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1. INTRODUCCION:

En la naturaleza las plantas interaccionan con un gran nimero de agentes
dafinos entre los que se destacan los microorganismos fitopatdégenos, para los
cuales los vegetales, luego del reconocimiento del organismo extrafio, activan
un gran namero de respuestas con el objetivo de atenuar, disminuir y erradicar
la propagacion de la infeccion hacia los tejidos no infectados.

Dentro de los microorganismos fitopatégenos que afectan a las plantas se
encuentran los hongos, virus y bacterias (Oerke, 2006), siendo los primeros los
gue mas dafos causan a los cultivos del pecan, como la sarna de pecan (Mantz,
et al., 2008; figura 1).

Figura 1: Dafio ocasionado por la sarna en pecan.

Las plantas han desarrollado, a lo largo del tiempo, un sofisticado sistema
de defensa de reconocimiento y respuestas a los organismos extrafios, tales
como respuestas hipersensibles, el aumento de la expresion de genes de
defensa, la produccion de compuestos antimicrobianos, la formacioén de lignina,
y el estallido oxidativos. Es decir, la resistencia esta dada por la combinacién de
barreras quimicas y fisicas, que pueden ser tanto preformadas como inducidas
luego de la infeccion (Grant y Lamb, 2006), por lo que rara vez las enfermedades
llegan a ser letales. Sin embargo el estrés causado durante las infecciones suele
provocar importantes mermas en los rendimientos y por ende econdmicas
(Oerke, 2006).



Uno de los mecanismos de defensas, son las poliaminas (PAs), las cuales
son un grupo de reguladores del crecimiento, que a pesar de que no se han
dilucidado su funcion exacta, se ha notado su presencia en procesos esenciales
para la vida, como lo son la diferenciacion celular y la proliferacion de estés.

En las plantas, como en el pecan, las PAs se pueden encontrar como
monomeros, siendo estos solubles o como dimeros o polimeros insolubles. Por

lo general estos compuestos conjugados integran componentes estructurales,
como la pared celular, siendo esenciales para el normal crecimiento (Bagni y
Torrigiani 1992).

En este trabajo se tratar4 de explicar las funciones metabdlicas de las

poliaminas en el pecan, dado el escaso conocimiento de coOmo estas interactian

con el vegetal para el normal crecimiento y desarrollo del mismo.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta de los niveles de poliaminas en el cultivo del pecan
en la interaccion planta — patégeno y el agente causal de la cancrosis Phomopsis

sp., tanto en forma local como su respuesta sistémica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar el rol de las poliaminas en el pecan durante la infeccion del
patdégeno.
Reconocer las lesiones causadas por el agente causal Phomopsis sp en
el cultivo del pecan.
Identificar a través de las pruebas de patogenicidad, al principal agente

asociado al agente causal Phomopsis.

3. HIPOTESIS.

De acuerdo a lo expuesto previamente en la introduccion y en los

objetivos propuestos se propone como hipotesis que los niveles de poliaminas



en las plantas de pecan se van modificando tanto en forma local como sistémica
bajo la infeccion del agente causal de la cancrosis Phopmopsis sp.

El trabajo de investigacion se desarrolla en capitulos. En el primero se
desarrollard un marco tedrico con el objetivo de introducir brevemente la
importancia del pecan, de las poliaminas y cdmo estas ultimas interactian en la
planta patégeno.

En el segundo capitulo se presenta el marco metodoldgico que se utilizd
en este trabajo, en donde se detallan por un lado el sitio experimental en donde
se desarroll6 el ensayo y el disefio experimental en donde se describen
detalladamente las técnicas utilizadas para este analisis.

En el dltimo capitulo se exponen los resultados de esta investigacion y se
discuten los mismos. En primer lugar se describen como afecté el agente causal
en forma local, para finalizar en su respuesta sistémica.

Finalmente se presentan las conclusiones y/o reflexiones finales arribadas
a partir del trabajo de investigacion. Se complementan con Anexos, graficos y
cuadros que permitirAn una lectura adicional de la informacién a la hora de

comprender lo desarrollado en el proceso de esta tesis.



4.  CAPITULO I: Marco teérico

El pecan, Carya illinoinensis (Wangenheim) K. Koch, es originario de
América del Norte, especialmente de la regién sudeste de EEUU y norte de
México y principalmente en los estados de Alabama, Arkansas, Louissiana y

Texas. (Figura 2).

Figura 2: Distribucién geogréfica del pecan, Little, 1971

El pecan pertenece a la familia Juglandaceas, es una planta diclino
monoica de gran porte, sus flores masculinas estan dispuestas en amentos,
mientras que las femeninas se localizan en pequefios nimeros sobre las ramas
nuevas. El fruto esta formado por un embridon o semilla (parte comestible), un
endocarpio liso y delgado (cascara de la nuez) y un epicarpio y mesocarpio
carnosos, los cuales se abren a la madurez en cuatro valvas longitudinales
(Larre, 2010; Valentini, et al., 2010).

La raiz es pivotante, la cual durante el primer y segundo afio de
crecimiento se desarrolla en forma vertical. Posteriormente se transforma en
semi fibrosa y se extiende en un radio que se ensancha horizontalmente.

