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Resumen

Las peroxidasas (Prx) no animales son una familia de hemoproteinas que oxidan diversos sustratos a
expensas del H,0,. A ellas pertenecen las peroxidasas de clase III (Prx CIII) (EC 1.11.1.7), que son exclusivas
de las plantas, en las que forman grandes familias multigénicas y se encuentran implicadas en un amplio
numero de eventos en el desarrollo vegetal. La heterogeneidad de isoformas (73 en Arabidopsis thaliana y en
Lycopersicon esculentum) no es del todo entendida. Las isoperoxidasas de una especie dada pueden ser
distinguidas por diferencias en sus puntos isoeléctricos y secuencias de aminoacidos.

El jitomate (Solanum lycopersicum L., sindnimo de Lycopersicon esculentum) es una de las especies que
por su importancia se han seleccionado para determinar su genoma, gracias a lo cual, se dispone de las
secuencias completas de 71 genes de peroxidasas de clase III (Prx CIII), inferidas de los 73 identificados en
su genoma. Aun cuando se supone que por la secuencia sefial de secrecién encontrada en estos genes,
debieran ser localizadas en el apoplasto, no existe evidencia experimental de su aislamiento a partir de este
compartimento. Por tanto, la base de datos que refiere a estas 73 isoenzimas sigue reportando la localizacién
subcelular para todas ellas como no determinada y hasta la fecha no existe evidencia de su expresion, ya que
no se ha identificado a ninguna de ellas a partir de la proteina obtenida de algtn tejido del jitomate, asi la
evidencia de su existencia es indirecta, pues procede de la secuenciacién de los genes en su genoma.

Distintos experimentos han dado evidencias acerca del papel de las peroxidasas extracelulares de plantas
vasculares o Prx ClII, los cuales sugieren su implicacién en el catabolismo del 4cido-3-indolacético (AIA); hay
controversia en cuanto a si las peroxidasas anidnicas o las catiénicas se encargan de promover el catabolismo
de auxinas. Se ha reportado que hay un aumento en la actividad de isoperoxidasas catidnicas en las fases
tempranas de la iniciacién del enraizamiento adventicio, que demuestran una alta actividad de AIA oxidasa
in vitro, sugiriendo una contribucién al mayor potencial de actividad AIA oxidasa del tejido. Por otra parte,
estudios filogenéticos muestran una mayor homologia entre peroxidasas catidénicas de distintas especies que
aquellas peroxidasas aniénicas encontradas dentro de la misma especie, sugiriendo un probable mecanismo
mas conservado para las isoperoxidasas catiénicas que es consistente con la importancia del control de los
niveles de auxina en las plantas. A pesar de que los estudios sobre auxinas se extienden por mas de 100 afios,
sorprendentemente no existen evidencias concluyentes de genes de peroxidasas asociados con el
catabolismo de auxinas, a pesar de ello se piensa que las peroxidasas de clase 111 desarrollan esta funcién.

Aunque existen numerosos reportes realizados con respecto al papel de las peroxidasas, es poco el
trabajo que se ha dirigido a la identificacién y caracterizacién individual de peroxidasas especificas,
desconociéndose si alguna de ellas participa en el catabolismo del AIA. Por este razén, el objetivo de este
trabajo fue aislar y purificar una enzima catiénica, procedente de fracciones correspondientes a las porciones
soluble e insoluble del apoplasto de tallos de brotes axilares de Solanum lycopersicum L., con actividad de
peroxidasa y probar su actividad AIA oxidasa durante el enraizamiento adventicio de los tallos, para
finalmente identificarla comparando su secuencia de aminodacidos con las reportadas en las bases de datos
bioinformaticas.

Las fracciones obtenidas a partir de muestras que fueron sometidas a enraizamiento adventicio durante
6 dias, demostraron la presencia de una peroxidasa catiénica que present6 actividad de auxina oxidasa.
Mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas, la muestra que contenia una
proteina de PM 45.9 kDa y un punto isoeléctrico de 8, fue identificada como LePrx16. Este es el primer reporte
que presenta evidencia experimental de su existencia como proteina y de su localizacién tanto en las paredes
celulares como en la fraccién soluble del apoplasto de S. lycopersicum. Su capacidad de oxidar AIA in vitro fue
demostrada, mientras que el andlisis de su secuencia exhibid las caracteristicas particulares de una
peroxidasa de clase III.



Abstract

Non-animal Peroxidases (Prx) are a family of haem-containing proteins. Its main function is the oxidation
of a variety of substrates at the expense of H,0,. Plant peroxidases often designated as class III peroxidases
(Prx CIII) (EC 1.11.1.7) are exclusive plant enzymes, that form wide multigenic families. Plant peroxidases
perform a variety of physiological functions during plant development. However, the diversity of isoenzymes
(73 found in Arabidopsis thaliana and Lycopersicon esculentum), remains unknown. Differences between
peroxidases could be distinguish by isoelectric points and amino acid sequences.

Tomato (Solanum lycopersicum L., synonymous of Lycopersicon esculentum) is a one of the most
important crops at global level. Due to this importance, tomato was chosen to determine its genome. That
work provides the complete sequence of 71 of 73 class IlI peroxidase genes. Despite its assumed that the
location of the enzymes is the apoplast, fact inferred by the secretion signal sequence found in Prx CIII genes,
there is no experimental evidence about its isolation from that cell compartment. Therefore, the database
about the 73 isoenzymes still report the subcelular location of every Prx CIII as no determined. Nowadays
still missing evidence about its expression profiles, because it hasn’t been isolated, and identified some of
them as protein of tomato tissues, as a result, the evidence about its existence has been indirect, taken only
from tomato gene sequences.

Different studies have given evidence about the role of Prx CIII in vascular plants, these works suggest
their implication in indol-3-acetic acid (IAA) oxidation, a classical function attributed to Prx CIII. Controversy
has been emerged about if the anionic or cationic peroxidases are involved in [AA catabolism. Some studies
have been reported the increment of cationic peroxidase activity during earlier phases of adventitious rooting
initiation, this studies indicate a high in vitro IAA-oxidase activity, suggesting a mayor contribution of cationic
ones in IAA-oxidase potential of different tissues. On the other hand, phylogenetic surveys indicate a higher
degree of homology between cationic isoperoxidases from different species than anionic peroxidases found
in just one specie, suggesting a more conserved mechanism for cationic ones. Remarkably, despite the fact
that auxin investigation extends for over 100 years, there's no concluding evidence about peroxidase genes
associated with auxin catabolism, proposing the Prx CIII as the main actors in this role.

Despite numerous reports concerning the role of class III peroxidases, few work has been addressed to
identify and characterize individual peroxidases, including those isoperoxidases involved in IAA oxidation.
This work was aimed to purify and identify a cationic and apoplastic peroxidase with IAA oxidase activity
from stems of Solanum lycopersicum L., during auxin-induce adventitious rooting, to proceed to identify the
peroxidase by comparing their amino acid sequence with bioinformatic databases.

The initial fractions were obtained from samples which were subject to adventitious rooting and
exhibited the presence of one cationic peroxidase with IAA-oxidase activity. Through liquid chromatography-
mass spectrometry, the sample containing a protein with a molecular weight of 45.9 kDa and an isoelectric
point of 8 was identified as LePrx16. This is the first report that shows experimental evidence about their
existence as protein and their localization both in cell wall and in the apoplastic soluble fraction from Solanum
lycopersicum L. Its capacity to oxidize IAA in vitro were demonstrated, while the analysis of their sequence
exhibited particular features of a Prx CIII.



Introduccion

Fundamentos Tedricos

Desarrollo vegetal y fitohormonas

Las plantas muestran una enorme plasticidad genética, una tolerancia fisiolégica aumentada, y una alta
plasticidad fenotipica que les permite adaptar su estructura y optimizar su metabolismo a las demandas de
ambientes especificos, utilizando su capacidad de realizar morfogénesis durante todo su desarrollo a partir
de poblaciones de células troncales llamadas meristemos, cuyo centro organizador se divide
infrecuentemente, manteniendo la capacidad para dar origen a todos los linajes celulares. La flexibilidad de
desarrollo vegetal ademdas de implicar a los meristemos también involucra otros eventos como la
organogénesis de novo, una remarcable capacidad de regeneracién y respuestas de crecimiento direccionales
a estimulos externos (Davies, 2004; Tanaka et al,, 2006).

Al pensar en la plasticidad del desarrollo vegetal surgen preguntas cruciales sobre cdmo los estimulos
externos son traducidos en cambios de desarrollo especificos y como éstos son coordinados internamente. El
hecho de que las células vegetales se encuentren restringidas espacialmente por la pared celular, obliga para
su correcta diferenciacidn, desarrollo y crecimiento, a un fino control una compleja red de comunicacidn entre
hormonas, factores de transcripcién y pequeiios péptidos que en conjunto sustentan los mecanismo
moleculares que gobiernan dichos procesos. Mas auin, también existe una vasta comunicacién cruzada entre
las diferentes hormonas y otras rutas de sefializacién que en ultima instancia, determinan las respuestas
fisiolégicas.

Las hormonas vegetales o fitohormonas son un grupo de sustancias que ocurren naturalmente, las cuales
influyen procesos fisiolégicos a bajas concentraciones (Davies, 2004). Estos procesos consisten
primordialmente en el crecimiento, diferenciacién y desarrollo vegetal; sin embargo, otros procesos como el
movimiento estomatico también pueden ser afectados. Went y Thimann (1937) en su libro Fitohormonas
definen una hormona como una sustancia que es transferida desde una a otra parte del mismo organismo,
este concepto también se deriva del concepto de sus contrapartes animales y del estudio de las auxinas, la
primer fitohormona en ser descubierta, la cual produce una respuesta de crecimiento a una distancia de su
sitio de biosintesis y de ahi su condicién de mensajero bioquimico transportado. En general, la sintesis de
hormonas en plantas no esta restringida a un tipo particular de tejido especializado. De esta forma, las
fitohormonas son componentes ubicuos del desarrollo y diferenciacidn a través de todo el ciclo de vida de las
plantas, literalmente desde la germinacidn, crecimiento vegetativo, floracién y formacién de frutos y
eventualmente durante la abscision.

Aunque numerosas sustancias son reconocidas por funcionar como hormonas vegetales, la forma de las
plantas es en gran parte controlada por una molécula de estructura simple de naturaleza indélica, el Acido
Indolacético (Tanaka et al,, 2006). Dentro de las fitohormonas mas importantes se encuentran las auxinas
(Aux), citoquininas (CK’s), giberelinas (GA’s), Acido abscisico (ABA) y etileno, otros tipos de substancias como
las poliaminas y brasinoesteroides también han mostrado regular aspectos del desarrollo y diferenciacién de
las plantas (revisado por Davies, 2004).

Una clasificacién funcional a grosso modo puede definir a las auxinas y GA’s como reguladores de la
elongacién celular, a las CK’s como reguladores de la division celular, al ABA como un inhibidor general y al
etileno como un regulador positivo de una diversidad de procesos; otras aproximaciones sugieren que no
todos los tipos celulares responden de forma similar a una hormona dada y que en una célula individual
algunos genes pueden ser encendidos y otros apagados por la misma hormona (Dodsworth, 2009); mas atn,
algunos efectos hormonales pueden ser indirectos, un ejemplo resulta de la produccién de etileno estimulado
por auxina (Kang et al, 1971; Burg, 1973; Yu & Yang, 1979; Lazarus en Grierson, 1991).

Debido al propdsito y tema que comprende esta tesis, se tratard mas a fondo el papel regulatorio de las
auxinas, ademdas de que estas moléculas merecen un sitio notable en cualquier discusiéon que trate sobre
hormonas vegetales, debido a que se trata de la primer hormona de crecimiento vegetal en ser descubierta 'y
a que mucho de lo que conocemos acerca de los mecanismos de expansion celular vegetal ha sido llevado a
cabo en relacién con las auxinas. Incluso estas (junto con las citoquininas) difieren de otras hormonas y
agentes sefializadores en el hecho de que son requeridas para la viabilidad: hasta el momento no se han
encontrado mutantes aux6trofos de auxinas, lo que sugiere que las mutaciones que las eliminan son letales.
Mientras que otras hormonas parecen actuar prendiéndose y apagandose regulando procesos de desarrollo



especificos, las auxinas y citoquininas parecen requerirse a un nivel mas o menos continuo. En la Fig. 1 se
muestra un modelo sucinto, el cual ayuda a explicar la regulacién genética por medio de hormonas.

Figura 1: Modelo de accién de hormonas vegetales como reguladores de la expresion génica. Moléculas de
hormona (estrellas) penetran a través de la pared celular libremente hasta llegar a la membrana plasmatica
donde se ligan a receptores especificos (R); la sensibilidad de un célula a una hormona dada esta influenciada por
la cantidad de receptores presentes, la posterior transduccion de la seiial lleva la informacion de la hormona
ligada en la superficie celular hacia el niicleo, resultando en cambios en la expresion de distintos genes regulados

por la hormona. Tomado de Lazarus en Grierson, 1991.

Auxinas

El botanico aleman Julius von Sachs (1832-1897) propuso que un mensajero quimico era el responsable
de la formacidn y crecimiento de diferentes 6rganos vegetales; también proponia que factores externos como
la gravedad afectaban las distribucién de dicha sustancia. Posteriormente, durante el siglo XIX, los trabajos
continuaron con los Darwin con coleoptilos de alpiste (Phalaris canariensis), con la finalidad de conocer la
influencia que provocaba la curvatura del tallo inducido por luz, posteriormente estos experimentos serian
publicados en el libro El poder del movimiento en las plantas en 1881 (Darwin & Darwin, 1881). Estos trabajos
culminaron con las demostracién en 1926 por Frist Went de que al ser removida la punta del coleoptilo de
avena el crecimiento cesaba. Posteriormente los trabajos con el material que difundia desde los coleoptilos
escindidos hacia bloques de agar dio como resultado una nueva gama de experimentos, lo que condujo
finalmente a la formulacién de la hipdtesis de Cholodny-Went los cuales propusieron que la distribucion
diferencial de auxina representa el mecanismo del crecimiento trépico (revisado en Went, 1974; Firn et al,,
2000). Debido a la capacidad de dicha sustancia para promover el crecimiento eventualmente fue llamada
auxina, que desciende del griego ‘aviavw’=auxein y que significa “para crecer” o “para incrementar”.

Actualmente el uso de la espectrometria de masas se ha establecido como el método de eleccién cuando
se trata de conocer aspectos en la estructura quimica o cuando se requiere conocer la cantidad de acido-3-
indol acético (AIA) presente en una muestra. Este método es empleado en conjunto con métodos de
separaciéon que involucran cromatografia de gases. Esto ha permitido la identificacién y cuantificaciéon
auxinica precisa, haciendo posible detectar 10-12 g (1 picogramo o pg) de AIA, rango de auxina encontrado en
una sola porcién de tallo de chicharo o en un grano de maiz. Estas técnicas han hecho posible a los
investigadores analizar con precisiéon precursores de auxinas, el recambio auxinico y la distribucién de
auxinas a lo largo de la planta.



Caracteristicas generales de las auxinas y homeostasis auxinica

Las auxinas pueden definirse como sustancias organicas que promueven la elongacidn celular cuando se
aplican en bajas concentraciones a segmentos de tejido durante bioensayos especificos. Las auxinas
funcionan en la interseccion entre las sefiales de desarrollo y ambientales y las vias de respuesta que estas
desencadenan. Ademas de la auxina mas ampliamente estudiada, el AIA, existen varias otras auxinas nativas
que se han reportado en plantas. Todas las auxinas naturales encontradas en plantas pueden encontrarse
como acido libre o en formas conjugadas (Fig. 2).

