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NOTA PRELIMINAR

Este trabajo se desarrollo con el apoyo del Programa de Apoyo a Proyectos de
Investigacion e Innovacion Tecnologica (PAPIIT), el cual concedido la beca de
Licenciatura/Conclusién de estudios, a través del proyecto IN226210 durante el periodo
2011-2012.

La parte experimental del trabajo fue realizada en los laboratorios de Fisiologia Vegetal y
Biogeoquimica de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala (FESI-UNAM).
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La sabiduria es a la locura como la razén es a la pasion.

Erasmo de Rotterdam

La locura conduce a la mas elevada sabiduria

y es indispensable para generar toda alegria.
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Resumen

Resumen

El presente estudio aporta evidencia experimental sobre isoperoxidasas (EC 1.11.1.7) con
actividad auxina oxidasa y auxina peroxidasa, asi como su localizacion subcelular, aspectos

hasta ahora desconocidos para Solanum lycopersicum.

Se obtuvo la fraccion soluble (FS) de apoplasto y la correspondiente a pared celular (PC) de
brotes axilares para evaluar las isoenzimas libres, las asociadas y el tipo de interaccion con
la PC. Las actividades peroxidasa, y auxina oxidasa se evaluaron por diferentes ensayos
haciendo uso de técnicas colorimétricas, polarografia y electroforesis PAGE/SDS-PAGE,
empleando diferentes tinciones para la identificacibn de productos en reacciones
enzimaticas especificas. Se realizaron etapas de purificacion por cromatografias en
columna e isoelectroenfoque (2-D). La deteccion de la formacion de compuestos
oxinddlicos fue analizada por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Comparando la expresion proteica a lo largo de 10 dias de enraizamiento, la actividad
enzimatica sugiriere un equilibrio entre asociacion y disociacion con la PC, sin embargo en
protoplastos se muestra nula, corroborando la localizacion extracelular de las
isoperoxidasas de clase Ill. El apoplasto revelé 1 peroxidasa catidnica y 11 isoperoxidasas
anionicas, 8 mayormente encontradas en la PC y 3 en la FS. Se demostr6 el consumo de
oxigeno al utilizar AIA o AIB como sustratos en ausencia de perdxido de hidrégeno, y se
logré la purificacion de una isoperoxidasa, determinada Suberization-associated anionic
peroxidase (LePrx76), de acuerdo a un analisis por semejanza en la secuencia de
aminoacidos. Las caracteristicas encontradas en las enzimas estudiadas apoyan la idea que

considera su importancia en el control de auxina libre.
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Introduccién

Entre los procesos que hacen referencia a la regulacion de los niveles de las hormonas
vegetales auxinas, se encuentra el catabolismo oxidativo o descarboxilativo del acido Indol-
3-Acético, que es una modificacién quimica del anillo indélico o de la cadena lateral
respectivamente, reacciones que dan lugar a la pérdida de actividad auxinica y que diversas

enzimas tipo peroxidasa catalizan.

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son enzimas distribuidas en los reinos animal y vegetal, que
catalizan la oxidacion de una gran variedad de sustratos organicos e inorganicos, utilizando
el perdxido de hidrégeno o un hidroperéxido organico como molécula aceptora de
electrones, siguiendo un mecanismo ping-pong (Cleland, 1970, 1990). Estas enzimas se
caracterizan por tener como grupo prostético un grupo hemo tipo b (protoporfirina IX), con

Fe (Ill) pentacoordinado, que constituye su centro activo (Welinder y Gajhede, 1993).

Las peroxidasas se encuentran en una gran variedad de organismos, y se pueden clasificar
en dos superfamilias en funcion de sus diferencias estructurales (Welinder, 1992): la
superfamilia de las peroxidasas animales y la superfamilia de las peroxidasas bacterianas,
fangicas y de plantas, cuyos componentes a pesar de mostrar en algunos casos una
identidad de secuencia baja, presentan el mismo plegamiento y estan evolutivamente
relacionados (Welinder y Gajhede, 1993).

Esta ultima superfamilia se divide en tres clases. La clase I, peroxidasas intracelulares de
origen procaridtico como ascorbato peroxidasas (APXs) y citocromo c peroxidasa (CcP); la
clase Il, peroxidasas intracelulares de origen fungico como lignina peroxidasa (LiP) y
manganeso peroxidasa (MnP), y la clase Ill, peroxidasas secretadas por plantas superiores
como peroxidasas de rabano picante (HRP), de cebada (BP), de cacahuate (PNP), de hojas
de palma africana (AOPTP), de hojas de palma real (RPTP) de semillas de soja (SBP),
entre otras. Estas Ultimas estan implicadas en una variedad de procesos fisiologicos a lo
largo del ciclo vital de la planta, entre los que cabe citar crecimiento, desarrollo y
endurecimiento de la pared celular, lignificacion y suberizacién, catabolismo de auxina y
defensa frente al estrés oxidativo y el ataque de patogenos (Chattopadhyay et al., 2000;
Pina et al., 2000; Sakharov et al., 2003; Rodriguez et al., 2002; Zamorano et al., 2008).
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Ademas de ésta funcionalidad dentro de la planta, las peroxidasas son enzimas que se
utilizan ampliamente por la industria, siendo algunas de sus funciones: sintesis de
polimeros organicos como polianilina (PANI), decoloracion de tintes sintéticos,
descontaminacion y limpieza de aguas residuales y suelos, sintesis de farmacos organicos
con alto rendimiento, electrodos enzimaticos, Kits de diagndstico e inmunoensayos
enziméticos. En todos estos procesos, la peroxidasa que se utiliza por excelencia es la
peroxidasa de rdbano picante (Armoracia rusticana), obtenida de sus raices, ademas de la
peroxidasa de soja (Glycine max), que presenta una mayor estabilidad. Razén por la cual la
Comisidn Cientifica de la Union Europea ha definido a las peroxidasas como las proteinas
con mayor interés biotecnoldgico para el siglo XXI, en especial por su potencial para
conservar el medio ambiente (Ankara et al., 1991; MacDiarmid, 1997; Raitman et al.,
2002).

Desde los primeros estudios con peroxidasas de plantas se ha determinado que son enzimas
con una elevada estabilidad frente a cambios térmicos, quimicos y de pH. El estudio de
peroxidasas de diferentes fuentes vegetales se sigue llevando a cabo, pero hasta el dia de
hoy de las muchas peroxidasas de clase Il caracterizadas bioquimicamente, son pocas las
que tienen una estructura tridimensional conocida. Hasta el momento, tan sélo se conoce la
estructura cristalografica de la peroxidasa de rabano (Gajhede et al.., 1997), la de cacahuate
(Schuller et al.., 1996) y la de cebada (Henriksen et al.., 1998). El alto porcentaje de
glicosilacion dificulta su cristalizacion y protege en muchos casos de la digestion
proteolitica. Ademas, es conocido el bloqueo por piroglutamato del extremo N-terminal de
muchas peroxidasas de clase Il1 y la escasa homologia de las peroxidasas con otros grupos

proteicos.

Al hacer conocer la versatilidad de estas enzimas se empezaron a estudiar otras peroxidasas
procedentes de distintas fuentes vegetales y el espectro de conocimiento se fue ampliando.
Pues si bien es cierto que algunas de estas enzimas no presentan ningln interés, debido a
gue no mejoran las caracteristicas de la peroxidasa de rabano, en cambio, abren un campo

de estudio y de aplicacion biotecnoldgica muy interesante, como son, las Pxs de jitomate.
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2.1 LAPLANTA DE TOMATE
El tomate es una de las hortalizas més redituables y difundidas en el mundo y una de las de
mayor valor econdémico gracias a su gran adaptabilidad, variabilidad, caracteristicas

organolépticas y usos (Hilhorst et al.., 1998).

2.1.1 Origen

El tomate planta dicotileddénea Solanum lycopersicum es la Unica especie domesticada
(Peralta et al.., 2006). La clasificacion filogenética de la familia Solandcea ha sido
recientemente revisada y el anterior género Lycopersicum (Miller, 1754) se integré al
nuevo género Solanum con su nueva nomenclatura, Solanum seccion lycopersicum incluye
el tomate cultivado (antes Lycopersicum esculentum) y 12 especies silvestres. (Pérez,
2010). Tiene su centro de origen en la region andina que hoy comparten Colombia,
Ecuador, Per(, Bolivia y Chile, extendiéndose posteriormente por todo el continente
(Rodriguez et al.., 2001).

2.1.1.2 Domesticacion

El centro de domesticacion del tomate se cree que fue México, pues a la llegada de los
espafioles a América ya estaba integrado a la cultura azteca. Ademas el nombre moderno
tiene su origen en la lengua ndhuatl de México donde se le llamaba “tomatl”. Actualmente
en el pais sigue utilizandose mayoritariamente la palabra jitomate quizas porque los aztecas

lo nombraban “xic-tomatl” (Cruces, 1990).

La planta de tomate es potencialmente perenne y es muy sensible a heladas, lo que
determina su ciclo anual, de distinta duracion segin sea la variedad y se desarrolla
adecuadamente en un amplio rango de latitudes, tipos de suelos, temperaturas, métodos de

cultivo y también es moderadamente tolerante a la salinidad (Chamarro, 2001).

2.1.2 Produccién

El cultivo de este fruto es uno de los mas redituables en el mundo. México esta considerado
a nivel mundial como el centro mas importante de domesticacion del mismo. Pais donde

esta considerado como la segunda especie horticola mas importante por la superficie
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sembrada y como la primera por su valor de produccion. La importancia de este cultivo
radica en su valor econémico, por lo que su demanda aumenta continuamente y con ella su

cultivo, produccion y comercio (Infoagro, 2003).

2.1.2.1 Hidroponia como sistema de produccion

El cultivo sin suelo o hidropdnico, en combinacion con los invernaderos, posiblemente sea
hoy en dia el método mas intensivo de produccion de hortalizas que surge como una
alternativa a la agricultura tradicional. EI principal objetivo es eliminar o disminuir los
factores limitantes de crecimiento asociados a los factores ambientales de la produccidn,
que son sustituidos por otros soportes de cultivo donde se aplican técnicas alternativas de
fertilizacion (Duran et al., 2000). El concepto hidroponia deriva del griego hidro (agua) y
ponos (labor, trabajo), que significa cultivo en agua (Alarcon, 2005). Definiéndose como un
sistema de produccién en el que las raices de las plantas se irrigan con una mezcla de
elementos nutritivos esenciales disueltos en agua, sistema que en lugar de suelo utiliza
como sustrato una materia inerte estéril, o solo la solucion nutritiva. Los sistemas de cultivo
hidroponico cerrados son aquellos en los que la solucién nutritiva es aportada de forma
continua y los abiertos o0 a solucién perdida son aquellos en los que la solucion nutritiva es
desechada. Los sistemas de riego por goteo, subirrigacién, circulacion de la solucion
nutriente, tuberias de exudacion, contenedores, etc. son métodos utilizados para la
administracion de nutrimentos, los cuales son aplicados sobre un tipo sustrato (agua,

materiales inertes 0 mezcla de materiales organicos) (Gonzélez, 2006).

2.1.2.2 Sustratos

El término sustrato se aplica a todo material solido, natural, de sintesis o residual, mineral u
organico, distinto del suelo in situ, que al colocarlo en un contenedor, ya sea puro o0 en
forma de mezcla, permite a la planta el anclaje del sistema radicular, que desempefia un
papel de soporte para la planta. El sustrato puede o no intervenir en el proceso de nutricion
mineral de la planta, por lo que pueden clasificarse como quimicamente activos (turbas,
cortezas de pino, etc) o quimicamente inertes (perlita, lana de roca, roca volcanica, agrolita,
etc.) (Terés, 2001). El sustrato es un sistema de tres fracciones, cada una con una funcién

propia. La fraccion solida esta constituida por un material poroso, en el que se desarrolla el
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sistema radicular de la planta y que asegura el anclaje mecanico de la planta, la fraccién
liquida aporta el agua y constituye la reserva hidrica de la que las raices toman el agua para
cubrir sus necesidades, y por ultimo la fraccion gaseosa asegura las transferencias de
oxigeno y dioxido de carbono del entorno radicular. La fase solida del sustrato puede
presentar distintos tamafios de particula que se relaciona con la capacidad de retencion de
agua disponible para las plantas y de suministro, la facilidad para la circulacion del agua, la
capacidad para almacenar nutrientes, asi como la superficie de las particulas. Lo cual

permite una gran produccion en un espacio reducido (Lemaire et al., 2005).

2.1.3 Propagacion por esquejes

La ppropagacion se refiere practicamente a una multiplicacion masiva in vitro, definido
como el procedimiento que comprende la manipulacion de plantas, 6rganos, tejidos o
células que produzcan poblaciones de plantulas desviandose del proceso sexual (Villalobos
y Thrope, 1991, Krikorian, 1991). La metodologia convencional més usada ha sido la
induccion de la brotacion axilar y subsecuente multiplicacion de los brotes, debido a la
totipotencialidad del meristemo apical y la region del brote apical adyacente, en la cual la
cantidad de brotes a producir depende de la cantidad de yemas presentes en el indculo y los
individuos generados mediante este proceso guardan una identidad genética con respecto a
la planta de la que han sido generados (Ambris, 1995).

Para la induccidon del enraizamiento tanto en esquejes como en acodos, se utilizan
reguladores de crecimiento tipo auxinas, los cuales aplicados en el sitio tratado estimulan el
desarrollo de raices. La formacion de raices adventicias es promovida por auxinas como
acido indol-3-acético (AlA) y acido indol-3- butirico (AIB) (Weaver, 1998, Hartmann et
al., 2000, Woodward y Bartel, 2005).

2.2 FITOHORMONAS

Algunas sustancias quimicas ocurren naturalmente en los tejidos de las plantas y tienen un
papel regulatorio mas que nutricional en el crecimiento y desarrollo, siendo activas a
concentraciones muy bajas (menos de 1mM), llamadas hormonas o sustancias reguladoras

del crecimiento vegetal. Existe gran controversia en utilizar este término, porque se
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considera que las hormonas animales presentan ciertas caracteristicas que las hormonas
vegetales no reunen, en el contexto amplio de que desencadenan respuestas que son
especificas en un tiempo y en un tejido determinado, es valido el término “hormonas

vegetales” Dun et al., 2009).

Comunmente los grandes grupos de fitohormonas que se reconocen son, giberelinas,
citoquininas, acido abscisico, etileno, y auxinas, aunque en los textos mas actuales se han
afiadido algunos otros como los bassinoesteroides o los jasmonatos, y mas recientemente
las estrigolactonas (responsables de lo que se denomindé SMS =Second Messenger Signal),
que controlan el crecimiento de las yemas axilares (Dun et al., 2009).

2.2.1Auxinas

Entre las hormonas vegetales, las méas estudiadas son las auxinas y constituyen un espectro
de compuestos, que difieren estructuralmente y que tienen la capacidad de inducir
respuestas que se han denominado tipo “auxina”, a pesar de la redundancia que supone el

término.

El estudio de las auxinas empieza desde 1880, cuando Charles Darwin realiz6 experimentos
que lo llevaron a proponer una sustancia hipotética que modulaba el alargamiento del tallo
permitiendo el crecimiento tropico hacia la luz, el término auxina fue acufiado por
cientificos que examinaban sustancias que modulaban el crecimiento de las plantas y que
estaban presentes en la orina humana que fueron llamadas auxinas A y B, mientras que un
compuesto diferente a ellas, que fue aislado de hongos recibié el nombre de heteroauxina,
esta Gltima demostré reproduciblemente su actividad biolégica y mas tarde (1937) fue

caracterizada por Thimann como acido indolacético (Woodward y Bartel, 2005).

Las auxinas “hacen de todo en las plantas” (Secko, 2007), juegan un papel fundamental en
su crecimiento y desarrollo, aunque los mecanismos moleculares mediante los cuales las
auxinas controlan tan diversos procesos como la division celular, el alargamiento y la
diferenciacion, son pobremente conocidos y esperan a ser claramente establecidos (Perrot-

Rechenmann y Hagen, 2002, Sdnchez Rodriguez et al., 2010).
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2.2.1.1 Auxinas naturales y sintéticas

Las auxinas estdn constituidas por compuestos inddlicos (el &cido indol-3-acético, acido
indolbutirico, y el acido-4-cloro indol acético) y los no ind6licos como el acido fenilacético
(Woodward y Bartel, 2005). EI &cido indol-3-acético (AlA) fue la primera auxina natural
en ser registrada y aun hoy se le considera como la predominante en plantas (Dolan, 1998),
posteriormente se han identificado al 4-CI-AlA vy al acido indol-3-butirico (AIB); existen
también de manera comercial las auxinas sintéticas como el acido 2,4-diclorofenoxiacético

(2,4-D), el &cido 1-naftalenacético (ANA), entre otros compuestos (Garcia, 2002).

2.2.1.2 Metabolismo de auxinas

La hormona vegetal acido indol-3-acético (AlA), es un compuesto organico sintetizado en
una parte de la planta y translocado a otro, donde en concentraciones muy bajas, provoca
una respuesta fisioldgica como la curvatura de coledptilos hacia la luz. La heterogeneidad
en los niveles de auxina en los tejidos u drganos se crea en respuesta a los estimulos
exogenos transitorios y de desarrollo, mediante sefiales ambientales, endogenas, y vias de
sefializacion que resultan en un evento particular de desarrollo, por el patron espacio-

temporal de biosintesis-degradacion-conjugacion-transporte (Dhramasiri et al.., 2005).

Los niveles de esta hormona estan regulados en los tejidos de la planta de una manera
precisa por una serie de mecanismos, tales como la sintesis, hidrolisis de los conjugados
amida- ¢ éster-AlA, transporte de un lugar de la planta a otro, conversién de AIB a AIA 'y
de AIA en AIB, catabolismo oxidativo o sintesis de conjugados. El balance entre
catabolismo y biosintesis determina el nivel actual de la auxina en una célula y juega un
papel importante en muchos procesos de desarrollo desde la germinacion de las semillas

hasta la apertura de los frutos (Normanly, 1997).
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2.2.1.2.1Biosintesis

La biosintesis ocurre a través de cuando menos dos vias, una de ellas depende de triptofano
y la otra no (parte del corismato), aunque ninguna de ellas ha sido completamente
dilucidada (Sanchez-Rodriguez et al., 2010). En la sintesis dependiente del triptéfano se
han considerado la controlada espacio-temporalmente y el transporte intercelular. La
sintesis de auxinas se realiza por todas las partes de plantulas jovenes, mientras que en
etapas mas avanzadas, la auxina sintetizada por la raiz primaria es suficiente para mantener
la formacion de raices laterales, sin requerirse de la importacion de auxina fabricada en

otros 6rganos (Normanly, 2004).

2.2.1.2.2 Transporte

El transporte intercelular de auxinas se realiza mediante, los acarreadores de eflujo
llamados Proteinas PIN, los facilitadores de influjo (Auxinl/LIKE AUX1, también
llamados AUX/LAX) y los transportadores Multirresistencia. La distribucion polar de
algunos de estos acarreadores crea los gradientes de auxina. Las auxinas se pueden unir al
receptor TIR1 (Transport Inhibitor Response, el cual trabaja como una subunidad caja-F del
complejo ubiquitin ligasa SCFrr; destinando como blanco los reguladores negativos como
las proteinas AUX/AIA, de la maquinaria de protedlisis que es la degradacion dependiente

del proteosoma 26S.

Diversos procesos ocurren a unos cuantos minutos de la aplicaciéon de auxinas a los tejidos
vegetales, que incluyen la rapida expansion celular, cambios en la expresion de los genes, y
en las actividades de transporte (Zago et al., 2008) que conducen a la acidificacion de la
pared celular (Grebe, 2005) y un rapido incremento en el potencial de membrana (Karcz y
Burdach, 2002) o los niveles de calcio citosolico (Gehring et al., 1990); siendo notorio el
aumento en niveles de proteina (Oeller and Theologis, 1995), al igual que en las actividades
enzimaticas (Schenck, et al., 2010).

2.2.1.2.3 Catabolismo
Entre los hechos que relacionan al catabolismo de las auxinas con la actividad de enzimas

se encuentran, la expresion de CyP87A3 que no es inhibida por cicloheximida, respuesta
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caracteristica de los genes de respuesta temprana a auxinas, siendo posible que el producto
de expresion esté directamente relacionado con la inactivacién o en la inhibicion del
transporte de auxinas, o en la biosintesis de antagonistas de las auxinas, en vista de su

efecto reductor de la capacidad de respuesta a auxinas (Chaban et al., 2003).