Las hojas son caedizas compuestas, alternas, imparipinadas y estan
compuestas por 11 a 17 foliolos asimétricos, ovales, dentadas de peciolo corto,
opuestas de 6 a 12 cm de largo y de 3 - 6 cm de ancho (Parodi, 1972) y se
necesitan de 12 hojas completas para sostener cada nuez.

Esta planta posee flores femeninas y masculinas en el mismo pie pero el

periodo de liberacién del polen y receptividad del estigma varia de acuerdo a



los cultivares y a las condiciones ambientales, visualizandose principalmente
entre los meses de octubre y noviembre.

Esta planta se desarrolla mejor en suelos profundos, fértiles, no salinos y
bien drenados. En suelos de textura muy gruesa el drenaje puede ser excesivo
y la retencion de humedad baja por lo cual se debera prestar especial atencion
al riego, mientras que si los suelos son arcillosos se dificulta el crecimiento del
sistema radicular, ademas de generarse las condiciones propicias para el
desarrollo de enfermedades fungicas.

Otro aspecto a tener en cuenta es el marco de plantacion al cual distintos
autores recomiendan no menor a 10 m entre plantas y 10 m entre filas lo que
arroja una densidad de siembra de 100 plantas por hectérea.

Los cultivares a elegir es otro aspecto y tal vez el mas importante ya que
hay que tener en cuenta que la permanencia del cultivo se extiende varias
décadas. No existen variedades perfectas, sino que hay que ver cual se adapta
mejor a cada circunstancia, por ejemplo las variedades que producen nueces de
mayor tamafo en general requieren manejos mas ajustados sobre todo respecto
al riego, para logar un buen llenado y un buen porcentaje de almendras. Otras
variedades no son las mas recomendables para regiones de clima templado
hamedo, ya que presentan susceptibilidad a sarna del pecan y se deberia
establecer un ajustado plan de pulverizaciones con fungicidas para el control de
la enfermedad.

Dentro del manejo agrondmico, el riego es primordial a lo largo de toda la
vida de la planta, para satisfacer el crecimiento de los tejidos verdes el desarrollo
del sistema radicular, el diametro y altura del tronco.

A su vez, el manejo adecuado del riego es crucial para minimizar los
riesgos de aparicion de desordenes fisiogénicos o enfermedades vinculadas al
exceso de humedad como la fusariosis (lannamico, 2004).

El pecan se caracteriza por su alto valor nutricional, posee mas de 19
vitaminas y minerales, en los que se destacan elevados contenidos de gama
tocoferol, vitaminas A, B, acidos félicos, calcio, fésforo, magnesio, potasio, zinc,
taninos y anti oxidantes (Padilla et al., 2008) (Tabla 1).

Es importante destacar el alto contenido de acidos grasos

monoinsaturados, entre los que se destaca el acido oleico (omega 9), por lo



gue es recomendable en la dieta diaria de un individuo adulto (National Pecan
Shellers Association, 2009).

Tabla 1: Valor nutricional de la nuez de pecan cada 100 g

Composicion nutricional | Valor Nutricional (100 g)
Calorias 639
Agua 1,10¢g
Proteinas 797¢g
Carbohidratos 22,3 ¢
Dieta en fibra 1,669
Lipidos totales 64,6 g
Lipidos saturados 5189
Lipidos monosaturados 40,2 ¢g
Lipidos poliinsaturados 16 g
Colesterol 0 mg
Vitamina A Carotenos 12,3 RE
Vitamina A Preformada O RE
Vitamina A — Total 12,3 RE
Teamina 0,32 mg
Riboflavina 0,12 mg
Niacina 0,91 mg
Isoleucina 0,33 g
Leucina 0,54 ¢
Licina 0,39
Metionina 0,19¢
Fenilalanina 0,42 g
Trionina 0,26 g
Valina 0,39¢g
Piridoxina 0,18 mg
Cobalamin — B12 0 ug
Acido Fdélico 40,8 ug
Pantothenig Acid 1,75 mg
Vitamina C 2,05 mg
Vitamina E 3,11 mg
Calcio 0,04 g
Cobre 1,24 mg
Hierro 2,18 mg
Magnesio 0,13 g
Fosforo 0,3g
Potasio 0,37 g
Selenio 11,7 ug
Sodio 0,7 mg
Zinc 5,67 mg
Cistina 0,22 g
Tirosina 0,299
Arginina 1,14 ¢




Histidina 0,23 g
Alanina 0,35¢g
Acido aspartico 0,73 g
Acido brutamico 1,59¢
Glicina 0,39¢g
Prolina 0,37 g
Cerina 0,39¢g

Fuente: Elaboracién propia, a través de datos aportado por Santerre, 2012.

Sin embargo el exceso de agua, trae consecuencias perjudiciales para el
pecan, como privacion de oxigeno, causando dafos irreversibles en el sistema
radicular y favoreciendo el desarrollo de ciertas enfermedades de las raices y el
cuello, tal como Phytophthora Muncharaz (Muncharaz Pou, 2001).

Existen diversas enfermedades causadas por virus, hongos y bacterias
gue afectan a la planta de pecan a lo largo de sus diferentes etapas fenoldgicas.
El pecan es atacado por numerosos patdgenos a lo largo de su ciclo de cultivo.
Dentro de las enfermedades mas importantes reportadas en Argentina se
encuentra la sarna, el moho rosado, la antracnosis y recientemente fue
descripto el cancro del pecan.