La busqueda de un modelo de correlacién estructura-actividad valido para el AIA y para una serie de
derivados alquilados y halogenados no ha definido una relacién simple o directa, aunque el analisis detallado
de sus parametros estructurales y de sus propiedades fisico-quimicas ha cambiado los conceptos de
actividad/determinantes estructurales (Nigovi¢ et al, 2000). Contrario a lo que se esperaba, los factores
sugeridos para explicar las diferencias en la actividad auxinica como una relacién simple basada ya sea en la
lipofilicidad de las moléculas, la débil capacidad complejante o en la acidez del anillo indélico (NH) reducido,
no han logrado explicar las diferencias en la actividad biol6gica. La habilidad de modificar las estructuras
para funcionar como auxinas activas pueden ser definidas por la relacién entre la cadena lateral 4cida y
propiedades del sistema del anillo no especificadas (Nigovi¢ et al, 2000). Aunque las auxinas son
quimicamente diversas, una caracteristica que presentan todas estas moléculas es una distancia de 0.5 nm
entre una carga positiva fraccional en el anillo aromatico y un grupo carboxilo cargado negativamente.
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Figura 2: Auxinas que ocurren naturalmente en plantas y algunos ejemplos de conjugados de bajo peso
molecular. Otros conjugados de bajo peso molecular (como el AIA-inositol-arabinosa y conjugados con varios
aminoacidos) y de alto peso molecular (como el AIA-proteina IAP1, AIA-péptido, AIA-glicoproteina y AIA-
glucano) han sido aislado de material vegetal. Tomado de Normanly et al., en Davis, 2004.

Los niveles de auxina varian a través de todo el ciclo y cuerpo de la planta, formando gradientes los cuales
son el componente central de su accién (Benfey, 2002; Doerner, 2000; Hamann, 2001; revisado en Davies,
2004). De esta forma, las plantas han desarrollado intrincadas redes regulatorias con considerable
redundancia y plasticidad adaptativa con la finalidad de mantener los niveles de auxina en respuesta a
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cambios medioambientales y condiciones de desarrollo. A este fenémeno se refiere el término de homeostasis
auxinica y especificamente a la biosintesis, inactivacion, transporte y rutas de interconversién que regulan y
mantienen los niveles auxinicos.

El estudio de la homeostasis auxinica tiene la finalidad de entender los mecanismos mediante los cuales
las plantas logran obtener hormona disponible en la cantidad requerida al momento y lugar de uso, asi como
en la determinacién de cémo las sefiales de desarrollo y medioambientales impactan esos procesos. La
combinacién de aproximaciones genéticas y analiticas en los pasados 20 afios han resultado en un mayor
entendimiento de la homeostasis auxinica; principalmente en lo que respecta a puntos de interaccién entre
distintas rutas metabdlicas redundantes.

Aproximaciones genéticas clasicas como la deteccion (screening) de mutantes deficientes de auxina, han
ofrecido poca informacién acerca de la homeostasis del AIA. Esto es atribuido probablemente al hecho ya
mencionado con anterioridad con respecto a la falta de auxétrofos de auxinas, aunado con el hecho de que las
rutas que contribuyen a la homeostasis auxinica resultan redundantes. De esta manera, una mutacién en una
ruta puede ser compensada por medio de otra ruta funcional. Desde entonces el descubrimiento de mas genes
involucrados en la biosintesis y metabolismo de auxinas, la manipulacién de la sintesis del AIA en lineas
celulares especificas y la mediciéon directa de los niveles de AIA con resolucidn tisular y celular sefialan que la
biosintesis y metabolismo localizado del AIA juegan un papel central en eventos especificos de desarrollo
(revisado en Cheng & Zhao 2007; Lau et al, 2008; Zhao 2008; Chandler 2009).

Mutantes y plantas transgénicas con alteraciones en la homeostasis del AIA han resultado integrales en
estos estudios, debido a que han revelado los mecanismos compensatorios que las plantas usan para lograr
la homeostasis del AIA (Fig. 3). Varios hallazgos de importancia han surgido; entre ellos: 1) las plantas usan
multiples rutas para llevar a cabo la homeostasis del AlA; 2) estos caminos son regulados diferencialmente y
3) numerosos factores medioambientales como luz, temperatura y estrés bidtico y abidtico son capaces de
regular la actividad de dichas rutas (Ljung et al, 2002).

Figura 3: Homeostasis auxinica; el mantenimiento de los niveles de AIA en las células vegetales 6ptimos para
el desarrollo y crecimiento es dependiente de fuentes bidticas y abidticas que afectan el sistema, éstos resultan en
una variedad de respuestas que a menudo se encuentran interconectadas y que son afectadas entre ellas mismas
dentro del sistema. Algunas de las complejas redes han evolucionado con una considerable redundancia y
plasticidad adaptativa para mantener los niveles de auxina 6ptimos en respuesta a cambios ambientales y
condiciones de desarrollo. Tomado de Normanly et al., en Davis, 2004.

Biosintesis y metabolismo de auxinas

Durante los pasados 15 afios, la hipdtesis de que el AIA es sintetizado principalmente en la regidn apical
y transportado a través de la planta para formar gradientes morfogénicos ha experimentado revisiéon y
refinamiento, concomitantemente con la habilidad de monitorear la sintesis de novo del AIA en tejidos
especificos a alta resolucion. La biosintesis del AIA est4 asociada con tejidos con rapida divisién y crecimiento,
especialmente con brotes; sin embargo, experimentos con 6xido de deuterio (2H20) -también conocido como
“agua pesada”-, han mostrado que virtualmente todos los tejidos parecen ser capaces de producir AIA en
bajos niveles; mas atn, todas las partes de plantulas jévenes son capaces de sintetizar AIA (Ljung et al., 2001a;



Bhalerao et al, 2002), ya sean embriones recién fertilizados, hojas jovenes y raices han exhibido una alta
actividad de sintesis de AIA (Ljung et al, 2001a; Ljung et al, 2001b; Ribnicky et al., 2002).

Las rutas bioquimicas que resultan en la produccién de AIA dentro de un tejido vegetal se ilustran en la
Fig. 4; estas incluyen: A) sintesis de novo (sintesis del anillo indélico heterociclico desde precursores no
aromaticos), ya sea desde triptéfano; es decir, sintesis de AIA dependiente de triptéfano o Trp-D, o desde
precursores inddlicos de Trp; a saber, la sintesis de AIA independiente de triptéfano o Trp-I, debido a que
estas rutas no transitan por la sintesis de Trp; en otras palabras, cuando el AIA se deriva de un precursor
indolico del Trp, probablemente inddl-3-glicerol fosfato (IGP) (Ouyang et al, 2000); B) hidroélisis de
conjugados enlazados por enlaces éster o amida; C) transporte desde un sitio a otro de la planta y D)
conversion de 4cido-3-indolbutirico (AIB) a AIA. El mecanismo de recambio del AIA incluye: E) catabolismo
oxidativo; F) sintesis de conjugados; G) transporte desde el sitio de biosintesis y H) conversidn de AIA a AIB.
Este modelo de entradas y salidas en la poza (a menudo referida como pool) de AIA ha permanecido sin
muchos cambios durante los tltimos 30 afios (Cohen & Bandurski, 1982).
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Figura 4: Diagrama de las interacciones metabdlicas y de seiializacion conocidas hasta la fecha implicadas
en mantener la homeostasis auxinica; sin embargo, aun existen espacios en nuestro conocimiento acerca de
las rutas completas e interacciones entre la regulacion auxinica y otras redes regulatorias. Tomado de
Normanly et al., en Davis, 2004.

Décadas de investigacidn han establecido la existencia de multiples rutas biosintéticas Trp-D de AIA en
plantas (Normanly et al, 2004; Woodward & Bartel, 2005) y microbios (Glick et al, 1999). El anélisis
filogenético de las familias de genes que codifican para la triptéfano aminotransferasa (TAA) y flavin
monooxigenasa (YUC) que participan en la ruta principal de sintesis de auxina en plantas -a saber, la ruta de
la TAA/YUC- provee poca evidencia de la produccién de AIA en algas (Cooke et al, 2002; Le Bail et al.,, 2010);
en su lugar, la transferencia horizontal de genes de YUCs desde una bacteria a un ancestro de las plantas
sugiere que la ruta TAA/YUC es una innovacién de las plantas terrestres, que surge inicialmente como
mecanismo para regular o contrarrestar la actividad bacteriana y controlar su propia sefializacién auxinica
(Yue etal, 2014).

Sintesis de AIA dependiente de triptéfano

El AIA se encuentra relacionado estructuralmente con el triptéfano; mas aun, los primeros estudios en
relacion con la biosintesis de auxinas estuvieron basados en el triptéfano como probable precursor. Las rutas
biosintéticas fueron elucidadas por estudios con marcaje radiactivo asi como por ensayos bioquimicos. Estos
experimentos han revelado el hecho de que no todo el AIA producido por tejidos vegetales incorpora
triptéfano exdgeno marcado ([3H]triptéfano). Por medio de este tipo de experimentos se han detectado
intermediarios con marcaje, el AIA y metabolitos de AIA producidos fueron cuantificados, las enzimas que
catalizan estas reacciones fueron aisladas y caracterizadas e incluso en algunos casos los genes que codifican
para esas enzimas han logrado clonarse (De Luca et al,, 1989; Bartel & Fink, 1994; Bartling et al, 1994). El
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marcaje con isotopos estables llevados a cabo en plantas intactas han confirmado la existencia y uso de rutas
de sintesis de AIA Trp-D en una variedad de especies (Ljung et al., 2002; Slovin et al.,, 1999).

Muchos de los primeros estudios han sobreestimado la contribucién de la sintesis de AIA Trp-D, debido
al hecho de que fueron conducidos en segmentos de tejido (Normanly, 1997) y ahora se conoce que las
heridas inducen la sintesis de AIA Trp-D (Sztein et al.,, 2002). La sintesis de AIA Trp-D también es inducida
por factores medioambientales como luz y temperatura (Rapparini et al, 2002); sin embargo, no se ha podido
establecer una correlacion directa. También existen varios ejemplos de aumentos repentinos en los niveles
de auxina que se relacionan con estimulos de desarrollo o medioambientales. Dichas alzas surgen de la
fertilizacién que da paso al cigoto (Ribnicky et al, 2002) y cambios en la temperatura (Ljung et al, 2002),
también se conoce que el metabolismo del AIA también es perturbado por infecciones de patégenos
(Normanly & Bartel, 1999). A pesar de esta y otras dificultades (Normanly et al, 1995; Normanly, 2010a;
2010b), existe un enorme acervo de evidencia que demuestra que las plantas convierten triptéfano en AIA
por varias rutas (Nonhebel et al., 1993).

Ruta del acido-3-indol piruvico (IPA): Esta es probablemente la ruta de sintesis Trp-D mas comn. Esta
involucra una reaccién de desaminaciéon del Trp para formar el IPA, seguido de una descarboxilacién para
formar indol-3-acetaldehido (AIAId). El AIAId es entonces oxidado por la IAld deshidrogenasa para formar
AIA.

Ruta de la triptamina (TAM): Esta ruta es similar a la del IPA, con excepcion de que se invierte el orden
de la desaminacién y la descarboxilacién y que distintas enzimas se encuentran involucradas. Aquellas
especies que no usan la ruta del IPA poseen la ruta del TAM. En algunos casos como en el tomate, existe
evidencia del uso de ambas rutas biosintéticas (Nonhebel et al, 1993).

Ruta del indol-3-acetonitrilo (IAN): Durante esta ruta el Trp primero es convertido a indol-3-
acetaldoxima y posteriormente en IAN. Las nitrilasas son las enzimas que convierten el IAN en AIA. Esta ruta
es importante en tres familias: Brassicaceae (familia de la mostaza y de la que forma parte A. thaliana),
Poaceae (familia de los pastos) y Musaceae (familia del platano). Sin embargo, los genes o actividades de las
nitrilasas también han sido identificadas en Cucurbitaceae (familia de las calabazas), Solanaceae (familia del
tabaco y tomate), Fabaceae (familia de las leguminosas) y Rosaceae (familia de las rosas). Cuatro genes de
nitrilasas (NIT1 a NIT4) han sido clonados en A. thaliana. Cuando NIT2 se expresé en tabaco transgénico, las
plantas resultantes adquirieron la habilidad para hidrolizar al AIN a AIA (Schmidt et al,, 1996).

Otra ruta dependiente de triptéfano -una que usa al indol-3-acetaldoxima (IAM) como intermediario-
es empleada por varias bacterias patégenas, como Pseudomonas savastanoi y Agrobacterium tumefaciens. Esta
ruta involucra a la tript6fano monooxigensa y a la IAM hidrolasa. Las auxinas producidas por estas bacterias
a menudo propician cambios morfolégicos en las plantas hospederas.

Sintesis de AlIA independiente de triptéfano

La ruta de sintesis de AIA Trp-I ha sido establecida en varias especies vegetales por medio de marcaje
radiactivo con is6topos estables (revisado por Woodward & Bartel, 2005); el concepto de esta ruta surge
debido a los bajos niveles de conversién de triptéfano marcado radiactivamente a AlA; sin embargo, atin no
existen disponibles aproximaciones genéticas que definan y confirmen dicha ruta.

Quizas el mas sorprendente de los estudios con marcaje isotdpico, es el del mutante de maiz pericarpo
naranja (orp del inglés orange pericarp) (Bandurski et al, 1995; Normanly et al, 1995; Slovin et al, 1999)
(Figura 5). El mutante orp presenta un rasgo recesivo doble causado por la mutacién en dos genes que
codifican para la enzima Trp sintasa 3, donde ambas subunidades de la triptéfano sintasa se encuentran
inactivas; en otras palabras, se trata de un auxétrofo estricto de Trp. A pesar del bloqueo a partir de la sintesis
de Trp, el mutante orp presenta una cantidad 50 veces mas alta de AIA que la encontrada en el tipo silvestre
(Wright et al,, 1991). Estudios con marcaje, mostraron que los mutantes orp son capaces de convertir
[15N]antranilato a [15N]AIA pero no pueden convertir [2Hs] Trp a [2Hs]AIA. Ni las plantulas orp ni las plantulas
silvestres fueron capaces de convertir [2Hs]Trp a [2Hs]AIA en cantidades significativas, incluso cuando el
mutante orp fue alimentado con niveles suficientes de [2Hs] Trp para revertir los efectos letales de la mutacion
(Bandurski et al, 1995; Normanly et al.,, 1995; Slovin et al, 1999). Estos resultados fueron los primeros en
establecer claramente que ocurre la sintesis de AIA Trp-l1y que esa ruta predomina sobre la ruta Trp-D. Esta
ruta también ha sido demostrada directamente en un sistema in vitro usando enzimas de plantulas mutantes
de maiz orp y silvestres que crecieron en luz. Este sistema se usé para catalizar la conversién directa de
[14C]indol pero no de [14C]Trp a [14C]AIA (Bartel et al., 2001; Ljung et al., 2002; Normanly & Bartel, 1999).
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No obstante de la demostracién de que una ruta de biosintesis de AIA ocurre sin el aminoacido Trp como
precursor, la ruta exacta de sintesis de AIA Trp-I permanece elusiva. Estudios posteriores establecieron que
el punto de bifurcacién en la biosintesis de AIA deriva ya sea desde el indol o de su precursor, el indol-3-
glicerol fosfato (Bandurski et al, 1995; Normanly et al, 1995); también se han postulado como posibles
intermediarios al IAN y IPA. El AIA no es el inico compuesto producido por las plantas a partir de precursores
que conducen directamente al Trp. La camalexina, compuesto de defensa en A. thaliana, parece ser producido
directamente desde el indol sin transitar por el Trp (Zook, 1998). Sin embargo, hasta el momento el precursor
inmediato del AIA en la ruta Trp-I atin no ha sido identificado.