Por otra parte el AIA es rapidamente metabolizado por las peroxidasas, actuando como
AlA oxidasas, con la més fuerte actividad durante la fase de iniciacion del enraizamiento
(Caboni et al., 1997; Nag et al., 2001), que es la segunda etapa del proceso de
enraizamiento adventicio. El periodo inicial de enraizamiento también se acompafa de un
aumento del contenido de perdxido de hidrégeno y en la actividad de ascorbato peroxidasa,
de catalasa y de Guayacol peroxidasa en las zonas de enraizamiento (Tyburski, J. et al.,
2006).

2.3 FAMILIAS DE PEROXIDASAS

Las peroxidasas constituyen un grupo amplio de enzimas, que tienen la capacidad de
catalizar la transformacion por 6xido-reduccion del H,O, en H,O, mediante la oxidacion
simultanea de una variedad de sustratos organicos e inorganicos (Veitch, 2004, Hiraga et
al., 2001). En general son poco especificas y realizan funciones diversas, entre las que
destaca su participacion en los mecanismos de defensa, en los de reparacion, los de
depuracion de radicales libres, tolerancia a la salinidad y los relacionados con el control del
desarrollo. En el sistema de clasificacion enzimatica, son encontradas bajo la denominacion
1.11.1.7 (indicando que son Oxido-reducatasas, que actian sobre peroxido como donador y
que presentan actividad peroxidasa, respectivamente). (Valério et al., 2004; Passardi et al.,
2007; Almagro et al., 2009).

Los grupos de peroxidasas pueden organizarse de acuerdo a la presencia o ausencia del
grupo hem. En éste se reconocen 6 superfamilias: 1) las peroxidasas tipo DyP (dye de-
colourizing peroxidase), 2) las haloperoxidasas, 3) las di-hem citocromo C peroxidasas, 4)
las peroxidasas animales (mieloperoxidasa, peroxidasa tiroidea, eosinofilo peroxidasa, y
glutation peroxidasa, aunque esta ultima se encuentra también en plantas), 5) las catalasas y

6) las peroxidasas “no animales” (Hiraga et al., 2001).
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2.3.1 Clasificacion

Los miembros de la superfamilia de las peroxidasas no animales tienen en comin un grupo
hem formado por una protoporfirina IX y Fe (Ill) y comparten una estructura
tridimensional muy similar. Esta superfamilia se divide en tres Clases, que al compararlas
muestran baja identidad en su secuencia de aminoacidos, llegando a una identidad menor al
20% en los casos mas divergentes (Jouilli et al., 2008) presentando funciones vy
mecanismos de reaccion diferentes (Cosio y Dunand, 2009). La superfamilia de las
peroxidasas “no animales” reune un nimero mucho mayor de proteinas que las contenidas

en las demas superfamilias.

Las peroxidasas no animales son enzimas clasicas cuya actividad fue descrita desde 1855 y
se han logrado purificar desde 1951. El primer grupo de esta superfamilia es el de las
peroxidasas de Clase | o intracelulares y retne entre ellas a la peroxidasa del citocromo C
de levadura, las ascorbato peroxidasas Y las catalasas-peroxidasas de bacterias; el segundo
grupo es el de las peroxidasas de Clase Il o peroxidasas fungicas de secrecion y consta de
las ligninasas o peroxidasas de lignina y a las peroxidasas dependientes de Manganeso; y
finalmente el tercer grupo, denominado peroxidasas de Clase Il o peroxidasas de

secrecion. (Hiraga et al., 2001).

Todas ellas tienen un espectro de absorcién UV/visible caracteristico de las hemoproteinas
(Converso y Fernandez, 1995; Kvaratskhelia et al., 1997). Los miembros de esta
superfamilia contienen 10 alfa hélices comunes, las de Clase | y Il tienen una alfa hélice
especifica mientras las de clase 11l presentan 3 hélices especificas (Hiraga et al., 2001) y
tienen como inhibidores clasicos al cianuro y a la azida de sodio (Mika y Luthje, 2003,
Askerlund et al., 1987).

Las peroxidasas animales son un grupo de proteinas homdlogas y difieren de las no
animales en sus estructuras primaria, secundaria y terciaria, aungue comparten con ellas

una misma funcidn, teniendo una acentuada similitud en la estructura del sitio activo.
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Las Peroxidasas sin grupo Hem, incluyen, de acuerdo a la base de datos “PeroxAlBse”
(octubre de 2009), un total de 1998 proteinas. Entre ellas se tiene a la superfamilia de
alquilhidroperoxidasas (con 193 proteinas), la superfamilia de las haloperoxidasas (con 164
proteinas), las haloperoxidasas (con 57 proteinas) las catalasas dependientes de Manganeso
(96 proteinas), las NADH peroxidasas (13 proteinas), las Tiol peroxidasas: que incluyen las
Glutation peroxidasas (con 445 proteinas), Peroxirredoxinas (con 779) y las NADPH

oxidasas (con 251 proteinas).

Las peroxidasas de clase Ill (EC 1.11.1.7), (Almagro et al., 2009), constituyen una amplia
familia multigénica, distribuida en todas las plantas terrestres. Tienen aproximadamente
300 residuos aminoéacidos, sus pesos moleculares oscilan entre 28 y 60 KDa y la mayoria

estan N-glicosiladas (Jouili et al., 2008).

2.3.2 Isoenzimas y localizacion

Los organismos sintetizan enzimas en multiples formas, denominadas isoenzimas, para
catalizar la misma reaccion bioquimica. Presentan diferentes propiedades cataliticas,
cinéticas, también diferencias en la cadena polipeptidica, en la carga eléctrica y se localizan
en distintos lugares dentro de la célula. EI primero que hablé de isoenzimas fue Theorell en
1942, quien aislé dos isoenzimas de la peroxidasa de rabano. En 1958 Paul aislé cinco
formas peroxidasicas del rabano llamadas A, B, C, D y E. Se han encontrado isoenzimas de

peroxidasas en una gran cantidad de especies vegetales (Zamorano, 2009).

Las isoenzimas de peroxidasas se clasifican en tres grupos:1) Isoenzimas acidas o anionicas
(pl < 7,0). Con alto contenido en carbohidratos. 2) Isoenzimas neutras o ligeramente
béasicas (7,0 < pl < 9,0). 3) Isoenzimas muy bésicas o cationicas (pl > 11,0). Normalmente

tienen muy poco contenido en carbohidratos (Zamorano, 2009).

Las isoenzimas que pertenecen al mismo grupo normalmente tienen estructuras primarias
muy similares y a veces sin cambios. Son mas significativas las diferencias entre
isoenzimas que pertenecen a distintos grupos, no solo en la cadena polipeptidica, sino

también en las propiedades cataliticas (Zamorano, 2009).
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Las isoperoxidasas de clase Il se dividen en tres categorias de acuerdo a la naturaleza de
las interacciones que sostienen con los constituyentes de la pared celular, encontrandose en
la fraccion soluble del apoplasto o unidas a la pared celular. La union puede ser ionica o
covalente. Por cuanto a su carga son anionicas o cationicas. Dentro de la célula existe una
compartimentacion isoenzimética, la cual esta relacionada con la funcionalidad de la
enzima. Las isoenzimas anionicas se encuentran normalmente solubles en el apoplasto, por
lo que intervienen en las reacciones enzimaticas que en el se desarrollan. Sin embargo, las
isoenzimas cationicas se encuentran en la pared celular y estan implicadas en el control de

su crecimiento. (Dunand et al., 2002) y (Morimoto et al., 1999).

2.3.3 Reacciones catalizadas por las peroxidasas de clase Il

Una de las funciones que ya se mencionaba de las peroxidasas es el catabolismo de auxinas.
Al respecto se ha encontrado que las peroxidasas pueden utilizar como sustrato oxidable al
AlA para reducir al H,O,, entre éstas, las peroxidasas de las plantas adicionalmente pueden
oxidar al AIA en ausencia de H,0,, aunque existe controversia en relacion a la incapacidad

de catalizar esta reaccion en jitomate (Kokkinakis y Brooks, 1979).

Entre las peroxidasas con actividad de AlAoxidasa se distinguen dos tipos de reaccion: Una
de ellas ocurre con la oxidacion del anillo ind6lico (generando un derivado oxindol)
(Tsurumi 1980) y el derivado oxindolico absorbe en la region de 247-251 nm, aunque
algunos reportes incluyen el cambio de absorcion a 254 nm (Siegel y Galston, 1967); la
otra implica la oxidacién en la cadena que estd unida al anillo, y la consecuente
descarboxilacion, las peroxidasas de clase 111 tienen la capacidad de catalizar esta reaccion,
habiéndose encontrado dos productos principales como consecuencia de dicha catalisis:
indolmetanol y metilenoxindol (Beffa et al., 1990), estos derivados siguen siendo inddlicos.
El requerimiento de cofactores y de perdxido de hidrégeno para la actividad AlAoxidasa
varia de acuerdo a la especie. La oxidacion del AlIA parece involucrar la formacion de los

Compuestos I, 11y 11

El peroxido de hidrogeno oxida la forma férrica (Fe 111) de la enzima en un paso que

implica la transferencia de 2 electrones para formar el compuesto intermediario que
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contiene a la enzima, conocido como compuesto | (Col) que consiste en un radical

porfirina r cationico oxiferrilo, que contiene hierro en su estado de oxidacién +4 (Fe 1V)

Fe** + H,0, >[Fe*'=0] R' (Compuesto 1) + H,0O

El compuesto | se forma mediante la activacion del H,O, con la enzima libre, que contiene
al radical porfirina = cationico (R") que a su vez contiene a uno de los dos equivalentes de
oxidacion, en vista de que la porfirina es oxidada para formar este radical, y al complejo
intermediario oxiferrilo [Fe**=0] que incluye al segundo equivalente de oxidacién.

[Fe**=O]R' + substrato > [Fe*"'=0] R (Compuesto I1) + substrato oxidado

El compuesto | oxida entonces al sustrato y se convierte en el Compuesto I, que mantiene

al hemo-oxiferrilo, aunque enseguida,

[Fe**=0O] R + substrato > Fe** + H,O + substrato oxidado
Este Gltimo regresa a su estado de reposo (Fe®"), oxidando otra molécula del sustrato.
Las hemo-peroxidasas pueden catalizar reacciones consumiendo O,, éstas se reconocen
como ciclo oxidasa, que es favorecido por bajos niveles de oxigeno, dada la mayor afinidad

hacia el O, que presenta la ferroperoxidasa (Acosta et al., 1988).

Donde el grupo hemo en estado de reposo (Fe®*") puede recibir un electrén y un H', a partir

de algtin agente reductor, formando el estado ferroso de la enzima, que tiene Fe** y un H".

e, H
Fe®* (Enzima férrica) ~~»—+ Fe 2" - H* (Enzima ferrosa)

A continuacion se capta O, y se forma el compuesto 11, en el que el Fe*? al enlazar al

atomo de la molécula de oxigeno provoca que exista en este Gltimo un electron libre, se
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convierte en Fe™ y el segundo atomo de la molécula de O, adquiere entonces carga

negativa, lo que promovera que el H* se enlace a él,

O,

Enzima férrica
ol Fed*

HOO -
Fe (111)

Desprendiéndose posteriormente un radical ‘O-O-H, al tiempo que se regenera el estado de

reposo (la enzima férrica).

Las peroxidasas de este grupo desarrollan un mecanismo eficiente para capturar y activar

rapida y especificamente al H,0..

Las peroxidasas de clase Il tienen la capacidad de participar adicionalmente en un ciclo de
reacciones llamado “hidroxilico”, que es distinto del peroxidativo. Durante este ciclo, las
peroxidasas atraviesan por un estado Fe (1) y utilizan principalmente el anion superoxido
(0, para generar radicales hidroxilo (Passardi et al., 2004). De esta manera, las
peroxidasas de clase Il tienen la capacidad de catalizar la oxidacion del AIA por dos vias,
la oxidativa, en la cual se oxida el AIA en ausencia de H,O, y con consumo de O, y la
peroxidativa, en la que se transforma al H,O, en agua, al ser reducido con la oxidacion
concomitante del AIA. La peroxidasa es convertida a una verdo-hemo proteina Illamada P-
670, cuando cataliza la oxidacion del AIA en condiciones aerdbicas. Al parecer esta
conversion se realiza con la participacion de los hidroperoxidos derivados del proceso de

retorno a la forma inicial de la peroxidasa (Fep*®) de acuerdo al siguiente esquema:

+3 +2

Compuesto | Fep

Fep Compuesto 11
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Las Hemo-peroxidasas oxidan un amplio rango de sustratos utilizando el H,O, como
oxidante. Se ha aprovechado esta propiedad, para utilizar compuestos diazo que una vez
oxidados, adquieren una coloracion diferente y generalmente precipitan. Algunos de ellos
son el pirogalol (empleado desde 1917 por Willstalter y Stoll) &cido cafeico, 2,2-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato), 4-aminoantipirina y fenol, el Guayacol (ImM), la o-
dianisidina, el alcohol de coniferilo, la 3,3’-Diaminobencidina 1 mM (Murakami et al.
2007), la bencidina al 1% (Arzanova et al., 2002), 4-metoxi-alfa-naftol () el
diaminofluoreno, pirogalol (Criquet et al., 2001) y la mezcla pirocatecol (Km 12.5 mM) y
anilina (Molaei Rad et al., 2007).

Es importante considerar que las peroxidasas de clase | como las ascorbato peroxidasas se
encuentran en el citoplasma, y utilizan como sustrato al acido ascorbico, y ain cuando la
mayoria de las peroxidasas de clase I1l no son capaces de oxidarlo, algunas de ellas si lo
hacen, especialmente si se usan los sustratos no naturales como el Guayacol, llegando a
tener una afinidad mayor por el ascorbato que por el Guayacol, de esta manera, es
importante que las fracciones a evaluar estén depuradas para disminuir al maximo la

interferencia que puede provocar una sobreestimacion de la actividad de alguna de ellas.

El control del nivel enddgeno de auxinas es uno de los factores que mas estrechamente se
ha relacionado con la capacidad rizogénica de las especies hasta ahora estudiadas. Se ha
atribuido un papel especialmente importante en este proceso de control a las peroxidasas
(Cosio et al., 2009). Estas son enzimas cuya funcién primaria es oxidar moléculas a

expensas de peroxido de hidrogeno.

No es sorprendente que se conozca tan poco sobre sus funciones especificas en la planta,
debido a la alta redundancia encontrada en los genes, el amplio espectro de sustratos sobre
los cuales actlan estas enzimas, y las muy similares propiedades inmunoldgicas de
diferentes isoenzimas. Esta complejidad se ha pronunciado aiun mas, después de la
descodificacion del genoma de Arabidopsis, que se estima que incluye mas de 100 genes
completos de peroxidasa, con una alta similitud en secuencias. En el jitomate, que también

ha sido elegido para obtener su genoma, se han reportado 62 secuencias de peroxidasas de
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clase Il1, algunas parciales y otras completas, sin embargo, en un determinado tejido para
un estado de desarrollo definido, se llegan a revelar s6lo unas pocas isoenzimas.

2.4 ENZIMAS AIA OXIDASA

En 1947, Tang y Bonner fueron los primeros en hacer alusion a ésta enzima, la cual oxida y
destruye la actividad bioldgica del acido indol acético (AlA). Determinando un pH éptimo

de 6.0 a 6.7, y un maximo de concentracion de 25 ug/ml de AIA.

Leopold (1964), hace referencia a la oxidacion descarboxilativa del AIA, sobre el
requerimiento de un cofactor fendlico, y que éste puede activar la enzima AlA oxidasa,
atribuyendo el efecto de activacion especificamente a acidos fellricos y p-cumaricos, y que
en efecto la presencia de estos compuestos podrian ser la causa de la depresion del
crecimiento. De igual manera Segura (1994), menciona a algunos compuestos fenolicos,
especificamente monofenoles, como activadores de la reaccién de descarboxilacion del
AlA.

Evans y Alldridge (1965) encuentran 3 veces mas actividad de peroxidasas en plantas
enanas de tomate con respecto a las normales y revelan un maximo de 4 6 5 bandas en
raices (segun se revele con pirogalol o Guayacol). Posteriormente encontraron 3
isoperoxidasas cationicas y 9 anidnicas en tejido de tallo de jitomate enano. Estas 12
isoenzimas representan cerca del 20% de los genes que se tienen para expresarlas. Parece
entonces, que cada planta tiene un “juego” de isoperoxidasas para realizar una amplia

variedad de funciones (Cosio y Dunand, 2009).

Por su parte, Huang et al.. (1971) reportaron un total de 12 isoenzimas al trabajar con
agallas de tomate, todas ellas estan presentes en el tejido de raiz (revelandose 6 isoenzimas
catidnicas y 6 aniénicas cuando se utiliz6 un amortiguador de pH 8.5), mientras que en
tallos y hojas sélo apreciaron muy pocas bandas (3 6 4 isoenzimas), por cierto las

peroxidasas catidnicas no fueron revelados en tejidos aéreos de la planta.
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Palmieri et al. (1978), encontraron un méximo de 8 isoenzimas en mutantes de tomate que
presentan elevada actividad de peroxidasa-AlA oxidasa (en una de las plantas mutantes la
actividad es quince veces mayor a la que se encuentra en plantas normales y presentan
Organos mas reducidos en tamario y peso), 6 de ellas son anidnicas y 2 son cationicas, se

presenta un mayor nimero de isoenzimas y con mayor actividad en la raiz.

Segun Hartmnn y Kester (1995), los compuestos fenolicos estarian implicados en procesos

tales como la accion de la enzima y por lo tanto afectando la concentracion auxinica.

Por otro lado, trabajos citados por Rojas (1995), informan de una estrecha relacién entre la
actividad de AIA oxidasa y la formacion de raices adventicias. La enzima podria ayudar a
la destoxificacion del exceso de AlA y actuar sobre la auxina, oxidandola y por lo tanto

interfiriendo en su concentracion.

Una forma de catabolismo del AIA consiste en la oxidacion descarboxilativa de un lado de
la cadena del AIA por la enzima AlA oxidasa, llevando a la formacion de indol-3-metanol
u oxindole-3-metileno, sin embargo el conocimiento respecto a la correlacién entre los
niveles de AIA y AIA oxidasa durante el proceso de induccion del crecimiento, es aun muy
limitado (Zin-Huang et al.., 1996).

Los genes que codifican para peroxidasas de clase 11l en su mayoria constan de 4 exones y
3 intrones (Tognolli et al., 2002), la informacion contenida en ellos, conduce a la sintesis de
proteinas con dominios para unir iones calcio, para unir el grupo hem, para ser glicosiladas
y para unirse a componentes de la pared celular, como ocurre con la APRX (peroxidasa
anionica de Cucurbita Pepo) que presenta un motivo con 4 argininas que le confiere

capacidad de unidn a complejos de pectato de calcio (Cosio y Dunand, 2009).

Las isoenzimas con actividad peroxidasa frecuentemente también muestran actividad de
AlA oxidasa. El extracto libre de paredes empleando Withania somnifera contuvo algunas
peroxidasas y 3 de ellas fueron capaces de oxidar al AlIA en presencia de diclorofenol
(DCP) y Mn** y no requirieron de adicién de H,0, para su actividad (Johri et al., 2005). Se
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ha reportado también que en el jitomate, ninguna peroxidasa de clase Ill cataliza la
oxidacion del AIA en ausencia de peroxido (Kokkinakis y Brooks, 1979), aunque en
contraparte, Pressey (1990) presenta evidencia de actividad AIA oxidasa en peroxidasas de
clase 111 del jitomate, en ausencia de H,O,, mientras existan ciertos aniones como el fosfato

en el medio de reaccion.

El AIA es rapidamente metabolizado por las peroxidasas, actuando como AIA oxidasas,
con la mas fuerte actividad durante la fase de iniciacion del enraizamiento, que es la
segunda etapa del proceso de enraizamiento adventicio. Este periodo también se acomparia
de un aumento del contenido de perdxido de hidrogeno y en la actividad de ascorbato
peroxidasa, de catalasa y de Guayacol peroxidasa en las zonas de enraizamiento (Tyburski.
et al., 2006).