La enfermedad mas importante a nivel mundial es la sarna, cuyo agente
causal es el hongo Cladosporium caryigenum. La sarna del pecan puede
aparecer en cualquier estadio del cultivo, afectando brotes jovenes, hojas en
crecimiento y hasta nueces (Mantz et al., 2008).

Esta enfermedad se caracteriza por producir pequefias manchas
circulares de color negro, que en ocasiones pueden expandirse y formar grandes
manchas sobre el fruto. EI hongo inverna en los brotes infectados y en viejas
valvas y hojas en los arboles. En primavera reanuda su crecimiento en las
lesiones viejas y en pocos dias, produce grandes cantidades de esporas.

Luego de la aparicion de la sarna del pecan, especialmente cuando este
hongo ataca a las nueces en crecimiento, puede surgir un patégeno secundario

denominado Trichothecium roseum (Mantz et. al., 2009).



Otro de los hongos que mas dafio causan en pecan es la Alterania sp, que
provoca manchas foliares y del tallo. También puede aparecer Colletotrichum
gloesporoides que provoca manchas foliares de distintas formas y tamafio en los
distintos estados fenoldgicos y en casos severos causan perdida del rendimiento
(Mantz et al., 2010).

Recientemente se ha descripto al agente etiologico causal de la cancrosis
del pecan perteneciente al género Phomopsis (Noelting et al., 2016b).

Este hongo afecta principalmente a aquellas plantas cultivadas en suelos
con escaso drenaje (Noelting et al., 2016). Los sintomas del ataque de este
patdgeno se caracterizan por presentar lesiones hundidas y alargadas (cancros),
localizadas principalmente a la altura de las ramas, a nivel del cuello o en las
zonas de insercion del injerto con el pie (Figura 3). En dichas lesiones se suele
observar, a su vez, estructuras de color oscuro correspondientes a los cuerpos
fructiferos del hongo (picnidios) (figura 4). También se puede observar que la
Phomopsis sp. est4 asociada al Dieback o muerte simpodial (Reilly et al. 1994)y

a cancros acompafiados por descortezamiento (Figura 5).

Figura 3: cancro en rama de pecan (Noelting et al 2016)



Figura 4. Colonia de Phomopsis sp en medio de cultivo agarizado.
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Figura 5: Siritdmatologfa déAlatqué‘ de Phomopsis ssp. en pecan: Ay B muerte simpodial
o dieback; C y D cancros en ramas con descortezamiento; E y F cancros en tallo principal;

G y H cancros.
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Los cancros que se manifiestan principalmente en las plantas débiles y/o
estresadas, heridas mecénicas producidas en la corteza durante las operaciones
de injerto, poda, transplante, desmalezados suelen confundirse frecuentemente
con dafios mecanicos 0 bien con lesiones dadas por bajas temperaturas
registradas durante el periodo invernal o caida de granizo.

El desarrollo de la enfermedad puede provocar caidas de ramas, hasta la
muerte de la planta, ante incidencias graves.

Este hongo presenta una incidencia del orden del 10 al 50% en las
plantaciones relevadas en la Provincia de Buenos Aires (Noelting et al., 2016).

Anteriormente este patdgeno fue reportado como contaminante en nueces
de pecan (Comerio, 2007).

Las plantas han desarrollado, a lo largo del tiempo, un sofisticado sistema
de defensa que incluye el reconocimiento y respuesta a los organismos extrafios,
tales como respuestas hipersensibles, aumento de la expresion de genes de
defensa, produccion de compuestos antimicrobianos, formacion de lignina, y
estallido oxidativos.

Es decir, la tolerancia esta dada por la combinacion de barreras quimicas
y fisicas, que pueden estar preformadas o ser inducidas luego de la infeccién
(Grant y Lamb, 2006), por lo que rara vez las enfermedades llegan a ser letales.
Sin embargo el estrés causado durante las infecciones suelen provocar
importantes mermas en los rendimientos y por lo tanto genera pérdidas
econdmicas (Oerke, 2006).

Dentro de los compuestos que utilizan las plantas como mecanismos de
defensas, se encuentran las poliaminas (PAS).

Las poliaminas fueron descubiertas por primera vez por Antoine van
Leewenhoek en el afio 1678, pero no fue hasta 250 afios después que se
caracteriz6 correctamente; luego de realizadas estas observaciones incipientes
se comenzo a investigar acerca del metabolismo de éstas (Bachrach, 2009).
Estas son un grupo de reguladores de crecimiento que se han encontrado en
distintas partes de las células como en el citoplasma, vacuolas, mitocondrias y
cloroplastos. Son moléculas de bajo peso molecular con cargas positivas que se

adhieren facilmente a las macromoléculas de ADN (Soborén, 2008).
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Las poliaminas pueden ser libres o conjugadas y en éste ultimo caso

pueden ser solubles o insolubles cuando las poliaminas estan conjugadas a
grupos acetilos o a acidos organicos como por ejemplo el fendlico o ferulico. Por
lo general estos compuestos conjugados integran componentes estructurales,
como la pared celular, siendo esenciales para el normal crecimiento (Bagni y
Torrigiani 1992).
Son moléculas de carga positiva que contienen dos 0 mas grupos aminos en su
estructura. Las poliaminas mas abundantes son la diamina putrescina (Put), la
triamina espermidina (Spd) y la tetramina espermita (Spm) (Figura 6). También
es comun en plantas, especialmente en leguminosas la diamina cadaverina
(Cad).