Se ha descubierto que el tipo de ruta de biosintesis de AIA varia dependiendo del tejido y diferentes
estadios de desarrollo. Por ejemplo, durante la embriogénesis en zanahoria, la ruta Trp-D es importante
durante el desarrollo temprano, mientras que la ruta Trp-I se torna cardinal después del establecimiento del
eje radical-apical (Ljung et al, 2002). De manera similar, la produccién de AIA en frutos inmaduros de
jitomate ocurre via Trp-D; sin embargo, la produccion de AIA en el fruto maduro continua
predominantemente via Trp-I (Epstein et al.,, 2002).

El intercambio de rutas no solo es controlado por programas de desarrollo, sino que también es afectado
por estimulos externos, como en el caso de la remocién de los cotiledones de frijol, donde se observé que este
es capaz de usar ambas rutas y que la ruta Trp-D es activada como consecuencia de la lesién resultado de la
remocioén de los cotiledones (Sztein et al., 2002). La temperatura de crecimiento también afecta la regulacién
de las rutas de sintesis de AIA, se ha demostrado que en Lemna gibba el uso de las rutas de sintesis Trp-D y
Trp-I difieren durante dos temperaturas de crecimiento (Rapparini et al., 2002).
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Figura 5: Potenciales rutas de biosintesis de AIA en Arabidopsis. Las rutas biosintéticas de novo comienzan
desde Trp o precursores de Trp. Los compuestos que se han logrado cuantificar aparecen en azul, las enzimas de las
que se han identificado sus genes se presentan en rojo; los mutantes detectados se presentan con cursivas
minusculas también en rojo. Las conversiones propuestas para genes que ain no se han identificado se indican con
simbolos de interrogacion. La biosintesis de Trp y las conversiones de Trp a IAOx (indol-3-acetaldoxima) catalizadas
por citocromos P450 acontecen en el cloroplasto, mientras que varias enzimas de las rutas biosintéticas de AIA Trp-

dependientes son aparentemente citoplasmaticas. Tomado Woodward & Bartel, 2005.
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Transporte de auxinas

Mucha de la distribucién espacial de las auxinas es causada por el transporte direccional o transporte
polar auxinico (PAT por sus siglas en inglés). Experimentos en el transporte de auxinas usando inhibidores
quimicos revelaron la importancia fisiolégica del transporte auxinico y condujeron, a principios de los afios
70s, a la formulacién del modelo quimiosmético de transporte polar de auxinas propuesto por Rubery,
Sheldrake y Raven (Rubery & Sheldrake, 1974; Raven, 1975) (Fig. 6). De acuerdo con este modelo, el pH bajo
de las paredes celulares provoca que las auxinas apoplasticas se encuentren predominantemente en forma
protonada (AIAH), permitiéndoles entrar a las células con relativa facilidad. Ademas, transportadores de
entrada bombean auxina hacia dentro de la células. Debido a un pH mas basico en el citosol, las auxinas son
desprotonadas a su forma aniénica (AIA°), perdiendo la capacidad de cruzar la membrana. De esta forma, las
auxinas necesitan ser bombeadas activamente fuera de las células por medio de proteinas transportadoras
de salida.

Esfuerzos conjuntos de aproximaciones moleculares y genéticas (Palme & Galweiler, 2000; Friml et al,
2002a; Swarup et al, 2001; Sabatini et al, 1999; Palme & Galweiler, 2000; Friml et al, 2002a) dieron paso a
la identificacion de los genes que codifican para este tipo de transportadores de entrada y salida
representados por las familias de genes AUX y PIN, respectivamente (Palme & Galweiler, 2000). Aunque atin
falta evidencia bioquimica directa que establezca su funcién como transportadores, resulta indudable que las
proteinas AUX y PIN participan en el proceso de transporte auxinico.

Figura 6: Modelo quimiosmético de transporte polar de
auxinas: El pH bajo dd apoplasto (pared celular) es mantenido
mediante la actividad de la H* ATPasa de membrana. En un
ambienterelativamente acido, una fraccion del acido débil, acido-3-
indol acético (AlA), laformaauxinica predominante, seprotona.La
forma protonada (AIAH) esmaslipofilicay sedifundelibrementea
travésdela membrana celular hacia dentro dela célula. Ademéasde
la difusion pasiva, las auxinas son transportadas activamente desde
el apoplasto por e simporte de H*/IAA- mediado por los
acarreadores de entrada AUX1/LAX. Una vez dentro del citosol
neutral, las auxinas son desprotonadas quedando atrapadas dentro
de la célula. Las auxinas pueden dear el interior por medio de
acarreadores de salida como las proteinas PIN-FORMED (PIN) y
las glicoproteinas P (PGP) que forman parte de la ATP-Binding
cassette la cual pertenecea la familia B de proteinastrasportadoras
ABC (ABCB). La actividad de las proteinas ABCB puede ser
modulada por € acido-1-naftil-p-talamico (NPA) y flavonoides que
interfieren con la interaccion de las ABCB y de la TWISTED
DWARF 1 (TWD1), proteina que la regula. La localizacién polar
subcelular de los PINs determina la direccion de la salida de las
auxinasy por lotanto el flujo unidireccional de auxina dentro deun
tejido. Tomado de Vanneste & Friml, 20009.

Proteinas de la familia PIN-FORMED (PIN) son un grupo de proteinas transportadoras de salida
(Galweiler et al., 1998; Muller et al, 1998, Paponov et al, 2005; Friml, 2003). Estas proteinas tipicamente
presentan una distribucién celular polar, dirigiendo el transporte solo a través del espacio de membrana
donde los PINs se encuentran localizados (en lo sucesivo, se describira a los PINs como “apuntando” hacia la
direccidon donde el flujo de auxina es conducido por la distribucién de los PINs). Esta localizacién polar
depende de las condiciones de desarrollo y del tipo celular (Petrasek et al., 2006; Wisniewska et al., 2006).
En hojas, células con una distribucién especifica de PINs generan venas transportadoras de auxina (Fig. 7),
mientras que en la epidermis del meristemo apical del brote, los PINs apuntan hacia diferentes puntos para
crear maximos de auxina a la distancia necesaria para demarcar nuevos primordios, produciendo los
patrones filotaxicos (Fig. 7B) (Casimiro et al., 2001; Reinhardt et al, 2000; Reinhardt et al., 2003). Dentro de
esos primordios individuales, los PINs de la capa del tejido externo estan localizados hacia el maximo de
auxina en la punta del primordio, mientras que las capas internas forman venas con PINs apuntando lejos del
maximo, conectando el primordio con la vasculatura (Fig. 7C), un patrén conocido como “fuente-reversa”.
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Finalmente, en la punta de la raiz y en primordios de raices laterales, se observa un patrén opuesto de PINs
(mientras que los PINs de las capas externas transportan auxina lejos del maximo, los de la capa interna
dirigen el flujo hacia el maximo) (Fig. 7D), patron referido como “fuente”. Modelos matematicos del
meristemo de la raiz (Grieneisen et al, 2007) y del brote (de Reuille et al, 2006) han demostrado que los
patrones de polaridad observados experimentalmente son necesarios y suficientes para el correcto
establecimiento de los maximos de auxina.
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Figura 7: Representacion esquematica de
patrones de proteinas PINs y de auxinas en
diferentes tejidos vegetales. Las auxinas se
presentan en color azul y los PINs en rojo; las
flechas indican la direccion del flujo auxinico. (A)
Venas acumuladoras de auxina de hojas en
desarrollo. (Recuadro interior) Proteinas PIN
apuntan con el flujo de auxina hacia la base de la
hoja. (B) Patron de filotaxia en el meristemo
apical del brote, donde maximos de auxina
preceden la formaciéon de primordios y forman
un patrén regular. (Recuadro interior) Proteinas
PIN apuntando hacia cada maximo de auxina. (C)
Patron de “fuente reversa” en un primordio de
brote en desarrollo. En las capas internas, los
PINs transportan auxinas lejos del maximo
(direccion 1), mientras que en la capa externa, los
PINs transportan auxina hacia el maximo
(direccion 2). (D) Patrén de “fuente” en la punta
de laraiz. Los PINs de la capa externa transportan
auxina lejos del maximo (direccion 1), mientras
que los PINs de las capas internas transportan
auxina hacia el maximo (direccion 2). Tomando
de van Berkel et al., 2013.

Figura 8: Representacion esquematica de las
mayores corrientes auxinicas (flechas rojas) en
etapa de plantula y en el meristemos de la raiz.
Las auxinas son sintetizadas en partes jovenes de
plantulas en desarrollo y transportadas en
sentido basipeto hacia la punta de la raiz. El
transporte acropeto auxinico desde la punta de la
raiz coincide con la distribucién lateral del
regulador de crecimiento, el cual es crucial para
el control de la elongacion y para la formacion de
raices laterales. El transporte basipeto de auxinas
en la punta de la raiz, se presume, regula el
tamafio de meristemo y el gravitropismo de la
raiz mediante la distribucién diferencial de
auxina en la zona de elongacion de la raiz.
Tomado de Benjamins et al., 2015.

Informacién reciente sugiere que los transportadores de salida del flujo auxinico no actian
exclusivamente en la membrana plasmatica. Basado en esa nueva informacién se ha planteado un nuevo
modo de accién de inhibidores de transporte auxinico (Geldner et al, 2001). Las proteinas PIN experimentan
un constante ciclo desde y hacia la membrana plasmatica (Geldner et al, 2001; Dhonukshe et al, 2007),
permitiéndoles el mantenimiento dindmico de su polaridad y rapidamente redistribuirse en respuesta a
seflales enddgenas (formacién de primordios, respuesta gravitrdpica) o estimulos externos (laceraciones,
estiramiento). Debido a que los PINs ciclan desde y hacia la membrana plasmatica, es probable que un bucle
de retroalimentacién o “feedback” represente un efecto regulatorio de las auxinas sobre la ciclacién de los
PINs.
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En general, parece que el transporte de auxinas es conducido a través de mecanismos de transporte
polarizado y no polarizado (Morris, 2004). El transporte no polar de auxinas procede a través del floema a lo
largo de un gradiente de concentracién (Raven & Rubery, 1982). La auxina sintetizada es cargada dentro del
floema y translocada pasivamente dentro de la savia del floema hacia los tejidos (Morris, 1996). El transporte
polar de auxina involucra mecanismos de regulaciéon complejo ya sea hacia “abajo” (basipeto) desde la punta
del brote hacia la punta de laraiz o hacia “arriba” (acropeto en la punta de la raiz) por medio de tejidos distales
de la raiz que apuntan hacia el brote (Figura 8). Aparentemente, la corriente de transporte activo desde el
brote hacia la punta de la raiz procede a través de las células del parénquima del xilema; mientras que el
transporte de la corriente basipeto en la punta de raiz procede a través del capuchoén y la capa de células
externa hacia la zona de elongacidn, propiciando una separacioén espacial de ambas corrientes de transporte
(Lomax et al., 1995)

Formacion de conjugados e inactivacion auxinica

Las plantas superiores pueden almacenar AIA en forma de conjugados y acido-3-indol butirico (AIB), los
cuales pueden proveer AlA libre mediante su hidrolisis o 3-oxidacidn, respectivamente (Fig. 9). Hasta ahora,
el conocimiento que tenemos acerca del metabolismo del AIA en plantas estd basado en los trabajos
realizados en A. thaliana y maiz (Normanly, 1997; Slovin et al, 1999; Cohen & Gray, 2006).

Los metabolitos mas abundantes del AIA son formas conjugadas con una variedad de moléculas
pequenas, péptidos o proteinas (revisado por Seidel et al, 2006); las formas conjugadas son clasificadas
generalmente por el tipo de conjugado vinculado, ya sea éster-ligados como AlA-glucosa, AIA-mioinositol y
compuestos de alto peso molecular como AlA-glicanos; asi como amida-ligados como el AlA-aminoacido, AIA-
péptido y AlA-proteina. Los conjugados de AIA predominantes en A. thaliana son aquellos amida-ligados
(Ljung et al, 2002), esto debido a la cantidad de AIA libre que es liberado cuando conjugados amida-ligados
se descomponen durante el tratamiento de extractos vegetales con NaOH.

Ciertos conjugados son activos durante bioensayos especificos y varias plantas almacenan conjugados de
AIA en semillas que son hidrolizados durante la germinacién con la finalidad de proveer AIA libre a las
plantulas en desarrollo. En contraste, los conjugados biolégicamente inactivos presentes en plantas son
probablemente intermediarios en la degradacién del AIA. El andlisis de mutantes de A. thaliana deficientes
en varios aspectos de la homeostasis del AIA han revelado el papel de diversas fuentes de AIA durante el
crecimiento y desarrollo vegetal (Woodward & Bartel, 2005).

Las funciones propuestas para estos conjugados incluyen almacenamiento, transporte,
compartimentalizacién, detoxificaciéon del exceso de AIA y proteccidn en contra de oxidacién peroxidativa
(Cohen & Bandurski, 1982). Los conjugados de AIA que sirven como formas de almacenamiento son
biol6gicamente inactivas y en algunos casos (como el AIA-Asp encontrado en A. thaliana), son usados como
un primer intermediario en una ruta de degradacién (Ostin et al., 1998).

Al medirse directamente los conjugados de AlA-aminoacidos en A. thaliana se han encontrado cantidades
del mismo orden de magnitud que los de AIA libre (Tam et al, 2000; Kowalczyk & Sandberg, 2001; Rampey
et al, 2004) y se infiere que la mayoria de los conjugados amida-ligados son péptidos o pequeias proteinas
(Ljung et al.,, 2002). El papel de los AIA-péptidos y AlA-proteinas sigue bajo investigacién; como es el caso de
la AlA-proteina [IAP1 de frijol (Seidel et al., 2006). Mas que una forma de almacenamiento del AlA, se especula
que el AIA en estas formas funcionan como una etiqueta que marca a la proteina, dirigiendo su localizacion
celular especifica o su interaccién con otras proteinas, de forma similar a otras pequefias moléculas que
modifican proteinas; sin embargo, es necesaria una mayor caracterizacién de estos ultimos conjugados para
proveer nuevas hipétesis sobre este mecanismo de accién.

Otros metabolitos del AIA como el IBA, se encuentra presente tipicamente en niveles mas bajos que el
AlAlibre (Ludwig-Muller & Epstein, 1994; Jones et al., 2005) y posiblemente el metil-AlA, el cual se encuentra
debajo de los limites de deteccién en A. thaliana (Qin et al, 2005) y que probablemente es transformado
rapidamente. Debido a esto, la inclusién de informacidn cuantitativa acerca de los niveles de metabolitos de
AlA en estudios de la homeostasis de AIA son muy poco frecuentes.
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Figura 9: Rutas potenciales del metabolismo de AIA. Compuestos cuantificados en Arabidopsis
aparecen en azul, genes de las enzimas que se han clonado se presentan en rojo; los mutantes detectados
se presentan con cursivas mintsculas también en rojo. Las conversiones propuestas para genes que aun
no se han identificado se indican con simbolos de interrogacion. Una familia de amidohidrolasas que
aparentemente residen en el lumen del reticulo endoplasmatico pueden liberar AIA de formas conjugadas
del AIA. ILR1 presenta especificidad por AIA-Leu (Bartel & Fink, 1995), mientras que IAR3 tiene
preferencia por AIA-Ala (Davies et al., 1999). Indol-3-acetato B-glucosiltransferasa del maiz (Zm iaglu) y
la UDP-glicosiltransferasa 84B1 (UGT84B1) de Arabidopsis esterifican AIA a glucosa (Szerszen et al., 1994;
Jackson et al, 2001); la enzima que forma e hidroliza AIA-péptido no ha sido identificada. AIB
probablemente es convertido a AIA-CoA en un proceso que ocurre en el peroxisoma paralelo a la 8-
oxidacion de acidos grasos a acetil CoA (Bartel et al., 2001). El AIA puede ser inactivado por oxidacién
(oxAIA) o la formacion de conjugados no hidrolizables (IAA-Asp and IAA-Glu). Conjugados AIA-
aminoacidos pueden ser formados por miembros de la familia GH3/JAR1 (Staswick et al., 2002, 2005).
0xAIA puede ser conjugado a hexosas y AIA-Asp puede ser adicionalmente oxidado (Ostin et al., 1998).
IAMT1 puede metilar AIA (Zubieta et al., 2003), sin embargo no se conoce si activa o inactiva AIA. AIBy
conjugados de AIA hidrolizables se pueden derivar presuntivamente de AIA; la biosintesis de estos
compuestos pueden contribuir a la inactivacion del AIA. La formacidn y la hidrdlisis de conjugados de AIB
también pueden contribuir a la homeostasis auxinica; la enzima amidohidrolasa del trigo (TalAR3) puede
hidrolizar AIB-Ala (Campanella et al,, 2004). Tomado Woodward & Bartel, 2005.