2.5 COMPUESTOS FENOLICOS

Las plantas como producto de su metabolismo secundario, son capaces de biosintetizar un
elevado nimero de compuestos fendlicos que quimicamente se caracterizan por poseer un
anillo aromatico més un grupo hidroxilo o un derivado funcional de éste. En una planta
pueden contribuir a la oxidacion del AIA interfiriendo en la concentracion de éste. Esto
podria significar que en el tejido adulto, donde hay mayor cantidad de fenoles, la actividad
de la enzima AIA oxidasa estaria aumentada (Kanamori, 1995). Algunos tipos de
compuestos fendlicos que pueden reducir la concentracion de acido indol acético (AlA) son
los monofenoles tales como los acidos p-hidroxibenzoico, vainillico, p-cumarico y siringico
que reducen la disponibilidad de AIA promoviendo su decarboxilacion a través de la

enzima AlA oxidasa (Hartmann y Kester, 1995).
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Justificacion

El estudio bioldgico de las proteinas que intervienen y regulan la degradacion auxinica es
parte de una variedad de procesos de gran impacto, ya que a pesar de los afos de
investigacion dedicados al estudio de las auxinas muchas de las preguntas fundamentales
sobre su control no han sido contestadas completamente, debido a que la mayoria de los
estudios con peroxidasas de clase Il se han realizado con mezclas de isoenzimas, sin
considerar su distribucion subcelular y la afinidad por diferentes sustratos con respecto a
los diferentes dias de desarrollo en el proceso de enraizamiento adventicio. Por lo que es
importante mostrar evidencias experimentales sobre (i) la localizacion extracelular de
peroxidasas de clase Il con actividad auxina oxidasa, (ii) los posibles cambios en
actividades peroxidasa y oxidasa durante el proceso de enraizamiento (0-10 dias), y (iii) la
via de degradacion auxinica (AIA/AIB) in vitro con isoperoxidasas de clase Il apoplasticas

de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum.
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4. HIPOTESIS
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Hipotesis

Existen dos grandes cuestiones en el estudio del mecanismo de control de los niveles
enddgenos de auxina en plantas, (1) ¢,como se mantiene regulado el contenido de AIA y
AIB en la planta?, para esto el catabolismo auxinico ha sido estudiado en varios sistemas y
hasta el momento no se ha definido con claridad el mecanismo del proceso. Por tal motivo
se pueden sugerir tres hipotesis en relacion con las isoenzimas de clase 111 involucradas con
la oxidacion del AIA y AIB. La primera considera que los dos tipos de actividad (oxidasa y
peroxidasa) estan presentes en distintas enzimas y que cada una puede ser purificada, la
segunda considera que los dos tipos de actividad residen en una misma peroxidasa pero con
2 sitios activos y la tercera sefiala que en una isoenzima pueden residir las dos actividades
y la diferencia radica en la afinidad hacia el sustrato; y (2) ¢dénde se encuentran las
enzimas que realizan tales funciones degradativas?, para esto habria que dilucidar la
ubicacion subcelular de estas proteinas al aislarlas de diferentes partes de la planta y del
tejido, pensando que se localizarian en el apoplasto y no en el contenido citoplasmatico
puesto que son proteinas de secrecion, pudiendo encontrarlas solubles en el apoplasto o
unidas a la pared celular mediante algin tipo de interaccion idnica, covalente o

conformacional.
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5. OBJETIVOS
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Objetivos

5.1 Objetivo General:
= Determinar la actividad auxina oxidasa de algunas peroxidasas aniénicas de
clase Il aisladas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum, en
ausencia y presencia de H,0..
5.2 Objetivos Particulares:
= Aislar y recuperar isoperoxidasas de clase Ill presentes en la fraccion
soluble y en las paredes celulares del apoplasto.
= Purificar peroxidasas anionicas de clase Il para evaluar los parametros
cinéticos de la actividad enzimatica peroxidasa y auxina oxidasa, utilizando
AlA y AIB como sustratos, en ausencia y presencia de H,O,.
= Analizar el catabolismo auxinico que siguen las isoperoxidasas de clase Il
en su reaccion de oxidacion.
= Determinar de la secuencia primaria de una isoperoxidasa de clase Il
mediante espectrometria de masas.

= Analizar las estructuras secundaria y terciaria mediante un analisis in silico.
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6. MATERIAL Y METODOS EXPERIMENTALES
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Material y métodos experimentales

6.1 PRODUCCION DE MATERIAL VEGETATIVO

6.1.1 Germinacion se semillas

Con el proposito de obtener plantulas en condiciones asépticas se sometieron 20 semillas de
jitomate (Solanum lycopersicum) a predesinfestacién con NaCIO 1% por un tiempo de 30
minutos, enseguida se procedié al lavado de las semillas con agua destilada, tres veces
consecutivas, para eliminar los residuos de la solucion anterior. Las semillas permanecieron

en imbibicion en H,O destilada por 24 horas.

Previamente a la siembra se prepar6 una camara de crecimiento, se utilizaron almacigos
con agrolita, posteriormente las semillas se trasfirieron a almacigos y se mantuvieron con
un fotoperiodo de 12 horas de iluminacién y 12 horas de oscuridad a una temperatura
constante de 26°C y humedad relativa de 60%, un riego manual 3 veces a la semana hasta

alcanzar una talla de 10cm base-apice.

6.1.2 Trasplante

Todas las plantulas se trasplantaron a tezontle estéril en bolsas de polietileno de
25cmx30cm, colocadas en contenedores de 30cmx30cmx15cm. Antes de llevarlas a
condiciones del invernadero fueron aclimatadas al drenaje y la ventilacion durante 2 dias.
En la etapa final de crecimiento y desarrollo se da la floracién y fructificacion de las
plantas, ésta tuvo lugar en el invernadero de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la
FESI-UNAM con una temperatura promedio de 30°C y humedad relativa de 50%.

6.1.3 Propagacion por esquejes

La proliferacion de brotes axilares fue promovida al podar el apice de las plantas, evitando
en lo minimo la produccion de flores y frutos, para asi desviar la energia a la produccion de
yemas axilares. Los brotes fueron utilizados para la produccion de plantas evitando el

proceso de reproduccion sexual.
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Se considera como brote axilar aquel que presenta una yema con por lo menos una hoja
bien diferenciada, encontrado entre el tallo principal y una rama lateral. De entre estos
fueron seleccionados los que se encontraban a una altura entre los 20cm y 60cm (base-

apice), con una talla de tallo de 10cm.

Para la etapa de proliferacion de raices adventicias en esquejes se aplicd Acido Indol-3-
Butirico (AIB) con una concentracién 5x10°M, este tratamiento se mantuvo 24 horas v al
término del mismo, la solucion se remplazd por H,O destilada realizando los cambios
necesarios para evitar la proliferacion de microalgas. Se extrajeron esquejes del dia cero
(sin aplicacion de AIB), y a partir del dia 1 hasta el dia 10 con auxinas (AIB) Estos
esquejes se mantuvieron en un cuarto de incubacion con un fotoperiodo de 12 horas de
iluminacién y 12 de oscuriadad a una temperatura constante de 26°C y humedad relativa de
60%, por un tiempo de 10 dias al término de los cuales se veia el crecimiento total de las
raices producidas.

Posteriormente, los brotes provistos de raices fueron trasplantados a tezontle estéril en
bolsas de polietileno de 25cm x 30cm, colocadas en contenedores de 30cmx30cmx15cm.
Estas mismas fueron llevadas a invernadero y se mantuvieron en las mismas condiciones

que las plantas madre.

6.1.4 Riego

Se agreg6 un volumen total de 1.5L de solucion nutritiva Hoagland semanalmente por
contenedor. De modo que el nivel de agua del contenedor mantuviera una altura de 5cm, se
regaron 3 veces por semana dependiendo de la demanda de agua de la planta con respecto a

la evaporacion, manteniendo aproximadamente 1L remanente.

Los nutrientes requeridos por las plantas fueron suministrados mediante la solucion
nutritiva Hoagland. La composicién nutrimental de la solucién fue (mM): 1 KH,PO,, 5
KNO3, 2 MgSO,, 5 Ca(NO3),, 0.88 H3BO3, 0.038 ZnSO,4-7H,0, 0.016 CuSO,4-5H,0, 0.005
H,M0O4-4H,0.
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6.1.5 Control de plagas
La mosquita blanca (Bemisia tabaco) en jitomate (Solanum lycopersicum) en México
ocasiona dafio directo y transmite enfermedades virales, que reducen el potencial

productivo (Railén et al., 2011).

Para su proteccion se utilizaron cubiertas de malla de polipropileno, sélo en las primeras
etapas de desarrollo de las plantas para evitar que el microclima afectara el crecimiento de
las plantas. Posteriormente en respuesta a esta problematica, se implemento la aplicacion de
insecticidas sin lograr erradicar a la mosquita, por lo cual se buscé una estrategia de tipo
manual para reducir la poblacion y con el fin de no afectar algin otro factor. Se aplic
pegamento a cuadritos de cartulina amarrilla en tres puntos de la planta (apice, parte media
y base), atrayendo a las mosquitas de modo que quedaran inmovilizadas. Con lo cual se

observo la disminucion y control de la poblacion.

A lo largo del desarrollo del cultivo se realizaron sesiones de limpieza, las cuales
implicaban deshierbar la maleza dentro de la nave , el cambio de agua en los contenedores,

y la renovacion de trampas para mosquita blanca.
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( Semillas de Solanum lycopersicum )

Desinfeccion con NaClO 1%
30 minutos

Lavado de semillas con H,O
por triplicado

Imbibicion en H,O durante 24 horas

Cserminacién (cuarto de incubaciénD

Aclimatacion
(T°, aireaciéon y H,0)

Condiciones de Invernadero

{Transplante de plantulas a tezontle)

( Control de plagas ) (Limpiezade invernadero)

C:recimiento y desarrollo de plantaa

Obtencion de tallos de brotes axilare9

Incubacién 0-10 dias con AIB 5x10°M

Esquema 1. Metodologia para la produccion de material vgetativo
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6.2 EXTRACCION DE PEROXIDASAS DE CLASE 111

6.2.1 Recoleccion de material biolégico

El material bioldgico utilizado para la experimentacién fue Solanum Lycopersicum,
obtenido a partir de plantas cultivadas en el invernadero perteneciente a la FESI-UBIPRO,

UNAM. Los tallos utilizados provenian de ejemplares de 1 afio de edad.

6.2.1.1 Tallos sin tratamiento
Los esquejes de tallos de brotes axilares fueron seleccionados en las plantas a partir de los
20-60cm (base-apice), con una longitud aproximada de 10cm y fueron procesados en el

momento (dia cero) para evaluar la actividad auxina peroxidasa y auxina oxidasa.

6.2.1.2 Tallos con tratamiento

Los esquejes de tallos de brotes axilares fueron seleccionados de igual manera y se
mantuvieron en incubacion en una solucion de Acido Indol-3-Butirico (AIB) 50uM durante
24 horas para promover el enraizamiento adventicio, posteriormente se conservaron en
agua destilada, cambiandola cada 24 horas durante 10 dias, almacenando ejemplares de

cada uno de los dias, para evaluar la actividad auxina peroxidasa y auxina oxidasa.

6.2.2 Protoplastos

Se extrajeron las proteinas contenidas en la fraccion soluble del apoplasto y las adheridas a
la pared celular, a partir de tallos de brotes axilares completos o haciendo cortes cilindricos
de aproximadamente 3mm de espesor estos se colocan en una solucién que contiene
CeH1406 0.6M, KNOz 1mM, MgSO, 1mM, disuelto en KC,H30, 0.2mM pH 5.1,
agregando 1000U de celulasa (EC. 3.2.1.4 de Penicillium funiculosum) y 75U de pectinasa
(EC. 3.2.1.1.5 de Aspergillus niger) por cada 10g de tejido vegetal. La digestion se
mantiene en agitacion constante a 30°C - 100rpm -3hrs, para evitar la contaminacién de
proteinas intracelulares. La separacion de protoplastos se hizo a partir de centrifugacion,

precipitandolos a 500 x g - 25min - 4°C.
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La fraccion enzimatica a analizar fue aquella obtenida del sobrenadante, misma que se

centrifugd nuevamente a 10,000 x g - 30min - 4°C para eliminar residuos de tejido.

6.2.3 Proteinas de la fraccion soluble del apoplasto

Para la obtencion de muestra soluble se realizaron extractos a partir de una mezcla 1:2
(9/ml) de tejido fresco por solucion de amortiguador NaH,PO,H,O 0.1M pH 5.7 &
NaC,H3O, 0.02M pH5.7, a la mezcla se adiciond PVP en proporcion 1:10 (g/ml de
solucion) para su homogenizacion, macerando a baja temperatura y centrifugando a 15,000

x g durante 15 minutos, se recuperd la fase liquida en alicuotas (1.5ml).

6.2.4 Proteinas de paredes celulares

La fase sélida obtenida en la metodologia anterior se utilizé para la digestién de paredes
celulares agregando 0.01g de celulasa y 1.5ml de pectinasa por cada 15¢g de tejido obtenido,
resuspendiendo el tejido en amortiguador NaH,PO,4-H,0 0.1M pH 5.7 proporcion 1:1. Para
la obtencidn de la fase liquida se centrifugaron las muestras a 15,000 x g. El sobrenadante

recuperado se empleo para el analisis enzimatico.

6.2.5 Apoplasto

Se extrajeron a 20°C las proteinas contenidas en la fraccion soluble del apoplasto y las
adheridas a la pared celular a partir de dos diferentes métodos, uno con tallos completos (C)
y otro con cortes cilindricos “rodajas” (R) de aproximadamente 3mm de espesor, estos se
colocan en una solucion NaC,H3;0, 0.02M pH 5.7 en relacion 1:1 [m:v], y se mantuvieron
en agitacion constante a una velocidad de 100 x g durante 1, 2, 3y 4 horas (Cy, C,, C3, Csy
Ri, Rz, Rs, Ry respectivamente); para evaluar la asociacion con la pared celular,
conservando el tejido de los diferentes tiempos solo se retird el sobrenadante y se
centrifugd a una velocidad de 15,000 x g, a 4°C durante 15 minutos para eliminar partes de
tejido contaminante. El tejido restante se resuspendio en un amortiguador NaC,H3;0, 0.02M
pH 5.7 en relacion 1:1 [m:v]agregando 100U de celulasa y 7.5U de pectinasa por gramo de
tejido vegetal. La digestion se debe mantener en agitacion constante a una velocidad de 150
X ¢, a 20°C durante 1, 2, 3y 4 horas (C;, Cy, Cs, C4 ¥ Ry, Ry, R3, R4 respectivamente), para

evitar la ruptura de membranas y contaminacion de proteinas intracelulares las muestras
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fueron centrifugadas a una velocidad de 500 x g, a 4°C durante 25 minutos separando asi
los protoplastos. La fraccion enzimatica obtenida del sobrenadante es centrifugada
nuevamente a una velocidad de 15,000 x g, a 4°C durante 15 minutos para eliminar
posibles residuos de tejido. A las muestras se les adiciona polivinilpirrolidona en
proporcion 0.1:1 [m:v] polimero usado para adsorber los compuestos fenolicos que
pudieran provocar un bajo rendimiento de las isoenzimas, el cual fue retirado al centrifugar

nuevamente a una velocidad de 15,000 x g, a 4°C durante 15 minutos .

6.2.5.1 Ensayo de diez dias de enraizamiento
Extracto I. NaC,H30, pH 5.7.

Tratamientos Extracto Il. Triton X-100 2% en NaC,H3O, pH 5.7
Extracto Ill. Enzimas de digestion (pectinasa 2.5U/ml y
celulasa 5.0U/ml) en NaC,H30, pH 5.7

Tallos completos (C).
Etiquetas Tallos rodajas (R).
Dias0, 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10.

En los tratamientos IC y IR (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) se colocaron 25ml de
amortiguador NaC,H3;0, a una temperatura ambiente 20°C, manteniendo una agitacion
orbital constante de 150rpm, para provocar una mayor interaccién entre el amortiguador de

fuerza idnica baja y el apoplasto del modelo bioldgico.

En los tratamientos IIC y IR (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) el material biolégico fue puesto
en contacto con una solucién de tritdn X-100 X al 2% [v:v]en amortiguador NaC,H30- a
una temperatura ambiente 20°C, manteniendo una agitacion orbital constante de 150rpm,
para provocar una mayor interaccion entre el amortiguador de fuerza ionica baja y el

apoplasto del modelo bioldgico.

En los tratamientos IIC y IIIR (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) el material bioldgico fue
puesto en contacto con una solucion triton X-100 2% en amortiguador NaC,Hs0O, a una
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temperatura ambiente 20°C, manteniendo una agitacion orbital constante de 150rpm, para
provocar una mayor interaccion entre el amortiguador de fuerza ionica baja y el apoplasto

del modelo bioldgico.

Cada uno de los sesenta y seis tratamientos, se mantuvo en agitacion durante 40 minutos.
Transcurrido este tiempo se obtuvieron las muestras con las enzimas removidas y fueron

centrifugadas a una temperatura de 4°C, durante 15 minutos a 15,000 x g.

6.2.5.2 Ensayo con diferentes pH

Se extraen las proteinas a 20°C contenidas en la fraccion soluble del apoplasto y las
adheridas a la pared celular a partir de dos diferentes métodos, uno con tallos completos (C)
y otro con cortes cilindricos (R), estos fueron colocados en una amortiguador NaC,H30,
0.02M pH 5.7 haciendo un gradiente de pH (3.5, 4.5, 5.7, 6.5, 7.5 y 8.5) (Hoyle, 1978), se
mantuvieron en agitacion constante a una velocidad de 100 x g durante 30 minutos; para
evaluar la asociacion con la pared celular, conservando el tejido del gradiente de pH sélo
fue retirado el sobrenadante y centrifugado a una velocidad de 15,000 x g, a 4°C durante
15 minutos para eliminar partes de tejido contaminante. El tejido se resuspendié en un
amortiguador NaC,H30, 0.02M manteniendo el pH de cada muestra, se agregaron 100U de
celulasa y 7.5U de pectinasa por gramo de tejido vegetal. La digestion se mantuvo en
agitacion constante a una velocidad de 150 x g, a 20°C durante 30 minutos, para evitar la
ruptura de membranas y contaminacién de proteinas intracelulares las muestras fueron
centrifugadas a una velocidad de 500 x g, a 4°C durante 25 minutos. La fraccion enzimatica
obtenida del sobrenadante es centrifugada nuevamente a una velocidad de 15,000 x g, a
4°C durante 15 minutos para eliminar posibles residuos de tejido

6.2.6 Preservacion

Las muestras son congeladas a -70° C hasta el momento de su anélisis, esto para evitar la

degradacion proteica y preservar la actividad enzimatica.
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6.3 FRACCIONAMIENTO Y CONCENTRACION DE ISOENZIMAS

6.3.1 Precipitacion con (NH4),SO4

A la muestra de proteinas solubles recuperada del extracto crudo y del digerido de paredes
celulares se agrega (NH4),SO4 con respecto al porcentaje de saturacion deseado (40%, 75%
y 100%), provocando que la proteina comience a disminuir su solubilidad, causando la
precipitacion de proteinas, para de esta forma fraccionar y enriquecer la concentracion de
algunas isoenzimas de nuestro interés. Para evitar algun efecto nocivo sobre la actividad
enzimaética, se mantiene una temperatura (0°C) y agitacion constante. La concentracion de
(NH,4)2SO,4 se incrementd gradualmente, a partir del 40% hasta alcanzar un 100%,
recuperando las fracciones por centrifugacion a 10,000 x g durante 20 minutos a 4°C, la
fraccion del sobrenadante residual fue utilizada para llevarla a la siguiente concentracién de
(NH4)2SO,. El sedimento fue resuspendido en un volumen minimo (1ml) del amortiguador

con que se realizd la extraccion.

6.3.1.2 Dialisis

El sedimento resuspendido debe transferirse a una bolsa de dialisis previamente lavada e
hidratada con agua destilada para eliminar las sales del medio en el que se encuentran. Las
proteinas se dializaron contra un amortiguador NaH,PO4-H,O 0.05M pH 5.7, realizando 3
cambios de la misma solucién durante 72 horas. Para remover residuos de (NH,4),SO, se

centrifuga a 10,000 x g durante 10 minutos a 4°C.

6.3.3 Columna de intercambio idnico

Este método de separacion esta basado en la trasferencia de materia fluido-sélido. Lo cual
implica la trasferencia de uno o mas iones de la fase fluida sélida por intercambio o
desplazamiento de iones de la misma carga, que se encuentran unidos por fuerzas

electrostaticas a grupos funcionales superficiales.

La resina utilizada UNOsphere™ Q Anion Exchange Support, es un intercambiador iénico
que consta de una amina cuaternaria en la matriz, esferas de macroporos (> 2000 A) que

llevan a la rapida cinética de unién, en este caso de proteinas con carga negativa. Las
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fracciones proteicas se obtuvieron al emplear un amortiguador de equilibrio NaH,PO,4-H,0
0.1M pH5.7 (equilibra la columna), un amortiguador de extracciéon NaH,PO4-H,O 0.02M
pH5.7 (eluye las proteinas catidnicas), y un amortiguador de elucidn de proteinas anionicas
NaH,PO4-H,0 0.01M pH5.7 con un gradiente de NaCl (0.2M, 0.4M, 0.6M, 0.8M, 1M).