H.N\/\/\
NH,

Putrescina
H
H:N N
\N \/\/\NH:
Espermidina
H

AN NN,
Espermina

Figura 6: Poliaminas mas comunes en plantas

Se las considera moléculas esenciales para el desarrollo de la planta ya

que se ven involucradas en la morfogénesis, embriogénesis, senescencia de
hojas y respuesta a estrés biético y abiético (Kusano et al., 2008).
Ademas de estas funciones se ha visto que las poliaminas juegan un papel en
los procesos de la transcripcion de genes, la division celular, replicacion de ADN,
desarrollo y maduracion de frutos y en el desarrollo de los 6rganos (Kaur-
Sawhney et al.; 2003).

La biosintesis de las poliaminas puede ser dividida en dos etapas

principales: la sintesis de diaminas por la descarboxilacion de aminoacidos
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basicos y la sintesis de poliaminas complejas a partir de las primeras, por el

agregado secuencial de grupos aminopropilos (Figura 7).

o]

Urea ! Ureasa
HN —C—HH, €0,
H, NH; NH
H,;N —C—NH —(CH,);— CH — COOH . H,N—"(CH,);— CH—COOH 2
Arginina Arginasa  gppitina = N
N
n flanc H, NH, H, | \>
v
\ N

co, oDC WF | \> '
HN— € —NH— (CH,)—NH, '\ b
Agmatina €O, N N l7 |
H,0 " lH (CHOH),

AIH H,0 CO, + NH; | |
o ! CH
i (CHOH), |
H,N—C—NH—(CH,),—NH, HN— (CH,)— NH, |
N-carbamoil putrescina NCP AH Putrescina CH £
SPDS
| SAMDC |§
o - CH, ¢————5—CH;
Espermidina
HaN—(CH,)—NH —(CH,);—NH, ; o (CH,),
’ |
SPMS (J:Hz)’ H(lj ——NH,
H. H
HN— (CH,)y—NH— (CH,) —NH— (CH,);—NH, i o
Espermina dSAM SAM

Figura 7: Biosintesis de poliaminas a partir de los aminoécidos ornitina y arginina.

Por otro lado, las poliaminas son desaminadas oxidativamente por la
accion de amino-oxidasas. (Figura 8). En las plantas, el catabolismo de
poliaminas procede via las Cu+2 oxidasas (diamino-oxidasas: DAO., EC 1.4.3.6)

y las flavin-oxidasas (poliamino-oxidasas: PAO., EC1.4.3.4) (Sebela et al., 2001).
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1/2 Oz + Hzo
a NH, + H,0
SR TR, + +
NHZ / 3 22
DAO N
Putrescina Pirrolina
'/2 02 + Hzo
H
H,N N & H,N NH
\/\/ \/\/\NHZ 2 \/\/ 2 P - H202
PAO N
Espermidina Diaminopropano Pirrolina
%2 0, + H,0
H ;
HN N HZN\/\/NH2 ,‘/
MR \/\/\N/\/\NH2 + + H0;
H PAO N
Espermina Diaminopropano 1(3-AP)P

NH,

Figura 8: Catabolismo de poliaminas

Por otro lado, la translocacién de las PAs fueron detectadas en los fluidos
de floemas y xilemas (Friedman et al., 1986). Posteriormente se han identificado
varias proteinas de la membrana plasmatica, entre ellas las llamadas RMV1
(Resistant to methyl Viologen 1), con capacidad para el trasporte de poliaminas
(Fujita et al., 2012).

Las poliaminas en la defensa contra el estrés biotico

Una reaccion hipersensible (HR) se lleva a cabo cuando una planta entra
en contacto con el patdgeno, produciendo la muerte celular del area que se ve
afectada. En el virus del mosaico del tabaco (TMV) al producirse la infeccion se
induce la HR y los niveles de poliaminas suben cuando se da ésta interaccion
(Marini et al., 2001)

Ademas, el agregado de espermina exdgena induce la respuesta

hipersensible, siendo los altos niveles de poliaminas en el apoplasto los
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responsables de generar esta reaccion. Kusano (2008) describié el mecanismo
en que se da esta respuesta, en donde la espermina actia de dos formas: la
primera es mediante su catabolismo que genera especies reactivas del oxigeno
y la segunda es porque la espermina influye en los canales de calcio provocando

una mayor entrada de éste elemento (Figura 9).

Cierre
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Figura 9: Respuesta de las poliaminas ante un ataque de patdgeno (Rossi 2012).

La importancia de generar especies reactivas del oxigeno es que originan
una disfuncién en la mitocondria que origina la respuesta hipersensible. Una vez
llevados a cabo estos dos eventos, se activan proteinas kinasas llamada
(MAPKSs) que son las responsables de transmitir la sefial al nicleo y generar la
activacion de los genes de respuesta a la HR, y por ende a la muerte celular. Por

lo tanto se reconoce que la espermina es la responsable
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de transmitir la sefial para la activacion de los caminos de defensa contra
patogenos (Kusano et al., 2008).

Por otro lado, ante un ataque de un patdgeno en cebada se encontré un
aumento de los niveles de PAs como de enzimas involucradas en sus sintesis
en tejidos proximos al sitio de infeccion (Greenland and Lewis 1984; Walters et
al., 1985). Dicho aumento esta correlacionado por un incremento en la division y
crecimiento celular inducidos por la presencia del patdgeno (Greenland y Lewis,
1984; Walters et al,. 1985).

