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Resumen

En el presente estudio se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes, revelando actividad peroxidasa y AlA oxidasa,
con la finalidad de determinar isoperoxidasas en paredes celulares de tallo, hoja
y raiz de Solanum lycopersicon en distintas etapas de desarrollo.

Tres métodos para extraer proteinas de la pared celular fueron evaluados. En el
primer método (A) se emplearon NaCl y enzimas celulasa y pectinasa para
obtener fracciones conteniendo proteinas adheridas i6nica y covalentemente a la
pared celular (Chaoui et al.,, 2003). El segundo método (B) consisti6 en la
extraccion con CaCl, y LiCl en dos pasos sucesivos como describe Feiz et al.
(2006) en su estudio protedmico en Arabidopsis. En el tercer método (C) se
utilizé un procedimiento para el aislamiento de protoplastos mediante digestiéon
enzimatica, con la finalidad de separar el apoplasto (Pefialosa, 1998). La
eficiencia de los distintos métodos fue evaluada en funcién de factores de
purificacion y a patrones isoenzimaticos obtenidos en los geles de
poliacrilamida.

Con el Método B se determinaron tres isoperoxidasas (a, m, p) con actividad
auxina oxidasa asociada i6nicamente a la pared celular de tallo (Sobrenadante
CaCl; y LiCl). Adicionalmente, una de estas isoperoxidasas es exclusivamente
revelada con este procedimiento.

Los resultados obtenidos con el Método C sugieren que isoperoxidasas (0, j) con
actividad AIA oxidasa se encuentran localizadas tanto en la fraccion soluble del
apoplasto como en la pared celular de hoja y tallo de jitomate en su cuarta
semana de desarrollo. En las fracciones obtenidas de segmentos de raices no
se observaron bandas que indiquen la presencia de actividad auxina oxidasa en
el periodo evaluado.

Empleando el Método A, reportado por Chaoui et al. (2003) para la extraccion de
proteinas asociadas a la pared celular, 16 isoformas revelaron actividad
peroxidasa en las fracciones correspondientes a tejidos de hoja, tallo y raiz de S.
lycopersicon estudiados en tres etapas de desarrollo. En el periodo comprendido
por cuatro semanas de desarrollo, se evidenciaron diez isoformas, de las cuales
la isoforma identificada con la letra a posee actividad AIA oxidasa en la fracciéon
adherida idnicamente a la pared celular de tejidos de hoja. En la sexta semana
de desarrollo, el patrén electroforético revelé ocho isoperoxidasas, la actividad
auxina oxidasa fue evidenciada en fracciones de proteinas adheridas
ibnicamente a la pared celular en tallo y raiz. En ambos tejidos, la actividad AIA
oxidasa revelada correspondié en movilidad a la isoperoxidasa a. En la etapa de
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desarrollo correspondiente a 12 semanas se obtuvo el perfil isoenziméatico mas
completo revelando doce isoformas. En esta edad, los tejidos de tallo y raiz
presentaron isoenzimas con actividad auxina oxidasa. En tallo la isoforma a se
localizé en la faccion citoplasmica; en raiz dos nuevas isoenzimas presentaron la
capacidad de oxidar AlA: la isoforma g ubicada en la fraccidn citoplasmica y la
isoforma i que reveld actividad auxina oxidasa en la fraccion adherida
covalentemente a la pared celular.

En conclusién, se sugiere que el Método A es el protocolo adecuado para la
extraccion de isoperoxidasas, adicionalmente los resultados de este trabajo,
indican que la actividad AIA oxidasa y peroxidasa analizadas en distintos tejidos,
varian dependiendo de su localizacion en el érgano y de la edad de las plantas.
El catabolismo del AIA en S. lycopersicon esta ligado probablemente a la accidén
de siete isoperoxidasas (a, g, i, j, m, 0, p).
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Introduccién

La propagacion vegetativa es una técnica de reproduccion asexual de amplio
uso en horticultura, agricultura y ciencias forestales (Hartmann et al., 1990;
Ludwig-Mdaller et al., 2005). Consiste en multiplicar células obtenidas de un
individuo a partir de las cuales se generan nuevos individuos genéticamente
idénticos al original. En la medida en que este tipo de propagacién pueda
utilizarse en cualquier especie vegetal, se tendria la oportunidad de mantener
lineas con caracteristicas de mayor importancia para el hombre, ademas de
perpetuar clonas de plantas sin semillas y de alcanzar estados de madurez mas
rapidamente (Janick et al., 1974). La formacion de raices adventicias es un
factor crucial en la propagacién vegetativa (De Klerk et al., 1999; Gines, 2000) y
€S un proceso que cobra gran importancia cuando se requiere propagar una
especie sin que se pierdan sus caracteres genéticos por causa de la
segregacion caracteristica de la reproduccion sexual (Vazquez, 2002).
Precisamente, debido a que éste es un método eficiente, practicado para
mantener la fidelidad y la rapida produccion de plantas (Nag et al., 2001), existe
interés comercial en la comprensién de las cuestiones bioquimicas vy fisiol6gicas
base del proceso de enraizamiento adventicio (Ford et al., 2001).

Las raices adventicias se originan de regiones distintas al sistema de raices
primario, difieren de las raices laterales, ya que se forman a partir de tejidos del
tallo y no de la raiz (Pefialosa, 1998). Las raices adventicias pueden derivarse
del cambium o en el caso de segmentos de tallo, a partir de callos. Por tanto,
parecen existir dos vias para la formacién de raices adventicias: (i) La
organogénesis directa a partir de tipos celulares establecidos o (ii) a partir de
tejido del callo que se formé como consecuencia de dafio mecanico (Casson y
Lindsey, 2003). La formacion de raices adventicias es un proceso complejo
afectado por multiples factores enddgenos, que incluyen fitohormonas y factores
ambientales como el dafio mecanico y la iluminacion (Sorin et al., 2005; Nag et
al., 2001). Las auxinas y las citoquininas son los principales factores endégenos
en la regulacion de la formacion de raices adventicias (Nordstrom et al., 1991).
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Fig.1. El control de diferentes programas organogeénicos a travées de la relacion entre
auxinas y citoquininas. Gaspar et al., 2003.

AUXINAS

Las auxinas en plantas superiores son el acido indol-3-acético (AlA) cuyos
efectos se conocen mas que el de otras auxinas; el acido 4-cloroindolacético (4-
CI-AlA); el acido fenilacetico (PAA) y el acido indol-3-butirico (AIB) (Vazquez,
2002). Estas sustancias estan involucradas virtualmente en cada uno de los
aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas (Bennet et al.,, 1998;
Rashotte et al., 2003; Gaspar et al., 2003; Blakeslee et al., 2005; Tian et al.,
2007; Benjamins y Scheres, 2008) que incluyen la division, alargamiento y
diferenciacioén celular (Bennet et al., 1998) que a su vez conducen a la curvatura
del coleédptilo, el desarrollo de tejidos vasculares, la formacion de raices
adventicias, la inhibicién del crecimiento de las yemas axilares, las respuestas
tropicas, la prevencion de la abscision de los frutos y la induccion de su
partenocarpia (Kefeli, 1978; Valero y Labrador, 1995). Se sintetizan
fundamentalmente, aunque no exclusivamente, en la parte aérea de las plantas
(Bhalerao et al., 2002), y se redistribuyen a través de una compleja red de
transporte polarizado (Tian et al., 2007, Benjamins y Scheres, 2008). La
regulacién de los niveles de auxina depende de la tasa de sintesis, de la
velocidad de transporte, de la formacién de conjugados y de la tasa de
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degradacion del compuesto (Vazquez, 2002; Woodward y Bartel, 2005).

El transporte polar de auxinas sucede principalmente en los tejidos del
parénquima vascular, mas probablemente el xilema; dirigiéndose del 4pice hacia
la base del tallo (transporte “basipetélico”) y desde la base del tallo hacia la
punta de la raiz (transporte “acropetalico”). En la raiz ocurre el transporte
basipetalico (desde el apice de la raiz hacia la base) en los tejidos epidermal y
cortical. El movimiento polar ocurre de célula a célula, atravesando membranas,
haciendo uso de los transportadores de influjo (AUX1) y eflujo (PIN) (Fig. 2)
(Friml, 2003; Blakeslee et al., 2005, Taiz y Zeiger, 2006). Asimismo existe un
transporte no polar en el floema, que se da a mayor velocidad, es pasivo y no
precisa energia, como ocurre con la auxina que pasa del tallo hacia la raiz,
impulsada por el flujo del floema (Swarup et al., 2001).

Particularmente, las auxinas han demostrado ser importantes en procesos
relacionados con la rizogénesis tales como la iniciacion y emergencia de raices
adventicias, el patrén de distribucion de meristemos radiculares y la elongacion
radicular (Ljung et al., 2005). Adicionalmente se ha reportado que la
interdependencia de las etapas fisiolégicas en el proceso de enraizamiento se
asocia con cambios en la concentracion de auxinas endogenas (Gaspar et al.,
1996).

La principal auxina endégena es el acido indolacético (AlA) (Fig. 3), sintetizado a
partir de tript6fano o empleando una via triptéfano independiente (Zhao, 2008)
en las regiones meristematicas del apice del tallo, hojas jovenes en desarrollo y
raices (Feldman, 1981; Blakeslee et al., 2005; Ford et al., 2001; Ljung et al.,
2005). El AIA derivado del tallo es transportado acropetalicamente a través del
estele hacia el 4pice de la raiz (Muday, 2001; Friml, 2003).
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Fig.2. (A) Estructura celular y de las capas celulares funcionales del apice de la raiz de
Arabidopsis. Abreviaturas: QC, centro quiescente; LRC, cubierta lateral de la raiz.

(B) La auxina se transporta hacia el apice de la raiz a través de hileras de células del
protofloema y luego, en respuesta a la gravedad, se distribuye asimétricamente como
consecuencia de la actividad de las proteinas de influjo auxinico (AUX) y las de eflujo
(PIN) que estan localizadas polarmente en la cubierta lateral de la raiz. El grosor de las
flechas ilustra el flujo relativo de auxina. Kerr y Bennett, 2007.

Existen evidencias que sugieren que el AIA acumulado en el apice de la raiz
puede ser transportado posteriormente en direccion basipétala hacia zonas de
elongacion y diferenciacion radicular, donde es esencial para procesos de
elongacion celular, gravitropismo, e iniciacion y desarrollo de raices laterales
(Rashotte et al., 2000; Casimiro et al., 2001; Swarup et al., 2001; Bhalerao et al.,
2002, Kerr y Bennet, 2007). Estos procesos parecen ser dependientes del
transporte mediado por los acarreadores de aflujo y eflujo, que dirigen al AIA
hacia células especificas en el apice de la raiz (Swarup et al., 2001; Friml et al.,
2002; Benkova et al., 2003, citados en Ljung et al., 2005)
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Fig. 3. El acido indolacético (AIA), la principal auxina en plantas superiores, regula
diversos procesos celulares fundamentales que incluyen division, elongacién y
diferenciaciéon. Bennett et al., 1998.

Rubery, Sheldrake y Raven propusieron, en su hipétesis quimiosmotica, que el
transporte polarizado de auxinas es conducido por un gradiente de H* entre el
citoplasma neutro y el apoplasto &cido, generado por ATPasas en la membrana
plasmatica. En el apoplasto, un cambio en el equilibrio de la forma ionizada y
lipofilica del AIA resulta en la mayor difusién de la auxina en la membrana
plasmatica y al interior de la célula. En el citoplasma neutro, el AlA se encuentra
casi exclusivamente en su forma anidnica (practicamente impermeable), y solo
puede salir de la célula a través de los trasportadores de eflujo (Rubery y
Sheldrake, 1974; Raven, 1975 citados en Bennett et al., 1998). También
contribuye a la entrada del AIA en su forma ionizada a la célula, la actividad de
los acarreadores proteicos de influjo pertenecientes a la familia AUX1/LAX (Kerr
y Bennet, 2007).

El acido indol butirico (AIB), de la misma forma que el AIA, se encuentra en
formas conjugadas, aunque en niveles significativamente menores (Ludwig-
Miiller et al., 1993). Ambas fitohormonas pueden ser interconvertidas (Bartel et
al., 2001), lo cual sugiere que el AIB posiblemente actia como un precursor del
AIA, como lo han publicado Epstein y Lavee (1984) en Vitis vinifera.

El AIA fue la primera fitohormona empleada para estimular el enraizamiento en
cortes vegetales (Cooper, 1935 citado en Ludwig-Mduller, 2003), no obstante, el
AIB se considera la auxina predilecta para inducir la formacién de raices debido
a que es mas potente en comparacién con el AIA u otras auxinas sintéticas
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(Ludwig-Mdller, 2000). La capacidad superior del AIB para promover la
formacion de raices adventicias ha sido atribuida principalmente a tres factores:
su capacidad de inducir el movimiento del AIA desde el epicdétilo hacia el
hipocotilo (Teale et al., 2006); su transformacién lenta y continua en AlA (Bartel
et al.,, 2001; Ludwig-Muller, 2000); y su alta estabilidad quimica, tanto en
solucién como en tejidos, en comparacion con el AIA (Nordstréom et al., 1991).
Sin embargo, aun existen diversas variedades y cultivares en la mayoria de las
especies que no responden a tratamientos aplicando AIB; estas diferencias en la
capacidad para formar raices en especies consideradas como de dificil o facil
enraizamiento han sido atribuidas a variaciones en el metabolismo de auxinas
(Epstein y Ludwig-Muller, 1993; Blazkova et al., 1997).