6.3.4 Filtracion por intercambio ionico

La separacion de proteinas de acuerdo a su carga (negativa) se realiz6 por medio de un
filtro intercambiador (Sartobind Membrane, Quaternary ammonium). Esta técnica permite
separar a las proteinas por carga usando un amortiguador que compita por el sitio de union
proteina-membrana. Las fracciones proteicas se obtuvieron al emplear un amortiguador de
equilibrio NaH,PO4H,O 0.1M pH5.7 (equilibra la membrana), un amortiguador de
extraccion NaH,PO4-H,O 0.02M pH5.7 (eluye las proteinas catidnicas), y un amortiguador
de elucion de proteinas anionicas NaH,PO4-H,O 0.01M pH5.7 con NaCl 0.2M, 0.4M,
0.6M, 0.8M, 1M).

6.3.5 Filtracion por exclusién molecular

Debido a que la isoperoxidasa anidnica de interés pesa alrededor de 36-38kDa, se utilizaron
membranas de corte de 50kDa y 30kDa, permitiendo de este modo la concentracion
proteica. Las muestras se pasan a través de la membrana de corte 50kDa, centrifugando a
una velocidad de 1,000 x g, durante 20 minutos, a 4°C, las proteinas solubles con peso
molecular aproximado de 50kDa posteriormente se filtran con la membrana de 30kDa y las
proteinas con peso molecualr aproximado de 30kDa son excluidas obteniendo la fraccion

con proteinas de peso molecualr <50kDA y >30kDa.

6.3.6 Precipitacion con Acetona al 80%

Al pasar por diferentes pasos de purificacion las muestras enzimaticas adquieren mayor
volumen, lo cual disminuye su concentracion. Para obtener mayor enzima en menor
volumen se agrega 4:1 [v/v] de acetona (-20°C) con respecto al volumen de proteina
soluble, la mezcla se agita en VVortex y posteriormente se deja precipitando durante 1 hora a
-20°C, pasado el tiempo se centrifuga a 15,000 x g durante 10 minutos a 4°C, al retirar el
sobrenadante queda una pastilla (proteinas), que se deben mantener a temperatura ambiente
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para permitir la evaporacion de la acetona residual, finalmente el sedimento se resuspendid

en un volumen deseado para su posterior analisis.

6.3.7 Obtencion de bandas de interés

Con la finalidad de separar las isoformas segin su carga se recortdé un carril del gel de
poliacrilamida para revelarlo con actividad AlAox y poder sobreponerlo a los otros carriles
sin revelador, se recortaron sélo las bandas de interés, las bandas de interés y se congelaron
a -70°C, las tiras congeladas se maceraron en el minimo volumen del amortiguador de
extraccion para solubilizar la proteina, las muestra se centrifugaron a 14,000 x g durante
tres minutos a 4°C, las proteinas aisladas se recuperaron por decantacion.

6.4 CARACTERIZACION DE ISOPEROXIDASAS
6.4.1 Andlisis de contenido proteico en solucion
A las diferentes fracciones enzimaticas se les determind la concentracion de proteina en

solucion por el método Bradford (1976).

6.4.2 Anélisis cinético

6.4.2.1 Actividad peroxidasa

La actividad peroxidasa se puede medir utilizando una gran variedad de sustratos tales
como ABTS, é&cido ferulico, catecol, Guayacol, o-dianisidina, o-fenilendiamina o
pirogallol. Los productos de oxidacion de estos sustratos absorben en la region visible del
espectro a diferentes longitudes de onda. El ensayo enzimatico se llevé acabo para la
determinacion de actividad peroxidasa usando Guayacol como sustrato, utilizando un
equipo PERKIN ELMER, Mod. Lambda 2S, U.S.A.

La actividad auxina peroxidasa se determind por medio de lecturas espectrofotométricas a
M70nm. Una alicuota de muestra enzimatica se adiciona a un tampon de NaC,H3;O,
0.025M, pH 5.7, que contiene Guayacol 0.02M y H,0; al 0.3% [v:v], en proporcién 8:1:1
respectivamente. Los cambios de absorbencia debidos al producto de oxidacion del

Guayacol se siguieron durante cinco minutos a 20°C.

65
Isoperoxidasas anidnicas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum, con actividad AIA y AIB oxidasa in vitro. Anabel R.F.



Material y métodos experimentales

Para el calculo de la actividad peroxidasa se utiliz6 el coeficiente de extincién molar €470 =
26.61 (mmol cm™). La actividad especifica se expresa como unidades de actividad por

miligramo de proteina (U mg-1).

6.4.2.2 Actividad auxina oxidasa (AlAox/AlIBox)
Los sustratos AIA y AIB empleados para la determinacién de la actividad oxidasa se

aplicaron a una concentracion 66uM.

6.4.2.2.1 Técnica SalkowskKi

Se utilizaron distintas variantes del reactivo Salkowski.Técnica de Pilet and Chollet, Tang y
Bonner, y una variante de la técnica anterior (S/2). Utilizando la concentracién
correspondiente a la fraccion proteica. Para determinar la actividad enzimatica AIAox

espectrofotométricamente.

Los ensayos para determinacion de AlAox se valoraron por diferentes tiempos (0, 30, 60,
90 min) a 25 °C en oscuridad, con el fin de evaluar el desarrollo de la reaccién. Para
determinar la actividad enziméatica AlAox se aplica el reactivo de Salkowski dejandolo
reaccionar durante 30 minutos en obscuridad para obtener un color estable, midiendo su
absorbencia a A535 nm. Este método nos permite determinar la concentracion residual del
sustrato con respecto a la concentracién inicial de la reaccion, extrapolando los datos a

partir de una curva de patron del sustrato.

6.4.2.2.2 Espectrometria

La actividad auxina oxidasa fue determinada en solucion utilizando la mezcla de revelado
para geles de poliacrilamida. La técnica consta de 3 soluciones. La solucién A (agua
destilada), la solucion B (&cido p-cumarico 2mM, AIA/AIB 2mM, H,0, 0.1% [v:v]) vy la
solucion C (NaC,H30O, 2M pH 4.2), proporcion 1:2:1, la concentracion final es de 1mM
AlA, 1ImM é&cido p-cumarico, ImM H,0, y 0.5M de NaC,H30, pH 4.2, evaluando la
actividad enzimatica problema. La solucién B tuvo otras variantes, sin H,O, y con H,0;
340uM.
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Se determino la actividad AlAox a A251-253nm que es la longitud de onda a la que absorbe
el anillo aromatico. También se determind la formacién de ferroperoxidasa y los

compuestos I, II y III midiendo a A408nm, A413nm y A670nm respectivamente.

6.4.2.2.3 Consumo de O,

Con el fin de verificar que la actividad fuése oxidasa y no peroxidasa, se registro el
consumo de O, con un oxigrafo System Hansatech Instruments (KINGS LYNN, England),
utilizando un electrodo tipo Clark, manteniendo una temperatura constante (30°C) y la
circulacién de agua y aire Cole-Parmer Polystat®, calibrando a 100% y ajustando el
contenido de oxigeno. La cinética de consumo de oxigeno fue registrado por un grabador
acoplado al oxigrafo Cole- Parmer® (Mod. 12.2-0000, U.S.A). Se evaluaron dos medios de
reaccion, la solucion 1) 0.60mM de AIA/AIB, 0.02mM de MnCl;, 0.075mM de DCP con
algunas modificaciones sobre lo reportados por Kokkinakis y Bosko (1979), también se
evalud la actividad oxidasa al usar AIA/AIB 1mM, &cido p-cumérico 1mM como cofactor
(Hoyle, 1978), siendo la variante de importancia el H,O, (ImM, 0.34mM y sin H,0,) en los

dos casos.

6.4.3 Anélisis de pureza por electroforesis

6.4.3.1 Electroforesis nativa en geles de poliacrilamida

Ademas de estimar la actividad enzimatica por métodos espectroscopicos, se requiere
mostrar en condiciones nativas el nimero, la carga y la abundancia de las diferentes

isoperoxidasas.

La técnica PAGE posee un alto poder de resolucion, este utiliza un sistema electroforético
discontinuo, que se forma por dos geles de distinta porosidad y pH. El superior, Ilamado
concentrador o compactador, con tamafio de poro no restrictivo (grande), el inferior
Ilamado separador, donde la movilidad es restringida por el tamafio de poro. La velocidad
de migracién o movilidad a través del campo eléctrico depende de varios factores como
son: la intensidad de dicho campo; la carga neta, tamafio y forma de las moléculas; asi
como la fuerza ionica, viscosidad y temperatura del medio en el cual las moléculas se estan

moviendo.
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Las condiciones fueron, gel condensador 4% y gel separador al 12.5%. La cantidad de
muestra colocada por pozo en el gel de poliacrilamida contenia <30ul y <30pg. Las

condiciones de corrida fueron 150V, 50mA.

6.4.3.1.1 Tincidn de peroxidasas
La solucion para tefiir la actividad peroxidasa consiste en una mezcla que contuvo
Bencidina 3.6mM y H,0, 48mM en un amortiguador NaC,H3;0, 2M pH 4.2.

6.4.3.1.2 Tincidn de actividad AlAox/AlIBox

El revelado de isoenzimas con actividad auxina oxidasa consto de 3 soluciones. La solucion
A (Fast Blue BB Base disuelto en etanol), la solucion B (acido p-cumaérico, AIA/AIB y
H.0,), y la solucién C (NaC,H30, 2M pH 4.2), proporcién 1:2:1. Concentracion final: AIA
1mM, é&cido p-cumérico 1mM, Fast Blue BB Base 3.3mM y H;0, 0.342mM en un
amortiguador NaC,H30, 0.5M pH 4.2, como lo reportado por Hoyle (1978) con algunas

modificaciones.

6.4.3.1 Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE

Para estimar la eficacia de purificacion, se utilizo la electroforesis en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes. Dado que las peroxidasas de interés oscilan entre los 30-
50kDA de masa molecular, se trabajé con geles de poro intermedio (12%). Al agregar SDS,
las proteinas se cargan negativamente y la cantidad de detergente que se une a la proteina es
directamente proporcional a su tamafio, es por eso que las proteinas son separadas en
funcién de su masa molecular. Los pesos moleculares son determinados debido a la
movilidad electroforética. La estimacion del peso molecular fue calculada a partir de un
marcador de proteinas estandar (PageRuler ™Plus Prestained Protein Ladder), midiendo la

movilidad relativa Rs.

Las condiciones para los geles desnaturalizantes fueron las mismas que para las

electroforesis nativas,

68
Isoperoxidasas anidnicas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum, con actividad AIA y AIB oxidasa in vitro. Anabel R.F.



Material y métodos experimentales

6.4.3.2.1 Tincion con azul de Coomassie

Para esta técnica se emplearon tres soluciones, la solucion de fijacion contuvo acido acético
glacial 7% [v:v] y metanol 40% [v:v]. El gel se cubrié con 50ml de esta solucion y
se mantuvo en agitacion a una velocidad constante de 50 x g, durante 30 minutos
a 20°C.

En la solucion de tincion se mezclo azul de Coomassie G-250 al 0.1 % en metanol al 50%
[v:v], y éacido acéticol0% [v:v]dejando el gel en contacto con 50ml de la solucion se
mantuvo en agitacion a una velocidad constante de 50 x g, durante 12-24 horas a 20°C.

Para destefiir el gel se coloc6 en una solucién de metanol 40% [v:v] y acido acético 10%
[v:v]. El tiempo de decoloracion varia, por lo cual se debe cambiar la solucion para acelerar
este proceso, posteriormente ésta solucion se remplazd por H,O destilada hasta obtener el
color deseado. En el caso de las muestras con muy baja concentracion proteica se realizé la
tincion con reactivo de Bradford al 16% de (NH,4),SO,4 durante 24horas.

6.4.3.2.2 Tincidn rapida de plata

Consta de la solucion I-Fijadora (Metanol 40% [v:v], 0.5ml de Formol 37% [v:v], aforados
a 1L), solucion 11 (NayS;03 0.2% [m:v]), solucion IlI-Desarrolladora (Na,CO3 3% [m:Vv],
Na,S,03 0.0004% [m:v], agregando 0.5ml de Formol 37% [v:v] al instante), y solucion V-
Acido citrico (12.8g en 25ml de H,0), (Oakley, 1980).

6.4.3.2.3 Tincion para glicoproteinas

Las peroxidasas de clase Il son glicoproteinas que poseen un porcentaje de glicosilacion
que oscila entre el 0-5 y 0-25%, respectivamente. Las cuales fueron identificadas utilizando
Thermo Scientific Pierce Glycoprotein Kit (Sigma-Aldrich, Inc.), para la tincion de
proteinas glicosiladas en geles de poliacrilamida utilizando el método &cido periddico de
Schiff (PAS), que permite detectar restos de azucares. Mediante la aplicacion de soluciones

para la oxidacién, reduccion y tincion.

El gel se fijo por completo en una solucion agua/metanol 1:1 [v:v], y se mantuvo en

agitacion durante 60 minutos, la solucion se remplazé por H,O y se coloco en agitacion
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durante 20 minutos (2 veces), el gel lavado fue transferido a la solucién de oxidacién y se
dejo reaccionar 60 minutos, la solucion se removié al lavar 2 veces con H,0,
posteriormente se adiciond el reactivo de Schiff para tefiir el gel entre 1 y 2 horas, al
producirse bandas magenta se remplaza el reactivo por la solucién reductora y se mantiene
en esta por 2 horas, al final se realizaron lavados con H,O y el gel se almacend en &cido
acético 5% [v:v]. El gel debe contener un control positivo un carril, en este caso se utilizo

la Peroxidasa de rabano.

6.4.3.3 Ensayo de actividad Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH)

Todos los organismos vivientes, sean levaduras o protozoos, plantas o animales, expresan
la enzima glucosa- 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD). Debido a que ésta se encuentra en el
citoplasma de las células vegetales, se buscé evidenciar que no hubiera contaminacién de
proteinas intracelulares y que las peroxidasas de clase Ill se encuentran en el apoplasto
(unidas a la pared celular o en la fraccion soluble).

La actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) se evalué en un volumen total de
3ml de la solucion de ensayo, la cual contenia Tris-HCL, pH8.0 57mM, MgCl, 3.3mM,
NADP 0.2mM, glucosa-6-fosfato (G6P) 3.3mM y 75ul de la muestra proteica (Kong et al..,
2010). El control positivo fue glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) 10ug/ml. La
reaccion se comenz6 a medir una vez agregada la proteina a la solucién de ensayo. La
reduccion de NADP fue monitoreada por el incremento de absorbencia a A340nm durante
cinco minutos. Una unidad de G6PDH es definida como a 1umol de NADPH convertido
por minuto a 20°C. Para determinar la actividad se utilizé la formula C=A/e x cm ™ x
tiempo. A= cambio de absorbencia, = coeficientes de extincion molar del NADP (6.22

mM™cm™)

6.4.4 Determinacion de pl
Para conocer la pureza de una muestra enzimatica es necesario ubicar las diferentes
isoformas mediante isoelectroenfoque (IEF). Esta técnica separa las proteinas en funcion de

su pl (punto isoeléctrico), es decir, el pH al cual la carga neta de la proteina es nula, de
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modo que cuando la proteina se encuentra en su pl esta deja de moverse a lo largo del gel
de anfolitos que se encuentra sometido a la accion de un campo eléctrico uniforme.

La muestra proteica contenia de 1-100ug, en 1-100ul, la cual se concentro con el kit 2-D
Clean-Up, que ayuda a eliminar impurezas. Para la separacion de proteinas por su pl se uso
un sistema Ettan™ IPGphor™ (GE Healthcare, Sweden). El pellet obtenido de la fase
anterior se resuspendid en un volumen adecuado de amortiguador de rehidratacion para
cargarlo en la 12 dimension, en este caso 125ul, que contenian Urea 8M, CHAPS 2% (m:v),
2% IPG amortiguador [m:v], azul de bromofenol 1% y 7mg de DTT por cada 2.5ml de
solucién, volumen que fue puesto en contacto con las tiras de anfolitos (Immobiline
DryStrip gel length) de 7cm, sobre el Immobiline DryStrip Tray cubiertas con aceite,
durante 24 horas. Las tiras rehidratadas con las muestras se colocaron sobre el colector
haciendo coincidir los electrodos sobre las almohadillas. Las condiciones del IEF fueron.
Paso 1: 300V (0:30, h:min), 0.2kVh, Paso 2: 1000V (1:30, h:min), 0.3kVh, Paso 3: 5000V
(2:30, h:min), 4.0kVh, Paso 4: 1200V (0:30, h:min), 1.0kVh

Manteniendo condiciones de entre los 30 y 50mA.Terminados los diferentes pasos, las tiras

pueden ser almacenadas a -70°C por un periodo prolongado de tiempo.

6.4.4.1 Electroforesis en segunda dimension (2-D)

Esta técnica es empleada para el analisis de proteinas de acuerdo a dos propiedades
independientes. El IEF, que separa las proteinas de acuerdo a su pl, y la segunda dimensién
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), para conocer el peso molecular de la proteina. Las
tiras con las proteinas enfocadas fueron equilibradas con dos soluciones, la primera contuvo
Urea 6M, Tris-HCI 75mM pH 8.8, Glicerol 29.3% [v:v], SDS 2% [m:v], azul de
bromofenol 0.002% [v:v] y 100mg de DTT por cada 10ml de solucion, volumen en el que
se sumergieron cada una de las tiras manteniéndolas en agitacion constante, durante 15
minutos a 20°C, la segunda solucién contenia Urea 6M, Tris-HCI 75mM pH 8.8, Glicerol
29.3% [v:v], SDS 2% [m:v], azul de bromofenol 0.002% [v:v] y 250mg de yodoacetamida,
realizando el mismo procedimiento.Para conocer los pesos moleculares se realizé una SDS-
PAGE, solo preparando el gel separador al 12.5%. Las condiciones de corrida son 150V,

50mA. El gel debe tefirse de la misma manera que la electroforesis SDS-PAGE.
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Analisis de resultados

Esquema 2. Metodologia de ensayos para determinar la ubicacién de las peroxidasas de clase Il y el catabolismo auxinico.
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6.5 ANALISIS DEL CATABOLISMO AUXINICO

6.5.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

En este ensayo analitico las muestras enziméticas se pusieron en contacto con un medio de
reaccion: sustrato (AIA-AIB) 0.5mM, acido p-cumarico 0.5mM, H,0O, 0.034mM (Hoyle,
1978). EIl andlisis se realizo por HPLC (HP 1100 series, USA) utilizando una columna
Allsphere ODS-15u con flujo 1.5ml/min™. Las muestras fueron eluidas con una fase mévil
de agua-4cido acético 1% / metanol 60:40 [v:v] (Martinez et al., 2003), la columna debe
ser purgada y equilibrada durante 30 minutos. La muestra se eluy6 durante 15 minutos. La
deteccion se realizo a 280 nm y 252nm y se determinaron los tiempos de retencion de los
compuestos involucrados en la reaccion oxidasa al término de cero, 1.5, 3 y 30 minutos. La
reaccion se detuvo con MeOH [100%] y la concentracién de los compuestos se determind

usando como control el medio de reaccién sin enzima.

6.6 IDENTIFICACION DE UNA ISOPEROXIDASA

Las proteinas ubicadas en los puntos isoeléctricos y pesos moleculares esperados fueron
recortadas del gel de electroforesis SDS-PAGE tefiido con azul de coommasie, las muestras
fueron enviadas a la Unidad de Proteémica del Instituto de Biotecnologia-UNAM para su
identificacion.

6.6.1 Espectrometria de masas

Las muestras fueron previamente reducidas con ditiotreitol (DTT), alquiladas con
yodoacetamida y digerida “in gel” con tripsina. Los péptidos resultantes fueron aplicados
en un sistema LC-MS constituido de un cromatografo liquido de micro-flujo Accela
(Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) con “spliter” (1/20) y un espectrometro de masas LTQ-
Orbitrap Velos (Thermo-Ficher Co., San Jose, CA) con sistemaa de ionizacion tipo nano-
electrospray (ESI). La calibracion del espectrometro fue realizado con una solucion
(Calmix) de 10 moléculas calibrantes, que permite determinaciones con exactitudes
mejores que 5 ppm (partes/millon). En el sistema de cromatografia de liquidos se utiliz6 un
sistema gradiente de 10-100% de solvente B (acetonitrilo/acido acético 0.1%) en 120

minutos sobre una columna capilar PicoFrit Proteopep 2 C18 75 um ID x 50 mm (New

73
Isoperoxidasas anidnicas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum, con actividad AIA y AIB oxidasa in vitro. Anabel R.F.