Las rutas que inactivan el AIA contrarrestan las entradas a la poza del AIA. A. thaliana es capaz de
inactivar permanentemente AIA por medio de la oxidacidn a oxAIA (Fig. 9), que posteriormente puede ser
conjugado con hexosas (Ostin et al., 1998). La conjugacién con distintos aminoacidos parece depender de las
concentracién auxinica (Ostin et al.,, 1998; Barratt et al., 1999). Se ha observado que plantulas de A. thaliana
son capaces de hidrolizar AIA-Asp y AIA-Glu de forma apreciable; el AIA-Asp puede ser oxidado
posteriormente a oxAIA-Asp (Ostin et al., 1998), reforzando la naturaleza catabélica de la conjugacién con
Asp. El sistema de conjugacion catabdlica probablemente se presenta durante el desarrollo normal, debido a
que el AIA-Asp y el AIA-Glu se encuentran presentes en bajos niveles en plantulas de A. thaliana (Tam et al.,
2000; Kowalczyk & Sandberg, 2001; Rampey et al, 2004). En respuesta a niveles elevados de AlA, las rutas
de conjugacidn catabdlicas pueden ser reguladas positivamente y las rutas de conjugacioén para el almacenaje
reguladas negativamente (Glass & Kosuge, 1986; Normanly et al.,, 1993; Zhao et al., 2001).

Ademas de los conjugados AlA-aminoacidos, también se han encontrado conjugados esterificados como
el AlA-glucosa (Chisnell & Bandurski, 1988; Tam et al, 2000; Jakubowska & Kowalczyk, 2004), asi como
proteinas con actividad de AIA glucosil transferasa (Leznicki & Bandurski, 1988; Szerszen et al., 1994; Jackson
et al, 2001; Jakubowska & Kowalczyk, 2004). Se han encontrado dos genes que codifican para glucosil
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tranferasas, uno en maiz (Szerszen et al., 1994) y otro en A. thaliana (Jackson et al.,, 2001); la sobreexpresiéon
del gene de A. thaliana propicia la resistencia de las plantas al AIA exd6geno y afecta el gravitropismo (Jackson
et al, 2002), acorde con el papel en la inactivacién que presentan este tipo de enzimas; también se ha
encontrado que la enzima de A. thaliana es activa sobre el AIB (Jackson et al.,, 2001).

Finalmente, A. thaliana es capaz de convertir AIA a AIB (Ludwig-Miiller & Epstein, 1994), se especula que
la actividad de AIB sintasa puede contribuir a la inactivacién del AIA. Una AIB sintasa regulada por una
variedad de estreses bidticos y abioticos fue parcialmente purificada del maiz (Ludwig-Miiller & Hilgenberg,
1995); sin embargo, los componentes especificos o sus efectos en la poza de AIA libre no han sido
determinados.

Catabolismo de auxinas

El catabolismo oxidativo del AIA se ha propuesto que ocurre ya sea mediante la modificacién quimica del
nucleo indélico en las posiciones 2, 3y 7 (para formar oxAIA o conjugados de 0xAIA) o de la cadena lateral,
lo cual resulta en ambos casos en la pérdida de la actividad auxinica. Hasta donde se sabe, se trata del tinico
paso realmente irreversible que regula los niveles de auxina. La mayoria de estos trabajos ha sido realizados
in vitro (Nonhebel et al,, 1985; Beffa et al., 1990) y ninguno de los genes implicados en el catabolismo del AIA
han sido identificados definitivamente.

Estudios sobre el catabolismo del AIA anteceden incluso a la identificacién del AIA como auxina ubicua
en plantas, siendo los reportes sobre enzimas peroxidasas que catalizan la descarboxilacién oxidativa del AIA
los mas numerosos (Bandurski et al., 1995). La observacién de que extractos acuosos de hojas de avena eran
capaces de de inactivar sustancias “promotoras de crecimiento”, condujo a trabajos posteriores que
mostraron que las peroxidasas catalizaban la descarboxilacién oxidativa del AIA (Bandurski et al, 1995 y
referencias dentro). Se ha reportado que en raices de A. thaliana, el 0xAIA es el principal producto catabdlico
del AIA (Pencik et al, 2013). Debido a que oxAIA posee baja actividad auxinica, la oxidacidn reversible del
AlA en oxAIA, propicia la remocidn efectiva del AIA de la poza de auxina.

Ruta descarboxilativa: Esta ruta es catalizada por peroxidasa de varias especies vegetales y a menudo
por varias isoenzimas por especie. A través de distintos esfuerzos (revisado por Gaspar et al, 1982 y
referencias dentro) se confirmé la siguiente estequiometria:

CHZ COOH
Qg™
N

H
peroxidase

CHO CH,
@/ or @\_/E + COZ on (0]
N 70
H H

La reaccién in vitro puede ser monitoreada por la producciéon de 1*CO, a partir de 1-[1*C]-AlIA,
colorimétricamente por la pérdida de color en el reactivo de Salkowski o por cambios en la absorbancia de
luz UV. En la literatura, se han manejado los términos AlA-oxidasa y oxidacidn peroxidativa del AIA como
sinénimos; sin embargo, esta definicidn de la oxidacidn del AIA resulta estrecha, debido al descubrimiento de
rutas oxidativas no descarboxilativas presentes en varias especies vegetales.

La descarboxilacidn peroxidativa del AIA ocurre en presencia de la HRP (Fig. 10), -1a AIA oxidasa mejor
estudiada- sin la adicién de cofactores, sin embargo se conoce que el Mn*2 y los monofenoles incrementan la
tasa de la reaccion y el H,0 reduce la fase de retardo o latencia durante la oxidacién del AIA (Bandurski et
al, 1995 y referencias dentro); en este mismo rubro se ha observado que las peroxidasas de jitomate
dependen del H;0; para la oxidaciéon del AIA. Los productos principales de la oxidaciéon del AIA por
peroxidasas son el 3-oxindol metileno, el 3-hidroximetil oxindol (oxindol-3-carbinol), el indol-3-aldehido y el
indol-3-metanol.
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Figura 10: Proceso de descarboxilacion oxidativa catalizado por peroxidasas. Este proceso es
iniciado por peroxidasas contenidas en extractos de varias especies vegetales; se ha demostrado la
ocurrencia natural de algunos de estos catabolitos. Tomado de BandurskKi et al., en Davies, 1995.

La proporcién de varios productos depende de la proporcién enzima/sustrato, cofactores y pH de la
reacciéon (Bandurski et al, 1995 y referencias dentro). Altas proporciones enzima/sustrato favorecen la
formacién de indol-3-aldehido e indol-3-metanol asi como pequefias cantidades de oxindoles. La adicién de
Mn+*2y 2,4-diclorofenol también estimula la formacién de indol-3-metanol a expensas de otros productos de
oxidacidn. Se conoce que las peroxidasas inicialmente reaccionan con el AIA para formar AIA radical, el cual
es subsecuentemente atacado por oxigeno (Hinman & Lang, 1965; Bandurski et al, 1995 y referencias
dentro). Después de la descarboxilacion del AlA, la reaccién procede por la ruta del indol-3-aldehido o la del
oxindol-3-metileno.

Hace poco méas de una decada, se identificé una nueva ruta catabdlica del AIA que tiene lugar en una
variedad de especies vegetales como Pinus sylvestris, Vicia faba y Zea mays, la cual implica una oxidacién no
descarboxilativa, la retencién del grupo carboxilo de la cadena lateral y la oxidacién del nicleo inddlico
(Bandurski et al, 1995 y referencias dentro).

Ruta del acido-3-oxindol acético/acido-3-dioxindol acético: Esta ruta de oxidacion ha sido observada
en varias especies vegetales, incluyendo arroz, maiz y haba. Basandose en ensayos colorimétricos simples, se
ha observado que el primer producto en esta ruta, el oxAIA, ocurre en semillas en germinacién de Brassica
rapay en semillas en desarrollo de Ribes rubrum (Bandurski et al., 1995 y referencias dentro). En Oryza sativa
(arroz) se ha observado la presencia tanto de oxAIA y dioxAIA (Kinashi et al, 1976; Bandurski et al, 1995 y
referencias dentro) asi como la presencia de 5-hidroxi analogos de oxAIA y dioxAIA.

Métodos estandar para el monitoreo de la descarboxilacién oxidativa del AIA no son capaces de distinguir
entre las dos rutas en sistemas in vitro. Por ejemplo, la oxidaciéon del AIA a oxAIA exhibe la toma
concomitantemente de Oz, pérdida de color de Salkowski y una reduccién en el espectro del indol a 280nm
con un incremento del espectro del indol a 247 nm, cambios que son caracteristicos dentro de un sistema
donde se usan peroxidasas. La medicién de la produccién de 14CO; a partir de 1-[1*C]-AlA también es un claro
indicativo de la descarboxilacidn oxidativa conducida por peroxidasas. Sin embargo, se ha mostrado que el
oxAIA no es un intermediario o un sustrato durante las rutas catalizadas por peroxidasas (Hinman & Lang,
1965; Bandurski et al, 1995 y referencias dentro), lo que indica que se trata de rutas independientes. El
aislamiento cromatografico cuidadoso y la identificacién bioquimica de los cataboélitos provee el mejor
método para la identificacidn de las rutas catabdlicas del AIA que acontecen en una especie en particular.

Cabe decir que a pesar de todos los estudios acerca de la descarboxilacién catalizada por peroxidasas
realizados in vitro, pocos reportes se han realizado sobre el aislamiento e identificacion fisicoquimica de los
catabolitos endégenos que producen las peroxidasas.

Percepcion de la sefial auxinica y procesos regulados por auxinas

En detecciones genéticas iniciales, muchos componentes de la maquinaria de ubiquitinacién de proteinas
fueron identificados, en particular los componentes y reguladores de la proteina Skp1-culina-caja F (complejo
SCF) E3 ubiquitina ligasa, tal como el componente de la caja F llamado TIR1 (Leyser et al., 1993; Ruegger et
al, 1998), implicando que la regulacion de la estabilidad proteica es parte crucial de la sefializacién auxinica.
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Dado el rapido recambio de los represores Aux/AIA auxina-dependiente, se pens6 que la estabilidad de los
represores Aux/AlAs son regulados por degradacién dependiente de ubiquitinacién. En este contexto, los
Aux/AlAs son reclutados por SCFTR1 e interactiian directamente a través de su dominio Il con TIR1 de manera
auxina-dependiente; entonces los represores son ubiquitinados y por lo tanto marcados para su degradacion
(Gray et al, 2001). Aunque todos los componentes de la ruta han sido identificados, el mecanismo por el cual
las auxinas activan a SCFTR! y promueven su interaccién con los represores Aux/AIAs no es clara. A través
del andlisis paso a paso de cada uno de los componentes que afectan la interaccién TIR1-Aux/IAA, se ha
mostrado que las auxinas son el Uinico elemento regulatorio en esta ecuacién. TIR1 es capaz de ligar auxinas
a concentraciones fisiolégicamente relevantes (Kd ~20-80 nM), la unién de auxinas con TIR1 es requerido
para estimular la interaccién entre TIR1 y los represores Aux/AlAs (Dharmasiri et al., 2005a; Kepinski &
Leyser, 2005). El andlisis cristalografico de esta interaccion muestra que TIR1 contiene un bolsillo
hidrofébico en el cual las auxinas y otros compuestos andlogos se pueden unir. De forma interesante, las
auxinas no cambian la conformacién de TIR1, sino que en su lugar actiian como un “pegamento molecular”,
llenando la cavidad hidrofébica en la superficie de interaccién, hecho que potencia la interaccién TIR1-
Aux/AIA (Tanetal, 2007). Estas observaciones demuestran que TIR es el prolongadamente buscado receptor
de auxinas. Mas aun, al menos tres proteinas caja F relacionadas con TIR1 (caja F de unién a auxina o AFB)
también interactia de una manera auxina-dependiente con los represores Aux/AlAs, siendo en gran medida
redundantes con TIR1 mediando las respuesta auxinica (Dharmasiri et al., 2005b). La importancia de la ruta
es ilustrada por el hecho de que para todos los componentes se pueden encontrar homélogos en genomas
ancestrales de plantas terrestres, como los encontrados en el musgo Physcomitrella patens (Rensing et al,
2008).

Cuando las concentracién de auxina es baja, los represores Aux/AIAs son mas estables y pueden
interactuar con los ARFs para inactivarlos mediante el reclutamiento del correpresor TPL (TOPLESS,
proteinas represoras de la transcipcion); a altas concentraciones de auxina, éstas estabilizan la interaccién
TIR1/AFBs y las proteinas represoras Aux/IAA. En asociacion con SCFTR1/AFBs Jos Aux/AlIAs son
ubiquitinados y son marcados para su protedlisis, resultando en la desrrepresion de los ARF y la modulacién
de la transcripcidén (Fig. 11). Aunque esta ruta de sefializacién auxinica es muy corta y simple, el nimero de
genes que se encuentran involucrados en cada nivel es amplio, proporcionando a las plantas con una
impresionante gama de combinaciones posibles para la transcripcién mediada por auxinas. De esta manera,
las células presentan varias entradas y salidas durante la sefializacién auxinica, dependiendo del contexto de
desarrollo.