ETAPAS DE FORMACION EN EL ENRAIZAMIENTO ADVENTICIO

Diversos estudios bésicos sobre la formacién de raices adventicias se han
llevado a cabo bajo condiciones in vitro (Molassiootis et al., 2004; Vatulescu et
al., 2004) asi como in vivo (Friedman et al., 1985; Jarvis, 1986) con la finalidad
de dilucidar y delimitar las fases sucesivas en su formacion y regulacion. El
enraizamiento parece ser un proceso de desarrollo que consta de distintas
etapas, cada una con requerimientos y caracteristicas propias (Kevers et al.,
1997). En tal sentido, los eventos fisiolégicos que subyacen a la induccién de
raices pueden ser revelados utilizando aproximaciones moleculares; uno de los
cambios mas notorios en el curso del enraizamiento se presenta en la actividad
de enzimas peroxidasas, condicion que ha llevado a emplearlas como
marcadores dentro de este proceso (Ludwig-Miiller, 2003). Particularmente Nag
et al. (2001) identificaron tres fases que comprenden el proceso de formacién de
raices adventicias en hipocdétilos de frijol mungo, basandose en niveles
endbégenos de AlA y actividad de peroxidasas: induccion, iniciacion y expresion.
El periodo de induccién se caracteriza por una baja actividad peroxidasa que
corresponde con un primer pico de AlA presente a las 24 h, indicando el término
de la fase de induccidon. Un pico en la actividad de peroxidasas y bajos niveles
de AIA a las 72 h representa el final de la fase de iniciacion. La actividad de
peroxidasas declina posteriormente, en la fase de expresion y los niveles de AlA
se incrementan lentamente (Fig.4).
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Fig. 4. Fases y duracion de la formacion de raices adventicias y su relacion con niveles
enddgenos de AlA y actividad de peroxidasas en hipocétilos de frijol mungo. Imagen de
Nag et al., 2001.

PEROXIDASAS

Las peroxidasas son hemoproteinas que presentan la capacidad de transformar
al peréxido de hidrégeno (H.O2) en H,O, mediante la oxidacién simultdnea de
una variedad de sustratos organicos e inorganicos (Veitch, 2004). En general
son poco especificas y realizan funciones diversas, entre las que destaca su
participacion en los mecanismos de defensa, de reparacion, de depuracién de
radicales libres, tolerancia a la salinidad y los relacionados con el control del
desarrollo (Valério et al., 2004).

Las peroxidasas han sido clasificadas en tres grandes clases, basandose en la
similitud de la secuencia de aminoacidos y en el andlisis de su estructura
tridimensional (Johri et al., 2005; Passardi et al., 2006): las ascorbato-
peroxidasas de plantas, las peroxidasas del citocromo ¢ mitocondriales y las
catalasas-peroxidasas bacterianas pertenecen a la misma rama evolutiva de
origen procariotico designadas como peroxidasas clase | (EC 1.11.1.5/.6/.7); las
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peroxidasas extracelulares de lignina (ligninasas) y las peroxidasas
dependientes de manganeso (en las que el Mn*? es el agente reductor)
presentes en ejemplares del reino Fungi son consideradas peroxidasas de clase
I (EC 1.11.1.13/.14) y finalmente a la clase Ill pertenecen las peroxidasas
secretadas por plantas superiores (EC 1.11.1.7); entre ellas se encuentran las
peroxidasas extracelulares o las vacuolares (Johri et al., 2005).

Las plantas superiores contienen dos clases de hemo peroxidasas, las clases | y
lll. La clase | comprende peroxidasas intracelulares, mientras que las de clase
lll, en casi todos los casos, son secretadas en la pared celular o en el medio
circundante, o en la vacuola (Cosio y Dunand, 2009). Ambas peroxidasas
comparten la misma estructura general, consisten en una ferriprotoporfirina 1X
como grupo prostético y diez hélices a. Las peroxidasas clase lll presentan tres
hélices a adicionales, una regién de aminoacidos conservada y cuatro puentes
disulfuro. La protoporfirina IX y dos amino&cidos residuales (arginina e histidina)
son esenciales para la actividad catalitica de estas peroxidasas que comprende
el intercambio de protones y electrones. En el ciclo peroxidativo estandar, las
enzimas catalizan la reduccién de H,O, al aceptar electrones de diversas
moléculas donadoras tales como precursores de lignina, componentes fendlicos,
auxinas y metabolitos secundarios (Passardi et al., 2004).

PEROXIDASAS CLASE Il Y SU ACTIVIDAD ACIDO INDOLACETICO
OXIDASA

Las peroxidasas de clase Ill son las principales enzimas que controlan el
desarrollo y la diferenciacion celular en plantas superiores. Son proteinas salvo
raras excepciones, de una sola cadena, comunmente glicosilada, compuesta
aproximadamente de 300 aminoacidos (Kim y Lee, 2005; Jouili et al., 2008).
Pueden distinguirse en anidnicas y catidénicas de acuerdo a su movilidad
electroforética (Johri et al., 2005). En presencia de H,O, son capaces de oxidar
una gran variedad de compuestos aromaticos (Geng et al., 2001 citado en
Dogan et al., 2007) especialmente fendlicos, como guayacol, pirogalol, acido
clorogénico, catequina y catecol (Dogan et al., 2007; Murakami et al., 2007). El
mecanismo catalitico implica la formacién de dos intermediaros denominados
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compuestos | y Il (Fig. 5), los cuales pueden reaccionar con co-substratos
orgénicos, formando finalmente el producto radical.

E +H202% El +H20 1)
EI+S®» Ell+P (2)
Ell +S +H*® E +H20+ (3)

Fig.5. Las peroxidasas clase lll catalizan la oxidacién de diversos donadores de
electrones artificiales y fisiol6gicos utilizando peréxido de hidrogeno. E, El y Ell son las
enzimas nativas, que presentan diferencias en su interaccién con la luz por su estado
redox, S y P son el sustrato y el producto de la oxidacion cuando se transfiere un
electron.

Presentes exclusivamente en plantas superiores bajo diversas formas
moleculares, las peroxidasas de clase Il parecen estar implicadas en distintos
procesos fisioldgicos, como son la lignificaciébn y suberizacion de la pared
celular, la deposicién de polifenoles, la formacion de estructuras papilares, el
reforzamiento de la pared por entrecruzamiento de proteinas, oxidacién de
compuestos fendlicos, la produccion de radicales toxicos (Pérez et al., 2004), la
defensa contra agentes patdgenos y la elongacién celular (Johri et al., 2005;
Murakami et al., 2007). Particularmente, estas peroxidasas se han encontrado
asociadas con el catabolismo del &cido indolacético, la diferenciacion de
primordios, la vascularizaciéon, la generacion de paredes celulares y la sintesis
de etileno, eventos fisioldgicos que pueden afectar la formacién de raices
adventicias en distintas etapas de desarrollo (Tartoura, 2001).

Las peroxidasas comprenden multiples isoenzimas que difieren en la especifidad
de sustratos, composicion de aminoacidos, propiedades quimicas (Grambow,
1986 citado en Terragd et al., 2003) y localizacion dentro del tejido vegetal
(Gaspar et al., 1982 citado en Quesada et al., 1990).

Las isoperoxidasas son capaces de presentar distintas funciones, las cuales
pueden estar relacionadas con su distribucién diferencial dentro de los tejidos
(Gaspar et al., 1982; Okusa et al., 1996 citado en Pérez et al., 2004). Se ha
demostrado su localizacion en paredes celulares, vacuolas (Sanchez y Nufez,
1990a; Jouli et al., 2008; Morales y Ros Barcel6, 1997), plasmalema (Mika et al.,
2010), citosol (Alexandrov et al., 2009), organelos de transporte y ribosomas
(Gaspar et al., 1982). Ocasionalmente se ha reportado actividad en mitocondrias
(Pérez et al., 2004; Hadzi-Taskovic Sukalovic y Vuletic, 2003) y cloroplastos
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(Pérez et al., 2004), no obstante los estudios citoquimicos no confirman su
localizacién, sugiriéndose que la actividad encontrada es resultado de
contaminacion por otras fracciones celulares (Gaspar et al., 1982).

Las peroxidasas vegetales, principalmente localizadas en la pared y la vacuola
de las células, poseen actividad AIA oxidasa (Sanchez y Nufiez 1990a). En
términos del catabolismo de AlA, se puede proceder en ausencia (AlA oxidasa) o
presencia (AIA peroxidasa) de H,O,. Sin embargo, la adicion de H,O,, a la
mezcla de reaccion, conduce a un aumento en la tasa de oxidacién (Kobayashi
et al., 1984). La enzima AIA oxidasa es considerada un elemento del sistema de
regulacion de la concentracion de auxina «in vivo», por lo tanto, participa en la
regulacion del crecimiento (Sanchez y Nufiez 1990a, 1990b; Zheng y van
Huystee, 1992). Precisamente, el papel de las peroxidasas en la regulacion «in
vivo» de la concentracion de AlA se ha relacionado con situaciones anormales
en plantas superiores, como sistema de defensa natural contra el estrés
peroxidativo (Mehlhorn y Kumert, 1986 citados en Zheng y van Huystee, 1992),
heridas, infecciones, sobredosis de AIA, etc. (Waldrum y Davies, 1981;
Machackova et al., 1988 citados en Sanchez y Nufiez 1990a)

ANALISIS PROTEOMICOS DE LA PARED CELULAR

La mayor actividad de peroxidasas ocurre en las paredes celulares, donde estas
enzimas pueden estar involucradas en la modulacibn de la rigidez y
extensibilidad de la pared. Sin embargo, el rol de las peroxidasas dentro del
metabolismo es incierto debido al diverso numero de reacciones que catalizan y
al numero de especies isoenzimaticas (Kim y Lee, 2005). En la pared celular, las
peroxidasas se encuentran solubles o unidas por enlaces covalentes o idnicos a
otros componentes (Ros Barcel6 et al., 1988 citado en Riquelme y Cardemil,
1993; Jamet et al., 2006; Feiz et al., 2006), no obstante no existe un acuerdo
sobre cuantas o qué tipo de peroxidasas estan vinculadas a la pared celular
(Evans, 1990).

La protedmica es un enfoque adecuado para identificar proteinas asociadas a la
pared celular de plantas superiores (Watson et al., 2004; Boudart et al., 2005;
Jamet et al., 2006, 2008). No obstante, uno de los puntos mas importantes en el
estudio del proteoma de la pared celular continta siendo la dificultad para aislar
proteinas asociadas (Proteinas de la Pared Celular=PPC) reduciendo al minimo
la contaminacion por proteinas citosolicas. Por lo tanto, la calidad de un andlisis
protedmico en su mayoria depende del protocolo de aislamiento empleado. En

12


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

este sentido, se han desarrollado dos tipos de procedimientos para extraer
proteinas de la pared celular: destructivo y no destructivo (Jamet et al., 2008).
Las técnicas no destructivas (no dafian la membrana plasmatica durante la
extraccion de proteinas adheridas idnica o covalentemente) han sido empleadas
en Arabidopsis (Boudart et al., 2005). Las proteinas débilmente unidas a las
paredes celulares han sido extraidas empleando soluciones de baja fuerza
ibnica, y las fuertemente asociadas por interacciones i6nicas han logrado ser
recuperadas empleando soluciones con NacCl, LiCl o CaCl, (Feiz et al., 2006). A
pesar de las dificultades de la extraccion y aislamiento de las PPC, en diversos
estudios se ha caracterizado el proteoma de las paredes celulares de distintas
especies, incluyendo Arabidopsis (Boudart et al., 2005), Zea mays (Alvarez et
al., 2006; Zhu et al., 2006), y Medicago sativa (Watson et al., 2004). En el caso
de Arabidopsis, las 400 PPC identificadas pudieron ser categorizadas en
diversos grupos funcionales. Dentro de estos, el segundo grupo de proteinas
mas abundante en la pared celular correspondié a enzimas oxidoreductasas,
incluyendo peroxidasas (Chen et al., 2008).

Con relacién a las peroxidasas, en distintos estudios se ha establecido su
presencia en la pared celular en especies como Lupinus albus (Fabaceae), Vitis
vinifera  (Vitaceae), Capsicum annuum (Solanaceae), Lactuca sativa
(Asteraceae) y Catharanthus roseus (Apocynaceae) (Morales y Ros Barcel6,
1997). Adicionalmente, se ha reportado la purificaciéon y caracterizacion parcial
de dos peroxidasas catidnicas aisladas de pared celular de semillas y plantulas
de Araucaria araucana (Riquelme y Cardemil, 1993). Recientemente, Passardi
et al. (2006) determinaron que dos peroxidasas de clase Ill asociadas a la pared
celular de Arabidopsis, Atprx33 y Atpxs34, se encuentran involucradas en las
reacciones que promueven la elongacién celular.

La pared celular vegetal es una estructura muy dinAmica que controla la forma y
elongacion celular. En tal virtud, los cambios en la arquitectura celular se
atribuyen a las peroxidasas de clase lll, que a través de sus dos ciclos cataliticos
peroxidativo e hidroxilico pueden detener la elongacién a través de la formacion
de uniones dentro de la pared celular o favorecerla mediante la regulacion de la
concentracion de H202 o por la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que fragmentan las uniones celulares (Passardi et al., 2004).
Indirectamente, las peroxidasas también pueden controlar la elongacion celular a
través de su actividad AIA oxidasa. El AIA puede ser oxidado por dos
mecanismos distintos: siguiendo una via convencional dependiente de H202 y
otra independiente de H202 que requiere oxigeno (Savitsky et al., 1999 citado en
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Passardi et al., 2006). De esta forma, las peroxidasas regulan la concentracién
de auxinas (Palmieri et al., 1978 citado en Waldrum y Davies, 1981; Chaoui et
al., 2003; Gunes, 2000) y de forma paralela, los niveles de expresion de
peroxidasas son dependientes de la concentracibn enddgena de auxinas
(Gaspar et al., 1996).