Material y métodos experimentales

Objective Inc., Woburn, MA). El flujo del sistema LC fue de 400 nanolitros/minuto. Para la
fragmentacion de los péptidos se utilizo los métodos de CID (Collision-Induced
Dissociation) y HCD (High energy Collision Dissociation) donde solamente los iones con
carga 2° y 3" fueron seleccionados para los eventos de fragmentacion. Fueron
desconsiderados los iones con cargas 1%, superiores a 4™ y de cargas indefinidas. Todos los
espectros fueron adquiridos en modo de deteccién positivo. La ejecucion y captura de los
datos de fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones
segun las cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de
colision normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de
activacion de 40 milisegundos y tiempo maximo de inyeccion de 10 milisegundos por
micro-escaneo. Durante la captura automatica de los datos fue utilizado la exclusion
dindmica de iones: (i) lista de exclusion de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 15
segundos Yy (iii) tiempo de exclusion de 60 segundos. Los datos espectrométricos fueron
sometidos a la blsqueda contra la base de datos del NBCI a través del programa

ProteinProspector.

6.6.2 Andlis in silico

Los avances en la biologia molecular y el surgimiento de un gran numero de
investigaciones sobre el genoma y proteoma de diferentes organismos han llevado a un
crecimiento de la informacion bioldgica, la disciplina que ha permitido el manejo de estos

datos es la bioinformaética.

6.6.2.1 Proteina

Los rapidos avances conseguidos en la tecnologia del DNA estan permitiendo la
secuenciacion sistematica de los genomas de diversos organismos. Los proyectos de
secuenciacion a gran escala estan proporcionando una ingente cantidad de secuencias de
DNA. Sin embargo, aun se desconoce la funcion biologica de la mayoria de las proteinas
codificadas por los genes detectados. Por lo que es importante la secuenciacion de genomas
a gran escala y el desarrollo de bases de datos de proteinas, el uso de técnicas de
espectrometria de masas para analizar proteinas y péptidos y la separacion de proteinas
mediante 2D-PAGE con la introduccién de los gradientes de pH inmovilizados (IPGs). Es
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por eso que la proteémica es uno de los campos que puede ayudar a establecer una
conexion entre las secuencias genémicas y su comportamiento biol6gico, constituyendo

una herramienta importante en el andlisis funcional de genes.

6.6.2.2 Estructura

La identificacion de proteinas es esencial. Es el primer paso para otros estudios que
suponen en ultima instancia la caracterizacion funcional. Ademaés, en el caso de los geles
bidimensionales, la identificacion de las manchas conduce a la creacion de mapas de
referencia, que definen las proteinas expresadas por unos organismos o tejido en unas
condiciones determinadas. Las proteinas pueden ser identificadas por diversos
procedimientos, entre los que se incluyen la secuenciacion del extremo N-terminal,
deteccion con anticuerpos especificos, composicion de aminoacidos, co-migracion con

proteinas conocidas, y sobre-expresion y delecion de genes.

Debido a su rapidez y elevada sensibilidad, la espectrometria de masas se ha convertido en
el método de deteccion para la identificacion de proteinas a gran escala. También permite la
caracterizacion de modificaciones post-traduccionales que presentan relevancia fisioldgica,
tales como la glicosilacion y la fosforilacion. La identificacion a gran escala de proteinas
mediante espectrometria de masas implica la conversion de los péptidos en iones en fase
gaseosa mediante técnicas de ionizacidn suave, la separacion de los iones segun su m/z en
un analizador de masas, fragmentacién opcional de los iones peptidicos, la identificacion
mediante huella peptidica (PMF: peptide mass fingerprinting) o mapeo peptidico utilizando
un espectrometro tipo MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization) o la
identificacion mediante fragmentacion de péptidos obteniendo la secuencia total o parcial
de los aminoacidos (etiqueta de secuencia) utilizando un espectrometro de masas en

tandem.

6.6.2.3 Identificacion de proteinas utilizando bases de datos
Los datos generados en un espectrémetro de masas, son visualizados en forma de picos; a la
representacion grafica de los datos se le denomina espectro de masas. Cada uno de los picos

de un espectro de masas representa valores de m/z y la intensidad de cada sefial. Definir la
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identidad o secuencia de una proteina a partir de su espectro de masa es un procedimiento
comun en estudios de protedmica. Utilizando la informacion contenida en bases de datos es

posible la identificar rapidamente un gran nimero de proteinas con gran precision.

A partir de la secuencia parcial de aminoacidos, se pudo saber de qué proteina se trataba
utilizando el programa informatico BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que
compard la secuencia de la proteina contra una gran cantidad de secuencias que se
encuentran en la bases de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
servidor del cual se utiliz6 el programa protein BLAST que permitio alinear la secuencia de
amino&cidos. La puntuacion obtenida para la similitud se obtuvo por “scores” y se eligio la

de mayor identidad.

El servidor EXPASY se utiliz6 para obtener algunos parametros fisicoquimicos a partir de la
secuencia de amino&cidos de la enzima usando el programa ProtParam. El modelo 3D de la
proteina se obtuvo usando Geno3D, este servidor busca los mejores templados (proteinas
similares que se utilizan como moldes para generar la estructura terciaria) de acuerdo al
alineamiento obtenido con el programa ClustalW. Los modelos de la estructura
tridimencional que fueron generados se visualizaron utilizando el programa WebLab

ViewerL.ite.

La busqueda de las relaciones filogenéticas entre las secuencias de las diferentes
peroxidasas de clase Il reportadas para Solanum lycopersicum en la PeroxiBase se realizd
obteniendo en formato FASTA la secuencia de amino&cidos, el servidor GenomeNet se
utilizé para relizar la alineacion de secuencias maultiples con el programa ClustalW vy el
procesamiento de los arboles se realiz6 con el programa Phylogeny analysis del servidor
LIRMM (Laboratoire Informatique Robotique Microélectronique Montpellier) MAB
(Méthodes et Algorithmes pour la Bio-informatique).

Para obtener mas informacién de la enzima se obtuvo la secuencia del gen que la codifica.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS
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Resultados y analisis

7.1 PRODUCCION DE MATERIAL VEGETATIVO

7.1.1 Propagacion por esquejes
Del cultivo de semillas resultaron un 95% de semillas viables, lo que representd un total de

20 plantas. A partir de las cuales se realizaron las pruebas in vitro.

Con la propagacion asexual se logro una rapida produccion de plantas y se observé que la
concentracion de auxina AIB (5x10 M) utilizada para la generacién de raices adventicias a
partir de brotes axilares de Solanum lycopersicum estimul6 en un periodo de corto tiempo
la produccion y desarrollo de las mismas, Fig. 2. Por lo que se determiné que en el dia diez
de enraizamiento el esqueje contaba con las caracteristicas necesarias para poder

establecerse sobre un sustrato.

Con este método de propagacion asexual se lograron una alta frecuencia de induccién y
diferenciacion de brotes axilares, se puede considerar que el suprimir la dominancia apical
asi como la produccion de flores induce e incrementa la produccion de yemas axilares, ya
que evita que la energia se dirija hacia estas partes de la planta. Otra de las finalidades
respecto a la propagacion por esquejes fue el poder determinar la actividad enzimatica
auxina oxidasa y peroxidasa en diferentes dias de desarrollo y asi proceder a la purificacién

de la isoforma méas abundante para llevar a cabo su caracterizacion.

Figura 1. Tallos axilares de Solanum lycopersicum tratados con 5x10°M de AIB, en periodo de incubacién

(0-10 dias) durante el proceso de formacion de raices adventicias.
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7.2 PEROXIDASAS DE CLASE 111

7.2.1 Extraccién de peroxidasas de clase 111

La purificacion se basé en la obtencion de muestras enziméticas con el maximo
rendimiento, utilizando el proceso mas corto y econémico. Pretendiendo obtener proteinas
de pureza elevada que permitieran caracterizar su estructura primaria y terciaria.

El proceso de purificacion consto de tres etapas: el aislamiento y extraccion; eliminacion de
contaminantes y concentracion de muestra; y por ultimo la determinacion de una isoforma.
La extraccion fue dirigida a tallos con y sin periodo de enraizamiento, aislando muestras de
apoplasto completo, fraccién soluble y pared celular, Fig. 2. La eliminacion de
contaminantes se realizd precipitando los protoplastos para separar el contenido
citoplasmatico, y la cromatografia de intercambio ionico para excluir las isoenzimas
cationicas; las técnicas de concentracion que se utilizaron para reducir el volumen de
muestra fueron la precipitacion fraccionada con sulfato de amonio y para la etapa de
obtencion de proteina se realizé filtracion por intercambio idnico y filtracion exclusion
molecular. En la Gltima fase de purificacion las muestras se precipitaron con acetona 80% y
se obtuvieron bandas proteicas de geles PAGE/ SDS-PAGE.

Figura 2. Extraccion de muestras enziméaticas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum.
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7.2.2 Caracterizacion de isoperoxidasas de clase 11

La purificacion de las diferentes isoperoxidasas de clase Il partiendo directamente del
material bioldgico es un proceso laborioso y bastante largo, dado que mantienen un rango
muy cercano de pesos moleculares, pl, entre otros pardmetros estructurales vy
fisicoquimicos, en el que ademas, durante las primeras etapas se trabaja con unos
volimenes de muestra muy grandes que lo hacen ain més tedioso. La diferencia de cargas
entre ellas sirvié para su identificacion mediante el revelando de la actividad auxina
oxidasa en geles PAGE de electroforesis nativa, en los que fue reconocible el nimero de
isoformas y su respectiva abundancia.

Las peroxidasas de Solanum lycopersicum se obtienen de diferentes partes de la planta, en
este caso se parte de un extracto de tallos de brotes axilares macerando el tejido para
obtener una fraccion con contenido proteico del apoplasto (fraccion soluble e insoluble),

agregando PVP para adsorber los polifenoles liberados durante la ruptura celular.

Con el fin de demostrar la capacidad de las isoperoxidasas para catalizar tanto H,O, y algun
sustrato (Guayacol, AIA o AIB) se prepararon PAGE nativos en primera dimension
seguidas de su respectiva técnica de tincion con lo cual se visualiz6 mas claramente la

iIsoenzima con mayor actividad, Fig.3.
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Figura 3. Isoperoxidasas de clase Il de extracto de apoplasto (tallo) en Solanum lycopersicum, A) Gel de
poliacrilamida mostrando las isoenzimas con actividad de auxina oxidasa separadas por electroforesis nativa,

B) Perfil densitométrico del gel mostrado en “A”.
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Aunque muchos tejidos pueden sintetizar auxina, su transporte es complejo y altamente
regulado. El transporte de AlA es necesario para el desarrollo vascular y de raices laterales.
La finalidad del uso de diferentes técnicas de extraccion de peroxidasas de clase Il fue
conocer la disponibilidad de las mismas con respecto a la parte de la planta, la fraccion del
tejido vegetal y el amortiguador empleado, ya que hasta el momento no se han realizado
trabajos que muestren alguna isoforma purificada y la ubicacion de la misma, por esta
razon se partio de la comparacion de diferentes factores para poder elegir el método que

mostrara la mayor actividad auxina oxidasa y que permitiera su posterior purificacion.

Las proteinas unidas i6nicamente y las solubles del apoplasto fueron extraidas con
amortiguadores de baja fuerza i6nica, mientras que las unidas covalente o ionicamente a la
pared fueron liberadas con celulasa y pectinasa. Las isoformas fueron separadas por PAGE
nativa y tefiidas para actividad peroxidasa y auxina oxidasa. En el zimograma de la Fig. 4
se contabilizaron 11 isoperoxidasas de clase Ill, identificadas tanto en la fraccion soluble
del apoplasto como en la pared celular en tallo y raiz, difiriendo en la concentracién

proteica y afinidad por su sustrato, siendo mas activas teniendo el ion fosfato en el medio

de reaccion.
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Figura 4. Separacion de isoperoxidasas anionicas y cationicas presente en la fraccion soluble e insoluble
(pared celular) en tallos y raiz de brotes axilares de Solanum lycopersicum (dia 10 de enraizamiento in vitro)
extraidas con diferentes soluciones amortiguadoras. Tincion para actividad peroxidasa (Prx) y auxina oxidasa

(AlA0X).
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Dado que las proteinas de nuestro interés son hidrosolubles, se enriquecié la cantidad de
isoenzimas y se disminuyo el volumen por medio del fraccionamiento con (NH,4),SOy4; este
soluto provoca la disminucion en el grado de hidratacion de las grupos ionicos superficiales
de las proteinas, puesto que compite por el agua y rompe los puentes de hidrogeno o las
interacciones electrostaticas, de forma tal que disminuye su solubilidad y provoca su
precipitacion, en la tabla 1 se pueden observar los Rf de cada peroxidasa, y las bandas con

las isoformas se muestran en la Fig. 5, haciendo énfasis en la concentracion de proteina

disponible en cada fraccion, se presenta un densitograma de cada tratamiento.

Precipitacion. Actividad AlAox Precipitacion. AlAox
40% 75% 100% Px | PX
(NH),SO,  (NH)SO,  (NH)SO,

cm Rf cm Rf cm Rf #
0.1 0.0172 11
0.5 0.0862 10
0.6 0.1034 0.6 0.1034 0.6 0.1034 9
0.8 0.1379 0.8 0.1379 0.8 0.1379 8
1.1 0.1896 1.1 0.1896 7
1.2 0.2068 6
15 0.2586 5
1.6 0.2758 4
1.7 0.2931 1.7 0.2931 1.7 0.2931 3
1.8 03103 18 03103 18 0.3103 2

1.9 0.3275 1 _SEEHO% | 21]1&/75%§ 5]1&/100%

Tabla 1. Rf de cada peroxidasa; Figura 5: Fraccionamiento de isoperoxidasas de clase Il de Solanum

lycopersicum (décimo dia de enraizamiento in vitro) con (NH,)_SO,, actividad AlAox.
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Figura 6. Densitometria del fraccionamiento de isoperoxidasas de clase 111 de Solanum lycopersicum (dia diez

de enraizamiento in vitro) con (NH4)2SO4’ actividad AlAox. Los colores hacen referencia a los recuadros que

se encuentran en la Fig. 5.
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7.2.2.1 Efecto del amortiguador

Tanto el AIA como el AIB son auxinas que se encuentran naturalmente en las plantas,
siendo el AIB el que se encuentra menos libre que el AIA, aungue no se han completado los
estudios detallados que indiquen si esta tendencia se mantiene en todas las etapas de
desarrollo, sin embargo se ha visto que los cambios en los niveles de AlA tienden a alterar
de manera similar los niveles de AIB, lo que sugiere que el metabolismo de los dos
compuestos auxinicos esta vinculado. Debido a que el AIB también actia como un
precursor de AlA, el AIB podria funcionar de manera similar al AIA conjugado (Korasik et.
al, 2013). Se ha sugerido también que el AIB se convierte en AlA en un proceso paralelo a

la B-oxidacion de &cidos grasos en el peroxisoma (Strader et. al, 2010).

De los diferentes procesos de extraccion, se comparo la actividad auxina oxidasa utilizando
dos sustratos indolicos, el acido indol-3-acético y el acido indol-3-butirico. En el gel de
electroforesis nativa, Fig. 7, se observa el fraccionamiento por cromatografia de exclusion
molecular, en el que se utilizaron membranas de 50-30kDa, pues la mayor parte de las
peroxidasas vegetales en condiciones desnaturalizantes tienen una masa molecular de 10-

55kDa, debido al elevado porcentaje de glicosilacion de las proteinas.
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Figura 7. Muestras filtradas con membrana de exclusién por peso molecular (50, 30kDa) y comparacion de la
actividad auxina oxidasa (AlAox/AlBox) de isoperoxidasas de tallos de brotes axilares de Solanum

lycopersicum (dia 10 de enraizamiento) en diferentes medios de reaccion, in vitro.
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Este ensayo buscaba detectar la actividad auxina oxidasa, utilizando el AIB como sustrato
ya que en otros trabajos solo se ha utilizado AIA, las condiciones de extraccién fueron las
mismas, se utilizaron dos amortiguadores en cada caso (acetato y fosfato de sodio), sin
embargo se pudo detectar por densitometria, Fig. 8, que la actividad de la Px7 tiene el
mismo comportamiento, sin embargo al comparar la actividad de las peroxidasas Px3 y Px2
se observa una mayor afinidad por el AIB, que se hace mas notoria al utilizar amortiguador
de acetatos para remover a las enzimas del apoplasto. Es interesante ver como del mismo
tallo del que fueron extraidas las proteinas solubles, se obtiene aproximadamente la misma
concentracion de proteina y consigo la misma actividad especifica, lo cual quiere decir que
hay momentos especificos en los que las peroxidasas deben ser acumuladas para su
posterior disponibilidad soluble y asi realizar ciertas funciones metabdlicas. Esto sera

analizado posteriormente respecto al proceso de enraizamiento.
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Figura 8. Densitometrias. A) actividad AlAox. B) actividad AlBox. Muestras filtradas con membrana de

exclusion por peso molecular (50, 30kDa) y comparacion de la actividad auxina oxidasa (AlAox/AlBox) de

isoperoxidasas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum (dia 10 de enraizamiento) en diferentes

medios de reaccidn, in vitro. Los colores hacen referencia a los recuadros que se encuentran en la Fig. 7.
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7.2.2.2 Efecto del pH

La cromatografia de exclusion molecular como se describié anteriormente se realiz6 con
membranas de corte de 50kDa y 30kDa y se compararon dos tratamientos con diferentes
amotiguadores NaC,H3O, 0.02M pH 5.7 y NaH,PO4-H,0, la velocidad de paso de la
muestra fue 1000 x g analizando el mismo volumen de muestra, el contenido proteico y la
actividad enzimatica utilizando Guayacol como sustrato, fueron determinadas por
espectrofotometria siendo mayor la abundancia de proteina al digerir las paredes celulares
Fig. 9 (A), puesto que se utilizan enzimas que degradan celulosa y pectinas, polisacaridos
que conforman la pared celular vegetal, sin embargo la actividad especifica fue més alta
para para la muestra que contuvo proteinas del apoplasto soluble con tamafio 50kDa o
menos (C50) Fig.9 (B), en la que se observa la variacion directa sobre el bajo contenido
proteico y la alta actividad especifca, esto comprueba que la mayoria de las peroxidasas de
clase I11 tienen un peso molecular igual o menor a 50kDa. Con este método nuevamente se
observa que la influencia del amortiguador de fostfatos afecta positivamente a la actividad
enzimatica, asi como para poner en solucion a las mismas. Posteriormete se recurrio a
utilizar el amortiguador de acetatos para evaluar otros pardmetros puesto que mantenia mas
estables a las proteinas de interés en un rango amplio de pH, sin embargo el i6n fosfato

genera un buen medio de reaccién para estas enzimas.
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Figura 9. Cromatografia de exclusion molecular de proteinas extraidas con diferntes amortiguadores (Acetato
y Fostato de sodio). A, concentracion proteica. B, Comportamiento cinético de la actividad peroxidasa al

utilizar Guayacol como sustrato. Muestras concentradas 5:1 [v:v] por precipitacion con acetona 80% [v:v].
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La estabilidad estructural y la actividad enzimatica de las peroxidasas dependen del pH de
la disolucidn; aunque las peroxidasas de plantas han sido estudiadas durante muchos afios
la informacion sobre el efecto del pH en su comportamiento y extraccién es bastante
limitada. Para elegir un pH idéneo en el cual las isoformas se ponen en solucién con mayor
facilidad, se realiz6 un gradiente de pH aplicado sobre la fraccion soluble e insoluble (pared
celular) del apoplasto en tallos de tomate, esto simula lo que ocurre cuando la pared celular
llega a acidificarse en su medio in vivo, Fig. 10. El pH solo influyd en la extraccion y no
sobre la funcion enzimatica puesto que todas las muestras desarrollaron la reaccion en una
solucién NaC,H3;0, 0.5M pH 4.2, sin embargo en la comparacion de disposicion de las
peroxidasas en los distintos pH se observa que a 5.7 son dptimamente removidas y puestas

en solucion.
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Figura 10. PAGE nativo, actividad enzimética usando AIA como sustrato en muestras extraidas de tallos de

brotes axilares de Solanum lycopersicum partiendo de un gradiente de pH acido hacia un pH basico 3.5>8.5.
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El apoplasto de los tallos de tomate contiene dos grupos de peroxidasas de acuerdo con su
movilidad isoelectroforetica como se ha venido observando: peroxidasas cationicas que se
mantienen dentro de la matriz de polisacaridos (celulosa, hemicelulosa y pectinas) por
interacciones idnicas y peroxidasas anionicas que estan entrecruzados por enlaces
covalentes (Kukavica et al.. 2012), aunque a lo largo de la experimentacion se ha
observado que pudiese haber isoformas que estan ancladas a la pared celular a razén de su
estructura tridimensional. EI nimero de isoperoxidasas que se ponen en solucion debido a
la variacion de pH, asi como la concentracion de cada una se muestra en los densitogramas

de la Fig.11.
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Figura 11. Densitometrias de zimogramas de la Fig. 10, actividad auxina oxidasa usando AIA como sustrato
en muestras extraidas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum partiendo de un gradiente de pH
acido hacia un pH basico 3.5>8.5. Los colores de los graficos hacen referencia a los recuadros que se

encuentran en la Fig. 10.
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En el presente estudio, fueron detectadas 1 isoforma catidnica y 10 isoformas anidnicas con
valores de pl que van desde 3,7 hasta 5,2 con aparente peso molecular entre los 38 y 50
kDa. El patron de isoformas difiere en funcion del tipo de union a los constituyentes de la
pared celular o a su ubicacion subcelular en el liquido apoplastico. Entre los polisacaridos
de la pared celular, la mayoria de ellos son de carécter neutral, sélo las pectinas
proporcionan cargas negativas y establecen interacciones con proteinas bésicas

(isoperoxidasas cationicas).