Figura 11: Ruta de seiializacién auxinica.
Activadores ARF se unen a los elementos de
respuesta a auxinas presentes en genes de
respuesta a auxina. a) Cuando las concentraciones
de auxina son bajas, los represores Aux/IAA
asociados con los activadores ARF (por medio de
los dominios IIl y IV) restringiendo la expresion de
dichos genes. b) Cuando las concentraciones de
auxina incrementan, las auxinas se unen al
receptor TIR1 que forma parte del complejo
SCFTIR1 conduciendo al reclutamiento de los
represores Aux/IAA por TIR1. Una vez captado por
el complejo SCFTIR1, e] represor comienza una ruta
que conduce a su degradacion y la subsecuente
activacion de los genes de respuesta a auxina. c)
Representacion de los cuatro dominios
conservados de los represores Aux/IAA. El péptido
sintético del dominio II es suficiente para marcar a
Aux/IAA para su union al receptor de auxina TIR1,
el nicleo de residuos que conduce a esta union es
GWPPV (G, glicina; W, triptéfano; P, prolina; V,
valina). Tomado de Guilfoyle, 2007.
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Uno de los descubrimientos mas importantes durante los ultimos 15 afios en el estudio de las auxinas, es
el hallazgo de que las auxinas se encuentran distribuidas diferencialmente dentro de los tejidos vegetales
(Fig. 12), caracteristica que parece estar asociada con la accién de dicha hormona (revisado en Tanaka et al,
2006). En algunos casos, las auxinas se acumulan localmente dentro de una célula individual o un grupo de
ellas (maximo de auxina); en otros casos su distribucién entre células es mejor descrito como un gradiente
(en este contexto el término gradiente debe usarse de acuerdo con su significado inicial, a saber, como un
distribucién gradual). El concepto de distribucidn diferencial de auxina emerge hace mas de un siglo, durante
estudios sobre la evaluacién del mecanismo que subyace en el crecimiento diferencial en respuesta a
estimulos medioambientales como luz o gravedad (tropismo). Dependiendo de la concentracién y tejido, las
auxinas estimulan o inhiben la elongacidn celular (Thimann, 1938). De esta forma, la distribucién diferencial
de auxina a través de un 6rgano, como la raiz o el tallo, inducida por un estimulo, conduce al crecimiento
diferencial que a su vez resulta en la flexidn del tejido. Basado en este principio, raices y tallos redirigen su
crecimiento durante respuestas tropicas en direcciones opuestas. Por ejemplo, la graviestimulacién conduce
a un incremento en la acumulacién de auxina en el parte inferior de la raiz o tallo (revisado en Tanaka et al,,
2006). En raices, esta acumulacién de auxina inhibe la elongacién provocando la flexién hacia abajo de las
raices; mientras que en tallos, se estimula el crecimiento provocando a los brotes su flexion hacia arriba
(revisado en Whippo & Hangarter, 2006; Friml et al, 2002b. Las auxinas también desempefian un papel
importante durante el llamado sindrome de evitar la sombra. Cuando las plantas han sido cubiertas por sus
vecinas y compiten por luz solar, los cambios en la calidad de luz inducidos por la sombra, desencadenan la
biosintesis local de auxinas que aceleran la elongacién del tallo (Tao et al, 2008).

Ademas de cumplir un papel importante en la regulacién del crecimiento en respuesta a estimulos
medioambientales, las auxinas tienen multiples funciones en procesos organogénicos y de formacién de
patrones. Durante la embriogénesis temprana, un patréon altamente dindmico de acumulacién de auxina
marca el sitio de decisiones importantes de desarrollo, tales como la especificacién de la célula apical y el
posterior establecimiento del polo de la raiz y cotiledones (Friml et al., 2003). Durante el crecimiento post-
embrionario de plantas, la actividad diferencial de las auxinas establecen marcas distintivas de desarrollo de
la organogénesis de novo de hojas, flores, 6rganos florales y raices laterales (Benkova et al.,, 2003). Primero,
las auxinas se acumulan en la ubicacién de la iniciacién del érgano nuevo (Dubrovsky et al, 2008; Heisler et
al, 2005) y posteriormente, un gradiente de auxina se establece alo largo del eje de crecimiento del primordio
en desarrollo con un maximo de auxina en la punta (Benkova et al, 2003). Una vez que el meristemo de una
raiz lateral o primaria se convierte en funcional, se forma un gradiente estable de auxina con su maximo en
el centro quiescente y en la células jovenes de la columela (Sabatini et al., 1999; Friml et al., 2002a), el cual es
requerido para mantener el patrén del meristemo radicular (Blilou et al, 2005). Mas atn, la distribucién
diferencial de auxinas parece ser importante durante el desarrollo de hojas, donde el incremento en la
actividad auxinica corresponde con la formacién de tejido vascular durante la venacion de la hoja (formacién
de venas) (Mattsson et al, 2003; Scarpella et al, 2006). La versatilidad de las auxinas resulta inquietante
debido a que es dificil imaginar un mecanismo comun por el cual un sustancia quimica simple puede actuar
como una sefial especifica en un variedad de procesos.
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Figura 12: Patrones de distribuciéon auxinica
durante el desarrollo de Arabidopsis. La
distribucion de actividad auxinica es visualizada
por la actividad de reporteros de respuesta a auxina
que expresan proteina verde fluorescente
(DR5rev::GFP) ) (A, B, C, D, Fy G) asi como DR5::GUS
(E,Hy I). Las siguientes son ubicaciones de actividad
auxinica: A) Puntas de primordios de organos
florales dentro del meristemo de inflorescencia. B)
Punta de un primordio del 6vulo. C) Célula vegetal
de un cigoto en division. D) Polo de la raiz de un
embrion en etapa globular. E) Lado sombreado de
un hipocétilo foto-estimulado. F) Posicion de la
iniciacion de organos y primordios florales en el
meristemo del brote. G) Meristemos apical de la
raiz. H) Sitio de iniciacion de raices laterales. I)
Punta del primordio de una raiz lateral emergente.
Tomado de Vanneste & Friml, 2009.

Las auxinas son importantes para muchos aspectos en el desarrollo de las raices, incluyendo la
iniciacion y salida del meristemo radicular, modelado del meristemos apical, gravitropismo y elongacién de
la raiz. Las auxinas juegan un papel clave en el desarrollo de raices adventicio (RA) y raices laterales (RL) (De
Klerk et al, 1999; Overvoorde et al, 2010; Pop et al,, 2011; Lavenus et al, 2013; Bellini et al.,, 2014; revisado
por Verstraeten et al.,, 2014). Los mutantes o tratamientos que resultan en el disturbio del transporte polar
de auxinas han mostrado defectos en la formacién de RA y RL (Reed et al, 1998; Bhalerao et al.,, 2002;
Himanen et al,, 2002; Li et al., 2012; Sukumar et al,, 2013).

La observacién temprana de que la aplicacién de auxinas exdégenas o sintéticas favorecian el
enraizamiento de esquejes, ha sido repetidamente confirmada y las auxinas han sido usadas en la horticultura
convencional por mucho tiempo. Las propiedades de enraizamiento de las auxinas aplicadas exégenamente
han guiado a dos conceptos: primero, que esquejes o brotes deben acumular necesariamente una cierta
cantidad de auxina natural o sintética con la finalidad de ser capaces de enraizar; y segundo, que las auxinas
aplicadas simplemente incrementan el volumen de auxina enddégena (revisado en Gaspar et al, 1992).
Durante los afios 80s, experimentos con el objetivo de establecer una relacién entre los niveles de auxina y el
proceso de enraizamiento han guiado a resultados muy distintos (Gurumurti et al, 1984; Haissig, 1986;
Jackson, 1986; Davis et al., 1988; Gaspar & Hofinger, 1988).

Varios trabajos han reportado el papel de un contenido de auxina que regula el llamado sistema auxina-
oxidasa, relacionando de manera inversa el contenido de AIA end6geno de un tejido vegetal u 6rgano con su
actividad auxina-oxidasa (Pilet & Gaspar, 1968; revisado en Gaspar et al, 1992); esto condujo a muchos
investigadores a ocuparse de los cambios en la actividad auxina-oxidasa en relacidn con la formacidén de raices
(Mato & Vieitez, 1986; Bhattacharya, 1988 y referencias dentro; Moncousin, 1991; revisado en Gaspar et al,
1992). La actividad del llamado sistema AlA-oxidasa fue posteriormente atribuida a una o varias peroxidasas
(revisado por Gaspar et al, 1982). Debido a que la medicién de la actividad de peroxidasa es mas sencilla que
la de la actividad AlA-oxidasa, las relaciones entre diferentes aspectos de enraizamiento y los cambios en la
actividad de las peroxidasas e isoperoxidasas han sido investigadas por muchos autores.

La formacion de raices tiene 3 fases distintas: induccién de la raiz en el que cambios moleculares y
bioquimicos ocurren antes de cualquier evento citoldgico; iniciacién de la raiz donde las primeras
modificaciones anatémicas tienen lugar; y la protrusién, correspondiente a la emergencia del primordio de
la raiz (Berthon et al, 1990; Gaspar et al, 1992; Heloir et al, 1996). El proceso de enraizamiento también
involucra una serie de cambios fisiolégicos que estan asociados con variaciones en la concentracién de acido-
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3-indol acético y con la actividad de peroxidasa (Hausman, 1993; Moncousin, 1988], se ha observado una
relacion inversa entre la concentracién de auxina y la actividad de peroxidasa durante este proceso [Gaspar
etal, 1994; Gendreau et al,, 1997; Ripetti et al, 1994).

Un pico especifico de actividad de peroxidasa (incremento en la actividad enzimatica seguido por un
decremento) ha sido generalmente encontrado en extractos crudos de esquejes de tallos y brotes antes de la
formacién de raices (revisado en Gaspar et al., 1992; Vatulescu et al., 2004) (Fig. 13). Algunos efectores de
naturaleza fendlica también juegan un papel importante en los cambios observados en la actividad de
peroxidasa. El pico de actividad de peroxidasa no finaliza en la fase inductiva del enraizamiento, como se ha
propuesto en el pasado, sino mas bien en la fase de iniciaciéon antes de la formacién e identificacion del
primordio radicular.

(nkat.g'l.Fwt1)
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Figura 13: Cambios cuantitativos en la actividad total de peroxidasa, la flecha roja denota el pico maximo
de actividad que marca el fin de la fase de iniciacién y el inicio de la fase de la protrusiéon del meristemo
radicular. Tomado de Vatulescu et al., 2004.

Generalidades sobre peroxidasas

Durante la colonizacién de ambientes mas oxigenados los organismos tuvieron la necesidad de
desarrollar estrategias para lidiar con la generaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS). Para
contrarrestar dichas moléculas los organismos aerobios poseen grandes conjuntos de proteinas, entre ellas
las peroxidasas. Las peroxidasas (EC 1.11.1.x) pueden ser definidas como enzimas que catalizan las oxidacién
de varios sustratos mediante la reducciéon del per6xido de hidrégeno a agua. Esta clase de enzimas se
encuentran presentes en todos los reinos donde forman grandes familias multigénicas. La diversidad de
isoformas y su funcién bioquimica les confieren papeles importantes en distintos eventos durante el
desarrollo de los organismos; existen sin embargo organismos que carecen de peroxidasas, como el caso de
algunas bacterias y algunos eucariotes parasitos amitocondriados (Apicomplexa, Diplomonadida,
Microsporidia) que presentan otros tipos de moléculas. Se hipotetiza que la adquisicién de las peroxidasas
pudo ocurrir durante los eventos de simbiosis que dieron paso a las mitocondrias y cloroplastos que
contenian una o varias secuencias ancestro parecidas a peroxidasas de clase |, las cuales se duplicaron y
diversificaron (Passardi et al., 2007).

Las peroxidasas pueden contener o no grupo hemo. La mayoria de las peroxidasas hemo pertenecen a
dos amplias familias: peroxidasa animales y no animales (Fig. 14). Algunos estudios han intentado comprobar
si estos dos tipos de peroxidasas se encuentran relacionadas filogenéticamente, sin embargo debido a la falta
de informacién disponible, la biisqueda de dichas relaciones no ha resultado exitosa (Passardi et al., 2007).
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Figura 1: Superfamilia de peroxidasas con grupo hemo. Tomado de Fawal et al, 2013.

Figura 14: Superfamilia de peroxidasas con grupo hemo. Tomado de Peroxibase
(peroxibase.toulouse.inra.fr) (Fawal et al,, 2013).

Peroxidasas no animales

Descripcién y clasificacion

Esta superfamilia comprende a las peroxidasas bacterianas, flingicas y de plantas las cuales a pesar de
mostrar en algunos casos una identidad de secuencia baja, presentan el mismo plegamiento y se encuentran
evolutivamente relacionadas (Welinder & Gajhede, 1993). Dicha superfamilia comprende tres diferentes
clases de peroxidasas: Intracelulares o de clase I (EC 1.11.1.5/.6/.11), las liberadas por hongos o de clase II
(EC1.11.1.13/.14) y las secretadas por plantas o de clase III (EC 1.11.1.7). Todas estas exhiben en comtn un
grupo hemo formado por una Protoporfirina IX y un Fe(IlI) (forma férrica en estado basal) asi como una
estructura tridimensional conservada; sin embargo, presentan un bajo nivel de identidad en sus secuencias
de aminoacidos ademas de estar asociadas a distintas funciones y localizaciones subcelulares (Gaspar et al.,
1982 y referencias dentro). El mecanismo evolutivo de un ancestro de clase I a clase III es poco claro, pero
puede relacionarse con la emergencia de las plantas terrestres y como efecto de los cambios dramaticos en
las condiciones de crecimiento (nuevos drganos, estructuras y condiciones atmosféricas)(Passardi et al,
2007).

Clase I: Peroxidasas de procedencia procariota

Este tipo de peroxidasas se encuentra en procariotes, plantas y en hongos; no presentan glicosilaciéon y
carecen de péptidos sefial que permita su secrecién via reticulo endopldsmico (elementos caracteristicos de
las peroxidasas de las clases II y III), tampoco presentan iones de calcio estructurales o puentes disulfuro
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(Welinder, 1992; Passardi, 2007); elementos caracteristicos de las peroxidasas de clase III (Prx CIII). Existen
tres tipos de acuerdo a la clasificacién de enzimas (EC) en esta clase: EC 1.11.1.5 (ferrocitocromo-c: peréxido
de hidrégeno oxidorreductasa), EC 1.11.1.6 (peroéxido de hidrégeno: per6xido de hidrégeno oxidorreductasa
0 mas comuinmente conocida como catalasa peroxidasa) y EC 1.11.1.11 (L-ascorbato: per6xido de hidrégeno
oxidorreductasa).

Clase Il: Peroxidasas fungicas

Las peroxidasas de clase Il son secretadas por los Homobasidiomicetes para degradar la lignina de origen
vegetal. Esta clase consiste en: Lignina-peroxidasas (LiP; EC 1.11.1.14) y las Manganeso-peroxidasas (MnP;
EC 1.11.1.13). Dentro de esta clase se encuentra otro grupo de peroxidasas, las peroxidasas versdtiles (VP, sin
EC definido) las cuales engloban las propiedades cataliticas de las LiP y MnP. A diferencia de las de clase |,
son glucosidadas y contienes iones calcio (Ca*); puentes disulfuro; asi como péptidos sefial que permite su
secrecidn directamente al reticulo endoplasmico. Estas peroxidasas poseen la habilidad de oxidar moléculas
con un alto potencial redox como la lignina, ademas de ser esenciales en la descomposicién material vegetal
muerto y el reciclaje del suelo (Conesa et al,, 2002). Se plantea un proceso coevolutivo entre los hongos
lignoliticos de esta clase y la diversificacion de los componentes de la pared celular, lo cual llevé a la
acumulacion de varias copias de la misma o diferentes familias de peroxidasas de clase II (Passardi et al,
2007).

