stress, such as lowstep in determining the complex role that thesegdlin
temperature, results in similar intracellular damag elicitors play in up- or down-regulating the enzyima
Disturbances between environmental conditions andntioxidant system activity in plants. First, diffaces
plant fithness are uncontrollable consequences thah the effects of the fungal OG mixtures were exide
appear under field conditions and it has been drieeo  under cold-stressed conditions. Moreover, signifilya
reasons for the plant vulnerability to extremeenhancements of APX and CAT activity levels were
temperatures and crop yields reduction. The regookr obtained by applying CM. These responses could be
health using a fungal OG application could be astde attributed to structural differences between.
by triggering plant defense responses, which woulcharzianum OG mixtures and their accurate biological
avoid important economic and agricultural loses. recognition by the host cell (Shinyet al., 2006,
Once the low temperature conditions in zucchiniFalcon-Rodriguezt al., 2009). Because the isolation
cotyledons were established, different OG samplegprocedure for both CM and EC were performed using a
were applied for triggering enzymatic antioxidantrandom or site-specifif-1,3 andp-1,6 degradation of
activity. With respect to changes in enzymaticT. harzianum cell-wall, respectively, the remaining OG
activities, cold-stressed condition by itself reeldic had different structural and chemical charactessthat
SOD activity in zucchini cotyledons. Similar resulh  greatly influence their possible biological recdgm
SOD activity have been previously reported in salver and activity (Mithoferet al., 2001). In cold-stressed
cold-stressed rice lines (Rozkowicgt al., 2003). zucchini cotyledons, both chemical and enzymatic OG
However, cold-stressed pre-flowering tobacco cetitr SEC fractions triggered APX activity. An elicitor
Havana” plants (5°C for 4 day) showed an unalteredsolated from the cell-walls ofusarium spp. up-
SOD activity level (Gecheet al., 2003). Increments in regulated the gene expression of several antiokidan
SOD activity levels were found in cold-stressedidyar €nzymes in arArabidopsis thaliana suspension cell
seedlings (2°C for 1 day) (Radyuit al., 2009). culture (Chivaseet al., 2006), but many APX genes
Contrary to these contrasting results, under oukvere simultaneously down-regulated. This fact is in
experimental conditions, the low SOD activity lewel ~disagreement with the global effects induced by
cold-stressed zucchini cotyledons was reverted bjiarzanum OG in zucchini cotyledons, where both CAT
application of OG mixtures, suggesting that theand APX activity levels increased.
antioxidant system in cold-stressed zucchini cotytes ~ The most conclusive fact that OG mixtures have
could be reinforced. These elicitors could havenbee Significant effects on the enhancement of the aiutimt
recognized by non-specific OG receptors due tor theiSyStém of cold-stressed zucchini cotyledons ishilge

complex chemical and structural composition, affect CAT activity levels, similar to the effect in the
the SOD activity. However, when the OG mixturesenhancement of APX activity. A similar tendency was

were subjected to SEC or AEC, no triggering Wasfound in cold-stressed barley seedlings (Radstukl.,

. 2009). Significant increments of CAT activity were
detected in cold-stressed cotyledons. We expetiad t obtained with E1 and E3 OG SEC fractions, which

the more purified the OG Sa'_“p'es’ the stronger th(Eould be helpful to the plant antioxidant enzymatic
biological responses, but this was not observedysiem when dealing with unfavorable environmental
regarding SOD activity. A different response waSconditions. The recognition of specific structural
observed with the enzymes that detoxifyOglin cold-  carhohydrates from these SEC fractions and AEC sub-
stressed zucchini cotyledons. These results shawed fractions showed that OG with different molecular
selective biological response to fungal OG derifrech  weights have the ability to increase CAT activity
T. harzianum cell-walls. significantly (see inserts in Fig. 4). Biosynthesis
Contrary to the effect on SOD activity, no CAT is inhibited by cold stress (Hertwig al., 1992);
changes in APX were detected in cold-stressediowever, the fungal elicitors evaluated hereinmest
cotyledons, which is in accordance with the APXthe CAT enzymatic levels in cold-stressed cotylesdon
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The limited reports about the OG receptors, mainly REFERENCES
involving soybean tissues, indicate that theseitetic
are recognized by putative fungal glucan bindingaebi, H., 1984. Catalasi vitro. Method. Enzymol.,
proteins anchored in the plasmatic membranes.dn fa 105: 121-126. DOI: 10.1016/S0076-
the high specificity of these putative receptoracted 6879(84)05016-3
nanomolar levels even when synthetic OG were _ _
evaluated (Fliegmanet al., 2005). A few reports reveal Al-Taisan,  W.A., 2010. Comparative Effects  of
that the most used fungal OG frdphytophthora spp., Drought and Salt Stress on Germination and
have direct effects on the antioxidant system dffoo Seedling Growth ofPennisetum divisum (Gmel.)
(Mizuno et al., 2005) and soybean plants and cell Henr. Am. J. Applied Sci., 7: 640-646. DOI:
cultures (Mithoferet al., 2001). The differential effects 10.3844/.2010.640.646
found between these antioxidant enzymatic actwitie Bailey, R.W., 1958. The reaction of pentoses with
may be due to differential and specific recognition  jnihone  Biochem. J., 68: 669-672. PMID:
capabilities of OG putative receptors (Shingtaal.,
2006). The efficiency in biological recognition by 13522678. ) .
specific membrane receptor could be affected by th&radford, M.M., 1976. A rapid and sensitive method
structural and chemical composition of the fung@ O for the quantization of microgram quantities of
as a result of their isolation procedure. protein utilizing the principle of the protein-dye.

In spite of the broad range of elicitation ability ~ Anal. Biochem., 72: 248-254. DOI: 10.1016/0003-
from different OG or even other types of 2697(76)90527-3

oligosaccharides, there is not a rule that the samg..iia L M. B. Blasco. J.J. Rios. L. Romero and

biological activity will be displayed upon differen J.M. Ruiz, 2007. Oxidative stress and antioxidants

testing conditions in a selected model plant @suEs, ) ) .
such as suspension cell cultures, leaves, roctslsser in tomato (Solanum lycopersicum) plants subjected

fruits. Under stress conditions, squash seedlingstm to boron toxicity. Ann. bot., 100: 747-756. DOL:
deal with the overproduction of ROS. The excessive 10.1093/aob/mcm156

accumulation of ROS could be the reason for tramsie Chivasa, S., J.M. Hamilton, R.S. Pringle, B.K. Ndan

inhibition of scavenging enzymes such as SOD. In  and W.J. Simoet al., 2006. Proteomic analysis of
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