Tales interacciones pueden ser modificadas por el pH y por la concentracién de Ca®*, de
igual manera la pectina de esterificacion puede estar implicada en la regulacion de
distribucion de peroxidasa dentro del apoplasto (Penel y Greppin, 1996). Tanto la
exocitosis y endocitosis son a menudo sensibles a los niveles de calcio citosélico libre y
estd estrechamente acopladas a los gradientes internos y flujo transmembranal de varios
iones. Ademés de Ca**, un importante cuerpo de datos electrofisiolégicos y de imagen han
asociado K*, H", Y CI" con el crecimiento. Los estudios de pH de acuerdo con gradiente de
protones intracelulares en mediciones de las corrientes extracelulares mostraron que este
circuito de protones podria ser impulsado por la membrana plasméatica H* ATPasas lo que
implica presumiblemente que sea importante para el establecimiento de cualquier gradiente
de pH. Aunque el gradiente de pH es generalmente reconocido por la acidificacion de la
pared celular. Este gradiente de protones es estrechamente asociado con la produccion de
especies reactivas de oxigeno (Foremanet al., 2003) y relacionada con el estado de la
nutricion (Shin et al.., 2005).

Las diferencias en las propiedades bioquimicas entre isoperoxidasas i6nicamente vy
covalentemente unidas a la pared celular son su diferente movilidad electroforética, pesos
moleculares y sus actividades oxidantes que tienen un papel especifico en la fisiologia de la
raiz durante el desarrollo adventicio. Una carga distinta de estos dos grupos de isoformas
enzimaticas, que estan unidos a la pared celular podria implicar diferentes dominios dentro

de la pared celular y, en consecuencia, una funcion fisiolégica especifica in situ.
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Las peroxidasas son enzimas con un amplio espectro de sustratos, capaces de oxidar
derivados hidroxicinamicos y otros compuestos fendlicos con diferentes especificidades, lo
cual es util para analizar el tipo de reaccion enzimética que cataliza y la fraccion

apoplastica en la que ocurre, asi como la afinidad de la enzima hacia un sustrato.

En comparacion con la tincion de actividad auxinica donde se pueden observar las once
isoformas de peroxidasa, la tincidn para actividad Px muestra sobre las mismas fracciones
un comportamiento reducido llegando a mostrase ausente. Haciendo referencia a cada
peroxidasa sobre la movilidad en la que se encuentran, se puede ver que ciertas isoformas
tales como la Px1, Px 2, Px 4, Px 5, Px 6 y Px 9 que sobre los geles de la Fig. 10 se
encuentran visibles, comparativamente en los zimogramas de la Fig. 12 se puede observar
que en estas isoenzimas la actividad peroxidasa utilizando o-dianisidina es nula, lo que

denota la mayor afinidad por la via de degradacion auxinica.
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Figura 12. Page nativo, actividad enzimética usando o-dianisidina como sustrato en muestras extraidas de

tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum en un gradiente de pH acido hacia un pH basico 3.5>8.5.
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Figura 13. Densitometrias de zimogramas de la Fig. 10, actividad auxina oxidasa usando o-dianisidina como
sustrato en muestras extraidas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum partiendo de un gradiente
de pH &cido hacia un pH baésico 3.5>8.5. Los colores de los gréficos hacen referencia a los recuadros que se

encuentran en la Fig. 10.

De las muestras de tallos completos se obtuvo la Px7 en pH 4.5 Fig. 10, con alta actividad
especifica y baja concentracién proteica pues se halla libre de otras isoenzimas, a pH 5.7
las Px7 y Px3 tienen una actividad especifica alta y se debe al alto contenido proteico en
solucién. En pH 5.7 y 8.5 se obtienen las Px7 y Px8, mientras que en los otros pH’s la
actividad oxidasa es nula, igual que en la actividad Px donde la Unica isoforma con
actividad es la Px7 a pH 5.7, Fig. 12.
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Por otra parte al analizar la fraccion de los tallos completos expuestos a enzimas de
digestion muestran como a pH 5.7 se libera un bajo contenido proteico y alcanza el maximo
pico de actividad especifica de estas muestras. Al analizar el efecto del amortiguador a pH
3.5y 4.5, en el cual se encuentra una alta concentracion proteica podemos deducir que se
debe a la alta eficacia de las enzimas digestivas (pectinasa y celulasa) las cuales tienen un
pH optimo 3>4.5 pudiendo liberar méas facilmente a las enzimas unidas a la pared celular
(isoformas anidnicas), zimogramas de la Fig. 10 y Fig.12 para la actividad AIAox y Px

respectivamente.

En la muestra de rodajas de tallos se puede observar la mayor actividad especifica con la
minima concentracion proteica, esto puede deberse a la mayor superficie de contacto con la
fraccion soluble del apoplasto cuando se tienen rodajas delgadas del tallo, los maximos
picos de actividad AlAox se observan entre el pH 3.5y 5.7, densitometria de la Fig. 11, en
dicha muestra no hay diferencias significativas respecto a actividad oxidasa y peroxidasa,

pero se puede observar que aparece la Px11 con las dos actividades enzimaticas.

La concentracion proteica del extracto digerido de rodajas de tallos es la mas alta, pues
libera gran nimero de isoformas de la pared celular, aunque la pectinasa y celulasa forman
parte del contenido proteico, la actividad especifica muestra nuevamente al pH 4.5 con el
pico mas alto de actividad peroxidasa. Este método de extraccion libera la mayor cantidad
de isoformas Fig. 11, dentro de las cuales es evidente la presencia de la peroxidasa
cationica (Px11) que es mas activa en el medio con pH5.7, Fig. 10. Con esto podemos
establecer una relacion directa de las isoperoxidasas cationicas con la pared celular, asi
como el hecho de que las isoenzimas idnicas establecen relacion con la pared celular
mediante enlaces fuertemente ionicos o llegando al caracter covalente en algunas de ellas
gue son muy aniénicas y que son solo liberadas a pH &cidos, tal es el caso de las Px1ly la
Px2, actividad AlAox, Fig. 10. Por otra parte la actividad peroxidasa muestra que las Px7 y

Px3 son las mas activas a pH 3.5y 4.5.
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Figura 14. Contenido proteico de muestras extraidas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum
partiendo de un gradiente de pH &cido hacia un pH basico 3.5>8.5. Muestras concentradas 5:1 [v:v] por

precipitacién con acetona 80% [v:V]
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Figura 15. Cinética de actividad peroxidasa, utilizando Guayacol como sustrato en muestras extraidas de
tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum partiendo de un gradiente de pH acido hacia un pH basico

3.5>8.5. Muestras concentradas 5:1 [v:v] por precipitacion con acetona 80% [v:v].
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7.2.2.3 Afinidad de sustrato

Para determinar la actividad de peroxidasa de clase 11l se han utilizado Guayacol, catecol,
acido ferdlico, pirogallol, o-dianisidina, o-fenilendiamina y ABTS, también es bien
conocido que las condiciones dptimas cataliticas varian en funcion de la enzima, de los
sustratos asi como la concentracién del tampdn. Normalmente la mayor actividad aparece a
concentraciones bajas, <0.05M por lo menos para los sustratos Guayacol, y o-dianisidina
utilizados. Las variaciones mencionadas modifican la naturaleza quimica de los sustratos,
por lo que alteran la estructura quimica que reacciona con el centro activo de la enzima.

La facilidad de la reaccion de oxidacion y la formacion de compuestos coloreados son
razones por las que la reaccion de las peroxidasas sea conocida desde hace muchos afios,

siguiendo un mecanismo clasico ping-pong (Alberty, 1953).

En el caso de las peroxidasas de clase 11l de tomate se observa que cataliza la oxidacion de
una gran variedad de sustratos con peréxido de hidrégeno

Las diferencias entre el contenido enzimatico en la fraccion soluble del apoplasto con
respecto a las adheridas a la pared celular fue evaluada al extraer las proteinas de tallos
completo y rodajas de tallos al colocarlas en contacto con un amortiguador NaC;H3O;
20mM pH 5.7 durante diferentes periodos de tiempo. Este procedimiento sirvié como un
método de rapida purificacion, ya que partiendo del material biolégico completo (C) se
obtuvieron muestras que contenian a las isoperoxidasas Px7 y Px3 de manera abundante,
evitando la desnaturalizacion o disminucién de la actividad que pueden sufrir con procesos
mas largos. Esto permitioé obtener grandes cantidades de las dos isoformas anionicas mas
abundantes en un volumen menor y con mayor actividad especifica. Se puede observar que
dependiendo del sustrato las enzimas tienen diferentes comportamientos mostrandose mas
afines al AIB.

La comparacion de zimogramas al utilizar diferentes sustratos se realiz6 para inferir la
especificidad de sustrato utilizado y la manera en que se realiza la reaccién de oxidacién

mayoritariamente se muestran afines por ése sustrato, Fig.
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Figura 16. Diferencia en la afinidad hacia las diferentes actividades (peroxidasa y oxidasa) de las
isoperoxidasas solubles de apoplasto de tallos completos (C) y rodajas de tallos (R) de brotes axilares de
Solanum lycopersicum (dia diez de enraizamiento) disueltas en NaC,H3;0, 20mM pH 5.7, ultrafiltradas con
membrana de corte de Peso Molecular (50-30kDa) y precipitada con Acetona al 80%. Tincidn para actividad

AlAox AlBox y peroxidasa.
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7.2.3 Purificacion de la Px7

Cuando se purifica una biomolécula, es necesario en primer lugar conocer el grado de
pureza de la sustancia purificada. Una de las metodologias mas utilizadas es la
electroforesis (SDS-PAGE), con la que ademas de poder determinar el grado de pureza de
la muestra, se puede conocer la masa molecular de la misma con un error del 10%. Las

peroxidasas son enzimas cuyas masas moleculares oscilan entre los 10-55kDa.

Se puede observar que la isoperoxidasa 7 (Suberization associated anionic peroxidase) tiene
un elevado grado de pureza, la masa molecular obtenida por densitometria muestra que se
encuentra alrededor de los 38kDa. Esta muestra fue obtenida de un extracto de la fraccion
soluble de tallos completos disuelta en NaC,H3;O, 20mM pH 5.7, ultrafiltrada con
membrana de corte de Peso Molecular (50-30kDa) y precipitada con Acetona al 80%,
concentracion final 10pg.
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Figural7. A) SDS-PAGE al 12%, Suberization associated anionic peroxidase, B) Densitometria de proteina

soluble de apoplasto de tallos completos de brotes axilares de Lycopersicum esculentum.

En la Fig. 17 se puede observar que la proteina LePrx76 (Suberization associated anionic
peroxidase) o Px7, tiene un elevado grado de pureza. La masa molecular calculada es de

38+1kDa, masa tipica para las peroxidasas de plantas.
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El IEF es una técnica con la que se puede determinar el punto isoeléctrico (pl) de una
muestra, permite saber si se presentan diferentes isoenzimas, es decir diferentes formas de
una misma enzima que suelen catalizar la misma reaccidn pero presentan diferencias en sus
propiedades cataliticas, cinéticas, a veces en sus cadenas polipeptidicas, su carga eléctrica y
su localizacion dentro del tejido vegetal. Este valor indica el pH al cual la proteina tiene
una carga eléctrica neta nula. Es un dato importante para la eleccion de los pH’s y
amortiguadores en las diferentes etapas de fraccionamiento de una muestra, asi como para
el andlisis cinético y de otros parametros fisicoquimicos. Este valor fue determinado
experimentalmente al realizar una electroforesis de segunda dimension (2-D) en un gel
PAGE-SDS, al mismo tiempo que el peso molecular de cada muestra como se muestra en
las figs. 18-19. pH 10«

1) PM 38750 Da, pl 4.9

|i_|<— 2) PM 32000 Da, pl 5

11— e - —-‘L

Figura 18. IEF, 2-D, muestra R, de Fig. 16, 45 pg en 300 pl. Tincion proteinas totales, Coomassie; Las
flechas negras indican las muestras secuenciadas. Carril I: marcador estandar de peso molecular PageRuler™

y carril 1l: peroxidasa de rdbano HRP.
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Figura 19. IEF, 2-D, muestra R, de Fig.16, 14.4 ug en 300 ul. Tincidn proteinas totales, Coomassie; La flecha

indica la muestra secuenciada. Carril I: marcador estandar de peso molecular PageRuler ™.
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El recorte de las bandas de interés sobre geles de poliacrilamida es una buena estrategia,
pero la cantidad de proteina recuperada es minima, Fig. 20.

Px 7
Px 3

Figura 20. Proteinas totales, tincion con nitrato de plata. Aisladas por recorte de bandas.

La secuencia de una proteina es importante para conocer la identidad de la misma, pues
define su estructura primaria, que es fundamental para entender completamente su
estructura y funcion. La relacion entre la secuencia de aminoacidos y el DNA es directa, lo

que permite la realizacion de estudios y analisis de Biologia Molecular.

Las muestras enviadas a la Unidad de Proteémica, fueron tomadas de geles PAGE-SDS de
electroforesis 2-D, muestra 1, 2 y 3 referidas en las figuras 18 y 19, recortadas de otros
geles puesto que sélo fueron manipuladas para su envio y asi evitar cualquier tipo de
contaminacion proteica. Se obtuvieron las secuencias de las muestras 1 y 3 Fig. 18 y 19
respectivamente, a partir del extremo N-terminal, la muestra 1 es correspondiente a la Px7 y
la muestra 2 a la Px3, la cual por falta de material fue imposible secuenciar. Los resultados

se muestran a continuacion.

La Px7 fue parcialmente secuenciada y se pudo saber de qué proteina se trataba utilizando
el programa informatico BLAST en la base de datos del NCBI, GenBank: CAA33852.1,
donde por semejanza en la secuencia de aminoacidos fue determinada, Suberization-

associated anionic peroxidase.

Aunque la superfamilia de peroxidasas de plantas, en funcion de su origen bioldgico y
secuencia primaria se divide en tres clases (I, II, Ill), todas ellas tienen elementos
estructurales y plegamientos similares, tales como el grupo hemo y algunos residuos

importantes del centro catalitico (His proximal, y Arg e His distales).
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Muestra-1, Fig. 5 (N° 1).

1 Acc. #: 129807 Species: SOLLC

Name: RecName: Full=Suberization-associated anionic peroxidase 1
AltName: Full=TMP1

Flags: Precursor

Acc. #: 295815 Species: SOLANUM LYCOPERSICUM Name: peroxidase
Protein MW: 38750.0

Protein pl: 4.9

Protein Length: 364

1 MGFRLSHLSL ALSFVALALA GVAIYRNTYE AIIMKNGSLL KNVSPDFDSL ESGVASILTL NNNKKRNSDK YLRQQLTPEA
81 CVFSAVRAVV DSAIDAETRM GASLIRLHFH DCFVDGCDGG ILLDDINGTF TGEQNSPPNA NSARGYEVIA QAKQSVINTC
161 PNVSVSCADI LAAIARDSVA KLGGQTYSVA LGRSDARTAN FSGAINQLPA PFDNLTVQIQ KFSDKNFTLR EMVALAGAHT
241 VGFARCSTVC TSGNVNPAAQ LQCNCSATLT DSDLQQLDTT PTMEFDKVYYD NLNSNQGIMFE SDQVLTGDAT TAGEFVTDYSN
321 DVNVFLGDFA AAMIKMGDLP PSAGAQLEIR DVCSRVNPTS VASM

Num Unique % Cov Best Disc Score Best Expect Val
4 148 2.66 9.6e-4

Secuencia primaria de aminoacidos

Muestra-2, Fig. 5 (N° 2). No identificada (poco material)
Muestra-3, Fig. 5 (N° 3).

1 Acc. #: 544010 Species: SOLLC

Name: RecName: Full=Acidic 27 kDa endochitinase
Flags: Precursor

Acc. #: 19187

Species: SOLANUM LYCOPERSICUM

Name: chitinase

Protein MW: 26583.8

Protein pl: 4.7

Protein Length: 247

1 MVLCCVFLLF LTGSFAQDVG TIVTSDLENE MLKNRNDDRC PAKGFYTYDA FAIAANSFPG FGTTGDDTAR KKEAIAFFGQ
81 TSHETTGGSL SADGPFAGGY CFVREGNQMG SGFYGRGPIQ LTGQSNYDLA GQAIGQDLVN NPDLVATDAT VSFKTAIWEW
161 MTAQGNKPSC HDVITGQWTP SAADASANRQ PGYGVITNII NGGIECGKGQ NPQVEDRIGF YRRYCTILNV APGDNLDCYD
241 QRNFAEA

Num Unique % Cov Best Disc Score Best Expect Val
6 595  3.99 1.4e-6
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Dentro de la célula vegetal existe una compartimentalizacion isoenzimatica, la cual esta
relacionada con la funcionalidad de las enzimas. Las isoenzimas anionicas (pl < 7,0) se
encuentran normalmente solubles y su funcionalidad esté relacionada con las reacciones
enzimaticas que en el apoplasto se desarrollan. En cambio, las isoenzimas cationicas (pl >
7,0) se encuentran en la pared celular y estan implicadas en el control de su crecimiento y

rigidez.

La tincion especifica para glicoproteinas fig. 21 (B), revela que la LePrx76 tiene un
contenido alto de carbohidratos en su estructura, como la mayoria de las peroxidasas de
clase 111, observando un elevado nivel de glicosilacion. Las cadenas de glicanos unidas a la
LePrx76 pudieran contener diferentes azucares: N-acetil-D-glucosamina (GICNAc), manosa
(Man), fucosa (Fuc) y xilosa (Xyl), reportados en otras peroxidasas, ya que son muy pocas
las estructuras de Rayos X en los que se han determinado las cadenas de oligosacaridos
debido a su alta densidad, dificultando la cristalizacion total e impidiendo el conocimiento

de su conformacion.
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Figura 21. IEF, 2-D, perfil proteico de isoperoxidasas de clase Il en tallos completos de Solanum
lycopersicum. Purificacion de la LePrx76 Suberization associated anionic peroxidase (Px7) de la muestra C1
que contenia 45 pg de proteina. (A) Tincion para proteinas totales, Coomassie; (B) Tincién para
glicoproteinas. Las flechas negras indican a la Prx7 que muestran pl 4.9 y PM 38750 Da especificos de las
peroxidasas de clase 1. Carril |: marcador estandar de peso molecular PageRuler™ y carril I1: peroxidasa de
rabano HRP.
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La glicosilacion es una modificacion post-transcripcional relacionada con el
reconocimiento celular y que estd implicada directamente en la estabilidad y plegamiento
proteico. Los glicanos hidrofilicos alteran las propiedades estructurales de las proteinas,
aumentan su solubilidad en solventes acuosos y las protegen de la proteolisis. A veces, las
diferentes configuraciones de los glicanos N-unidos proporcionan funciones especificas:

mantenimiento de la produccion proteica en el reticulo endoplasmatico (RE), transporte

intracelular y transporte de la proteina madura al espacio extracelular.