Clase lll: Peroxidasas de secrecion en plantas

Esta clase de peroxidasas son exclusivas de las plantas donde forman grandes familias multigénicas (73
genes completos de peroxidasas de clase III, 2 pseudogenes y 6 fragmentos esparcidos en los 5 cromosomas
de Arabidopsis thaliana, 181 en Eucalyptus grandis, 138 en Oryza sativa, 143 en Brachypodium distachyon y
73 en Solanum lycopersicum L.) (Tognolli et al, 2002; Fawal et al., 2013). Mas aun, otras isoformas pueden
ser generadas por modificaciones postranscripcionales y postraduccionales (Van Engelen et al, 1991). La
expansion de genes de esta familia de peroxidasas (amplio niimero de genes) y los eventos de duplicaciéon
(grupos de genes especificos de cada especie) parece no seguir un orden general (Dunand et al, 2011); no
obstante su secuencia primaria se distingue de las otras clases por sé6lo algunos residuos (Passardi et al,
2004a), asi mismo su estructura espacial es muy similar a las de la clase II. Su estructura esta caracterizada
por aminoacidos conservados necesarios para el ligado del grupo prostético, la transferencia de electrones y
su estructura tridimensional; la variabilidad en sus secuencias esta ligada a su afinidad de sustratos (canal de
acceso al grupo hemo). Ademas, también presentan iones de calcio, puentes disulfuro y un residuo N-terminal
como sefal para su secrecion (Welinder, 1992); algunas de ellas pueden presentar un residuo C-terminal
adicional, que se sugiere, puede dirigir su secrecién en la vacuola (Carter et al, 2004). Las Prx CIII presentan
dos tipos de ciclo, durante el ciclo hidroxilico las peroxidasas pasan a través de un estado Fe (II) y usan el
anidén superoéxido (02-) para generar radicales hidroxilo (*OH). Durante su ciclo peroxidativo regular estas
enzimas usan H,0, como aceptor y varios sustratos como donadores, los cuales son convertidos en radicales,
en este ciclo el hierro del grupo hemo pasa de un estado Fe(Ill) a Fe(IV).

Peroxidasas de clase lll: Peroxidasas de secrecién en plantas

Generalidades sobre peroxidasas de Clase I

Las Prx CIII (donante: H20, oxidorreductasa EC 1.11.1.7) son enzimas cuya funcién elemental es la
oxidaciéon de diversos sustratos a expensas del per6xido de hidrégeno. En A. thaliana, las secuencias
codificantes de la mayoria de los genes de peroxidasas se encuentran fragmentados por tres intrones (patrén
clasico: cuatro exones, tres intrones) en posiciones altamente conservadas (Fig. 15C y B). Los intrones 1y 3
se encuentran localizados en la mitad de los dominios conservados I y IlI, respectivamente; el intron 2 se
localiza después del dominio 2 (Fig. 15C). Esto sugiere la existencia de un gen ancestral con este patrén
clasico. Sin embargo, se han observado variaciones en este patrdn, los cuales implican la ganancia o la pérdida
de intrones. La abundancia de genes con un bajo niimero de intrones en monocotiledéneas y en organismos
viridiplantae basales, algunos con un solo intron e incluso carentes totalmente de ellos, es consistente con la
hipdtesis de la pérdida de intrones durante la evolucién (Lin et al, 2006; Roy & Penny, 2007), lo cual se
encuentra en concordancia con la idea del patrén clasico de tres intrones. Lo contrario parece ocurrir en
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dicotiledéneas, donde se plantea la existencia de un ancestro con pocos o ningun intrén y la posterior
ganancia de ellos (Mathé et al., 2010).

El andlisis de la secuencia de una peroxidasa catiénica inducida por lesiones mecanicas, durante
experimentos tempranos para dilucidar el control transcripcional de genes de Prx CIII en A. thaliana, se
observaron motivos regulados por luz, asi como motivos de uni6én a factores de transcripcién en -trans
(Fujiyama et al, 1995). En el mismo rubro, la caracterizacién de los promotores de dos peroxidasas de arroz,
una anioénica de pl 5.3 y otra catidénica de pl 8.5, mostré que ambos promotores presentan una variedad de
motivos regulatorios en -cis: secuencias de respuesta a auxinas como AuxRE (TGTCTC) y ARF (CATATG),
motivos involucrados en la activacidn transcripcional de genes por auxinas y/o acido salicilico, otros por
acido abscisico, etileno, asi como elementos regulados por luz (Chou et al, 2010). @stergaard y colaboradores
(@stergaard et al.,, 1998), mostraron que los promotores de 23 de un total de 30 secuencias disponibles,
contenfan en sus regiones 5’-UTRs un 40-71% de adenina, una caracteristica observada en genes que
predominantemente codifican para proteinas inducidas por algtn tipo de estrés, resultados parecidos fueron
mostrados posteriormente por otro grupo de investigacion (Welinder et al., 2002).

El andlisis de informacién transcriptémica y proteémica de la pared celular de A. thaliana, muestran la
expresion diferencial de las distintas isoformas de Prx CIII distribuyéndose en toda la planta, detectdndose
actividad en todos los 6rganos y en casi todos los tejidos, siendo de particular interés el caso de las raices,
lugar preferente de acumulacién de mensajeros de Prx CIIl, mostrandose también dicha acumulacién
preferente en arroz (Hiraga et al,, 2000). La razdén de esta acumulacién no ha sido elucidada, sin embargo,
debido a la informacién con que se cuenta acerca de los procesos que catalizan las Prx CIII, es posible que la
actividad de distintas isoformas sea necesaria durante el desarrollo y mantenimiento del tejido de la raiz;
evolutivamente se puede especular que dicha acumulacién se encuentra relacionada con la ganancia de
funciones durante la emergencia de las plantas terrestres (Delaux et al., 2012).

La estructura secundaria de una peroxidasa de clase III se compone de una solo cadena peptidica, un
grupo prostético: ferriprotoporfirina IX (usualmente referida como grupo hemo tipo b) que se encuentra en
su centro activo y que contiene un ion de hierro en estado de oxidaciéon de +3 y en cuya coordinacién
participan los cuatro nitrégenos pirrélicos y el nitrégeno € del anillo imidazélico de una histidina axial
denominada histidina proximal (Fig. 16A y B). El sexto ligando se encuentra libre y puede variar a lo largo del
ciclo catalitico (Fig. 16C). No obstante que presentan un bajo nivel de identidad (menor al 20%), todas
presentan una estructura secundaria y plegamiento similar (Banci, 1997; Finzel et al., 1984; Welinder &
Gajhede, 1993; Gajhede et al, 1997). Los pesos de estas enzimas oscilan entre los 35,000 y los 100,000 Daltons
(alrededor de 251 a 726 residuos).

Una peroxidasa de clase III estd dividida en dos dominios estructurales bien definidos formados en su
mayoria por a-hélices (10 a 13) conectadas entre si por medio de bucles y vueltas, también se encuentran
formadas en menor cantidad por ldminas beta y aparentemente sélo presentan conservados algunos residuos
de Glicina y Prolina esenciales para su forma funcional (Banci, 1997). La estructura secundaria de una
peroxidasa (Fig. 15A) se compone de 10-13 a-hélices, con 10 hélices (A-]) que representan aproximadamente
el 50% de la molécula y que ademds ocupan posiciones topolégicamente similares a otros miembros de la
superfamilia de las peroxidasas vegetales. Esta correspondencia estructural es en ocasiones referida como el
nucleo de plegamiento de una peroxidasa. La estructura también presenta cinco laminas f3, cuatro de ellas
formando pares antiparalelos; el dominio I (distal), formado por el extremo N-terminal y de las hélices A-D,
se encuentra distribuido sobre la hélice B que se localiza sobre el grupo hemo; un lazo de gran longitud entre
las hélices D y E conecta este dominio con el dominio II (proximal); éste contiene de las hélices E-1 y la mayor
parte de la estructura B (beta). Otro elemento estructural de importancia son los cuatro puentes disulfuro
que se forman en pares invariables de residuos de Cys 11-91, 44-49, 97-301 y 177-209 (numeracién de
Peroxidasas de rabano C o HRP C) tres en el dominio distal y uno en el proximal, asi como un puente de sal
que se forman entre dos invariables residuos de Asp y Arg (Asp99 y Arg123 en numeraciéon de HRP C); ambos
tipos de uniones ayudan a mantener la estructura, plegamiento y funcién de la proteina (Schuller et al.,, 1996).
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Figura 15: Esquema estructural de una peroxidasa de clase Il (A) Estructura secundaria. La composiciéony
posicion de hélices se representan usando los residuos conservados de Cys (C) y las Hys distal y proximal (Hd
and Hp) como referencia. Las hélices en gris oscuro son especificas de las peroxidasas de clase III. Hélices en
gris tenue se encuentran conservadas entre peroxidasas de clase I, I1 y I11. (B) Estructura primaria. Los dominios
altamente conservados I, II y III corresponden al dominio distal de ligado al hemo, dominio desconocido y
dominio proximal de ligado al hemo, respectivamente. La region sombreada corresponde a la regién variable
responsable de la especificidad catalitica. El péptido seiial (SP) y la extension C-terminal (CT) son altamente
variables en longitud y secuencia de aminoacidos. (C) Composicion clasica intron-exén con 4 exones (ex1, ex2,
ex3, ex4) y 3 intrones (i1, i2, i3). (D) Secuencia de aminoacidos consenso de peroxidasa de arroz adaptada de
Passardi y colaboradores (2004 cita). El1 60% de la secuencia se obtuvo del alineamiento de 138 secuencias
proteicas de OsPrx (Mathé et al., 2010 cita). Las cajas representan los tres dominios conservados (I, Il and IIl en
(B)). Los residuos conservados se representan sombreados: los sombreados negro corresponden a un consenso
del 98% y sombreado gris al 60%. Los puntos representan aminoacidos variables, h para hidrofébicos
(A,CF,GHLKLM,RT,V,W,Y), I para alifaticos (I,L,V), a para aromaticos (F,H,W,Y), + para positivos (H,K,R) y -
para negativos (D y E). Tomado de Mathé et al., 2010.
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Figura 16: Estructura de una Peroxidasa; b) Hemo tipo b con el hierro ligado a los nitrégenos de
los cuatro pirroles; c) Diferentes estados de coordinacion del hierro (1) el N¢His (Nitrégeno € de la His
proximal), (2) el N¢His y una molécula de H202, y (3) el N¢His y un O.

Una caracteristica que distingue a un peroxidasa de clase I y Il de una de clase III es que estas dltimas
presentan varias a-hélices extra adicionales al niicleo de plegamiento (hélices D, F" y F*" en el caso de HRP C)
(Gajhede et al, 1997) (Fig. 17). La localizacién de F" y F”’ es particularmente interesante ya que ocurren en
una insercidn relativamente larga que exhibe una considerable variabilidad entre las peroxidasas vegetales.
Esta insercidn, la cual es delineada por las hélices F y G del nicleo de plegamiento, también comprende un
puente disulfuro (177-209 en HRP C) que puede actuar como una restriccion estructural de la dicha region.
Otro punto de interés, es la presencia de residuos como Phe179 que contribuyen con el ligado de sustratos
aromaticos.

Estas enzimas presentan sitios de glicosilacién que se encuentran delimitados por el motivo Asn-X-
Ser/Thr (donde X denota cualquier aminoacido) los cuales se encuentra sobre la superficie de vueltas o bucles
que conectan hélices en el exterior de la molécula. La mayoria de las peroxidasas vegetales contienen varios
glicanos N-ligados los cuales representan alrededor de un #25% del peso total, estos aztcares protegen a la
enzima de degradacién proteolitica, estabilizan la conformacién de la proteina y ademdas se encuentran
relacionados con su actividad (Chunfang & van Huystee, 1989; revisado en van Huystee et al.,, 2004).
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La estructura ademas, presenta dos iones de calcio que mantienen la estructura, los sitios de unién de los
iones se encuentran altamente conservados en peroxidasas fingicas y de plantas; cada ion calcio se encuentra
en un dominio diferente: el ion del dominio proximal se encuentra fuertemente unido en comparacién el ion
de calcio distal que parece estar débilmente asociado debido a su cercania a la superficie molecular y a su
exposicion al solvente. Los iones calcio se encuentran ligados a los residuos de las hélices B y F, que forman
la superficie distal y proximal de la cavidad hemo, contiguos a cada una de las histidinas cataliticas (Banci,
1997). Estudios en los que se extrajeron los iones calcio muestran que estas enzimas pierden su actividad
catalitica (Shiro et al, 1986; Barber et al, 1995) o se inactivan totalmente debido a cambios estructurales
provocados por esta modificaciéon (Sutherland & Aust, 1996; Sutherland et al, 1997). La interaccién de las
Prx CIII con los polisacaridos de la pared celular parece ser dependiente de un grupo de aminodacidos basicos
(Arg-262, Arg-268 y Arg-271 de Prx CIII de zucchini) (Carpin et al, 2001) envueltos en el ligado de Ca*-
poligalacturonato in vitro (Carpin et al, 2001; Passardi et al., 2006; Shah et al.,, 2004; revisado en Francoz et
al.,, 2015).

Figura 17: Representacion esquematica la estructura
tridimensional de una peroxidasa de cacahuate (Schuller et
al, 1996) obtenida por cristalografia de rayos X. Se
representa el grupo prostético en esqueleto de Ca asi como
estructuras secundarias en esquema de liston. El grupo
hemo se encuentra entre los dominios distal y proximal.
Los dos atomos de Ca* se presentan por sus radios de van
der Waals, situados uno en cada dominio. Las dos a-hélices
F y F” caracteristicas de las peroxidasas de clase III son
indicadas. Tomado de Veitch, 2004.

Ciclos cataliticos

Ciclo peroxidativo

En términos generales la mayoria de las reacciones catalizadas por una peroxidasa puede representarse
de la siguiente forma, donde RH y R’ representan un sustrato reductor y su forma radical oxidada,
respectivamente. De esta manera, una peroxidasa se puede definir por la siguiente reaccién general:

Peroxidasa

2RH, + H,0, === 2H,0 + 2R’ (1)

El proceso catalitico llevado a cabo por las peroxidasas puede ser visto en dos partes: la reaccién de las
enzimas con el H;0; y la interaccién de la enzima con los distintos sustratos donadores. La evidencia es
apoyada por las distintas estructuras tridimensionales de intermediarios cataliticos o complejos enzima-
sustrato disponibles (Gajhede et al, 1997; Schuller et al., 1996; Smith et al., 1990), asi como de la evidencia
obtenida por mutagénesis dirigida para determinar y explorar el papel de aminoacidos particulares. La
reaccion del grupo hemo frente al peréxido de hidrégeno genera agua y la formacion de un intermediario con
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un alto estado de oxidacién conocido como Compuesto I (Comp. I), oxidado con dos electrones y el cual se
considera que se encuentra dos equivalentes oxidantes por arriba del estado Fe(IlI) basal de la enzima. Este
estado comprende un centro oxiferril (FelV=0) y un catién radical el cual se puede localizar, dependiendo de
laisoenzima, en el grupo hemo o en un residuo (Hiner et al,, 2002; Jones & Dunford, 2005; revisado por Veitch,
2004). Durante el primero y segundo pasos de reduccién con un electrén cada vez, el Comp. I es reducido al
Comp. Il donde el cation radical es reducido a su estado completo y el sustrato reductor RH es oxidado en un
producto radical R". El Compuesto II (Comp. II), una segunda especie oxiferril Fe(IV) que se encuentra un
equivalente oxidante por arriba del estado basal de la enzima. Finalmente, el Comp. Il es reducido una
segunda ocasién con un electrén proveniente de una molécula de sustrato para llevar a la enzima a su estado
basal Fe(III), dicho sustrato es oxidado a su estado radical correspondiente, este paso es representando por
la ecuacidn (4). Cada paso del ciclo ha sido estudiado a profundidad y puede ser considerado en dos partes:
la formacién del Comp. [, y la reduccién de los Comp. I y II. En el siguiente esquema, E representa una
peroxidasa de clase Il], para la cual el estado de oxidacidn del &tomo de hierro del grupo hemo y el estatus de
la porfirina (P) es indicado dentro de paréntesis, RH y R' representan un sustrato reductor y su forma radical
oxidada. Las constantes cinéticas ki, k2 y k3 corresponden a la tasa de formacién del Comp. I, la tasa de
reduccién del Comp. I y la tasa de reduccidn del Comp. II, respectivamente; el ciclo puede quedar resumido
de la siguiente forma:

ky
E(Fe!,P) + H,0, =3 E(FeV=0,P*)+H,0 (2)
Estado basal Comp. |
ky
E(FeV=0,P*)+RH =3 E(FeV=0,P)+R° (3
Comp.l Comp. Il
k3
E(FeV=0,P) + RH w3 E(Fe!l,P) + R*+H,0 (4)
Comp.ll Estado basal

Papel de los residuos del bolsillo hemo en la catdlisis del perdxido y la formacion de Compuesto |

Las relaciones estructurales entre los residuos de aminoacidos en el bolsillo hemo involucrados en la
catdlisis del peréxido se ilustran en la Fig. 18. Estos residuos se encuentran ya sea invariables o altamente
conservados en todas las peroxidasas vegetales de clase I11. Usando el ejemplo de la peroxidasa de cacahuate,
es posible observar que en el lado proximal del plano del hemo, la His169 (Histidina proximal) se encuentra
directamente coordinada al &tomo de Fe del grupo hemo a través de su atomo Ne2 de su cadena lateral.
Adicionalmente el grupo carboxilato de la cadena lateral del Asp238 se une mediante un puente de hidrégeno
al protén N&1 de la propia His169 proximal, interaccién que podria influenciar el grado del caracter
imidazolato (forma anidnica del imidazol) del anillo de la Histidina proximal. En el lado distal del plano del
hemo los residuos de mayor importancia son Arg38, His42 y Asn70. El &tomo Ne2 de la cadena lateral de la
His42 (Histidina distal), se encuentra significativamente mas alejada del &tomo de Fe del hemo que su His169
contraparte, de esta forma el sexto sitio de coordinacién se encuentra vacante y disponible para la unién del
ligando, es decir por el sustrato reductor. Otra interacciéon de interés es un puente de hidrégeno entre del
atomo de oxigeno del carbonilo de la cadena lateral de 1a Asn70 y el &tomo N&1H de la His42. La presencia de
las interacciones His-Asn y His-Asp tanto del dominio distal como proximal, resulta en una evidencia que
sugiere que las peroxidasas vegetales de esta clase surgen por una duplicacién de genes (Welinder & Gajhede,
1993).