En esta direccidon, la actividad de peroxidasas y su patron isoenzimético han
sido estudiados en relacion con el catabolismo del AIA (Gaspar et al., 1994,
Saxena et al., 2000 citado en Molassiootis et al., 2004). La evaluacion de la
localizacién subcelular de la actividad AIA oxidasa realizada por Waldrum vy
Davies (1981) en hipocotilos de Pisum sativum L. var Alaska, demostro que ésta
es escasa o nula en el citoplasma y, por tanto, se juzga poco probable que
participe en el control de AIA enddgeno, asimismo, reportan que la mayor
actividad de la enzima se localiz6 en organelos y paredes celulares, sefialando
gue esta ubicacion es incompatible con su presunta participacion en el control
del desarrollo, aunque no puede descartarse la funcién regulatoria de un
elemento sélo porque su localizacion sea extracitoplasmica. Posteriormente, se
reportd (Zheng y van Huystee, 1992) la localizacién de una peroxidasa aniénica
en el citoplasma de hipocétilos de cacahuate (Arachis hypogaea) que presentd
mayor afinidad por AIA y acido ascorbico en presencia de H,0, que la

peroxidasa catidnica de la pared celular aislada del mismo tejido. La peroxidasa
cationica demostro tener un papel importante en las funciones de la pared
celular, incluyendo la oxidacién de tirosina y feruloil-pentosanos, mientras que se
considerd que la peroxidasa aniénica citosolica desarrolla un papel importante
en el sistema de defensa en contra del estrés peroxidativo y en el proceso de
crecimiento.

En la base de datos Peroxibase, con respecto a peroxidasas de clase Ill se
dispone de las secuencias de aminodacidos predichas por la caracterizacién de
RNAs mensajeros en diversas especies de plantas, entre éstas, Solanum
lycopersicon (jitomate) ha sido una de las especies estudiadas con mayor
extension, reportandose 62 isoperoxidasas de clase lll, sin embargo su
localizacién celular no es definida totalmente, asimismo las isoformas
caracteristicas, la regulacion de su actividad catalitica, la naturaleza de su
elevado polimorfismo enzimatico o, en definitiva, su funcién son aspectos que
aun quedan por dilucidar.

Uno de los métodos para dilucidar las funciones de las peroxidasas de clase llI
consiste en aislarlas, purificarlas y estudiar el papel funcional de cada enzima
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por separado (Johri et al.,, 2005). Aunque en el aislamiento, deberia
contemplarse que por ser proteinas de secrecion, se excluyeran del estudio a las
proteinas intracelulares. En este sentido, disponer de las que se encuentran en
el apoplasto y las obtenidas de fracciones conteniendo paredes celulares, con la
mayor parte de sus proteinas unidas, sin un grado apreciable de contaminacién
por proteinas citosdlicas, facilitaria su caracterizacion y localizacién. Con esto en
mente, resulta crucial optimizar protocolos para la extraccion y separacion de
fracciones proteinicas de la pared celular de jitomate. Recientemente se ha
reportado que el trabajo con buffers de alta densidad, baja fuerza i6nica y pH
acido favorecen fraccionar paredes con estas caracteristicas (Feiz et al., 2006).
Por consiguiente en el presente estudio, se pretende localizar y caracterizar
isoperoxidasas con actividad de AIA oxidasa unidas a la pared celular de
Solanum lycopersicon mediante el empleo de métodos de proteémica de pared
celular.

Objetivo general

Aislar isoperoxidasas de tallo, hojas y raices de Solanum lycopersicon variedad
Saladet “Reconquista” y comparar su actividad peroxidasa y AIA oxidasa en
fracciones enriquecidas de pared celular, obtenidas en tres etapas de desarrollo.

Objetivos particulares

- Evaluar la eficacia de tres métodos utilizados en proteémica para aislar
peroxidasas en pared celular de jitomate.

- Obtener los patrones isoenzimaticos de peroxidasas extraidas de paredes
celulares de tallos, raices y hojas de plantulas de jitomate y determinar cuales
bandas presentan actividad AlA oxidasa.

- Comparar la actividad y los patrones isoenzimaticos en tres momentos en el
curso del desarrollo de las plantas.

Para cumplir con los objetivos planteados se emple6 la siguiente metodologia:
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Material y Métodos
Obtencidn de fracciones de paredes celulares

Inicialmente se realizaron ensayos preliminares, empleando distintos métodos de
extraccion de proteinas de paredes celulares, con la finalidad de determinar el
método mas adecuado para este proyecto.

NaCl y digestién enzimatica para obtener proteinas relacionadas i6nica y
covalentemente a la pared celular (Método A)

La extraccion de las proteinas adheridas a la pared celular se realizé6 como lo
describe Chaoui et al. (2003) con algunas modificaciones. El tejido vegetal se
homogeneiz6é con mortero y pistilo en solucion amortiguadora (fosfato de potasio
50 mM pH 7 conteniendo acido ascorbico 5 mM y EDTA 0.2 mM), utilizando por
cada gramo de tejido 1 ml de buffer. EIl homogeneizado se centrifugé a 1300 xg
durante 15 minutos en centrifuga refrigerada (Beckman). Inmediatamente, la
pastilla resultante se lavé con buffer de extraccibn para centrifugarse
nuevamente, obteniéndose asi la pastilla que se consideré como la fraccién con
paredes celulares. Ambos sobrenadantes fueron almacenados a una
temperatura de -70 °C para su posterior analisis. La fraccion de proteinas
adheridas i6énicamente a la pared celular fue obtenida a través de la incubacion
de la pastilla en buffer cloruro de sodio 1 M en agitacion continua durante 2
horas. Transcurrido este lapso, la pastilla dispersada se centrifugd a 13 000 xg
durante 15 minutos. El sobrenadante se consider6 como la fraccidén iénica
después de ser dializado por 24 horas con el buffer de extraccion mientras que
la pastilla obtenida se lavé para centrifugarse nuevamente. La pastilla se
resuspendié e incubd durante 24 horas en agitacion constante, en buffer con 0.1
M de acetato de sodio pH 4.5, 5 mM de ascorbato de sodio adicionando celulasa
(EC 3.2.1.4; 45 U/ml) y pectinasa (EC 3.2.1.15; 9 U/ml). Transcurrido este
tiempo, la mezcla en digestion se centrifugé a 13 000 xg durante 20 minutos. El
sobrenadante asi como la pastilla se dializaron un periodo de 24 horas contra el
buffer de extraccion. El dializado del sobrenadante se consideré como la fraccion
de proteinas unidas covalentemente a la pared celular.
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Extraccion de proteinas relacionadas i6nica y covalentemente a la pared
celular empleando CaCl, y LiCl (Método B)

El material vegetal se proces6 de acuerdo a Feiz et al. (2006), con algunos
ajustes. Se homogeneizé a una temperatura de 4°C durante 15 segundos en
solucion buffer (acetato de sodio 5 mM pH 4.6 conteniendo sacarosa 0.4 My
PVP insoluble al 1%). El homogeneizado se centrifugd a 1000 xg durante 15
minutos a una temperatura de 4°C. La pastilla se recuperd para centrifugar en
dos ocasiones a 1000 xg durante 15 minutos empleando un buffer de acetato 5
mM pH 4.6, sacarosa 0.4 M. La pastilla resultante se resuspendié a través de
papel filtro con presion reducida empleando 2 L de buffer de acetato 5 mM
pH.4.6. Posteriormente, la fraccidbn de paredes celulares se sometié a fuerza
ibnica al resuspender la pastilla en buffer acetato de sodio 5mM pH 4.6 con
CaCl, 0.2 M en agitacion por un lapso de 5 minutos. La pastilla se centrifugd a
4000 xg por 15 minutos, el sobrenadante se recuperé y almacend para ser
dializado posteriormente mientras que la pastilla se resuspendié durante 5
minutos en agitacion en buffer de acetato 5 mM pH 4.6 conteniendo LIiCl 2 M y
se procedid a centrifugar a 4000 xg durante 15 minutos; el sobrenadante se
recuperd para su posterior dialisis. Ambos sobrenadantes se trataron por
separado en membrana de dialisis durante 24 h en 1L de buffer de acetato de
sodio 5 mM pH 4.6.

Extraccion proteica a través del método de aislamiento de protoplastos por
digestién enzimatica con la finalidad de separar el apoplasto (Método C)

Este procedimiento consisti6 en la digestion de las paredes celulares y el
aislamiento de protoplastos de acuerdo a Pefalosa (1998), con algunas
modificaciones. El tejido vegetal se colocd en cajas Petri para ser plasmolizado
en medio PP (Plasmolisis de Protoplastos) 13 M conteniendo: KH,PO,4 200 uM,
KNO3; 1 mM, MgS04.7H,O 1mM y manitol 0.6 M, pH 5.8 durante 30 minutos,
posteriormente se trasladaron a solucion fresca PP 13 M conteniendo 1000 U de
celulasa y 75 U de pectinasa, manteniéndose en agitacion durante 4 hrs a 30°C
con la finalidad de digerir las paredes celulares. Se filtré a través de un tamiz de
nylon con malla de 60 um y el filtrado se centrifug6 a 10 xg durante 20 minutos a
10°C. Se separd el sobrenadante para su posterior analisis y la pastilla se
resuspendié en 8 ml de sacarosa 0.7 M, repartiendo la suspensién resultante en
dos tubos, a cada uno se le afiadieron 4 ml de soluciéon conteniendo: sacarosa
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350 mM, manitol 300 mM, MES-TRIS 25 mM pH 6.5 y 2 ml de solucion con:
manitol 0.6 M y MES-TRIS 25 mM pH 6.5 (las soluciones se agregaron
cuidadosamente para obtener un gradiente). El gradiente se centrifugd a 1500
rpm durante 10 minutos. Los protoplastos fueron extraidos utilizando una pipeta
Pasteur, comprobando su presencia al observarlos por microscopia de campo
claro. Para cada fraccibn obtenida empleando los distintos métodos se
cuantificaron proteinas por el método de Bradford, realizando la lectura de
absorbencia a 595 nm del complejo proteina-azul de coomasie G-250 en un
espectrofotometro, para lo cual se realiz6 una curva patron de albumina de suero
de bovino (BSA) con una concentracién de 10-50 ug; asi mismo se realizaron
ensayos de actividad de peroxidasas con o-dianizidina y registro de actividad de
AlA oxidasa con uno o mas de los siguientes métodos: oximetria y electroforesis
en geles de poliacrilamida revelando con azul rapido BB Base.

Obtencion de material vegetal

Una vez determinado el procedimiento de separacién de fracciones de paredes
celulares que seria empleado en este estudio se procedio a obtener las plantulas
de jitomate.

Aproximadamente 900 semillas certificadas de jitomate (Solanum lycopersicon
variedad Saladet “Reconquista”, Western Seeds) se sumergieron durante 24
horas en agua corriente con el proposito de hidratarlas. Posteriormente se
instalaron almacigos en el invernadero de la Unidad de Biotecnologia y
Prototipos (UBIPRO) localizado en la Facultad de Estudios Superiores lIztacala
(FESI) regando cada tercer dia con agua corriente y empleando solucion
nutritiva Hoagland una vez por semana hasta obtener plantulas de 4, 6 y 12
semanas de desarrollo. Una vez transcurrida cada etapa de crecimiento, las
hojas, tallos y raices de las plantulas fueron recolectadas y almacenadas por
separado a -70 °C para procesarlas posteriormente utilizando el método de
separacion de fracciones celulares previamente seleccionado.

Ensayo de actividad peroxidasa (PXs)

La actividad peroxidasa se registr6 mediante el método espectrofotométrico
continuo: se adicionaron 50 ul de cada fraccion obtenida a una solucién buffer
citrato de sodio 50 mM pH 4.8. Se empleb como sustrato reductor o-dianizidina
0.63 mM y peroxido de hidrégeno (H202) 20 mM como substrato oxidante. Se
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determind la velocidad de la reaccion de oxidacion de la o-dianizidina por la
enzima, en presencia de H202 en un espectrofotometro, registrandose los
valores de absorbancia a 450 nm. Se tomd la variaciéon de la densidad éptica en
el tiempo, durante dos minutos a intervalos de 2 segundos. La actividad
enzimatica de peroxidasas se expresd en unidades de absorbancia por minuto
miligramo de proteina.