Figura 22. Modelo tridimensional de la LePrx76.
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En base a la estructura primaria de la proteina y su estructura secundaria deducida de la
secuencia, se elabord un modelo tridimensional para la proteina LePrx76 utilizando como
modelo la estructura cristalografica de otras peroxidasas. EI modelo se analizé con el objeto
de explicar las propiedades de esta peroxidasa, como ya habian hecho otros autores con

otras peroxidasas antes de que fueran cristalizadas

El modelo 3D de la proteina se obtuvo usando Geno3D, este servidor busca los mejores
templados (proteinas similares que se utilizan como moldes para generar la estructura
terciaria) de acuerdo al alineamiento obtenido con el programa ClustalW. Los modelos de
la estructura tridimencional que fueron generados se visualizaron utilizando el programa
WebLab ViewerLite, fig. 22. Esta deduccion se formé a partir de la comparacion de las
secuencias de aminoacidos, de manera in silico ya que la disposicion espacial de los

aminoacidos no ha sido establecida, puesto que no ha sido cristalizada.

La peroxidasa LePrx76 Suberization associated anionic peroxidase (PX7) es una enzima
anionica y, por tanto, soluble en el apoplasto mayoritariamente. Esto se ha demostrado,
ademas, observando que, en el proceso de purificacion, el rendimiento no mejoro
realizando una extraccion con detergentes (Triton X-100). La misma peroxidasa, ademas,

se localiz6 unida a la pared celular.

El servidor EXPASY se utiliz6 para obtener algunos parametros fisicoquimicos a partir de la
secuencia de amino&cidos de la enzima usando el programa ProtParam.

Composicion de aminoacidos:

Ala(A) 42 11.5% Gly (G) 24  6.6% Pro(P) 12 3.3%
Arg(R) 15  4.1% His(H) 4  1.1% Ser(S) 33 9.1%
Asn(N) 26  7.1% lle (1) 17 4.7% Thr(T) 24  6.6%
Asp (D) 27  7.4% Leu (L) 33  9.1% Trp(W) 0 0.0%
Cys(C) 10  2.7% Lys (K) 11  3.0% Tyr(Y) 8  2.2%
GIn(Q) 16  4.4% Met(M) 9  2.5% val (V) 28 7.7%
Glu(E) 8  2.2% Phe (F) 17  4.7% Pyl(O) 0  0.0%

Sec(U) 0 0.0%
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Numero total de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 35
NUmero total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 26

indice de Inestabilidad: Se clasifica a esta proteina como estable.

La busqueda de las relaciones filogenéticas entre las secuencias de las diferentes
peroxidasas de clase Il reportadas para Solanum lycopersicum en la PeroxiBase se realizd
obteniendo en formato FASTA la secuencia de aminoacidos, el servidor GenomeNet se
utilizé para relizar la alineacion de secuencias multiples con el programa ClustalW vy el
procesamiento de los arboles se realizd con el programa Phylogeny analysis del servidor
LIRMM (Laboratoire Informatique Robotique Microélectronique Montpellier) MAB
(Méthodes et Algorithmes pour la Bio-informatique). Con esto se pudo observar el

establecimiento de las relaciones existentes entre este grupo de enzimas, Fig.24.

El arbol filogenético fue reconstruido utilizando el método de méxima verosimilitud
aplicado en el programa PhyML (alrt v3.0). EI modelo de sustitucion de WAG fue
seleccionado asumiendo una proporcion estimada de sitios invariables (de 0.000) y 4
categorias tasa de gamma-distribuido a cuenta de la tasa de heterogeneidad entre los sitios,
fig. 23. Durante el alineamiento multiple con las secuencias de aminoacidos de las 88
peroxidasas de clase Il de tomate, se observd que habia un total de 54 aminoéacidos de la
Px7 que diferian de la Leprx76, pero esta fue la secuencia con mayor similitud de entre las
peroxidasas examinadas. Las comparaciones de estructura en la secuencia proteica pueden
contribuir a establecer las relaciones evolutivas entre las peroxidasas de tomate. Sin
embargo, sus propiedades cataliticas estdn relacionadas con aspectos especificos de su

arreglo.

Representacion grafica y edicion de los arboles filogenéticos se realizaron con TreeDyn
(v198.3), fig. 24. El agrupamiento obtenido sugiere que la Px7 es la misma que la LePrx76.
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7.3 CATABOLISMO AUXINICO

7.3.1 Colorimetria

La técnica Salkowski es un método colorimétrico que valora la actividad AlAox con
respecto al consumo de AIA, al evaluar la reaccion oxidativa después de diferentes
periodos de tiempo de exposicion, observando la mayor actividad cuando la concentracion
de H,0, es muy baja, pudiendo pensar que este compuesto sea necesario para la activacion

de la enzima, y llegando a ser en altas concentraciones también un inhibidor.

En este ensayo se pudo observar un decremento significativo en la concentracion inicial de

AlA con respecto a la residual después de haber dejado actuar a la enzima

[1ug/ml [1ug/ml

Inicial Residual
1mM H,0, 10.69 3.566
0.34mM H,0O, 7.506 3.976
Ausencia de H,0O, 10.677 1.458

Tabla 2. Actividad AlAox. Salkowski
Las peroxidasas son enzimas bifuncionales, que poseen la capacidad ya sea para catalizar
reacciones de oxidacién o peroxidacion, que in vitro depende de la presencia de activadores
(difenoles y Mn?*). La hip6tesis es que las peroxidasas cationicas y aniénicas difieren en su
capacidad para obtener un ciclo oxidativo o hidroxilico, las catiénicas favorecen el ciclo
oxidativo acoplado al peroxidativo, mientras que las aniénicas son involucradas

preferencialmente en el ciclo hiroxilico.

7.3.2 Oximetria

La oxidacion de AIA y AIB, es una reaccion catalizada en este caso por peroxidasas de
clase Il de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum, la cual puede conllevar el
consumo de oxigeno durante la reaccion. La Fig.25 muestra el consumo de oxigeno al
utilizar como sustratos el AIA y el AIB en ausencia de H,O,, donde se pueden observar
diferencias en el comportamiento de las cinéticas, lo cual no es dependiente de la

concentracion de proteina, pues se mantuvo la misma concentracion, siendo el sustrato el
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factor que define la velocidad a la que ocurre la reaccion, terminando ésta misma cuando el

oxigeno en el medio se agota.

' ATAox [ A S T A T

A

14, 7nmoles ® min-!
5.3 nmoles ® min’!

A B

Figura 25. Actividad auxina oxidasa. A) AlAox es mayor que B) AIBox y a su vez es mayor que en las
actividades sin H,O, de la Fig.26, determinada por consumo de oxigeno, medio de reaccién en ausencia de.
H,0,MnCl, 0.02mM, DCP 0.075 mM, AIA/AIB 0.60mM, Amortiguador de fosfatos 0.1M pH 5.7 20ug de

proteina.

Al observar la figura 26 se pueden notar las diferencias en el comportamiento de las
cinéticas cuando se cambia la concentracion de H,O; en la reaccion, manteniendo la misma
concentracion de la enzima en los tres casos (ImM H;0,, 0.34mM H,0, y sin H,0,) tanto
por AIA como AIB, Fig.26 A y B respectivamente, en la presencia de 1mM de H,0, se
observa el consumo de oxigeno lento y constante, cuando hay 0.34mM H,0, en el medio
de reaccién la velocidad es superior y el oxigeno disminuye continuamente sin embargo
este se agota mas rapido, ambas muestran una afinidad por el H,O, aunque al haber una alta
concentracion del mismo pudiera actuar como inhibidor; por otra parte en el catabolismo
del compuesto indolico y el consumo de oxigeno en ausencia de H,O; se pueden observar y
distinguir tres fases: (i) el comienzo de la reaccion después de un periodo de latencia; (ii)
una disminucion de la tasa de consumo de oxigeno después de aproximadamente 50 s; (iii)
un aumento progresivo de la velocidad de reaccion que crece a medida que las

concentraciones de oxigeno disminuye.
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A medida que se desarrolla la reaccién y la concentracidn de oxigeno disminuye, pareciera
que hay una mayor afinidad por el oxigeno, lo cual podria confirmar la existencia de dos
vias diferentes en el mecanismo de oxidacion de compuestos auxinicos (AIA-AIB),

pudiendo operar las enzimas como oxidasa o peroxidasa.

A [ imMu0, 0.34mM S0, B 1mMH,0, . 0340mMH, - SinH,0, |
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Figura 26. Actividad auxina oxidasa A) AlAox mayor que B) AlBox respectivamente a cada concentracion de
H,0,, consumo de oxigeno en presencia y ausencia de H,0,. Ac. p-cumarico 1mM, AIA/AIB 1mM

Amortiguador de acetatos pH 4.2, 20g de proteina.

7.3.3 Espectrometria

Durante la oxidacién de AIA se puede dar una inactivacion de enzimas, dado que las
peroxidasas se convierten en un compuesto llamado verdohemoproteina inactiva (P-670,
~680nm). Se estima que el aumento en la absorbencia a 670 nm se da una vez que el
oxigeno presente en el medio es agotado. Un aumento de la concentracion de AIA
disminuye la fraccion inactiva de la enzima, lo que sugiere que el sistema se mantiene en

una via especifica en la que Co-l y Co-Il (caracteristicas de la ruta inactivacién) no

participaria, Fig. 177.

El espectro de absorcion en el UV-Visible de las peroxidasas de tomate presenta las bandas
caracteristicas de las peroxidasas de clase Ill, una banda a 403nm, en la zona visible
aparece un umbral a 560nm y otro a 680nm, mismo efecto que aparece en peroxidasas de

soja, de tabaco y palma real, entre otras de peroxidasas de clase Ill. Los picos en la zona
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visible son indicativas del estado de oxidaciéon y coordinacion del hierro hémico en el
centro activo, dado que el metal tiene un estado de oxidacion 111y esta pentacoordinado.

-0.229 =
4000 40 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 7000

Figura 27. Formacion de compuestos y verdohemoproteina.

En la Fig. 27 se puede observar la formacion de compuestos de las peroxidasas de tomate
con el tiempo, la linea azul representa el t°= cero min, la roja t'=30min y la verde t*=60
minutos, el barrido de absorbencias presenta su espectro maximo de absorcion a 403nm
(banda Soret) e indica la evolucion de la reaccion catalitica, en la que las peroxidasas pasan
por diferentes formas enzimaticas: Col y Coll, apareciendo la forma Colll cuando se
somete a un exceso de perdxido, 413, 549 y 576nm respectivamente, asi como la
verdohemoproteina inactiva P~670.

El Colll de una peroxidasa se consigue sometiendo a la enzima a grandes excesos de
peroxido de hidrogeno. Su formacién puede ocurrir a través de dos mecanismos, los cuales
operan simultaneamente. En el Coll, el hierro hémico se encuentra unido a un &omo de
oxigeno, sin embargo en el Colll se encuentra unido a una molécula de oxigeno. El primer
mecanismo consiste en hacer un intercambio disociativo del oxigeno del grupo ferrilo por
agua Yy, posteriormente, el hierro hémico vuelve a reaccionar con el peréxido de hidrégeno
para formar el Colll. Se forma un hibrido de resonancia, donde predomina la forma Fe
(11)-superoxido. En el otro mecanismo, se forma un complejo enzimatico intermedio que
contiene agua Yy el superdxido formado, el cual se reestructura eliminando la molécula de

agua y generando el Co llII.
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000 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7.00
min

Figura 29. Espectrofotomeria a 251nm. Actividad auxina oxidasa, formacion de oxindoles.

Las peroxidasas son enzimas que, presentan un espectro de absorcion caracteristico, debido
al grupo hemo suele tener una absorbencia tres veces superior a la banda proteica

caracteristica de los aminoacidos aromaticos (280nm).

Una prueba para demostrar que la enzima funciona en una via oxidasa es la cantidad de
AlA o AIB oxidado al final de la reaccidn con respecto a la concentracion inicial de los
mismos, donde la cantidad de productos en este caso oxindélicos (251nm) después de un
periodo de tiempo muestran un incremento, tal como lo muestra la Fig. 187. Los productos
de oxidacion también pueden ser determinados siguiendo la descarboxilacion de los
compuestos auxinicos. Las consideraciones cinéticas y aspectos espectrofotométricos junto
con los ensayos oximétricos y cromatograficos permiten hacer estas conclusiones acerca

del mecanismo del proceso de degradacion auxinica.

110
Isoperoxidasas anidnicas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum, con actividad AIA y AIB oxidasa in vitro. Anabel R.F.



Resultados y analisis

El analisis protedbmico de la compartimentacién celular se realiz6 para conocer la
procedencia de las diferentes isoperoxidasas. El aislamiento y purificacion de las
peroxidasas de clase Il ha tenido ciertas dificultades y han planteado distintas hipotesis
respecto a su ubicacion, pueden mantener algun tipo de interaccion con los polisacaridos
de la pared celular tales como la celulosa, hemicelulosa o pectinas, pueden ser parte de las
proteinas intracelulares o encontrarse solubles en el apoplasto. Para demostrar que estas
preteinas no se encuentran en el contenido citoplasmatico se verifico la ausencia de

contaminacion con proteinas intracelulares.

Se determino la actividad G6PDH (enzima citoplasmaética) en extractos de tallos macerados
y la actividad resultdé de 76 U/mg contrariamente a la actividad nula que presenta el
extracto tratado con amortiguador y enzimas digestivas de pared celular, Fig. 30, la cual
comprueba que las peroxidasas extraidas para este trabajo son secretadas y enviadas a otros

sitios por sefializacion celular.

1.00 _

Bl Control positivo
B Proteinas intra v extracelulares
0.8 W Proteinas apoplasticas

0.6 |

04 |

02 ]

0.00

0.00 0.5 10 15 20 25 30 35 40 45 5.00
min

Figura 30., Ausencia de actividad Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa (G6PDH) en muestras de peroxidasas de

Clase I11, confirmacion de la ubicacion apoplastica.

El ensayo se realizé también para muestras extraidas por gradiente de pH de 3.5>8.5 del
apoplasto de brotes de tallos axilares, lo cual sugiere que la alta o baja concentracion de
protones en el medio no causa dafio o ruptura celular, puesto que la actividad G6PDH es nula
en todas las muestras. Estos resultados fortalecen la idea de que las isoperoxidasas
utilizadas en los diferentes experimentos realizados en este trabajo se encuentran ubicados

en el apoplasto de la célula, pues se encuentran libres de contaminacién citoplasmatica.
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Figura 31., Ensayo de actividad Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa (G6PDH) en muestras extraidas por

gradiente de pH 3.5>8.5 del apoplasto de brotes de tallos axilares.

6.4.3.2.4 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El analisis en HPLC de la muestra con isoenzima purificada Px7 (Leprx76) y la Px3 4:1
[g] de dia 10 de enraizamiento de tallos de brotes de tomate incubando la reaccion durante
to= cero min, t;= 1.5 min, t;= 3 min y t3= 30 min revelaron dos picos que contienen al grupo
inddlico que tiene un pico maximo de absorcién a 280nm, AlA 5.52 min, AIB 12.57 min y
los compuestos oxindolicos 3.15 min (251nm). La deteccion de compuestos indolicos para
el &cido indol-3-acético y el &cido-indol-3-butirico muestran diferentes tiempos de
retencion: AlA 5.52 min, AIB 12.57 min. (Fig. 32 A y Fig. B respectivamente), donde se
muestra la transformacion de los compuestos auxinicos casi por completo después de 30

min de iniciada la reaccion.

Se ha observado que las peroxidasas catalizan la oxidacion de una gran variedad de
sustratos con perdxido de hidrogeno, de acuerdo con esto y observando el cromatograma se
podria deducir el mecanismo enzimatico bi-sustrato, en el que es evidente la actividad
auxina oxidasa, ya que a medida que el AIA y AIB disminuyen en concentracién, el pico de

los compuestos oxinddlicos aumentan por una reaccion de oxidacion en el anillo indélico.
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Esto puede ocurrir mediante dos mecanismos generales de interaccion sustratos-enzima: el
mecanismo secuencial o el mecanismo ping-pong (Alberty, 1953).

En el mecanismo secuencial, ambos sustratos se combinan con la enzima para formar un
compuesto ternario, antes de que ocurra la reaccion catalitica. Los sustratos se pueden
combinar de forma ordenada (i) o al azar (ii) para formar dicho compuesto. Del mismo
modo, los productos formados pueden generarse de forma ordenada o al azar. En el
mecanismo ping-pong (iii), no hay formacion de ningin compuesto ternario, el primer
sustrato se combina con la enzima para dar lugar a una forma enziméatica modificada,
generando el primer producto. La enzima modificada interacciona con el segundo sustrato
para formar el segundo producto y generar otra forma enzimética distinta de las anteriores,

gue en una tercera reaccion regenerara la enzima en estado nativo (Alberty, 1953; Cleland,

1970).
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Tal vez el proceso que menos se entiende es AlA oxidacién, que es la forma predominante

de catabolismo de terminal en la mayoria de las plantas (Normanly, 2010).

La inactivacion de AIA se produce a través de la oxidacion irreversible a Acido oxindol-3-
acético, el primer precursor de la via responsable para el catabolismo de la auxina AIA
(Woodward y Bartel, 2005). La rapida acumulaciéon de AlAox después del tratamiento con
AlA sugiere que la enzima auxina oxidasa juega un papel importante en la regulacion de
AlA bioactivo, la modificacion de estos derivados por conjugacion de AIA con aspartato
(Asp) o glutamato (Glu) conduce a la degradacion (Ostin et al., 1998), mientras que la
conjugacion con alanina (Ala), leucina (Leu), mio-inositol, o péptidos crea formas de
almacenamiento temporal que pueden ser hidrolizados para liberar AlIA cuando sea
necesario (Park et al., 2006). Sin embargo, los mecanismos celulares que controlan la

degradacion oxidativa de la auxina siguen siendo, hasta la fecha, mal entendido.
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Figura 32. Cromatograma HPLC. A. Reaccion oxidasa de &cido indol-3-acético con
isoenzima purificada LePrx76 y Px3 4:1 [ug] de dia 10 de enraizamiento. Tiempos de
retencion: Isoperoxidasa 2.50, Derivados oxindélicos 3.15 min, Ac. p-cumérico 5.12 min,
AlA 5.52 min. Medio de reaccion sustrato (AIA-AIB) 0.5mM , acido p-cumarico 0.5mM
H202 0.034mM . Columna Allsphere ODS-15u eluida con 1% agua-acido acético/metanol
60:40 [v:v].
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Figura 33. Cromatograma HPLC. B. Reaccion oxidasa de acido indol-3-butirico con
isoenzima purificada LePrx76 y Px3 4:1 [ug] de dia 10 de enraizamiento. Tiempos de
retencion: Isoperoxidasa 2.50, Derivados oxindélicos 3.15 min, Ac. p-cumérico 5.12 min,
AIB 12.57 min. Medio de reaccidn sustrato (AIA-AIB) 0.5mM , acido p-cumarico 0.5mM ,
H202 0.034mM . Columna Allsphere ODS-15u eluida con 1% agua-acido acético/metanol

60:40 [v:v].
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7.4 ANALISIS FISIOLOGICO DE LAS PEROXIDASAS DE CLASE Il EN EL
PROCESO DE ENRAIZAMIENTO ADVENTICIO

Figura 34. Formacidn de raices adventicias (0-10 dias) en brotes de tallos axilares de Solanum lycopersicum
tratadas con 5x10 -5M de AIB.
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Figura 35. Analisis fisiolégico de la expresion de isoperoxidasas en tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum (dia 0-10 de enraizamiento), in

vitro, actividad AlA v Px.
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meg/ ml

Al utilizar Guayacol como sustrato, los valores de las cinéticas en los diferentes dias del
proceso de enraizamiento mostraron la actividad maxima en la fraccion soluble de tallos
completos (dia 8), Fig. 41, dia en el que se muestra la mayor actividad AlAox, Fig. 36 (IC),
la cual es producida por un total de 4 isoformas (Px3, Px7, Px8 y Px11) Fig. 35, por lo que
hay un elevado contenido proteico de 7mg/ml Fig. 40, siendo la Px7 (LePrx76) la isoforma
anionica mas expresada y activa (actividad Px y AlAox), no sélo en éste dia, sino a lo largo
de los 10 dias de enraizamiento, su ubicacion esta dada en una distribucion extracelular de
40.92% en la fraccion soluble del apoplasto, 34.76% con interacion tipo anclaje a la pared
celular y 24.31% unido mas fuertemente a la pared celular (enlace idnico de alta fuerza o
covalente), la actividad como AlAox se da preferencialmente en la fraccion soluble y la
actividad peroxidasa en la fraccion que se propuso como anclada a la pared celular. La
isoperoxidasa Px3 es la segunda de mayor importacia dentro de las isoformas anionicas
puesto que en el mismo dia tiene su mayor expresion Fig.37, su distribucion celular la ubica
un 33.39% soluble en el apoplasto, 39.18% anclada en la pared celular y 27.41% con una
interaccion mas fuerte a la pared celular, la actividad AIAox mayoritariamente se da en la
fraccion de anclaje a la pared celular y la actividad peroxidasa en la muestra unida
fuertemente a la pared celular. Por todo lo anterior se podria conjeturar que es laLePrx76 es

la de mayor importancia para mantener en equilibrio el contenido auxinico libre en la planta

de tomate.
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Figura 40. A. Contenido proteico a lo largo del porceso de enraizamiento adventicio (dia 0-10), B. Cinética,
utilizando Guayacol como sustrato en los diferentes dias (0-10) del porceso de enraizamiento adventicio en
tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum. Muestras concentradas 5:1 [v:v] por precipitacion con

acetona 80% [v:v].
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Las auxinas son un conjunto critico de fitohormonas, el cual es confuso respecto a la
regulacion en su abundancia y transporte, dado que las plantas cuentan con un sistema
intrincado respecto a la utilizacion de auxina, hormona que logra una amplia variedad de
los propdsitos en el desarrollo vegetal. Aceptando en general que las auxinas juegan un
papel central en el proceso de formacion de raices, ya que inducen e influyen en su
crecimiento. (Nordstrém et al.., 1991)

La técnica de cultivo in vitro de Solanum lycopersicum, logré una rapida produccion de
plantas genéticamente idénticas. Se estableci6 que, la concentracién 5x10° M de AIB para
la generacion de raices adventicias a partir de brotes axilares estimulé la produccion y
desarrollo de las mismas, mostrando que en el dia diez de enraizamiento el esqueje contaba
con las caracteristicas necesarias para poder establecerse sobre un sustrato. Muchas
investigaciones han demostrado que el AIB tiene una mayor capacidad para promover la
formacion de raices adventicias en comparacion con AIA (Ludwig-Mdiller, 2000). Ademas
de que el AIB es mas estable y menos sensible a la degradacién por enzimas que lo hace

una mejor fuente de auxina libre.