Poulos y Kraut (1980) -basandose en la estructura cristalizada de la citocromo ¢ peroxidasa- propusieron
un mecanismo de la catdlisis del per6xido, asignando papeles especificos a las cadenas laterales de los
residuos de His y Arg distales. Dos principios fueron establecidos de la interpretacién de este mecanismo: (i)
el &tomo Ne2 de la cadena lateral de la His distal actiia como aceptor de protones cuando el H,0; es ligado en
el sexto sitio de coordinaciéon del &tomo de hierro del grupo hemo y (ii) la cadena lateral de la Arg distal asiste
en la estabilizacion de la carga durante la formacién del compuesto 1. El hecho de que estos residuos sean
invariables en todos los miembros de la superfamilia de las peroxidasas de origen vegetal, sugiere que este
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mecanismo también sea aplicable a las Prx CIII. A partir de la estructura cristalizada del Comp, I de la HRP C
es posible observar que el &tomo oxiferril estd enlazado por un puente de hidrégeno al &tomo NeH de la Arg38
y auna molécula de agua -molécula que surge de la ruptura heterolitica del H,0- la cual esta ligada ala Arg38
y ala His42 a través de un puente de hidrégeno (Berglund et al.,, 2002). La importancia de los residuos de His,
Arg e incluso de la Asn distal ha sido mostrada en estudios de mutagénesis de sitio dirigida, en donde la tasa
de formacidn del Comp I (k;) decrece dependiendo del aminodcido mutado (Veitch & Smith, 2001).

Figura 18: Residuos de aminoacido en el bolsillo del
grupo hemo de una peroxidasa vegetal (peroxidasa de
cacahuate). El atomo de hierro (Fe!! en estado basal) es
mostrado como esfera en radio de van der Waals, este es
coordinado por la His proximal (His170 en numeracion
de HRP (C). El sexto sitio de coordinacion en el plano distal
del hemo se encuentra vacante y varia a lo largo del ciclo.
Tomado de Veitch, 2004.

Estudios sobre la formacién del Comp. I a bajas temperaturas (Baek & van Wart, 1992), han permitido la
caracterizaciéon de complejos temporales que ocurren durante la interaccién con H,02 que son producidos
antes de la formacién del Comp. I, compuesto referido como “Comp. 0” (Rodriguez-Lépez et al., 2001; Filizola
& Loew, 2000).

A partir de la distinta evidencia obtenida de informacién cristalografica (Gajhede et al., 1997), asi como
de estudios espectroscopicos en mutantes puntuales de HRP C (Smulevich et al, 1994; Howes et al., 1997),
surge otra caracteristica de importancia, es decir la existencia de una red de puentes de hidrégeno que
conecta los residuos distales y proximales dentro del bolsillo del grupo hemo, esta red se extiende hasta
incluir los sitios de unién de los iones Ca*. Dunford (2001) planted la hip6tesis de que esta red funcionalmente
acttia en la conduccién electrénica. Todas las estructuras cristalizadas de peroxidasas muestran en su sitio
activo al menos cuatro moléculas de agua bien organizadas que son invariables en esas estructuras. Tres estan
presentes en el plano distal conectadas a través de puentes de hidrégeno con los residuos hidrofilicos de la
cavidad del grupo hemo, que en conjunto forman una red que conecta a la His distal con una Arg, un
propionato y a un residuo hidrofilico que siempre se encuentra presente en un lado del grupo hemo expuesto
al solvente. La otra molécula de agua conservada se encuentra en el plano proximal, donde se encuentra
invariablemente unida a un residuo de Asp por medio de un puente de hidrégeno (Fig. 19) (Poulos et al,
1993).
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Sitios de interaccion con el sustrato y reduccion de Compuesto I y Il y elementos estructurales del sitio activo que
determinan la interaccidn con el sustrato

Como ya se mencion¢, las Prx CIII catalizan la oxidacién de una variedad de sustratos, de los cuales, los
electrones tomados son necesarios para llevar a la enzima de su estado en el Comp. I al estado en el Comp. II
y de este ultimo al estado basal (ecuaciones 3 y 4). Ejemplos tipicos de estos sustratos son pequefias
moléculas aromaticas como: aminas aromaticas, indoles, 4cidos fenoélicos y fenoles, asi como polimeros
grandes como la lignina. A menudo el perfil de productos formados por las reacciones catalizadas por las Prx
CIII es complejo, esto debido a la formacién de dimeros u oligdmeros, los cuales también actian como
sustratos. Las estrategias empleadas para el estudio de los complejos formados antes de las reacciones de
transferencia electrénica, han sido conducidas -a falta del andlisis directo de las estructuras temporales
formadas antes de las reacciones redox- por medio de ensayos basados en la inactivacién enzimatica de las
Prx de ClII, los cuales han sido empleados como un método para determinar los sitios potenciales de la
oxidacién de los sustratos (Ortiz de Montellano, 1992). Estas estrategias involucran la incubaciéon de la
enzima con H»0 y un agente reactivo como la fenilhidrazina o azida de sodio. Las especies radicales que son
generadas reaccionan para dar aductos hemo (derivados hemo sin cambios estructurales) que reflejan el
ambiente local del sitio de interaccidn con el sustrato. En el caso especifico de la HRP C con fenilhidrazina, se
generaron derivados C18-hidroximetilo y C20-meso-fenil, indicando que el sustrato interactia en una arista
del grupo hemo expuesta al solvente en la proximidad de los grupos protonados metilo-C18 y meso-C20.
Estos resultados se encuentran en concordancia con la informacién estructural de complejos enzima-sustrato
aromatico de peroxidasas vegetales obtenidas por cristalografia de rayos X o por espectroscopia NMR (Veitch
& Smith, 2001). En la Figura 22, se muestra un modelo de reduccién de los Comp, [ y II de una Prx CII], los
papeles especificos de algunos residuos del bolsillo del grupo hemo estan basados en el andlisis de estructuras
tridimensionales de los complejos ternarios de la HRP C-acido fertlico y -cianuro (un derivado
hexacoordinado de la enzima) (Henriksen et al, 1999).

31



foll et Fermss Pro139
Comp. | “N
Asnto e
./Y 2 H,NQ/NH,
Q ' o
", \”“" why ook <
=t o} X
L H \ y
H o Q’ o
SEESHI S el
‘s
9" ©, Pro139 9"’
— ) — — I —
“u Comp. Il
OCH,

7 N\
'O‘O_\_("_ +H,0 —Fe—
o

Estado basal

Figura 20: Mecanismo de reduccion de los Comp. I y Il de la HRP C con respecto al acido fertlico (ferulato a
pH neutro) como sustrato reductor. Se seiiala el papel de los residuos del plano distal de la cavidad del grupo
hemo asi como una molécula de agua y la Pro139. Las lineas punteadas indican la direccidn de la transferencia
electronica; la transferencia electronica se muestra con flechas completas marcadas con e-. El modelo esta
basado en el original propuesto por Henriksen y colaboradores (1993). El mecanismo también comprende dos
moléculas de agua que fueron propuestas posteriormente (Gajhede, 2001). Tomado de Veitch, 2004.

Consumo de oxigeno molecular por Prx CllI

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).

Este ciclo consta de las siguientes etapas: el hemo en estado de reposo (Fe3*) puede recibir un electrén y
un H*, a partir de algtin agente reductor, formando el estado ferroso de la enzima, que tiene Fe2* y un H*, este
paso acontece de la siguiente manera:

(Enzima férrica) — (Enzima ferrosa)

A continuacion se capta 02 y se forma el compuesto III, en el que el Fe*2 al enlazar al &tomo de la molécula
de oxigeno provoca que exista en este ultimo un electrén libre, se convierte en Fe*2 y el segundo atomo de la
molécula de O; adquiere entonces carga negativa, lo que promovera que el H* se enlace a él, desprendiéndose
posteriormente un radical -0-0-H, al tiempo que se regenera el estado de reposo (la enzima férrica).
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Las peroxidasas de este grupo desarrollan un mecanismo eficiente para capturar y activar rapida y
especificamente al H,0». La constante de velocidad bimolecular para la formacién del compuesto I (1.7 x 107
M-1s-1) es muy parecida al valor de la constante para reacciones limitadas por difusién (aproximadamente 1
x 109 M-1s1).

La presencia de H;0; en el compartimento en el que se localizan las Prx ClIII, el apoplasto, ha sido
demostrado de diferentes maneras. Entre las evidencias mas importantes, Fecht-Christoffers y colaboradores
(2006), demostraron la capacidad de Prx CIII aisladas de fluido apoplastico de hojas de Vigna unguiculata L.,
de producir H20; con el concomitante uso de NADH como sustrato; este hecho fue apoyado posteriormente
por Fiihrs y colaboradores (2009), quienes en experimentos similares, mostraron esta misma capacidad por
parte de cuatro Prx CIII apoplasticas.

Ciclo hidroxilico: Mecanismo de produccion de ROS por peroxidasas de clase Ill

La generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) -intermediarios téxicos resultado de la reduccién
del oxigeno molecular (02) con un electrén cada vez, consideradas como componentes centrales en la
adaptacidn de las plantas a estrés bidtico y abidtico, ya sea exacerbando el dafio o mediando la sefializacion
de la activacién de la respuesta defensiva (Mehdy, 1994; Dat et al, 2000)- involucra la formacién de un
intermediario o compuesto III (Comp. III), el conjugado ferro-oxigeno (oxiperoxidasa), el cual es generado
por la interaccién directa de la forma nativa de la enzima (forma férrica) con el anién superoéxido o por la
formacion intermedia de la ferroperoxidasa por medio de donadores de e-y H* (lo que ha sido identificado
también como producto de la interaccién entre el Compuesto Il y H203). El ciclo y la formacién del Comp. III
puede llevarse a cabo por las siguientes vias:
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k
1) E(Fe",P)+e,H*  =————————3  E(Fe',P)+H* (5)

Estado basal Ferroperoxidasa
k
E(Fe', P)+ O, —> E(Fe', P)+0," (6)
Ferroperoxidasa Comp. Il
k
2) E(FeV=0,P)+ 0, =3 E(Fel,P)+0," (7)
Comp. Il Comp. lll

La asociaciéon del Comp. Il con peréxido de hidrégeno da como resultado la formaciéon de ROS;
adicionalmente se ha observado que el Comp. III desaparece en presencia de donadores y aceptores de
electrones lo que lleva a la formacion de la ferriperoxidasa (Yokota & Yamazaki, 1965), lo que hace del
compuesto un hibrido entre los complejos ferroperoxidasa-oxigeno y el complejo ferroperoxidasa-anion
superdxido; a su vez, el Comp. Il puede reaccionar con la ferroperoxidasa y el Comp. II liberando H20; y O
(Gaspar et al,, 1982). Un posible mecanismo para la generaciéon de H;0; por las peroxidasas involucra la
reduccidn del Comp. III, se puede expresar mediante la siguiente ecuacién (Dunford, 1993):

X
Comp. lll + RH, === Fe''+R +H,0, (8

Las Prx CIII pueden generar O, cuando un reductor apropiado y pequeias cantidades de H;0; se
encuentran disponibles de acuerdo con la siguiente ecuacién (Halliwell, 1978):

Fe'l + H,0, Kﬁ Comp.I+H,0 (9)

X
Comp.|+RH =3 Comp. Il +R" (10)
Comp. Il + RH _K) Felll + R (11)

R*+ 0, —K) R* +0," (12)

Aun no existe respuesta a la pregunta con respecto a la naturaleza de los agentes reductores en el proceso
de formacién de AOS, aunque varios compuestos como tioles, NAD(P)H, ascorbato (ASC), o fenoles (PhOHs)
han desarrollado este papel in vitro (Bolwell & Wojtaszek, 1997; Vianello & Macri, 1991 y referencias dentro).

Los productos intermediarios son 02" asi como H;0; y el balance total de las reacciones catalizadas por
las Prx CIII es una reacciéon de oxidacién. En las células vegetales el O y el H20; son formados
temporalmente, mientras que el NAD® ya se encuentra presente y no se consume totalmente (Ros Barcelg,
2000); sin embargo, la presencia de NAD(P)H es cuestionable.
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Figura 21: Integracion de los ciclos de las Prx CIILI. El ciclo hidroxilico (flechas rojas) puede regular el nivel
de H202 y la liberacion de ROS (*OH, HOO"). El ciclo Peroxidativo (flechas azules) puede oxidar varios sustratos
(XH) y liberar sus forma oxidada (X*), ambos ciclos regulan los niveles de H202. Tomado de Passardi et al., 2005.

Procesos fisiolégicos mediados por peroxidasas

La evolucién de los organismos y su adaptaciéon a condiciones medioambientales mas oxigenadas han
dependido de la funcionalidad de las peroxidasas como adaptacion evolutiva; las peroxidasas forman parte
de muchos mecanismos fisioldgicos de las plantas, como ya se ha mencionado son poseedoras de dos ciclos
cataliticos y participan a través de todo el ciclo de vida de las plantas.

Germinacion: Durante la germinacién de Raphanus sativus (rdbano) se ha observado la liberacién de
peroxidasas al medio circundante (Scialabba et al, 2002); por medio de su ciclo hidroxilico son capaces de
formar peréxido y subsecuentemente radicales «OH, el cual debido a su alta capacidad reactiva puede jugar
un rol de defensa en contra de patdgenos durante la germinacién; no obstante, se conoce que pueden ser
liberadas en ausencia de ataques (Scilabba, op cit). Las peroxidasas también se han relacionado con la
necesidad que existe desde los primeros dias de germinacidn, de permitir la ruptura del endospermo y la
capacidad que tienen estas enzimas para romper uniones entre compuestos de la pared en los alrededores
del area de protrusidén (revisado por Passardi et al, 2005).