Medicién de actividad AIA oxidasa

Se siguié polarograficamente el consumo de oxigeno de las fracciones que
registraron una actividad significativa de peroxidasas, con un electrodo tipo Clark
(Hansatech mod. CB1D), a 30 °C con una agitacion de 200 rpm en la celda. El
medio de reaccion incluyé buffer acetato de sodio 100 mM pH 4.8, 2,4-
diclorofenol (DCP) 1.2 mM, cloruro de manganeso (MnCl2) 1mM, H,O, al 1% vy
AIA 10 mM. Se determind el consumo en nanomoles de oxigeno por minuto por
miligramo de proteina.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

La obtencion de los patrones isoenzimaticos se efectué en geles de
poliacrilamida (PAGE) en condiciones no desnaturalizantes, con una
concentracion de 4% para el gel condensador y 12.5 % en el gel separador. La
corrida se realiz6 en un sistema Miniprotean Il (Bio-Rad) con una intensidad de
150 V, 50 mA durante una hora empleando TRIS (1X) 2.48 mM, glicina 19.2 mM,
pH 8.3. Posteriormente la actividad Px se revelo en el gel al tefiirlo a temperatura
ambiente durante 30 minutos con una solucién de benzidina 3.8 mM y H20: al
30% en en tampdn acetato de sodio/acido acético 0,5 M (pH 4,6). La actividad
AlA oxidasa se reveld al sumergir los geles en un medio conteniendo Solucion A
(4 mg azul rapido BB Base/ml de etanol), Solucién B (0.0041 g de &cido p-
cumarico/ml etanol, 0.0044 g de AIA/ml etanol, 12.5 ml de agua y 1 ml de H,O,al
30 % y Solucibn C (buffer acetato de sodio 0.2 M pH 4.2). Los geles
permanecieron en esta solucion a temperatura ambiente y en agitacion
aproximadamente durante 24 hrs. Las imagenes digitalizadas de los geles fueron
procesadas con el software GeneTools para la obtencion de la intensidad
correspondiente, asignandose un valor de 100 a la maxima intensidad. Los geles
gue revelaron actividad AIA oxidasa no pudieron ser analizados con este
programa debido a que la intensidad de las bandas reveladas fue insuficiente.
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Los resultados que se describen a continuacion, fueron seleccionados como
experimentos tipo representativo de un minimo de dos ensayos y en los casos
donde se indique se muestran como el promedio de las repeticiones realizadas

METODO A
i

Homogeneizar buffer 50 mM fosfato de
potasio (pH 7} conteniendo 5 mM acido
ascorbicoy 0.2 mM EDTA {1:1)

i

Centrifugar a
1300 xg 15
minuios
Recuperary Lavar Pastilia
almacenar Centrifugar a 1300
Sobrenadante xg 15 minutos
{s1}
l : Sobrenadant
Recuperary Pastilla di‘;iiﬁ:ﬁ’ f Il: -:;1 Dializar Pastilla
almacenar {Fracciones - By .
Sobrenadante ared celular) buffer de 24h en bufferde
(52) P : extraccién extraccién
] {(SDDE) {(FDDE}
Incubar en
agitacién Zhen
NaCl 1M
1 Centrifugar a
Centrifugar a 13000 }g} 20
Sobrenadante 13000 xg 15 LA
dializar 24 hen minutos |
bufferde ~ bRgfsMé;?iner 24h e:;
extraccion " uffer 4.1 M acetato de
(sD) Lavar Pastilla sodio (pH4.3)con3 mM
Centrifugara ascorbato desodio
13000xg 15 adigﬁgn;u;di gﬂ}tlaf;}a {EC
i 214450 /mi}y
minutos pectinasa(EC3.2.1.15;9

Uimly

Fig. 6. Método A para la extraccion de proteinas de la pared celular de S.
lycopersicon.
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Extraccion de proteinas
ionica y covalentemente a la pared celular
empleando CaCl, y LiCl (Método B)

relacionadas

i

Buffer acetato de sodio5mM pH 46,
sacarosa04 My PVP al 1% 15 seg

Recuperary

almacenar
Sobrenadante

{8 LICH

Centrifugar a
1000 xg 15
minutos
Recuperary den
almacenar Pastilla
Sobrenadante Centrifugar a 1000
{s1) xg 15 minutos
|
Recuperary " -
almacenar Pastilla Centrifugar a
Sobrenadante Centrifugar a 1000 4000 xg 15
(S2) xg 15 minutos minufos
i
Pastilla
[ %%gggfugaf a
X
Recuperar j
alma%ena?( minutos Resuspender
Sobrenadante I Pastilla en buffer
(S3) Resuspender Pastilla acetato 5mM con
Papelfiltro con presion LiCl 2 M

reducida con 2L buffer
acetato de sodic 5 miM

pH4.6

Fraccion Paredes
Celulares: resuspender
en buffer acetato de
sodio Sn‘n‘;l;;f'l2 ;:“on CaClz

Dialisis {24
henil
buffer
acetato de
sodio pH 4.6}

Centrifugar a
4000 xg 15
minutos

Recuperary
almacenar
Sobrenadante

(SCaCl2)

Fig. 7. Método disefiado para la extraccion de proteinas de la pared celular de
Solanum lycopersicon de acuerdo a Feiz et al., 2006.

21



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Adslamiento de protopiastos por
digestion enzimética con la finalidad de
separar el apoplasto (Método C)

i

B,

Plasmolizar en cajas Petri con medio PP
13 M conteniendo:
m, MgS0,.7TH
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O 1m!§ ¥ r}‘;anitgtm >
é durante 30 m

e
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1
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|
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Fig. 8. Procedimiento consistente en la digestion de paredes celulares de S.

lycopersicon para el aislamiento de protoplastos de acuerdo a Pefalosa, 1998.
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Resultados

Extraccion de proteinas de la pared celular

Uno de los objetivos de este trabajo fue estandarizar un procedimiento eficiente
para el aislamiento de enzimas peroxidasas asociadas a la pared celular de S.
lycopersicon. Para este propdsito se evaluaron tres protocolos de extraccion. En
el procedimiento A (Fig. 6) las proteinas adheridas a la pared celular fueron
extraidas utilizando NaCl y digestion enzimética (Chaoui et al., 2003) mientras
gue en el método alternativo (B) se emplearon CaCl, y LiCl como describe Feiz
et al., (2006) en su estudio proteémico en Arabidopsis (Fig. 7). El tercer
procedimiento (C) consistié en aislar protoplastos utilizando enzimas pectinasa y
celulasa para digerir la pared celular (Fig. 8). La eficiencia de los distintos
procedimientos se determiné en funcion a factores de purificacion y a los
patrones isoenzimaticos obtenidos en geles de poliacrilamida. Los esquemas de
purificacion de peroxidasas con actividad AIA oxidasa registrada en la pared
celular de tejidos de jitomate en distintos estados de desarrollo se muestran en
la Cuadro 1.

En el Método A, la fraccidbn S1 corresponde a la extraccién de peroxidasas
solubles con un buffer conteniendo &cido ascoérbico para minimizar la oxidacion.
En este esquema de purificacion la fraccion de proteinas unidas ibnicamente a la
pared celular (SD) se recuperd con NaCl en tanto que las proteinas adheridas
covalentemente (SDDE) fueron extraidas después de digerir con celulasa y
pectinasa. La actividad peroxidasa no fue preservada completamente en el
transcurso del procedimiento de purificaciéon, observandose una pérdida de
actividad en la fraccién SDDE. La fraccién SD registré un valor de 1.356 mg de
proteina obtenido a partir de 100 gr de hojas y un factor de purificacion de 13. La
actividad AIA oxidasa total en la fraccién citosélica (S1) de S. lycopersicon fue
considerablemente mayor que en las fracciones de la pared celular.

En el Método B, los Sobrenadantes 1, 2 y 3 que representan la fraccién soluble
carecen de registro polarogréfico impidiendo la estimacion de la actividad
especifica y factores de purificacion, bajo estas circunstancias resulta
complicado realizar un analisis completo sobre la eficiencia de los distintos
procedimientos. El Sobrenadante CaCl, y LIiCl presentaron una menor actividad
especifica en comparacion con SD (Método A) que constituye también la
fraccidn relacionada ibnicamente a la pared celular.
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Cuadro 1. Etapas en el proceso de purificacion de peroxidasas solubles y
adheridas a la pared celular de tallo y hoja de Solanum lycopersicon. El factor de
purificacion indica el aumento de la actividad especifica en relacion a la del
extracto soluble. El rendimiento representa la recuperacién de la actividad
enzimatica en relacion con la actividad total del extracto soluble.

Fraccion Proteina  Actividad  Actividad Factor Rendimiento
total total especifica de
mg nmoles nmoles O2/ purificacion (%)
0O2/min/ min/mg
mg proteina
proteina
METODO | Sobrenadante 1
A (S1) 75.746 1828.5 24.14 1 100
Hoja 12 Sobrenadante 2
semanas (S2) 1.5062 323 214.45 8.88 17.66
Soluble
NacCl
Sobrenadante
dializado (SD) 1.356 427.5 315.26 13 23.35
Sobrenadante
dializado
Pared después de 9.6122 123.5 12.85 0.53 6.73
Celular digestion
enzimatica
(SDDE)
Pastilla dializada
después de
digestion 92.604 0 0 0 0
enzimatica
(PDDE)
METODO
B Sobrenadante 1
Tallo Sobrenadante 2
Sobrenadante 3
Soluble
Sobrenadante 183.84
Pared CaC|2
Celular
Sobrenadante 172.73
LiCl
METODO Sobrenadante 1.8018 24.94 13.84 1 100
C Pared
Hoja 4 Sobrenadante 3.1014 21.37 6.89 0.5 85.69
semanas Protoplastos
Pastilla 4.6251 0 0 0 0

Protoplastos
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Extraccion proteica con CaCl, y LiCl (Método B)

Patrén isoenzimatico de peroxidasas y su actividad Acido indolacético
oxidasa

En este método de purificacion UGnicamente se presentan imagenes que
evidencian la presencia de isoperoxidasas en las fracciones asociadas con la
pared celular de tallo, especificamente por interacciones idnicas: Sobrenadante
CaCl, y Sobrenadante LiClI.

En la Fig. R1 se observa que ambas fracciones S. CaCl, y S. LiCl revelaron tres
bandas, éstas fueron identificadas, de acuerdo a su movilidad electroforética
como isoformas a, m, p. En Sobrenadante CaCl,y Sobrenadante LiCl a present6
una intensidad de 17.74 y 2.67 respectivamente. Asimismo, la intensidad de las
bandas m, p se considerd superior en Sobrenadante CaCl, en comparacién con
Sobrenadante LiCl (Fig. R18, R30, R34)

+
5 5
m m
> »>

a a

> >

S. S.
LiCl CacCl»

Fig. R1. Actividad peroxidasa de proteinas purificadas de pared celular de tallo
de jitomate. En el gel la fraccion lavada con CaCl, 0.2 M contenia 6.2 ug de
proteina en tanto que en la fraccion correspondiente a LiCl 2M la concentracion
de proteina fue 6.6 pg.
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En la Fig. R2 puede apreciarse que en ambas fracciones las isoperoxidasas a,
m, p revelaron actividad auxina oxidasa. Las bandas son més intensas en la
fraccibn Sobrenadante CaCl, en comparacion con el Sobrenadante LiCl,
indicando que una vez que estas isoenzimas se remueven con Ca?*, la adicion
de Li* no contribuye con la misma eficiencia a poner en solucién a estas
isoenzimas disociandolas de la pared celular de S. lycopersicon. La intensidad
de la isoperoxidasa p (Rf= 0.24) fue superior comparativamente con el resto de
las bandas (Fig. R34). Adicionalmente, la banda p se revel6 Unicamente en
estas fracciones obtenidas con el Método B.

+
p— p_
m_ m_
a a
S. s.
LiCl CaCl» -

Fig. R2. Zimograma que representa la actividad auxina oxidasa revelada en las
fracciones asociadas i6nicamente (Sobrenadantes CaCl, y LiCl) a la pared
celular de tallo de S. lycopersicon.

Actividad Peroxidasa y AIA oxidasa

En relacién a la actividad peroxidasa evaluada espectrofotométricamente, el
Método B permitio registrar valores mas altos en las fracciones relacionadas con
la pared celular en comparacion con fracciones solubles (Cuadro 2). El
Sobrenadante CaCl,, que corresponde a una fraccién unida i6énicamente a la
pared celular, presentd la mayor actividad peroxidasa (10.72 U ABS./min./mg
proteina).

El consumo de oxigeno Unicamente fue evaluado polarograficamente en las
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fracciones Sobrenadante CaCl, y Sobrenadante LiCl, presentando un registro de
183.84 nmolesO2/min/mg proteina y 172.73 nmolesO2/min/mg proteina,

respectivamente.

Cuadro 2. Registro de actividad peroxidasa soluble y en la pared celular de
tejidos de tallo de S. lycopersicon, obtenidas de acuerdo al Método B.

Soluble

Pared celular

Fraccion Actividad Peroxidasa

U abs/min/mg proteina
Sobrenadante 1 6.15
Sobrenadante 2 6.75
Sobrenadante 3 5.27
Sobrenadante 10.72

CaCl2

Sobrenadante LiCl 8.51

Cuadro 3.

Isoformas peroxidasa y AIA oxidasa

identificadas en los

Sobrenadantes CaClzy LiCl (Método B) que representan la fraccion de proteinas
adheridas a la pared celular de tallo de S. lycopersicon. Se eligié un namero (1,
2, 3) para indicar el rango de intensidad que expresaron las bandas en los geles
de poliacrilamida. 1: 1-30, 2: 31-60, 3: 61-100.

Banda | Rf | Actividad Peroxidasa | Actividad AIA oxidasa
S.CaClz | s.LiCl S.CaClz | s.Licl
a 0.2 1 1 1 1
m  0.18 1 1 1 1
p 0.24 3 3 3 3

27


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Extraccion proteica a través del método de aislamiento de protoplastos por
digestién enzimatica con la finalidad de separar el apoplasto (Método C)

Para establecer la fraccion subcelular en que se localizarian peroxidasas con
actividad AIA oxidasa, se obtuvieron extractos proteicos de tejidos de hoja, tallo
y raiz de S. lycopersicon con cuatro semanas de desarrollo, se cuantificd la
actividad peroxidasa (espectrofotométricamente) y AIA oxidasa (registro
polarografico) obteniéndose ambos patrones isoenzimaticos en geles de
poliacrilamida no desnaturalizantes (Fig. R3 y R4).

Patréon isoenziméatico de proteinas con actividad peroxidasa obtenido al
aislar protoplastos de S. lycopersicon en la cuarta semana de desarrollo

+
1 2 3 4 5 6 7 8 9
0
. L 0+ ) o_> o g o o 0 - 3S (ﬂ)_>
—»> = n_y k_»
. k I k k k k k “
= 9
b b b b b b
> > > b -»> < b
£ ay iy %—: ad 2=p = o-p. P S
.
P. Prot. P. Prot. P. Prot. S. Prot. S. Prot. 5. Prot. S. Pared S. Pared S. Pared
Raiz Tallo Hoja Raiz Tallo Hoja Raiz Tallo Hoja

Fig. R3. Patrén isoenzimatico de actividad peroxidasa en hoja, tallo y raiz de S.
lycopersicon con cuatro semanas de desarrollo. Las fracciones se obtuvieron
conforme al Método C descrito en Materiales y Métodos. Los carriles 1-6
pertenecen a muestras de protoplastos obtenidos de cada tejido (carriles 1-3
corresponden a las pastillas y 4-6 a los sobrenadantes). Los carriles restantes 7-
9 contienen sobrenadantes de digeridos de pared celular. Se representan en el
gel el anodo (+) y el catodo (-).