El uso de inhibidores especificos de la PAO permite concluir que la
oxidacion de las PAs beneficia la propagacion del patdgeno necrotrofico y por el
contrario perjudica al biotréfico. Por lo tanto la oxidacibn de poliaminas
apoplastica cumple un rol muy importante en las respuestas al ataque de
patdgenos (Marina et al., 2008).

En los ultimos afios ha cobrado cada vez mas fuerza el concepto de que

el principal rol que cumplen las PAs en respuesta al ataque por patégenos deriva
de su oxidacion por parte de los AOs y las PAs (Marina et al., 2008; Yoda et al.,
2009; Gonzalez et al., 2011).
Si bien, como fue relevado en los péarrafos anteriores, existe profusa bibliografia
sobre el comportamiento del metabolismo de poliaminas en la interaccion planta-
microorganismo, en pecan existen pocos trabajos sobre aspectos fisioldgicos de
respuesta al ataque de alguno de sus patdgenos.

Por lo tanto, se torna importante obtener una primera aproximacion a la
respuesta fisiolégica del pecan ante los ataques de agentes patdgenos, dado el
gran valor comercial de este cultivo con mas de 6000 ha implantadas en nuestro
pais.

Por otro lado, debido a la relevancia e incidencia de los ataques del agente
causal de la cancrosis del pecan, se planteé como objetivo de esta tesis realizar
una primera aproximacién a la interaccion de éste hongo con la planta de pecan
mediante la caracterizacion de los niveles de poliaminas y su evolucion durante
el desarrollo de la infeccién. Teniendo como hipétesis que los niveles de
poliaminas en las plantas de pecan se van modificando, bajo la infeccion del

agente causal de la cancrosis.
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5. CAPITULO Il: MATERIALES Y METODOS
5.1. Sitio experimental

Los andlisis de este trabajo de investigacion se llevaron a cabo en la
Provincia de Buenos Aires, en el Instituto Tecnolégico de Chascomus (Figura
10), el cual se encuentra ubicado sobre la Avenida Intendente Marinos Km. 8,2.
Previamente las plantas de pecan fueron trasladadas desde la localidad de

Lisandro Olmos, Provincia de Buenos Aires (figura 11y 12).

‘La Pecana 197

LN

Figura 11: Establecimiento, vivero La Pecana 197, Lisandro Olmos, Partido de La Plata,

Provincia de Bs. As
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Figura 12: Invernaderos de Produccién de plantas de Pecan Injertadas

5.2. Disefio experimental y tratamientos.

Material vegetal: Se utilizaron plantas de pecan del cultivar Pawnee
provenientes del vivero La Pecana (La Plata, Pcia. Bs. As). Las mismas fueron
injertadas en la primavera de 2017 sobre pie de pecan provenientes de semillas
de arboles francos de la zona. Los portainjertos de 2 afios de edad fueron
conducidos en macetas de 40cm de alto X 20 cm de diametro con suelo y fueron
injertados con la técnica de parche.

Las plantas fueron trasladadas al Instituto Tecnolégico de Chascomus
(INTECH) en la primavera del afio 2018 y acondicionadas en invernadero hasta
su utilizacion en este trabajo. Se realiz6 una pulverizacion con Hipermetria para
controlar un brote de pulgones.

Inoculo: Se utilizo una cepa de Phomopsis spp. (cepa N° 1219, Noelting
2016) aislada de plantas de pecan provenientes de un monte productivo de la
localidad de Veronica (Pcia. Bs As.)

La cepa fue cultivada sobre APG durante 15 dias en cadmara de cultivo
con 25°C de temperatura y 12 hs de fotoperiodo para inducir la formacion de
picnidios.

Inoculacion: El 24 de noviembre de 2018 se realizaron las inoculaciones,
utilizando discos de APG de 0,5cm de diametro realizados con un tip de p1000

cortado. Para ello se siguio la siguiente técnica::
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Se realizaron pequefios cortes en la rama de las plantas en el vértice
formado por la misma y el peciolo de la hoja, se coloco un disco de APG con el
micelio y sobre el mismo un trozo de algodén humedecido en agua estéril para
mantener la humedad del inoculo. El disco y el algodén se sujetaron a la rama
utilizando el peciolo y envolviendo los elementos con film.

Los controles se realizaron de la misma manera pero utilizando APG sin
crecimiento miceliar. Se colocaron discos de APG con micelio a 18 plantas y
otras 18 correspondieron a los controles. De estas Ultimas 2 plantas sufrieron
roturas de rama y no fueron utilizadas en las tomas de muestra.

Toma de muestra y determinacion de poliaminas: Luego de la inoculacion
se realiz6 la toma de muestras a los 9 dias de la inoculacion (DDI), 16 DDI 'y 23
DDI.

Se seleccionaron tres hojas completamente desarrolladas insertadas por
encima del punto de inoculacién y se identificaron. De estas hojas se tomaron en
cada muestreo un foliolo de la parte central y se guardaron en freezer a - 18°C
hasta las determinacion de poliaminas.

Por otro lado, durante la Gltima toma de muestra, se realizé una evaluacion
de incidencia y severidad.