Los niveles y la distribucién de la auxina &cido indol-3-acético activo (AIA) son
estrechamente controlados a través de la sintesis, el almacenamiento, la inactivacion, y el
transporte (Korasik et al., 2013). S6lo una pequefia fraccién de auxina existe libre y se
compone de una mezcla de auxina libre, auxinas conjugadas, el precursor inactivo de
auxina AIB, y la forma inactiva éster metil de AIA, MeAlA. Cohen y Bandurski (1982)
postularon que el almacenamiento de las formas de auxina existe para regular la
homeostasis auxinica en el crecimiento y desarrollo: para influir en la sensibilidad auxinica,

transporte y compartimentacion.

Algunas formas de almacenamiento parecen comprender una via de inactivacion del AIA
gue no se puede convertir de nuevo al activo AlA. Esta es una forma de proteger a la planta
contra la toxicidad de la auxina en la presencia de un exceso de auxinas. La de
desintoxicacion de AlA se lleva a cabo a través de una ruta catabodlica para la modificacion
irreversible de la AIA. (Korasick et al.., 2013)
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Conjugacion (Ludwig-Muller 2011, Woodward y Bartel, 2005) y la oxidacién (Normanly
2010) se presentan como vias de inactivacion. Tal vez el proceso es menos comprendido

AlA oxidacion como se sugiere por Peer et al.. (2013)

La inactivacion de AIA se produce a través de la oxidacion irreversible, mediante la
reaccion AlAox. La rapida acumulacion de AlAox en los dias de enraizamiento adventicio
sugiere que las peroxidasas de clase Ill, especificamente la LePrx76 juega un papel
importante en la regulacion de los niveles de auxina bioactivos. La modificacion del AlA 'y
AIB a compuestos oxindoélicos o compuestos inddlicos descarboxilados podrian ser los que
mantienen un equilibrio auxinico, aunque un aspecto importante para la comprension del

metabolismo de las auxinas también es saber cdmo recicla la planta estas moléculas.

Dado lo anterior, las moléculas de sefializacion deben incrementar sus niveles y volver a su
concentracion original pues el enraizamiento adventicio es un proceso de desarrollo en los
gue se necesitan auxinas. Los niveles enddgenos de hormonas responsables de la formacion

de raices adventicias (AlA 'y el AIB), varian segun el nivel de actividad oxidasa auxina.

El estudio de la degradacion auxinica se ha encargado de la caracterizacién enzimatica en
diferentes organismos, pero la ubicacion subcelular no esta clara, pues de igual manera no
se tiene certeza sobre los sitios donde las auxinas puedan estar concentradas, puesto que
son enviadas a diferentes partes de la planta, lo que si se sabe es que la auxina
aparentemente se encuentra soluble, lo que da pie a considerar que la mayoria de estas
enzimas también se encuentran solubles en el apoplasto, ya que cuentan con una secuencia
sefial que las envia fuera de la célula. Este trabajo pretende contribuir acerca del
metabolismo de los niveles enddgenos de las hormonas AIA y AIB in vitro. En base a esto,
la actividad oxidasa y peroxidasa fueron analizados comparativamente de extractos
apopléasticos de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum en diferentes dias del
proceso de enraizamiento (0-10) y de raices adventicias formadas a los diez dias. Las
peroxidasas encontradas se clasificaron por ubicacion como: (1) solubles del apoplasto
(proteinas de secrecion ya que contienen un péptido sefial), (2) o de anclaje a la pared
celular, o (3) adheridas fuertemente a pared celular.

126
Isoperoxidasas anidnicas de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum, con actividad AIA y AIB oxidasa in vitro. Anabel R.F.



Discusion

La composicion de la pared celular primaria incluye celulosa, hemicelulosa y pectina, y
proteinas incrustadas en la matriz formada por estos polisacéridos, la mayoria de ellos son
de caracter neutral, solo las pectinas proporcionan cargas negativas y establecen
interacciones con proteinas basicas (isoperoxidasas cationicas). Tales interacciones pueden
ser modificadas por el pH y por la concentracion de Ca®, de igual manera la pectina de
esterificacion puede estar implicada en la regulacion de distribucion de peroxidasa dentro
del apoplasto (Penel y Greppin, 1996). Ademés debido a que el Ca**estabiliza las pectinas
de las paredes celulares de la planta, el tratamiento con la acidez (3.5>5.7) o basicidad (8.5)
de pH deberia ayudar a remover las proteinas que se encuentran ancladas a la pared celular
(isoperoxidasas idnicas) puesto que promueve la liberacion proteica al debilitar la matriz de
la pared celular (Letham, 1958; Hepler, 2005). Por todo ello, se puede concluir que, aunque
la Px7 se muestra activa a lo largo del rango de pH acido hacia el pH basico, a pH5.7 se

encuentra mas activa, dato importante puesto que es el pH apoplastico.

De acuerdo con Verdonk et al. (2012) en la alfalfa las proteinas mas abundantes de la pared
celular son las peroxidasas de clase 11l (EC 1.11.1.7). Las diferencias en las propiedades
bioquimicas entre isoperoxidasas iGnicamente y covalentemente unidas a la pared celular
son su diferente movilidad electroforética, pesos moleculares y sus actividades oxidantes
que tienen un papel especifico en la fisiologia de la raiz durante el desarrollo adventicio.
Una carga distinta de estos dos grupos de isoformas enzimaticas, que estan unidos a la
pared celular podria implicar diferentes dominios dentro de la pared celular y, en

consecuencia, una funcidn fisioldgica especifica in situ.

Se identificaron 10 isoperoxidasas anionicas y una cationica en zimogramas de tallo y raiz,
observando como rasgo principal un mayor numero de isoperoxidasas de la fraccion soluble
en el tallo respecto a la raiz, en comparacion, las que se encuentran adheridas a la pared
celular son las mismas tanto en tallo como en raiz, al evaluar el efecto de los
amortiguadores se observo una elevada actividad al utilizar NaH,PO,4-H,0O en relacion al
NaC,H3;0, cuando el sustrato es AIA, pues en el ensayo para actividad Px no hay
diferencias significativas, la concentracion éptima de H,O, se obtuvo de las variantes al

realizar el ensayo oximétrico.
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La oxidacion de é&cido indol-3-acético y é&cido indol-3-butirico es catalizada por las
isoperoxidasas de clase 11l (EC 1.11.1.7) y puede llevarse a cabo alternativamente por dos
vias diferentes que corresponden a la actividad enzimatica de tipo oxidasa o peroxidasa. La
participacion relativa de la enzima en las dos vias depende la relacion enzima-sustrato-
concentracion de oxigeno. Los bajos niveles de oxigeno favorecen la via oxidasa debido a
la alta afinidad por el oxigeno de la ferroperoxidasa, la forma enzimatica que inicia esta via.
Algunos autores han informado en anteriores investigaciones la necesidad de que haya
perdxido en el medio de reaccion, en éste trabajo se muestran resultados diferentes ya que
aungue hay un momento de retardo en que ocurra la reaccion ésta sucede disminuyendo la
concentracion de oxigeno disponible. Es interesante comparar los pardmetros cinéticos y la
estabilidad enzimatica, lo cual muestra que en la adiciéon de 340uM H,0, comienza un
periodo rapido de oxidacion auxinica acompafiado de una reduccién de O, sin embargo, el
ciclo oxidativo también cataliza compuestos auxina en ausencia de H,0,, sin embargo, el
ciclo oxidativo también cataliza compuestos auxina sin H,O,. La oxidacién aerdbica de
AIlA como de AIB puede ocurrir en ausencia de peroxido de hidrégeno afiadido. En este
trabajo, las caracteristicas cinéticas del consumo de oxigeno durante la oxidacion de los
compuestos auxinicos demostré un comportamiento directo sobre los cambios de velocidad
en la tasa de consumo de oxigeno sugieren la transicion de la enzima entre las dos vias,
teniendo una mayor actividad oxidasa que peroxidasa. Estas enzimas pueden oxidar auxina
por la reduccidn de un electrdn de oxigeno, por lo que se considera que estan implicadas en
el catabolismo de &cido indol-3-acético (Hinnman y Lang, 1965; Nakajima y Yamazaki,
1979; Brooks, 1986; Alba et al., 1998).

El problema de la diferencia entre actividades oxidasa y peroxidasa entre las isoenzimas del
tomate se resolvié parcialmente por tincion de geles. La intensidad de la tincion en una
banda depende en parte de la concentracion de la proteina no obstante la afinidad por un
sustrato puede agudizar la banda, aunque la razon de la tincion diferencial de la actividad
de las peroxidasas entre los diferentes donantes de hidrogeno no es conocido. La
observacién nos hubiese llevado a datos erréneos por lo cual se obtuvieron densitometrias
para evaluar las concentraciones de isoenzimas por intensidad de tincion, nuestros

resultados muestran una tincion méas abundante con AIB respecto a AlA y las anteriores
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una mayor intensidad respecto a la o-dianisidina, por lo que podriamos decir que hay una
mayor especificidad para los compuestos inddlicos. Considerando los resultados de las
tinciones, el andlisis espectrofotométrico, el consumo de oxigeno y el método analitico
HPLC, tenemos las evidencias necesarias para concluir que los dos tipos de catalisis
(AlAox/AlIBox y peroxidasa) residen en la misma biomolécula (isoperoxidasas de clase
).

Sin embargo otra aportacion del trabajo es el haber mostrado la disposicion extracelular de

las isoformas, pues en trabajos anteriores solo se ha trabajado con extractos crudos

La deteccion de la formacion de compuestos de oxindol y la degradacién auxinica se
analizo por HPLC, observando por un lado el incremento de los derivados oxindolicos y la

degradacion de los compuestos indolicos (AIA y AIB).

Se identificaron 11 isoperoxidasas por zimogramas, la Px7 se purificd y se confirmo su
localizacion extracelular sin actividad de G6PD en el medio de extraccion. La pureza se
evalu6 por 2-D SDS / PAGE vy andlisis espectral, mostrando ser una glicoproteina
38,750Da, pl 4,9, Suberization-associated anionic peroxidase de acuerdo a un analisis de
semejanza de secuencia de aminoacidos. Estructura primaria de la LePrx76, es una
oxidorreductasa que posee 364 residuos y una masa molecular de 38750 Da. El centro
activo esta constituido por un grupo hemo que posee un aomo de hierro centrado en el
plano hémico, entre los dominios distal y proximal. Esta peroxidasa posee un alto
contenido de glicanos, segun la tincion para glicoproteinas. La mayoria de las
biomacromoléculas (proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos) poseen determinada carga
eléctrica con grupos anidnicos y catiénicos capaces de disociarse. La carga neta de la
particula esta dada por el pH del medio y puede ser modificada por la interaccion con
pequefias moléculas de iones u otras macromoléculas. De lo anterior se deduce que el pH
influye sobre la velocidad de migracion de las moléculas. En el punto isoeléctrico de la
biomolécula, pH al cual su carga neta es 0, esta no migra. Por debajo del punto isoeléctrico
tiene carga neta positiva y migra hacia el catodo, y por encima del punto isoeléctrico tienen
carga neta negativa y migra hacia el anodo.
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Mediante el aislamiento de las isoperoxidasas y su posterior visualizacion en zimogramas
se pudo determinar su localizacion subcelular, para esto se utilizaron tres diferentes tipos de
aminas aromaticas (AlA, AIB y o-dianisidina) y un compuesto fendlico con un grupo
hidroxilo en su estructura (Guayacol). La diferente reactividad de las isoperoxidasas sobre
los compuestos mencionados se debe a las diferencias en su secuencia de aminoécidos, que
provocan las ligeras modificaciones en el centro activo, lo cual hace que cada sustrato
presente distinta accesibilidad al centro activo lo cual las caracteriza por presentar un

patrén de variacion cualitativo y cuantitativo.

El proceso de enraizamiento se puede subdividir en fases independientes (induccién,
iniciacion y la aparicion de raices), esto ha sido un factor determinante para una mejor
comprension de rizogénesis adventicia (Nag et al., 2001). Siempre hay un aumento
temporal en el nivel endogeno de AlA libre durante la fase de induccion que corresponde a
un nivel minimo de la actividad tanto peroxidasa como auxina oxidasa, seguido por una
disminucion en los niveles de AIA a un minimo en la fase de iniciacion. En la fase
inductiva la auxina es sensible a la respuesta metabolica de la planta con una alta actividad
peroxidasa y oxidasa. La oxidacion de AIA en esta etapa de enraizamiento (fase de
iniciacion) parece estar relacionada con la respuesta auxina. Por tal motivo se realizo un
ensayo de la caracterizacion enzimética a lo largo de diez dias de enraizamiento,
determinando en el mismo la ubicacion de las diferentes isoformas puesto que no se tiene
clara. Se trabajé con una metodologia que consta de tres fases: (i) poner en solucion a las
proteinas con amortiguador de acetatos, (ii) remover las proteinas ancladas a la pared
celular adicionando amortiguador y Triton X-100 al tejido remanente de la fase anterior, y
por ultimo (iii) obtener las proteinas adheridas a la pared celular tratando el tejido con
enzimas de digestion (pectinasa y celulasa). Al analizar el comportamiento de la isoenzima
Px7 su comportamiento en el extracto de tallos completos el dia 8 muestra muestra la
mayor actividad AlAox, en ése dia de enraizamiento hay un elevado contenido proteico de
7mg/ml Fig. 40 que contienen 4 isopoformas, de los cuales 4mg corresponden a la Px7
(LePrx76) la isoforma anidnica mas expresada y activa (actividad Px y AlAox), no sélo en
éste dia, sino a lo largo de los 10 dias de enraizamiento, su ubicacion esta dada en una

distribucion extracelular de 40.92% en la fraccion soluble del apoplasto, 34.76% con
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interacion tipo anclaje a la pared celular y 24.31% unido més fuertemente a la pared celular
(enlace ionico de alta fuerza o covalente), la actividad como AlAox se da preferencialmente
en la fraccion soluble y la actividad peroxidasa en la fraccion que se propuso como anclada
a la pared celular. Por otra parte la Isoperoxidasa Px3 que es la segunda en abundancia de
caracter ionico presenta una clara preferencia por el sustrato o-dinisidina (actividad

peroxidasa).

Esta evaluacion de tres procedimientos para aislar peroxidasas de clase 111 de las plantas de
tomate mostrd para tallos completos (C) que el extracto de proteinas solubles (I) contiene la
mayor fraccion de la proteina mayor concentracion de peroxidasas (45%) aungue menos
numero de isoformas (4) respecto a las otras fracciones, el uso de un detergente idnico
(Triton X-100) que es débilmente desnaturalizante no altera la carga de las proteinas a las
que se unen sélo modifica la forma de la proteina y pone en evidencia a las peroxidas
ancladas a las paredes celulares (3), un 25% de las peroxidasas corresponde a esta fraccion,
por lo que el 30% restante de las isoperoxidasas se encuentra adherida de forma
fuertemente io6nica o covalentemente a la matriz de polisacaridos, donde se observa el

mayor nimero de peroxidasas , siete respecto a los otros tratamientos.

Todo lo anterior nos conduce a pensar que dentro de las peroxidasas ionicas halladas, la
LePrx y la Px3 son aquellas en las que reside la mayor actividad auxina oxidasa y

peroxidasa respectivamente.
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Conclusiones

Produccién de material vegetativo

e La propagacion asexual de Solanum lycopersicum a través de esquejes resulto ser
efectiva con la utilizacion de auxinas (AIB 5x10°M), consiguiendo una talla para su
trasplante en el dia 10 de enraizamiento.

Peroxidasas de clase I11

e La actividad enzimatica sugiere un equilibrio entre asociacion y disociacion con la
pared celular, sin embargo en protoplastos se muestra nula, corroborando la
localizacion extracelular de las isoperoxidasas de clase I1I.

e El apoplasto reveld una isoforma catidnica y diez aniénicas.

e Ao largo del proceso de enraizamiento la expresion de las peroxidasas de clase 11l
es irregular, mostrando la mayor actividad en los dias 3y 8.

Purificacion de una peroxidasa

e El proceso de purificacion més efectivo fue al poner los brotes de tallos completos
inmersos en un amortiguador de acetatos con un pH 5.7.

e Lasecuencia de aminodcidos de la Px7 presenta la mayor identidad con la LePrx76.
Caracteristicas de la LePrx 76
e Posee una masa molecular de 38750 Da.

e Esunaisoenzima &cida, con un pl 4,9.
e Tiene un elevado contenido de glicanos en su estructura.

e Existe en el apoplasto con una distribucion extracelular de 40.92% en la fraccion
soluble, 34.76% con interacién tipo anclaje a la pared celular y 24.31% unido mas
fuertemente a la pared celular (enlace iénico de alta fuerza o covalente).

e La actividad como AlAox se da preferencialmente en la fraccién soluble y la
actividad peroxidasa en la fraccion que se propuso como anclada a la pared celular.

Caracteristicas espectrales

e Presentan su espectro maximo de absorcion a 403nm (banda Soret), y las bandas o y
[ aparecen a 540 y 670nm respectivamente.

e En la reaccion catalitica forma diferentes formas enzimaticas: Col y Coll,
apareciendo la forma Colll cuando se somete a un exceso de peroxido, 413, 549 y

576nm respectivamente, asi como la verdohemoproteina inactiva P~670.
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Conclusiones

Estudios cinéticos

e Las isoperoxidasas de tomate oxidan una gran cantidad de sustratos organicos e
inorganicos en presencia y ausencia de H,O,.

e Son muy reactivas con los sustratos con aminas aromaticas (AIA, AIB y o-
dianisidina) y compuestos fenolicos con un grupo hidroxilo (Guayacol).

Ensayos oximétricos

e Se demostro la capacidad de las isoenzimas para catalizar el consumo de O, al
utilizar AIA y AIB como sustratos en ausencia de H,O, acelerando la reaccion con
H,0, 0.34mM.

e Presenta un tipo de inhibicion por la alta concentracion de H,O..

Catabolismo auxinico

e La actividad auxina oxidasa in vitro mostré degradar AIA y AIB al evaluar la
actividad por el método analitico HPLC (Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento).

e La reaccion oxidativa sobre el anillo indolico muestra un decremento de los

compuestos indélicos y la formacion de derivados oxindolicos.

Las caracteristicas encontradas en las enzimas estudiadas apoyan la idea que considera su

importancia en el control de auxina libre
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