El patrén isoenzimatico revelado en extractos proteicos obtenidos de tejidos de
S. lycopersicon que presentan cuatro semanas de desarrollo, exhibié 9
isoformas (Fig. R3, bandas a, b, g, h, j, k, I, m, n). Las bandas h, m se
presentaron Unicamente en la fraccion protoplastos, derivada de tejidos de raiz
(Carril 1); en tallo la banda g se visualiz6 especificamente en la fracciébn que
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corresponderia a proteinas relacionadas con la pared celular (Carril 8). El patron
electroforético obtenido en hoja estableci6 que la isoforma n se presentd
exclusivamente en las fracciones correspondientes al apoplasto y a protoplastos
aislados (Carriles 3y 9). Las isoperoxidasas a, b, k y o se revelaron en cada una
de las fracciones. La banda j no se evidencio en las fracciones S. Protoplastos
de hoja, tallo y raiz lo que sugeriria que esta isoperoxidasa se localiza en el
apoplasto. La intensidad de las bandas a y b, respecto al resto de las fracciones,
fue ligeramente mas intensa en la pared celular de hoja (Fig. R18-R19, Método
C), sugiriendo que ambas isoformas se hallan asociadas a esta estructura.

Patréon isoenzimatico de peroxidasas con actividad Acido indolacético
oxidasa obtenido al aislar protoplastos de S. lycopersicon con cuatro
semanas de desarrollo

La figura R4 presenta el gel de poliacrilamida que revel6 actividad AIA oxidasa
presente en tejidos de hoja y tallo de plantulas de jitomate con 4 semanas de
desarrollo. Los carriles 8 y 9 correspondientes a los sobrenadantes de tejidos de
hoja y tallo digeridos con celulasa y pectinasa, exhibieron la isoperoxidasa |
identificada previamente, indicando que, especificamente localizadas en el
apoplasto de hoja y tallo en esta etapa de desarrollo existen isoperoxidasas
anionicas con la capacidad de oxidar a la auxina AlA. Adicionalmente, los
carriles 2 y 3 que contuvieron fracciones de protoplastos aislados de hoja y tallo
revelaron, respectivamente una banda de ligera intensidad y distinta movilidad
en comparacién a las bandas apreciadas en los carriles 8 y 9; estas bandas se
correlacionaron en términos de movilidad electroforética con la isoperoxidasa o,
sugiriendo la posibilidad de que en ambos tejidos se localicen isoperoxidasas
solubles y relacionadas al apoplasto con la capacidad de oxidar AlA. En el gel no
se observaron bandas que proporcionen evidencia de actividad AlIA oxidasa en
las fracciones obtenidas del tejido radical.
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Figura R4. Perfil isoenzimatico de actividad AIA oxidasa en hoja, tallo y raiz de
S. lycopersicon de cuatro semanas de desarrollo. Las fracciones se obtuvieron
siguiendo el protocolo disefiado para aislar protoplastos. Los carriles 1-3
contienen sobrenadantes de digeridos de pared celular. Los carriles restantes
pertenecen a muestras de protoplastos (carriles 4-6 corresponden a los
sobrenadantes y 7-9 a las pastillas). La actividad AIA oxidasa fue revelada con
azul rapido BB base. Se representan en el gel el anodo (+) y el catodo (-).

Actividad Peroxidasa y AIA oxidasa

En relacion con la actividad peroxidasa evaluada espectrofotométricamente, la
muestra correspondiente al sobrenadante del digerido de pared celular de raiz
exhibié mayor actividad con respecto al resto de las fracciones; el mismo caso
se presentd en el consumo de nmolesO2/mg proteina/min. Los valores mas
bajos de actividad peroxidasa y consumo de O2 (nmoles/mg proteina/min) se
registraron en la pastilla de protoplastos aislados de tejidos de hoja, tal como se
muestra en el Cuadro 4. Estos resultados indicarian que en raiz se presenta
menor actividad peroxidasa asi como actividad AlA oxidasa en el citoplasma, en
comparacién con las actividades enzimaticas registradas en la fraccion derivada
del apoplasto.
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Cuadro 4. Actividad Peroxidasa en U ABS/min/mg proteina y Actividad AIA
oxidasa expresada como consumo de nmolesOz2/min/mg proteina en extractos
proteicos de S. lycopersicon obtenidos con el Método C.

Actividad Actividad AIA
Fraccion peroxidasa oxidasa
(U ABS/min/mg (nmolesOy/
proteina) min/mg proteina)
Hoja 3.12 13.84 +1.98
Sobrenadante 1, 1.27 15.53
Pared
Raiz 9.3 21.60
Hoja 3.2 6.89+0
Sobrenadante ., 2.45 4.155+0.595
Protoplasto
Raiz 5.6 11.25
Hoja 0.84 0
Pastila " 116 1.24 2.29
Protoplasto
Raiz| - 9.87
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Cuadro 5. Método C: Isoformas peroxidasa y AIA oxidasa identificadas en
fracciones correspondientes a proteinas intracelulares (I) o asociadas al
apoplasto (A) de Solanum lycopersicon con cuatro semanas de desarrollo. Se
eligié un namero (1, 2, 3) para indicar el rango de intensidad que expresaron las
bandas en los geles de poliacrilamida. 1: 1-30, 2: 31-60, 3: 61-100.

Banda Rf | Actividad peroxidasa Actividad AIA oxidasa
Hoja | Tallo | Raiz | Hoja | Tallo Raiz
L[AJT[AJIT]AJT]A]T]A]I A

a 00211 2 2 1 1 1

b 0041 3 1 1 2 1

g 0.10 1

h 0.12 1

] 013/]1 3 1 1 1 1 1 1
k 0152 3 1 1 1 1

m 0.18 1

n 0191 2

0] 0222 3 3 2 2 2 1 1
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Localizacion subcelular de peroxidasas determinadas con el Método A de
extracciéon de proteinas asociadas a la pared celular de hoja, tallo y raiz de
S. lycopersicon y su variacion con el desarrollo

Una vez efectuados los distintos procedimientos disefiados para obtener
proteinas de pared celular, se determind que, para fines de este trabajo, las
mejores condiciones de extraccion y registro de actividad AIA oxidasa se
obtuvieron con el Método A.

Dada la importancia de las peroxidasas en los procesos de crecimiento, se
pretendié estudiar el perfil isoenzimatico en tres momentos del desarrollo. Para
la caracterizacion del patrén isoenzimatico de peroxidasas en extractos proteicos
de S. lycopersicon obtenidos a las 4, 6 y 12 semanas de desarrollo, en particular
aquellas que presenten actividad AIA oxidasa en la pared celular, se utilizaron
técnicas electroforéticas aunadas al procedimiento de aislamiento de proteinas
de la pared celular. Adicionalmente, se cuantificaron la actividad peroxidasa
(espectrofotométricamente) y AIA oxidasa (registro polarografico).

Patron isoenziméatico de peroxidasas en S. lycopersicon de 4, 6 y 12
semanas de desarrollo

Actividad peroxidasa de S. lycopersicon revelada en la cuarta semana de
desarrollo

Los tejidos analizados presentaron, en el periodo de crecimiento correspondiente
a cuatro semanas, diez isoenzimas peroxidasa (Fig. R5). Empleando este
protocolo de purificacibn se obtuvo un patrén isoenzimatico distinto al
presentado previamente (Fig. R3), observandose variantes isoenzimaticas que
difieren en movilidad electroforética e intensidad. El perfil isoenziméatico de
peroxidasas indicd que en la cuarta semana de desarrollo aparecen las bandas ¢
y | mientras que la isoforma m no es evidente. La isoperoxidasa j Unicamente fue
visualizada en la fraccién de hoja relacionada con peroxidasas solubles (S1H).

En tejidos de raiz fue posible determinar la existencia de dos isoperoxidasas
asociadas a la pared celular. En la fraccion SDR, la isoperoxidasa a se aprecio
con mayor intensidad indicando que se encuentra asociada iGnicamente a la
pared celular (Fig. R18, Método A cuatro semanas). Adicionalmente, la isoforma
h exhibié una mayor intensidad en la fraccion citoplasmica S1R aunque la
intensidad ligeramente inferior observada en la fraccibon SDDER (Fig. R25)
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sugiere una relacion, determinada por interacciones covalentes, con la pared
celular.

En este trabajo se analizé la fraccion PDDE a pesar de que ésta no sefiala la
presencia de isoperoxidasas relacionadas a la pared celular, la existencia de
bandas en esta fraccion podria indicar un cierto grado de contaminacion al ser
conservados en la muestra restos de la pared u otros elementos celulares como
lo es el caso de la banda h en PDDER, que registré la intensidad mas alta en
esta etapa de desarrollo (Fig. R25).
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Fig. R5. Patrén isoenzimatico de peroxidasas presentes en tejidos de hoja, tallo
y raiz de jitomate en su cuarta semana de desarrollo. Las fracciones S1 y S2
corresponden a isoperoxidasas solubles. Las fracciones SD y SDDE incluyen
respectivamente peroxidasas relacionadas ionica y covalentemente a la pared
celular.
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Actividad peroxidasa de S. lycopersicon revelada en la sexta semana de
desarrollo

El patrén isoenzimatico obtenido en esta etapa de desarrollo Unicamente revelo
ocho isoperoxidasas presentes en los extractos proteicos derivados de tejidos de
hoja, tallo y raiz (Fig. R6). Con el transcurso de dos semanas, las bandas d, e, f,
se hicieron visibles, no obstante las bandas c, n, 0 no fueron detectadas en el
gel. Como se observa en el perfil isoenzimético, la intensidad de las bandas
(concentracién isoenzimatica) fue variable entre las isoformas que se localizan
en un mismo tejido asi mismo difiere entre una enzima en particular visualizada
en organos distintos. La banda a present6 una intensidad de 46.25 en la fraccion
SDR en tanto que en S1R registré un valor de 71.57 (Fig. R18, Método A seis
semanas), indicando probablemente que la isoforma se asocia a la pared celular,
especificamente por interacciones ionicas y en una mayor proporcion presenta
una localizacion soluble. Adicionalmente, las isoformas a, k se presentaron mas
intensas en la fraccion SDT en comparacién con la fraccién soluble S1T,
indicando su asociacion de tipo i6nica con la pared celular (Fig. R18, R28). Con
respecto a tejidos de hoja, el numero de bandas apreciadas en la fraccion
ibnicamente adherida a la pared celular (SDH) no varia respecto a las isoformas
visualizadas en la fraccion de peroxidasas solubles (S1H), no obstante cada
banda (a, b, e, h, j, k) registré una intensidad superior en esta ultima fracciéon
sugiriendo que estas isoperoxidasas mantienen una dinamica de asociacion-
disociacion, que en esta fase del desarrollo favorece una mayor proporcion de
isoperoxidasas solubles (Fig. R18, R19, R22, R25, R27, R28). En la fraccidon
gue se obtuvo después de digerir la pared celular (SDDEH) Unicamente la
isoforma k se revel6 con una intensidad de 86.51 (Fig. R28), denotando que
exclusivamente esta isoenzima se ubica tanto en la porcién soluble (apoplasto)
como en la pared celular, manteniendo una asociacion tal, que sélo se puede
remover después de digerir celulosa y pectina. En la fraccion PDDE, obtenida de
los tres tejidos estudiados en este trabajo, se visualizaron algunas bandas, lo
que podria indicar que durante el aislamiento existi6 un cierto grado de
contaminacién al ser conservados en la muestra restos de la pared u otros
elementos celulares.
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Fig. R6. Patron isoenzimatico que representa las peroxidasas reveladas en las
distintas fracciones de hoja, tallo y raiz de jitomate de seis semanas de
desarrollo obtenidas con el Método A de purificacion de paredes celulares.

Actividad peroxidasa de S. lycopersicon revelada en la duodécima semana
de desarrollo

En la fase de desarrollo correspondiente a doce semanas se obtuvo un perfil
electroforético méas completo, conformado por 12 isoperoxidasas (Fig. R7).

En tejidos de raiz, la fraccion soluble presenté un nimero de isoformas superior
(10) al observado en otros 6rganos en etapas anteriores. La banda a se revel6

36


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

con una intensidad superior (Fig. R18) en los extractos proteicos que
representan la fraccién unida i6nicamente (SDR) y la obtenida después de
digerir paredes celulares (SDDER), en comparacién con la demostrada en la
fraccion soluble (S1R), sugiriendo que en la etapa de crecimiento
correspondiente a 12 semanas, esta isoenzima se asocia en mayor proporcion a
las paredes, probablemente mediante su interaccion ibénica; una posible
explicacion es que la mayor proporcion de la isoenzima unida resulta de una
adhesién con mayor fuerza a la pared celular, consecuentemente, no es posible
removerla por completo, y solo al digerir esta estructura, se logra extraer la
actividad remanente; en etapas previas de desarrollo, en este 6rgano, la
isoperoxidasa a se considerd unida iénicamente a la pared, por lo que en el
curso del desarrollo hay cambios en la pared o en la isoenzima que provocan
una mayor dificultad para removerla con soluciones de alta fuerza ionica.