La determinacion de poliaminas se llevé a cabo de la siguiente manera:

Las muestras fueron molidas en mortero preenfriado con ayuda del uso
de N2 liquido y luego 300 miligramos del tejido fueron colocadas en microtubos
de 1,5 ml con el agregado de 1 mL de &cido perclérico al 5% e incubadas sobre
hielo por el término de 30 minutos. Luego fueron centrifugadas a 100009 por 10
minutos y 60uL de sobrenadante (muestra) fueron colocadas en otro microtubo
donde se realiz6 la derivatizacion con cloruro de dansilo. Para ésto, se neutralizé
la muestra con 60uL de carbonato de sodio saturado, se agregaron 6uL de una
solucion de 1,7- heptanodiamina 0,1mM como estandar interno, 75uL de una
solucion de cloruro de dansilo de 10mg/ mL de acetona y previa agitacion en
vortex por 5 segundos, se incubaron a 70°C por 1 hora en oscuridad.

Luego de enfriarse se agregaron 20uL de una solucién acuosa de prolina

de 100mg/mL y se incubaron nuevamente a 70°C por 15 minutos en oscuridad.
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Posteriormente se realizé una extraccion con tolueno de las poliaminas
dansiladas. Para esto se agregaron 200uL de tolueno y se agitaron las muestras
en vortex durante 30 segundos. Luego se centrifugaron a 10000g por
30 segundos y se extrajeron 175 pL del sobrenadante y se pasaron a un
microtubo nuevo y posteriormente se evaporaron al vacio hasta sequedad.
Todas las operaciones desde el agregado de cloruro de dansilo se hicieron al
abrigo de la luz.

Luego, las muestras dansiladas y secas fueron guardadas a -18°C hasta
su determinacion.

Ademas se realizd una curva de calibracién utilizando poliaminas
sintetizadas con la misma metodologia descripta anteriormente.

Para esto se utiliz6 la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento
o HPLC (por sus siglas en inglés) en fase reversa con deteccion por
fluorescencia.

Se utiliz6 un cromatografo marca Waters 1525 y un detector de
fluorescencia también marca Waters modelo 2475. La columna utilizada fue
marca Phenomenex Luna (2) C18 de 250mm X 4,6mm.

Se utilizé un protocolo de gradiente utilizando agua y acetonitrilo como
fase mévil a un flujo de 1,5 mL/ minuto.

Las muestras fueron resuspendidas en 40uL de acetonitrilo y
centrifugadas 10 minutos a 100009 e inyectadas en la bomba del HPLC mediante
un inyector de 5uL de capacidad.

Luego de realizadas las separaciones en la columna, las poliaminas
dansiladas fueron detectadas mediante fluorescencia a 415 nm de emisiény 510
de excitacién e integradas mediante el software Breeze (Waters®).

Las areas de los picos identificados fueron divididos por el area del pico
correspondiente a la heptanodiamina (estandar interno) y los contenidos de
poliaminas evaluados.

Medicion de temperatura del canopeo: Luego de la inoculacion se
realizaron 4 tomas de datos de temperatura de canopeo a los 6, 10, 16 y 32 DDI.
Las mismas fueron llevadas a cabo con una camara termografica FLIR E- 30 con

una resolucion 160 x 120 pixeles y sensibilidad térmica de 0,1°C.



La camara fue calibrada a una distancia del objetivo de 2 metros, 20°C de
temperatura ambiente, 80% de humedad relativa y una emisividad de 0,98.

Las fotos termogréficas fueron analizadas con el software ThermaCam
Research PRO (FLIR®).

Procesamiento de datos y andlisis estadistico:

Los datos fueron procesados en Excell (Microsoft®) y graficados con el

software Graph Pad 5 (Prism®).

22
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6. CAPITULO Ill. Resultados y discusiones

Las plantas de pecan fueron inoculadas el dia 24 de noviembre de 2018
a la mafiana. La técnica de inoculacién fue similar a la utilizada por Noelting et
al., 2016a, que consistio en abrir una herida en el tallo, colocar un disco de medio
de cultivo con micelio junto a un trozo de algodon humedecido y sujetar esto con
el peciolo de la hoja utilizando bandas de film. En los controles se uso6 discos de
medio de cultivo sin hongo, repitiendo los mismos procedimientos.

Como ésta metodologia solo tenia un antecedente de uso se tuvo el
cuidado de dejar hasta el final de la toma de muestras los discos para aumentar
la probabilidad de éxito en la inoculacion.

Posteriormente, al finalizar la toma de muestras se realizé una evaluacion
de severidad por aspecto del cancro formado y presencia de micelio sobre el
mismo.

No se encontraron dafios en los cortes utilizados en los controles,
concluyendo que no hubo contaminacion en el procedimiento de inoculacion.
Mientras que en casi todas las plantas infectadas se observaron sintomas de
desarrollo de la enfermedad, con excepcion de las plantas 18, 24 y 26, lo que
resulto en una eficiencia de inoculacion del 83%. Las plantas en donde el hongo
no logré desarrollar sintomas fueron consideradas no infectadas y se eliminaron
de los andlisis.

La severidad de infeccion fue dividida en 3 grados (1= menos severo, 3=
mas severo) encontrandose 6 plantas para el grado 1, otras 6 plantas para el
grado 2 y 3 plantas para el grado 3.

En la Figura 13 se observan plantas controles e infectadas a 24 dias de
inoculadas. Las plantas controles muestran un corte limpio, sin necrosamiento
de los tejidos, mientras que las inoculadas con Phomopsis presentan signos de
necrosis y avances de dafo en el tejido con cancros incipientes.

Por otro lado, en la Figura 14 puede observarse un corte transversal de la
rama en el punto de inoculacién, donde se puede apreciar una invasion del tejido

de la planta en la que corresponde al tratamiento inoculado con Phomopsis.
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Como se detallé en materiales y métodos se realizaron 3 tomas de
muestras de foliolos de hojas a los dias 9, 16 y 23 post inoculacion para analizar
el contenido de poliaminas libres.

Cuando se realizaron las corridas cromatogréaficas pudieron ser
identificadas las 3 poliaminas principales en hojas de pecan, Put, Spd y Spm.

También se observaron numerosos picos que no coincidian con los
tiempos de retencion de estas poliaminas y que en posteriores investigaciones
se tratara de dilucidar.

> N . 4

Figura 13: Aspectos dé la zona de inoculacion a 24 dias de realizarse: A,

control; B, C y D inoculados con Phomopsis spp.
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Figura 14: Cortes transversales del tallo en la zona de inoculacién: A,
control; B, inoculado con Phomopsis spp.

Como se detallé en la introduccion, las poliaminas pueden presentarse
libres, conjugadas solubles (conjugadas a acidos organicos como ferdlico y
cinamico) y conjugadas insolubles (conjugadas a proteinas o carbohidratos de
alto peso molecular), con esta técnica de derivatizacidbn se observan en el
cromatograma las poliaminas libres y conjugadas solubles. Los picos
identificados por tiempo de retencién corresponden a las poliaminas libres
principales. Si bien se observaron picos cercanos a Cad y Dap, estos fueron
inconsistentes entre las muestras y por lo tanto se consideré necesario otros
estudios para determinar si los mismos estan presentes en pecan 0 son
poliaminas conjugadas solubles con tiempos de retencion similares.

Los niveles de poliaminas totales en hojas de pecan, considerando las 3
identificadas, oscilaron entre 117 y 95 nmoles/gramo de peso fresco
(nmoles/gPF) para las plantas controles y 105 a 71 nmoles/gPF para las
plantas infectadas. Los valores descienden desde el primer dia de toma de
muestra (9DDI) hasta el ultimo (23DDI) tanto para los controles como los

Infectados (Gréfico 1).
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Gréafico 1: Poliaminas totales en plantas controles (C) e infectadas (I) para
los 3 tiempos de muestreo (1=9DDI, 2=16DDI y 3=23DDI). Test de t
para cada tiempo, *p<0.05,;**p<0.01, ***p<0.001.

Los niveles de poliaminas totales presentan gran variacion entre plantas
con CV entre 23,86% y 36,93%, esto dificulta el andlisis de los datos
incrementando el nimero de réplicas necesarias para una correcta evaluacion.
No obstante se observa una disminucidén consistente para las infectadas en
relacion a los controles.

Estos niveles de poliaminas se encuentran dentro de los parametros
encontrados en hojas de plantulas de arroz (Maiale et al., 2004), hipocétilo de
soja (Campestre et al., 2011), en hojas de plantulas de tabaco (Marina et al.,
2008) y en plantulas de tomate (Vilas et al., 2018).

Los niveles encontrados en hojas de plantulas de arroz rondaron entre
150 a 400 nmoles/grPF, mientras que en hojas de plantulas de tomate se hallaron
entre 20 y 40 nmoles /grPF, mientras que valores similares al tomate se hallaron
en plantulas de maiz (Rodriguez-Kessler et al., 2008).

Pocos trabajos fueron realizados evaluando el contenido de poliaminas en
plantas lefiosas. Ejemplo de especies donde se realizaron mediciones son
manzano, vid, avellano, mandarina, ciruelo y durazno (Rey et al., 1994; De Dios
et al., 2006; Liu y Moriguchi 2007; Bartolini et al., 2009; Gong et al., 2018;
Mirsoleimani y Shahsavar 2018).

Por otro lado, cuando se analizan los contenidos de poliaminas

discriminando entre Put, Spd y Spm en los tres tiempos de toma de datos
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(Gréafico 2), se observa que tanto los niveles de Put, Spd y Spm descienden a

medida que pasa el tiempo.
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Gréfico 2: Contenido de Putrescina (Put), Espermidina (Spd) y Espermina (Spm) a
los 9, 16 y 23 DDI para las plantas control e infectadas.

En el grafico 3, se observa en detalle para cada poliaminas su
comportamiento a través del tiempo de tratamiento. Los niveles de Put
disminuyen marcadamente a través del tiempo de infeccion, mientras que para
Spd y Spm sucede un fendbmeno similar pero menos manifiesto.

Otra informacién que se deriva de éstos datos es que tanto los niveles de
Put como de Spd disminuyen durante las sucesivas tomas de datos mientras que
el contenido de Spm tiende a incrementarse.

Las diferencias de los niveles de las distintas poliaminas entre controles e
infectadas comienzan a ser significativas a partir de 16DDI. Mientras que la

poliaminas Put disminuye significativamente para el 16DDI, Spd y Spm lo hacen
en el 23DDI.