En hoja, la isoforma a se aprecié con mayor intensidad en la fraccibn SDH en
comparaciéon con S1H (Fig. R18); aparentemente en este d&rgano,
especificamente en la duodécima semana de desarrollo, una minima proporcion
de la isoperoxidasa a se encuentra soluble en el apoplasto, y la mayor
proporcién se encuentra adherida por enlaces iénicos a la pared celular. Por otra
parte, las bandas b, i se localizan en la fraccion soluble (apoplastica); la banda n
presentd una intensidad de 60.82 y 44.53 en las fracciones S1H y SDH (Fig.
R31), respectivamente, sugiriendo que se trata de una isoperoxidasa que
también presenta un equilibrio de asociacién-disociacion.

En cuanto a las isoperoxidasas detectadas en tallo, la fraccion soluble exhibi6
bandas muy intensas (b, 0, a). La banda a se revel6 ligeramente mas intensa en
esta fraccién en contraste con lo observado en la fraccibon SDDET (Fig. R18);
determindndose que, probablemente la isoforma a no se encuentra unida con
mayor afinidad a la pared celular de este 6rgano, de tal manera que tras la
digestion se puede solubilizar una proporcién de la actividad; en la fraccion
ibnicamente adherida a la pared celular (SD) no fue posible evaluar la existencia
de isoenzimas, debido a que la concentracién de proteina en la muestra resulto
insuficiente. Adicionalmente la isoforma b se encuentra disuelta probablemente
en el apoplasto; la banda i es menos activa en relacion con las bandas a, b, y su
presencia en la fraccion soluble es similar a la isoperoxidasa b, considerandose
la posibilidad de que en su mayor parte se encuentre disuelta en el apoplasto. La
banda o presenta un comportamiento semejante al presentado por la isoforma a,
en cierta proporcion se mantiene adherida a la pared celular aun después de
digerir con enzimas celulasa y pectinasa.
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Al analizar los perfiles isoenziméticos revelados en las distintas etapas de
desarrollo se determiné que la banda c sélo es visualizada en el periodo de
crecimiento que comprende 4 semanas, en tanto que las bandas d, f,
exclusivamente son apreciadas en el gel correspondiente a seis semanas.
Al trascurrir doce semanas de desarrollo, las bandas j, n, o, evidentes
previamente en la cuarta semana, se visualizan nuevamente. La banda h
observada en la cuarta y sexta semana deja de apreciarse en plantas con doce
semanas de desarrollo, sin embargo la presencia de las bandas i, m, i1, se limita
Unicamente a esta etapa del desarrollo.

En general, las fracciones analizadas en las tres regiones de S. lycopersicon
mostraron variaciones en cuanto al nimero e intensidad de las bandas en un
mismo tejido en el trascurso de su desarrollo.
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Fig. R7. Actividad peroxidasa revelada en fracciones obtenidas de fragmentos de
hoja, tallo y raiz de 12 semanas de edad. La fraccion de proteinas adheridas
iGnicamente a la pared celular (SD) de tallo no fue incluida en el gel debido a la
concentracion insuficiente de proteina.

Expresion de isoperoxidasas con actividad de Acido indolacético oxidasa
en S. lycopersicon de 4,6y 12 semanas de edad

Actividad AIA oxidasa revelada en jitomate con 4 semanas de desarrollo

La distribucion de los patrones isoenzimaticos con actividad peroxidasa
observada en tejidos de jitomate se compar6é con el patron de actividad AlA
oxidasa obtenido en los mismos extractos proteicos.

Los geles de poliacrilamida realizados con los distintos extractos proteicos
obtenidos de segmentos de hoja, tallo y raiz correspondientes a cuatro semanas
de desarrollo, revelaron Unicamente en la fraccion SDH la presencia de una
banda (Fig.R8). La movilidad de esta isoenzima es semejante a la banda
identificada con la letra a en el perfil electroforético realizado para evidenciar
actividad peroxidasa (Fig. R5), indicando que en la pared de hoja, asociada por
enlaces id6nicos, existe una isoperoxidasa que posee adicionalmente la
capacidad de oxidar AlA.
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Fig. R8. Actividad AIA oxidasa revelada en la fraccion i6nicamente adherida a la
pared celular de tejidos de hoja obtenida de Solanum lycopersicon en la cuarta
semana de desarrollo.

Actividad AIA oxidasa revelada en jitomate con 6 semanas de desarrollo

La posibilidad de que la actividad AIA oxidasa, revelada en extractos proteicos
correspondientes a seis semanas de desarrollo, se relacione con la expresion de
actividad peroxidasa fue examinada al comparar el comportamiento
electroforético de las isoformas reveladas en ambos geles. En esta etapa de
desarrollo se evidencid que existe una isoenzima peroxidasa, asociada
ibnicamente a la pared celular de tejidos de tallo y raiz de S. lycopersicon
(fracciones SDT y SDR, Fig. R9), que presenta la capacidad de oxidar AlA. La
movilidad electroforética de esta banda también correspondi6 con la isoforma a.
En la fraccion soluble de estos tejidos no se encontrd evidencia que sugiriera
actividad AIA oxidasa.
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Fig. R9. Actividad AIA oxidasa revelada en muestras correspondientes a
extractos proteicos de la pared celular de tallo y raiz de Solanum lycopersicon en
la sexta semana de desarrollo.

Actividad AIA oxidasa revelada en jitomate de 12 semanas de desarrollo

En fracciones obtenidas de tejidos de tallo de doce semanas de desarrollo se
evidencio, en la fraccion S1, la presencia de una banda relativamente intensa
muy préxima al catodo que sugiere la existencia de actividad AIA oxidasa en la
fraccion soluble (citoplasma o solucion que riega a las paredes) (Fig.R9). La
movilidad expresada por esta banda fue consistente con una isoenzima
identificada previamente en el patron realizado para revelar actividad peroxidasa
(banda a en S1 Fig. R7). En las fraccion SDDE no se observaron bandas que
indiquen actividad auxina oxidasa asociada a la pared celular, por consiguiente
es posible argumentar que en tejidos de tallo, especificamente en la fraccion
soluble existe una isoperoxidasa que exhibe la capacidad de catalizar la
oxidacion de AlA.

En la Fig. R10 se observa que los carriles correspondientes a las fracciones S1
y SDDE, obtenidas de tejidos de raiz, presentaron, respectivamente una banda
con actividad AlA oxidasa. En el carril que representa la fraccion soluble (S1) la
banda aparecid mas cercana al catodo y de mayor intensidad que la isoenzima
revelada en la fraccion de proteinas asociadas covalentemente a la pared celular
(SDDE). La banda apreciada en S1 coincidi6 en términos de movilidad
electroforética con la banda g revelada en la fraccion S1R (Fig. R7), en tanto que
la banda visualizada en el carril SDDE fue consistente con la banda i. En el caso
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de las fracciones procedentes de segmentos de hoja, los geles no mostraron
bandas que indicaran la presencia de isoenzimas con actividad AIA oxidasa
derivadas de la fraccion soluble o asociadas a la pared celular.

s1 52 SDDE PDDE

Fig. R10. Isoenzima en la fraccion soluble con actividad AlA oxidasa en tallo de
jitomate de 12 semanas de desarrollo.

+r.o
+_.

s1 SDDE

Fig. R11. Isoenzimas de peroxidasa con actividad AIA oxidasa en raiz de
jitomate de 12 semanas de desarrollo.
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Cuadro 6. Isoformas peroxidasa y AlA oxidasa identificadas en la fraccion soluble o en la pared celular de Solanum lycopersicon
para el periodo de cuatro, seis y doce semanas de desarrollo (Método A). Se eligié un namero (1, 2, 3) para indicar el rango de
intensidad que expresaron las bandas en los geles de poliacrilamida. 1: 1-30, 2: 31-60, 3: 61-100.

Actividad Peroxidasa Actividad AIA oxidasa
Banda | Rf Hoja Tallo Raiz Hoja Tallo Raiz
4s | 6s | 12s [4s | 6s | 12s [4s |65 | 12s [4s |65 | 125 | 4s | 65 | 125 | 4s | 65 | 12s
a 0.02 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1 1
b 0.04 1 1 1 1 1 2
c 0.05 1 1 1 2
d 0.07 1 1
e 0.08 1 1 1 1
f 0.09 1 1
g 0.10 1 1 1 1 1 1
h 0.12 1 1 1 1 2 1
i 0.13 1 1 1 1
j 014 1 1 1
k 0.15 3 3 1 1 1 1
| 0.16 1 2
m 0.18 1
n 0.19 2 1
i 0.20 1
o] 0.22 1 2 2 1 1
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Actividad peroxidasa en hoja, tallo y raiz de jitomate evaluada en tres
etapas de desarrollo

Las fracciones obtenidas en las distintas etapas de desarrollo de S. lycopersicon
mostraron en su mayoria actividad peroxidasa en el ensayo con o-dianizidina.

En general, la fraccibn PDDE present6 alta actividad peroxidasa. No obstante,
en esta etapa de extraccion se considera que existe cierto grado de
contaminacion, al ser conservados en la muestra restos de la pared u otros
elementos celulares.

El tejido radical, en la duodécima semana de desarrollo registré en la fraccidén
soluble, la mayor actividad peroxidasa (28 U ABS/min/mg proteina),
adicionalmente la actividad peroxidasa en las fracciones correspondientes a
peroxidasas adheridas i6nica y covalentemente a la pared (SD y SDDE) fue 1.1
y 1.2 U ABS/min/mg proteina (Fig. R14).

Respecto a los tejidos de hoja, la actividad peroxidasa es minima en la cuarta y
duodécima semana de desarrollo. Los valores mas altos se observan en la sexta
semana de desarrollo. En este periodo la actividad registrada en la fraccién S1
gue representa a peroxidasas solubles, fue mayor en comparacién con las
fracciones asociadas ionica y covalentemente con la pared celular (Fig. R12).
En tallo, especificamente en la semana doce de desarrollo, se presenté el valor
mas alto en la fraccion que corresponde a peroxidasas adheridas ibnicamente a
la pared celular (SD), registrando una actividad peroxidasa de 1.9 U ABS/min/mg
proteina. La actividad peroxidasa de este tejido se observo similar en la cuarta y
sexta semana de desarrollo (Fig. R13).
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Fig. R12. Actividad Peroxidasa en U ABS/min/mg proteina registrada en cada
fraccion obtenida en tejidos de hoja de S. lycopersicon en tres etapas de
desarrollo con el Método A. S1, Sobrenadante 1; S2, Sobrenadante 2; SD,
Sobrenadante Dializado; SDDE, Sobrenadante Dializado después de Digestion
Enzimatica; PDDE, Pastilla Dializada después de Digestién Enziméatica.
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Fig. R13. Actividad peroxidasa registrada en tallo durante tres momentos en el
curso de su desarrollo. Las distintas fracciones se obtuvieron conforme al
Método A.
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Fig. R14. Actividad peroxidasa obtenida espectrofotométricamente en fracciones
obtenidas de tejidos de raiz en tres etapas de desarrollo.

Actividad AIA oxidasa

Se evalud la capacidad para oxidar AlA en presencia de DCP, MnClz y H202 de
las peroxidasas extraidas de hoja, tallo y raiz de S. lycopersicon en distintas
fases de desarrollo (4, 6 y 12 semanas). En tejidos con cuatro semanas de
desarrollo, se llevé a cabo, Unicamente para las fracciones PDDE, el registro
polarografico empleado para el seguimiento continuo de la oxidacién de AlA,
obteniéndose valores en hoja y tallo de 22.65 y 13.08 nmoles de O2/mg
proteina/minuto, respectivamente. En raiz la actividad AlA para este periodo fue
nula. En la sexta y duodécima semana de desarrollo las fracciones que
presentaron actividad AIA oxidasa y sus respectivos valores de consumo
(expresados en nmoles de O2/mg proteina/minuto) se muestran en las Fig. R15-
R17. En general, la fraccion en la que se obtiene un mayor registro de consumo
de O:2 corresponde a proteinas unidas iénicamente a la pared celular (SD).
Adicionalmente, en la etapa de doce semanas de desarrollo las fracciones
solubles S1 (raiz) y S2 (hoja y tallo) presentaron valores altos en la reaccion de
oxidaciéon. En la sexta semana de desarrollo, especificamente en la fraccion SD,
se observo la mayor actividad AIA en tejidos de raiz (598.99 nmoles de O2/mg
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proteina/minuto) (Fig. R15), en el caso de tallo en este periodo se registré una
actividad de 458.6 nmoles de O2/mg proteina/minuto (Fig. R16). En tejidos de
hoja se obtuvo la actividad minima (40.84 nmoles de O2/mg proteina/minuto)
(Fig. R17). No obstante, en este Ultimo tejido, la actividad AIA registrada
polarograficamente en la fraccion SD, obtenida en plantulas de doce semanas,
se incrementa, presentando un valor de 315.26 (Fig. R15). En tallo, a las doce
semanas, la fraccidén en cuestion no exhibi6 actividad AlA oxidasa (Fig. R16).
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Fig. R15. Actividad AlA oxidasa expresada en nmoles de O2/mg proteina/minuto
presente en hoja de seis y doce semanas de desarrollo. En la fraccion S2 de
tejidos de hoja (seis semanas) no se registro la actividad AIA oxidasa expresada
en nmoles de O2/mg proteina/minuto. Se representa la desviacion estandar de
dos repeticiones.
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Fig. R16. Actividad AIA evaluada polarograficamente en fracciones obtenidas de
tejidos de tallo de seis y doce semanas de desarrollo. En el periodo de seis
semanas no se realizd registro de consumo de O:2 para las fracciones
citoplasmicas (S1 y S2). S6lo en PDDE se representa la desviacion estandar de

dos repeticiones.
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Fig. R17. Registro polarografico de la actividad AIA oxidasa presente en
fracciones obtenidas de tejido radical con seis y doce semanas de desarrollo. No
se realizé un registro de consumo de O2 para las fracciones citopldsmicas (S1y
S2) en el periodo de seis y doce semanas (S1).
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Discusioén