Putrescina Espermidina Espermina

Gréfico 3: Contenido de poliaminas Putrescina, Espermidina y Espermina en
plantas controles (C) e infectadas (I) para los 3 tiempos de muestreo (1=9DDlI,
2=16DDI y 3=23DDI). Test de t para cada tiempo, *p<0.05,;**p<0.01, ***p<0.001.
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No obstante es importante remarcar que la gran variabilidad en el
contenido de poliaminas entre las plantas de pecan impide observar diferencias
en otros tiempos a pesar que es clara la tendencia a la disminucion de las 3
poliaminas a través del tiempo de tratamiento bajo condiciones infectadas en
comparacion a los controles.

Por otro lado, cuando se analizan las relaciones entre Put/Spd + Spm, se
observa una disminucién de la mismas en el tiempo del ensayo y entre las

condiciones controles versus infectadas (Gréfico 4).
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Gréfico 4: Relacion Put/Spd + Spm en plantas controles (C) e infectadas (I) para los 3
tiempos de muestreo (1=9DDI, 2=16DDI y 3=23DDI). Test de t para cada tiempo,
*p<0.05,**p<0.01, ***p<0.001.

Estos datos permiten visualizar un cambio no solo en los niveles totales

sino también entre las proporciones de cada poliamina. Observandose una
disminucién proporcional de Put en relacién a las poliaminas Spd y Spm., tanto
a traves del tiempo en las controles como en las infectadas en relacion a éstas.
En plantas de tabaco atacadas por el hongo necrotrofico Sclerotinia
sclerotiorum se produce un aumento de Put y Spm en el apoplasto (Marina et
al., 2008). Estos aumentos estuvieron ligados al catabolismo de poliaminas que
terminan generando especies reactivas del oxigeno colaborando con la muerte
de los tejidos, indispensable para este tipo de patdgeno. También se observo
gue el agregado de poliaminas a los tejidos infectados aumentaba la

necrosis (Marina et al., 2008).
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Por otro lado, plantas de tabaco inoculadas con diferentes patdgenos
(Peronospora  tabacina, Alternaria tenuis, Erysiphe cichoracearum,
Pseudomonas tabaci y virus del mosaico del tabaco) mostraron menores niveles
de poliaminas que las controles (Edreva 1997).

Estos resultados contradictorios pueden ser explicados por la posicion de
la toma de muestra, donde en las proximidades del patbgeno aumentan las
poliaminas mientras la planta reacciona a la enfermedad disminuyendo sus
niveles para evitar la propagacion del patégeno.

Nuestros resultados muestran una disminucion del contenido de
poliaminas en las plantas infectadas vs controles, teniendo en cuenta que estos
andlisis fueron realizados en tejidos distantes del punto de inoculacién y area
infectada.

Podria sugerirse que este comportamiento obedezca a una reaccidn
sistémica de defensa de las plantas de pecan ante el ataque de este tipo de
patégenos.

Ademas, las plantas infectadas mostraron mayor temperatura del

canopeo en comparacion con las controles (Grafico 5)
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Grafico 5: Temperatura del canopeo en °C, medida a 6, 10, 16 y 32 DDI en plantas
infectadas (I) y controles (C). Las barras indican la diferencia de temperatura entre los

tratamientos para cada toma de datos.

Las diferencia de temperatura llegaron hasta 1,5°C a los 10 DDI y
1,2°C alos 16DDI. Estos datos tienen que tomarse en conjunto con lo
observado en los cortes de los tejidos de las ramas en las proximidades de los

puntos de inoculacion en las plantas infectadas (Figura 15). Estos tejidos
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presentaban signos de deterioro por la invasion fungica en comparacion con los

controles.

La invasion en los tejidos del xilema entorpece la translocacion de agua
hacia la parte aérea y de fotoasimilados hacia las raices. La disminucion de la
translocacion de agua se refleja en un aumento de la temperatura del canopeo
como se observa en la Figura 12. Por otro lado, las plantas que desarrollaron
los cancros presentan una aceleracion de la senescencia de sus hojas al llegar

el otofio como se observa.

2018-12-26

619p. m

Figura 15: Termografia del Canopeo a los 32 DDI, B- estado de la plantas a principios de
mayo de 2019 al momento de comenzar la caida de las hojas.
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7. REFLEXIONES FINALES:

En éste trabajo se logro con éxito realizar con alta eficiencia la inoculacion
en forma controlada del agente causal del cancro de Pecan.

De acuerdo a los resultados obtenidos al estudiar los niveles de
poliaminas en plantas infectadas y controles, se acepta la hipotesis planteada en
un principio, al observarse variaciones en los niveles de poliaminas tanto en
forma sistémica como local. Se determind una disminucion en general y de la
putrescina en particular para las plantas infectadas vs controles.

Por otro lado, se observd una invasion en los tejidos del xilema en las
ramas infectadas que se reflejo en un aumento de la temperatura del canopeo,
interrumpiendo de esta manera la translocacion del agua hacia la parte aérea de
la planta de fotoasimilados hacia las raices.

Este trabajo es una primera aproximacion a la fisiologia de las plantas de
pecan bajo el ataque del agente causal de la cancrosis Phomopsis spp. Sin
embargo, seran necesarias nuevas investigaciones para comprender en
profundidad la alteracion en el funcionamiento de la planta de pecan por este

patdgeno y en las estrategias para combatirlo.
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