Para disefar un procedimiento de aislamiento de paredes celulares y la posterior
extraccion de proteinas, inicialmente varias caracteristicas generales deben ser
tomadas en cuenta. Las paredes celulares vegetales son constituidas
principalmente por polisacaridos de gran densidad. Esta propiedad se puede
utilizar para purificarlas a través de gradientes de densidad por centrifugacion
(Feiz et al., 2006). Por otra parte, la estructura bioguimica de las paredes es
compleja, y se distinguen tres tipos de proteinas relacionadas a la pared celular
(PPC) con base en su interaccidn con componentes celulares (Jamet et al.,
2006). Existen proteinas que poseen poca 0 nula interaccion con los
polisacaridos de la pared y por lo tanto se mueven libremente en el espacio
intracelular. Alternativamente, las PPC se encuentran adheridas a la matriz por
interacciones Van der Waals, puentes de hidrogeno, e interacciones iénicas o
hidrofébicas. Estas interacciones también pueden ser moduladas por la
composicién del medio de aislamiento. Por lo general, una baja fuerza ionica es
preferida para mantener los enlaces ionicos, pero también para diluir la fuerza
ibnica de la pared celular. Adicionalmente se trabaja en un pH acido para
mantener las interacciones existentes entre proteinas y polisacaridos (Feiz et al.,
2006). Finalmente, las PPC pueden estar unidas covalentemente a componentes
de la pared celular y ser resistentes a la extraccion con sales. A pesar de las
dificultades especificas que representan la extraccion y andlisis de las PPC, el
analisis proteémico de la pared celular se ha convertido recientemente en un
campo de estudio importante. Los proteomas de pared celular obtenidos en
diversas especies demostraron que la estructura y composicion de la pared
celular es regulada durante el desarrollo. Estos estudios también permiten
comparar los proteomas obtenidos de paredes celulares de diferentes 6rganos,
en relacidbn con sus funciones. Sin embargo, existen varias limitantes en el
desempenio de la protedbmica de pared celular: (i) la ausencia de una membrana
delimitante puede resultar en la pérdida de las PPC durante el procedimiento de
aislamiento, (ii) las redes de celulosa, hemicelulosa y pectinas forman trampas
potenciales para las proteinas intracelulares que contaminan a los extractos que
contienen PPC, (iii) las PPC estan localizadas en una matriz de polisacaridos e
interactban en distintas formas con otros componentes celulares, dificultando su
extraccion, (iv) la separacién de PPC a través de 2-DE es poco eficiente, ya que
la mayoria son glicoproteinas basicas. Por ultimo, la baja abundancia de muchas
PPC es sin duda un importante factor limitante para su identificacion. Por otra
parte, un proteoma completo de pared celular puede no quedar resuelto
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empleando un solo método de extraccion ademas de resultar ser insuficiente
para entender la dinamica de las proteinas que se asocian a la pared celular, de
esta forma, pueden establecerse tratamientos en un proceso de fraccionamiento,
gue ayuden a identificar la fuerza de asociacion y el tipo de interacciones que se
presentan en un grupo de proteinas que constituyen una familia muy numerosa,
las Peroxidasas de clase IlI.

Por consiguiente en este trabajo se utilizaron tres procedimientos para la
extraccion de Peroxidasas de clase Il con base en los criterios que conducen al
aislamiento de PPC en S. lycopersicon. El procedimiento en general busco la
separacion de las proteinas solubles localizadas en el apoplasto, y la purificacion
de paredes celulares seguida por la extraccion de las proteinas adheridas
aumentando la fuerza ionica. No obstante, esta aproximacion implico cierta
pérdida de las proteinas adheridas débilmente a la pared celular, y la
contaminacién con proteinas intracelulares que se asocian de una manera no
especifica a las paredes celulares (Feiz et al., 2006). Sin importar si se trabaja
con células vivas o paredes aisladas, la composicion del buffer de extraccion es
critica y determina qué tipo de proteinas pueden ser liberadas de las paredes
celulares. Las proteinas solubles se disuelven con una solucion de baja
concentracion iénica, en tanto que las proteinas que se asocian iénicamente,
son extraidas con sales (Chen et al., 2008). En el caso de las proteinas
adheridas fuertemente a la pared se recurre a un tratamiento secuencial con
enzimas capaces de degradar a los polisacaridos de la pared celular.

En el presente estudio la comparacion cuantitativa de las fracciones proteinicas
extraidas con los distintos protocolos demostré que con el Método A la actividad
peroxidasa es mas relevante al observarse un valor considerablemente elevado
en la fraccion S1, correspondiente a tejidos de raiz con doce semanas de
desarrollo (Fig. R14). En relacion con el Método B (Cuadro 2), éste proporciona
una actividad peroxidasa superior con respecto al Método C de aislamiento de
protoplastos (Cuadro 4). El Método B emplea CaCl, y LiCl para la extraccién de
proteinas relacionadas a la pared celular de S. lycopersicon. La extraccion de
proteinas unidas iGnicamente a paredes celulares purificadas, comiunmente es
lograda usando buffers de alta fuerza ionica, especialmente si contienen CaCl,
(Borderies et al., 2003; Robertson et al, 1997). El efecto del CaCl,
aparentemente radica no Unicamente en el intercambio ionico. La habilidad del
calcio como quelante, puede explicar, a través de un mecanismo de
competencia, que las proteinas o glicoproteinas asociadas débilmente con la
pared puedan ser solubilizadas selectivamente con CaCl,. Se ha reportado que
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el CaCl, es mas efectivo que otras sales como NaCl o LiCl (Boudart et al., 2005),
aunque este ultimo es recomendado para disociar glicoproteinas (Voigt y Frank,
2003) o proteinas unidas con mayor fuerza a la pared celular (Melan y Cosgrove,
1988 citados en Watson et al., 2004). No obstante, el valor superior de actividad
peroxidasa registrado en tejidos de raiz analizados con el Método A concuerda
mas con la condicion glicoproteica que favorece la disociacién al emplear NaCl o
LiCl. Adicionalmente, el registro polarografico realizado para evaluar la actividad
AlIA oxidasa, presentd una velocidad de consumo de O, inferior en fracciones
correspondientes al Método B: Sobrenadante CaCl, y Sobrenadante LiCl
(expresado en nmoles de O2/mg proteina/minuto), en contraste con la registrada
en la fraccion SD (Método A extraccién con NaCl) que también representa una
fraccidon de proteinas asociadas a la pared celular por interacciones iénicas (Fig.
R15-R17); lo que incita a considerar que el Na* remueve mas eficientemente que
el Ca* y Li* a las peroxidasas asociadas iénicamente a la pared celular. La
actividad AIA oxidasa presentada en la fraccibn SDDE obtenida por digestion
enzimatica con el Método A, fue bastante mas reducida o no fue detectable (Fig.
R15-R16).

Los tres procedimientos manifestaron actividad auxina oxidasa en los geles de
poliacrilamida. En tejidos con cuatro semanas de desarrollo, procesados
conforme al Método C, se observaron isoperoxidasas intracelulares (isoforma 0)
y asociadas al apoplasto de hoja y tallo (isoforma j) que catalizaron la oxidacién
de AIA (Fig. R4). Las fracciones, obtenidas con el Método B, que presentan una
asociacion ionica con la pared celular evidenciaron tres bandas identificadas
como isoperoxidasas a, m, p (Fig. R2). Cabe mencionar que esta ultima banda
fue apreciada exclusivamente en los extractos proteicos obtenidos al emplear
CaCl2 y LIiCl, presentando una intensidad de 100 y 63.87 respectivamente (Fig.
R34). El que este método (B) haya sido descartado para definir la localizacién
subcelular de isoperoxidasas con actividad auxina oxidasa asociada a la pared
celular de distintos tejidos de S. lycopersicon y su variacién con el desarrollo, se
debe a que es un procedimiento que requiere grandes voliumenes de buffer de
acetato empleado para lavar la fraccibn de paredes celulares (Método B,
Materiales y métodos) y a que por otra parte, en la extraccion efectuada con
CaCl2 y LIiCl en dos fases sucesivas, el LiClI no contribuye con la misma
eficiencia a situar isoenzimas en solucion disociandolas de la pared celular de S.
lycopersicon. EI Método A difiere de los Métodos de extraccion B y C en que
éste aparentemente permite identificar el tipo de asociacion (ibnica o covalente)
que existe con la pared celular. En concreto, el Método A se eligioé para localizar
isoenzimas peroxidasas con actividad AIA oxidasa en la pared celular de
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jitomate en tres momentos en el curso de su desarrollo. Inicialmente las
peroxidasas adheridas iGnicamente (SD) se extrajeron con un buffer conteniendo
NaCl, posteriormente empleando celulasa y pectinasa, se digirié la pared celular
para remover las proteinas que alun permanecieran asociadas (SDDE). Ambas
fracciones, obtenidas a partir de tejidos de hoja, tallo y raiz en periodos
correspondientes a cuatro, seis y doce semanas de desarrollo, demostraron
actividad peroxidasa en geles de poliacrilamida. En plantulas con cuatro
semanas de desarrollo la isoforma a asociada idnicamente a la pared celular de
hoja (SDH) demostrd actividad auxina oxidasa (Fig. R4). Este resultado no
coincidié con lo observado en el patrén isoenzimatico obtenido al aislar
protoplastos (Método C), donde tejidos de hoja y tallo en el mismo periodo de
desarrollo exhibieron isoenzimas con actividad AIA oxidasa que difieren (Fig.
R4) con la isoforma a caracterizada con el Método A (Fig. RS8).
Desafortunadamente de los extractos proteicos derivados de tejidos con cuatro
semanas de desarrollo, solamente fue determinada la concentracion de nmoles
de O2/mg proteina/minuto en la fraccion correspondiente a la pastilla del
dializado de las paredes digeridas con celulasa y pectinasa (PDDE, Método A),
haciendo imposible corroborar por algin método complementario, la existencia
de actividad AIA oxidasa en tallo, si bien electroforéticamente con la
concentracion de proteina incluida en el gel de poliacrilamida no se detect6 esta
actividad. No obstante podria considerarse que ambos protocolos de extraccion
contribuyen a constituir un andlisis de localizacion especifica de las diferentes
isoperoxidasas para esta especie.

En el periodo de seis semanas de desarrollo se determiné la presencia de una
isoenzima que exhibid actividad AIA oxidasa, asociada iénicamente a la pared
celular de tallo y raiz. Esta isoenzima correspondié en términos de movilidad
electroforética con la isoperoxidasa a. En tejidos de hoja no se encontrd
actividad AIA oxidasa relacionada a la fraccion soluble ni a la pared celular (Fig.
R9), o al menos no fue apreciable con la concentracion de proteina utilizada en
las condiciones de ensayo establecidas.

Se revelaron isoformas con actividad AIA oxidasa en la fraccidn soluble
correspondiente a fragmentos de tallo (isoforma a) y raiz (isoforma g) con 12
semanas de desarrollo; en tejidos de raiz, particularmente, se identific6 una
isoperoxidasa (i) que no logré ser removida por intercambio iénico de la pared
celular, con la capacidad de oxidar AIA (Fig. R10; Fig. R11). La actividad AIA
oxidasa registrada polarograficamente en hoja (Fi. R15) no coincidié con el
analisis subsecuente realizado en geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes, donde la actividad fue nula en esta etapa de desarrollo,
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probablemente debido a la escasa concentracion de proteina incluida. El registro
polarografico empleado para realizar un seguimiento continuo de la oxidacion de
AIA no ha demostrado ser un método eficaz, pues los registros del consumo de
las mezclas preparadas no siempre permiten interpretar claramente cuél de los
componentes es oxidado; por otra parte medir exclusivamente el consumo de
oxigeno no proporciona informacion acerca de los productos que en cada
condicion se formaron (Pefialosa, 1998). Las peroxidasas presentes en jitomate
(Lycopersicon esculentum var. Tropic) dependen de acuerdo a Kokkinakis y
Brooks (1979), de la presencia de H202 para la oxidacién de AIA y en ausencia
de perdéxido, tienen una actividad casi nula al catalizar la reaccion en presencia
de cofactores como 2,4 DCP y manganeso, sin embargo, de acuerdo a Pressey
(1990), esta baja actividad se debe a una dependencia de ciertos aniones como
el fosfato.

En relacién a la intensidad calculada para las bandas que exhibieron actividad
peroxidasa a, b, g, h, j, k, m, n, 0, comunes en los Métodos C y A, esta resultd
ser mayor en las bandas a, g, h, k, n, reveladas en los extractos proteinicos
obtenidos con el Método A (Fig. R18, R24, R25, R28, R31). De las bandas c, d,
e, f, i, |, A, exclusivas en determinadas etapas de desarrollo analizadas con el
Método A, la maxima intensidad fue registrada para la banda | (Fig. R29)
mientras que la banda e presenté la menor intensidad (Fig. R22). La banda a se
observé en cada una de las fracciones extraidas con los tres métodos,
presentando en el Método A una intensidad superior (Fig. R18).

En este estudio la actividad auxina oxidasa, evidenciada con los Métodos A, By
C, fue atribuida a siete isoperoxidasas (a, g, i, j, m, 0, p). Otros investigadores
determinaron en extractos de jitomate Unicamente la presencia de una
peroxidasa implicada en la degradaciéon de AIA (Evans, 1968; Frenkel, 1972).
Aunque usualmente se relaciona la actividad peroxidasa con el control hormonal,
en el caso de esta especie resultd prematuro asumir esa relacién debido a la
falta de informacién disponible acerca de las propiedades fisicas y cataliticas de
esta peroxidasa y a la ausencia de un método de purificacion que permitiera una
estimacion cuantitativa de las peroxidasas unidas ionicamente (Ranadive y
Haard, 1972; Ridge y Osborne, 1971). Por otra parte, Kokkinakis y Brooks (1979)
reportaron que mas del 80% de la actividad peroxidasa encontrada en el
pericarpio de Lycopersicon esculentum var. Tropic correspondid a una sola
isoperoxidasa. Siguiendo un efectivo esquema de purificacion se determind que
esta peroxidasa anionica consta de dos cadenas de polipéptidos con un peso
molecular de 46 000 y 19 000, respectivamente, unidas por puentes disulfuro. No
obstante, la tasa extremadamente baja de oxidacion de AlA presentada por esta
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peroxidasa aniénica en las condiciones de prueba utlizadas por dichos
investigadores no elimina la posibilidad de que la enzima actué como agente
fisiologico para la oxidacion de IAA in vivo. Otro estudio (Andrews et al. 2000)
realizado en Lycopersicon esculentum reporta que el cese del crecimiento del
fruto de esta especie probablemente es inducido por un aumento en la actividad
peroxidasa que proporciona rigidez a la pared celular. Estos investigadores
hallaron un maximo de cuatro isoperoxidasas relacionadas iGnicamente con la
pared celular del fruto en diversas etapas de crecimiento. Desafortunadamente,
no es posible constatar que las peroxidasas en cuestion corresponden con
alguna de las isoenzimas reveladas en este trabajo.

Se ha sugerido que generalmente las isoenzimas peroxidasas de tipo catidnico
se encuentran asociadas con la degradacién de AIA (Van den Berg et al. 1983;
Grambow y Langenbeck-Schwich, 1983 citados en Quesada et al., 1990) y las
peroxidasas anionicas estan relacionadas con la sintesis de lignina (Catesson et
al., 1986; Sato et al., 1993; Polle et al., 1994), este planteamiento es consistente
con lo encontrado en el presente estudio donde la isoperoxidasa cationica a
localizada en hoja, tallo y raiz de jitomate en diferentes etapas de desarrollo
presenté actividad AlA oxidasa. Las peroxidasas involucradas con la lignificacion
se han localizado en la pared celular (Sato et al., 1993; Andrews et al., 2000) y
en el espacio libre de la pared (Polle et al., 1994), mientras que las peroxidasas
implicadas en la oxidacion del AIA han sido localizadas en el citosol (Ros
Barceld et al., 1990) y en el apoplasto (Chaoui et al.,, 2004, Vatulescu et al.,
2004). Los resultados obtenidos en este trabajo indican que en S. lycopersicon
una misma isoperoxidasa con capacidad de oxidar AIA puede encontrarse tanto
en la fraccién soluble (que contiene proteinas derivadas del citoplasma y de la
porcién soluble del apoplasto) como en la de la pared celular, lo que puede
atribuirse a que las peroxidasas solubles del apoplasto se asocien
electrostaticamente tanto a las proteinas integrales de membrana, como ya lo
han sugerido Mika et al. (2010), como a los componentes de las paredes
celulares.

Se han propuesto diferentes razones para explicar la variabilidad de las
peroxidasas de clase Ill, que entre otras caracteristicas presentan distinta
movilidad electroforética en extractos crudos de tejidos vegetales. La interaccion
de peroxidasas con compuestos fendlicos, la digestion proteolitica, asi como el
grado de glicosilacion podrian ser algunas de las razones. Sin embargo, los
estudios genéticos y moleculares han demostrado que las peroxidasas de clase
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lll estan codificadas por varios genes, como es indicado por la expresion
isoenzimatica (Johri et al., 2005). La gran diversidad de secuencias promotoras
existentes explica parcialmente que toda clase de estimulo interno o externo
regule la expresion genética. Por otro lado, la variabilidad del canal de acceso
entre las hélices-a F y G justifica la diversidad de actividades catalizadas. La
flexibilidad en la regulacion y la especificidad del sustrato dentro de la familia
multigénica de las peroxidasas podria explicar la omnipresencia de estas
enzimas en el ciclo de vida de las plantas (Passardi et al., 2006). Precisamente,
la diversidad de sustratos que son oxidados a través del ciclo peroxidativo indica
por qué estas proteinas estan implicadas en un amplio rango de procesos
fisiologicos, particularmente en el catabolismo del AIA. Algunas peroxidasas son
capaces de catalizar la oxidoreduccién independiente de H202 a través de un
mecanismo catalitico que difiere del clasico ciclo peroxidativo (Gazaryan et al.,
1996). Este ciclo hidroxilico, descrito recientemente ha abierto la posibilidad de
un nuevo rango de funciones para las peroxidasas clase Ill. En este ciclo
alternativo, las peroxidasas pueden ser convertidas a oxyferroperoxidasas
(compuesto Ill) en dos distintas vias, originando la formacion de varias especies
reactivas de oxigeno (ROS). Consecuentemente las peroxidasas clase Ill son
consideradas como enzimas bifuncionales que pueden oxidar varios sustratos en
la presencia de H,O,. Su participacién en muchos procesos fisioldgicos y de
desarrollo pueden ser detectados en plantas desde su germinacion hasta su
senescencia. A través de la generacion de radicales hidroxil (-OH), las
peroxidasas pueden jugar un papel crucial en la proteccion de la semilla en los
primeros dias de germinacion al reducir el ataque por agentes patdgenos. En
semillas de jitomate (Lycopersicon esculentum) se confirmé la presencia de
peroxidasas, demostrando que su produccidn comienza tan pronto como la
radicula emerge (al romper el endospermo crea una region vulnerable a los
patdgenos). Las peroxidasas son capaces de regular el crecimiento por
elongacion a través de diferentes ciclos, favoreciendo dicho proceso al generar
radicales oxigeno (ciclo hidroxilico) o por la regulacion de la concentracién local
de H,0, (ciclos peroxidativo e hidroxilico). Las peroxidasas catalizan el proceso
de entrecruzamiento de grupos fendlicos, inhibiendo la elongacién celular en
respuesta a varios factores externos como lo son las interacciones con
patdégenos, heridas mecanicas y estrés ambiental o sbélo como parte del
desarrollo normal de la pared celular durante el crecimiento, diferenciacién y
senescencia (Cérdoba-Pedregosa et al., 1996).
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La regulacion de la actividad AlA-oxidasa, que cataliza la oxidacion
descarboxilativa del AIA, se supone gue juega un importante papel en el control
de la concentracion del AlA. Por su parte, el control de los niveles hormonales
resulta decisivo para su accion, ya que los efectos producidos por el AlA en los
procesos de desarrollo (crecimiento, diferenciacion, rizogénesis, abscision, etc.)
dependen en gran medida de su concentracion. Los factores que pueden
modificar la actividad AlA-oxidasa son muy diversos. Entre otros, se han descrito
variaciones producidas por luz, iones metalicos como Cu+, Fe+? y Co+,
retardadores del crecimiento, y diversas fitohormonas como citoquininas,
giberelinas y auxinas, incluido el AIA. Dependiendo de la concentracion de
auxina, aumenta o disminuye la actividad de diferentes isoenzimas AlA-oxidasa.
La autorregulacion de su destruccion por el propio AlA, puede ser de gran
interés fisiologico, ya que representaria un mecanismo de proteccion frente a las
concentraciones altas, y por tanto toxicas, de esta hormona, circunstancia que
puede producirse como consecuencia de infecciones u otras situaciones
patolégicas que impliguen alteraciones de la biosintesis o del transporte del AIA
(Sanchez y Nufiez, 1990b).

En un trabajo anterior (Sanchez y Nufiez, 1990a), se comprobd que la
distribucion de AlA-oxidasa a lo largo de los hipocdtilos etiolados de Lupinus
albus, L., esté relacionada con la de AIA, lo que sugiere una posible regulacion
de la actividad degradativa por el substrato. El hecho de que la actividad
peroxidasa no muestre siempre variaciones paralelas a las de AIA oxidasa,
sugiere que aunque el AIA puede modular la actividad peroxidasa, no todas las
isoperoxidasas tienen la misma capacidad para degradar el AIA, como se ha
demostrado en este trabajo y en trabajos previos (Endo, 1968; Sahulka, 1970).
La actividad auxina oxidasa localizada en el apoplasto, representaria un
excelente mecanismo de control de los niveles hormonales, por su localizacion
extracelular y debido a que las auxinas estimulan la acidificacion en el apoplasto,
con estas caracteristicas, se lograria su inactivacién antes de ser incorporadas a
la célula. También resulta muy significativa la elevada actividad peroxidasa
encontrada en el tejido radical en el periodo comprendido por doce semanas de
desarrollo. Se ha sugerido que la actividad peroxidasa incrementa con la edad
(Pérez et al., 2004), en este tejido también se encontré importante actividad
auxina oxidasa, que indicaria que si esta enzima esta implicada en el control de
los niveles auxinicos y éstos determinan la respuesta rizogénica conforme se
incrementa la proporcion de tejido radical, se tiene una mayor degradacion de
auxinas, evitando la sobreproduccion en este tejido (Pefialosa, 1998). En
adicion, Gunes (2000) concluyd que la enzima AlA oxidasa se relaciona con el
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enraizamiento y probablemente afecta la formacion de raices a través del
catabolismo de AlA.

El presente estudio evidencié que de las 17 isoperoxidasas identificadas
preliminarmente (con los tres métodos de purificacién) en diferentes tejidos de S.
lycopersicon, la mayoria no muestran actividad AlA-oxidasa, sin embargo todas
las fracciones que revelaron actividad AlA-oxidasa siempre presentaron
actividad peroxidasa (Cuadro 6). Sin embargo, existe el reporte de que Sequeira
y Mineo (1966) aislaron en raices de tabaco una AlA-oxidasa que carecia de
actividad peroxidasa. No obstante, este resultado no ha podido ser confirmado
posteriormente (Hoyle, 1972). Teniendo en cuenta las condiciones de extraccion,
las actividades enzimaticas que se han determinado en este trabajo,
corresponden a las fracciones solubles incluyendo proteinas derivadas tanto del
citoplasma o vacuola, como de la solucién que riega a las paredes celulares, por
fuera de las células; o a las proteinas ligadas i6nica o covalentemente a la pared
celular, que constituyeron la fraccién insoluble del apoplasto. En cualquier caso,
la actividad AlA-oxidasa encontrada en estos extractos proteicos, puede
considerarse como un indicador de la capacidad que poseen los tejidos de esta
especie para degradar esta hormona.

Como proyeccion a futuro se plantea identificar el grado de contaminacion por
proteinas intracelulares evaluando la actividad enzimatica del marcador glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en los extractos proteicos obtenidos al
emplear el Método A (NaCl y digestion enzimética para obtener proteinas
relacionadas i6nica y covalentemente a la pared celular).

Conclusiones

Se demostrd la existencia de un sistema de enzimas peroxidasa con actividad
AlA oxidasa, localizado tanto en la fraccién soluble como en la pared celular,
coincidiendo con la localizacion esperada. Los tres métodos analizados
contribuyen a dilucidar un perfil mas completo de localizacién subcelular de las
isoenzimas de esta especie, ademas se pudo evidenciar en los tejidos
estudiados un conjunto de diecisiete isoperoxidasas de las cuales siete (a, g, i, |,
m, 0, p) presentaron actividad auxina oxidasa, cuya intensidad sugiere su
localizacién preferente.

El patron isoenzimatico de las peroxidasas presentes en S. lycopersicon,
obtenido con el Método A, revel6 variaciones en cuanto al nimero e intensidad
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de las bandas a lo largo de su desarrollo. La banda a fue comin en todas las
fracciones extraidas bajo diferentes condiciones, no obstante en extractos
proteinicos obtenidos conforme al Método A el revelado presentd una intensidad
superior a 60. Con este método, en el primer periodo analizado (4 semanas) se
reveld en tejidos de hoja una isoperoxidasa (a) asociada iGnicamente a la pared
celular y que también present6 actividad de AlA oxidasa. En tallo y raiz de S.
lycopersicon en dos etapas de desarrollo (6 y 12 semanas) se evidenciaron
isoperoxidasas que presentaron la capacidad de catalizar la oxidacion de AlA.
Con respecto al periodo de desarrollo correspondiente a seis semanas, en
tejidos de tallo y raiz, la isoperoxidasa a demostr6 una asociacion iénica con la
pared celular. En el caso de tejidos de doce semanas de desarrollo, en raiz, la
isoforma a se localiz6 en la fraccion soluble, en tallo se expresaron las
isoenzimas g, i; esta Ultima se presentd en la fraccion que se mantuvo adherida
a la pared celular aiin después de tratar con iones Ca*".

La isoenzima a encontrada en los diversos tejidos presenta diferencias en su
afinidad con la pared celular. Adicionalmente, esta isoforma aislada en extractos
proteicos obtenidos con los Métodos A y B, demostré actividad auxina oxidasa.
En general, los resultados del presente trabajo, indican que la actividad
peroxidasa y AIA oxidasa analizada en distintos tejidos, varian dependiendo de
su localizacion en el 6rgano y de la edad de las plantas.
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ANEXO. Intensidad de la bandas reveladas con los Métodos A,By C
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Fig. R24. Intensidad registrada para la banda g en extractos proteicos obtenidos

con los Métodos C y A.
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Fig. R25. Intensidad de la banda h apreciada en fracciones extraidas con los

Métodos Ay C.
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Fig. R26.
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Fig. R28. Intensidad de la banda k determinada en extractos proteicos obtenidos

con los Métodos C y A.
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Fig. R29. Intensidad registrada para la banda | que se observé exclusivamente

en el periodo de cuatro semanas de desarrollo estudiado con el Método A.
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Fig. R30. Intensidad de la banda m evidenciada en extractos proteicos obtenidos

con los tres métodos de aislamiento estudiados en este trabajo.
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Fig. R31. Intensidad de la banda n presente en fracciones aisladas con los

Métodos Ay C.
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Fig. R33. Intensidad de la banda o calculada en extractos proteicos obtenidos
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