Modulacion de enlaces entrecruzados entre polimeros de la pared: Durante el desarrollo vegetal, los
eventos crecimiento celular, expansion celular y el aflojamiento de la pared, estdn intimamente asociados al
relajamiento-rigidez de la pared celular. El balance entre estos dos procesos tiene que ser regulado de forma
precisa por medio de las actividades antagonistas de las Prx CIII:

a) Ya sea mediante la formacién de enlaces entrecruzados (cross-link) por medio de la oxidacion de
compuestos aromaticos de la pared celular (monolignoles, acidos cindmicos, aminoacidos
aromaticos, entre otros) en presencia de H>0», contribuyendo a la rigidez de la pared. Este evento
puede surgir en respuesta a diferentes estimulos, como lesiones, interaccién con patégenos y
agresiones climaticas; dicho proceso también puede ocurrir simplemente como evolucién normal de
la pared celular durante el proceso de crecimiento y senescencia. Durante el proceso de formacién
de lignina y suberina, las peroxidasas participan en el cross-link de monémeros de fenélicos para
la formacién de suberina y el acoplamiento oxidativo de subunidades de lignina por medio de
polimerizacion oxidativa; las peroxidasas forman radicales fenoxi-monolignol a costa de H202 como
oxidante; los cuales forman polimeros de lignina de forma espontanea (Lewis & Yamamoto, 1990).
La implicacion de las peroxidasas en el cross-link de los compuestos de la pared esta relacionado con
la capacidad oxidativa de su ciclo peroxidativo (Passardi et al, 2004b). En otras palabras, las
peroxidasas regulan, por medio del producto de sus dos ciclos directa e indirectamente, la
arquitectura de la pared (Cosgrove, 2001).
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b) Regulando las concentraciones locales de H02 o generando ROS como radicales hidroxilo (¢OH),
controlando la distensién de la pared por medio de la ruptura de enlaces covalentes dentro de los
polimeros de la pared celular (Fry, 1998; Schopfer, 2001).

Estrés bidtico y abiotico: Es conocido que las plantas expuestas a un estrés agudo regulan por completo
su actividad de peroxidasa; esta reaccién sucede tanto en el estrés de tipo bi6tico como abiético, es decir, bajo
influencias de tipo quimico (contaminacién por metales pesados, desechos industriales y agricolas),
biol6gicos (patégenos) y fisicos (lesiones). La participacion de las peroxidasas puede en estos casos ser de
tipo pasivo por medio del levantamiento de barreras o activo con la produccién de especies reactivas de
oxigeno en contra de agentes perjudiciales (Schiitzendiibel & Polle, 2002; Seregin, 2001); en caso que los
factores de estrés superen este tipo de barreras y penetren en el interior de la planta, las peroxidasas pueden
jugar un papel mayor ya sea aislando o eliminando el cuerpo extrafio.

Serializacién: Durante la primer descarga oxidativa suministrada en parte por la capacidad de las
peroxidasas para generar especies activas de oxigeno (AOS), se ha encontrado actividad anti-patégena; sin
embargo, esta actividad podria ser un efecto secundario resultado del reconocimiento y sefializacion, papeles
principales durante de esta primer descarga (Liithje et al., 2000); en este rubro existe evidencia del papel del
H>0, como molécula sefializadora en plantas (Mehdy, 1994; Foyer et al., 1997; Neill et al., 1999; Bolwell, 1999;
Datetal, 2000; Neill et al,, 2002). Muchos tipos de estrés activan la cascada sefializadora que involucra H,0>,
oxido nitrico (NO), acido salicilico (SA), Ca?*, y otros factores que conducen a la resistencia sistémica
adquirida (SAR). (Lépez-Delgado at al,, 1998, Schwacke & Hager, 1992, Shirasu et al, 1997, Durner et al,
1998). Se ha observado que el H20; controla la transcripcién de genes inducidos por patégenos (Levine et al.,
1994; Green & Fluhr, 1995; Wu et al.,, 1997; Bolwell, 1999; Desikan et al, 2001).

La fosforilacion reversible de proteinas es un evento clave que regula la descarga oxidativa en respuesta
alainteraccion con patégenos (Schwacke & Hager, 1992; Baker et al., 1993; Chandra & Low, 1995); en plantas
superiores, la activacién de MAP cinasas (proteinas cinasas activadas por mitégenos) es propiciada por H;0-
(Desikan et al., 1999; Grant et al., 2000; Kovtun et al.,, 2000; Samuel et al., 2000; Cessna & Low, 2001; Kroj et
al,, 2003).

Simbiosis: Durante este tipo de procesos, los mecanismos de defensa descritos anteriormente son
controlados para que se lleven a cabo las respectivas interacciones; en el fenémeno de formacién de nédulos
ciertas leguminosas, después de la inoculacién inicial, forman este tipo de agrupacion celular para proveer el
ambiente necesario para que se lleve a cabo la conversion de nitréogeno atmosférico en amoniaco, donde una
degradacién localizada junto con modificaciones de la actividad de peroxidasa de la pared celular preceden a
la inoculaciéon inicial (Salzwedel & Dazzo, 1993). El otro caso importante es durante la micorrizacién:
fenémeno que esté relacionado intimamente con la nutricidn y tolerancia a estrés en las plantas (Koide &
Schreiner, 1992) en donde este proceso -como es conocido- modifica enzimaticamente (tanto actividad como
isoformas de enzimas) las raices y por lo tanto, la actividad peroxidasa (Spanu & Bonfante-Fasolo, 1988). Es
importante recalcar que durante los dos tipos de interaccién mencionados es posible que se lleven a cabo
modificaciones dentro de la pared celular que permite la asociacién pacifica con bacterias u hongos, segiin
sea el caso.

Senescencia: Durante este proceso; se han reportado cambios celulares que implican la sintesis de
etileno y cambios en la actividad de peroxidasa (Jiménez et al.,, 1998); una disminucidén de la expresién de los
genes implicados en la fotosintesis y un incremento con aquellos genes implicados en senescencia también
ha sido observada durante el periodo de envejecimiento celular (Abarca et al, 2001). El incremento de
radicales de oxigeno como O,* se ha observado durante la induccién y desarrollo en la etapa de senescencia;
lo que sugiere que, este tipo de radicales pueden inducir el envejecimiento celular (Kawano et al, 1998).

Crecimiento y maduracion de frutos: El crecimiento de los frutos es un fendmeno mas estrechamente
relacionado con la expansién celular que con la divisién celular, dicho proceso estd mediado por la actividad
de las peroxidasas sobre el balance entre el aflojamiento y rigidez de la pared. Las peroxidasas podrian no
estar relacionadas directamente con la maduracion de frutos, pero pueden controlar el paro de crecimiento
mediante cambios mecanicos en las propiedades de la pared y consecuentemente producir una barrera
protectora en la epidermis (Passardi et al, 2005).
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Proteoma de la pared celular: peroxidasas de secrecién como componente ubicuo y abundante

La pared celular vegetal constituye un determinante en las propiedades fisicas (tamafio y forma) y
fisiolégicas (sefializacion, transporte, interacciéon planta-patégeno) de las plantas y generalmente, cuando la
planta crece y madura, una gran porcién de la biomasa del tallo corresponde a pared celular. Carbohidratos
estructurales complejos como la celulosa, hemicelulosa y pectina forman la matriz de la que estan formadas
la mayoria de las paredes celulares; en la agricultura, la pared puede observarse a la luz de la importancia
nutricional de estos materiales como fuente de energia del ganado rumiante constituyendo una fuente
importante de fibra y forraje; sin embargo, el conocimiento que se tiene acerca de su composiciéon en
carbohidratos resulta insuficiente para el entendimiento de este componente celular dindmico y siempre
cambiante; las aproximaciones obtenidas acerca de la composicién de la pared celular en cuanto a su
contenido en proteinas constituye un avance en el entendimiento de su dindmica.

Las proteinas de la pared celular (CWPs por cell wall proteins) constituyen alrededor del 10-20% del
peso seco de la pared desempefiando papeles regulatorios, enzimaticos y estructurales (Burke et al., 1974;
Cassab & Verner, 1988); asi las CWPs con estas propiedades pueden ser blanco de modificaciones que
resulten en el mejoramiento de las propiedades de la pared celular. Para aumentar el conocimiento de la
poblaciéon de CWPs, diversos andlisis proteémicos han sido realizados en cultivos celulares, plantulas, hojas,
hipocotilos etiolados, protoplastos y raices de A. thaliana (Robertson et al, 1997; Chivasa et al, 2002;
Borderies et al., 2003; Borner et al, 2003; Feiz, 2004). A pesar de que muchos de los estudios de la pared
celular han sido enfocados en A. thaliana como modelo, investigaciones de esta indole han sido realizados en
otras especies como tabaco (Dani et al, 2005; Millar et al., 2009), garbanzo (Bhushan et al, 2006), maiz (Zhu
et al, 2007) y alfalfa (Watson et al., 2004); de esta ultima especie, el trabajo realizado por Verdonk y
colaboradores (2012), ofrece un panorama nuevo -debido a la parte técnica usada- sobre la composicién en
cuanto a proteinas de la pared celular, brevemente, ellos reportan un catilogo de 272 proteinas del cual se
concluye, de acuerdo a su andlisis bioinformatico, que aproximadamente 188 (69%) corresponden a
proteinas de secrecién al exterior celular con direccién hacia la pared, este andlisis proteémico permite
incluir a las proteinas encontradas en nueve clases en base a su funcionalidad: Proteinas de accién en
carbohidratos (PAC), oxidoreductasas (OR), proteinas con dominios de interaccién (ID), proteasas (P),
sefializacidn (S), proteinas relacionadas al metabolismo de lipidos (LM), funciones miscelaneas (M), proteinas
estructurales (SP) y de proteinas de funcién desconocida 8 (UF). El andlisis de abundancia de las 272
proteinas indica que 28 de ellas representan aproximadamente el 10% de las mas abundantes y constituyen
el 71% del total de proteina extraida de las paredes celulares y de aqui algo importante: dentro de estas
proteinas se encuentran siete diferentes peroxidasas. Este mismo andlisis indica que de 42 proteinas
pertenecientes a la clase OR, 22 proteinas corresponde a peroxidasas, las cuales se encuentran
probablemente envueltas en el cross-link de componentes de la pared como la lignina, asi como en la
detoxificacién inducida por radicales libres (Passardi et al., 2004b).

Figura 22: Distribucién de clases funcionales halladas en estudios proteémicos de pared celular:
Proteinas de accion en carbohidratos (PAC), oxidoreductasas (OR), proteinas con dominios de interaccién
(ID), proteasas (P), seiializacion (S), proteinas relacionadas al metabolismo de lipidos (LM), funciones
miscelaneas (M), proteinas estructurales (SP) y de proteinas de funciéon desconocida 8 (UF). Tomado de
Verdonketal., 2012.
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Planteamiento, hipétesis y objetivos

Planteamiento del problema

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel global;
actualmente la produccién mundial del fruto alcanza los >211 millones de toneladas de acuerdo con datos del
2012 (altimos datos disponibles a nivel mundial por parte de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacidn y la Agricultura), producidas en 3.7 millones de hectareas alrededor del planeta, su consumo
tan solo en los Estados Unidos en el afio 2000 fue de aproximadamente 80 kg per capita (ERS-USDA, 2000).
Debido a la importancia econémica que el jitomate representa y, por ende, lo relevante que resulta
aproximarse al entendimiento de los mecanismos que ocurren en su desarrollo y propagacidn, el Consorcio
del Genoma del Tomate en conjunto con el Instituto Nacional de Investigacion Agronémica de Francia (INRA),
decidié completar la secuencia de su genoma (Tomato Genome Consortium, 2012).

La secuencia completa del genoma del jitomate proporciona un conocimiento preciso de las regiones
funcionales, ya que revela el orden, la orientacién, los tipos y las posiciones de sus 35 000 genes; este
conocimiento servird como referencia para la identificacién de genes de interés, como el caso de los que
codifican para las 73 isoenzimas de Prx CIII reportadas en Peroxibase (http://peroxibase.toulouse.inra.fr).
Debido a que las secuencias reportadas en las bases de datos surgen de aproximaciones genémicas, como es
el uso de marcadores de secuencia expresada (ESTs), en el jitomate hasta la fecha se carece de evidencia
experimental de la localizacién subcelular de alguna de las 73 isoenzimas reportadas, adicional al hecho de
que no se ha verificado la existencia de algunas de ellas. La importancia de su localizacién precisa en la pared
celular para el cumplimiento de su funcién in muro, ha sido demostrada en aproximaciones recientes de
genética reversa (revisado por Francoz et al, 2015). La identificacién de su sitio de localizacién
(microdominios), de sus sustratos y la forma en que interactiian con ellos, se han establecido como puntos
criticos para la comprensién de la funcién de todas las Prx CIII; sin embargo, el nimero de isoformas y sus
diversos sustratos potenciales in vitro, han dificultado identificar el papel fisioldgico de las Prx CIII; el
aislamiento y caracterizacién de isoenzimas pretende ser la base para el posterior analisis de estas moléculas,
asf como de estudios que proporcionen informacién acerca de estos componentes de la pared celular y de sus
relaciones intermoleculares.

A pesar de numerosos reportes realizados con respecto al papel de las peroxidasas (ver Gaspar et al,
1982 y referencias dentro), poco trabajo se ha dirigido a la identificacién y caracterizacién individual de
peroxidasas especificas (Cosio & Dunand, 2009), incluyendo aquellas peroxidasas involucradas en la
oxidacion del 4cido-3-indolacético (AIA), funcién clasica atribuida a las Prx CIII (Lagrimini et al., 1997; Carpin
et al, 1999; 2001). Estudios con isoperoxidasas con distintos pl han demostrado que de entre ellas, las
peroxidasas acidas o anidénicas se encuentran probablemente involucradas en la formacién de lignina (Chen
etal., 2002), formacién de H,0; (Schopfer & Liszkay 2006; Chou et al, 2010) y en laregulacién del crecimiento
(Lagrimini et al, 1987; 1990; 1997); en tanto que otros estudios sefialan a las peroxidasas basicas o catidnicas
como uno de los principales actores en el control auxinico (Vatulescu et al, 2004). A pesar de esto, una
relacion clara entre las propiedades fisicoquimicas y la funcidn putativa de las isoenzimas estudiadas no es
clara ni conclusiva; hasta el momento se desconoce que isoperoxidasas del jitomate se encuentran
involucradas en el metabolismo del AIA durante la formacioén de raices, evento al cual se encuentran
intimamente vinculadas.

La formacién de raices adventicias representa una fase obligatoria en la multiplicacién vegetativa de
plantas producidas in vitro. Quoirin y colaboradores (1974) demostraron que las plantas que forman raices
mas facilmente tienen una mas alta actividad de peroxidasa, también se ha establecido una relacién positiva
entre la actividad de peroxidasas basicas y el niimero de raices formadas (De Klerk et al,, 1990). Gaspar y
colaboradores (1992) observaron una relaciéon directa entre el tiempo maximo de actividad de peroxidasa y
el tiempo de formacién de estructuras meristematicas. Un tipico minimo de actividad aparece durante la fase
inductiva, mientras que durante el subsecuente incremento de actividad aparece el pico que marca el final de
la iniciacion y el inicio de la protrusion. Existe evidencia que el mRNA de APRx, que codifica para una
peroxidasa aniénica del calabacin o zucchini (Cucurbita pepo), es fuertemente expresado durante la
formacién de raices adventicias, sugiriendo una relacién con el nivel de auxina (Carpin et al, 1999); el proceso
de enraizamiento involucra una serie de cambios fisiol6gicos que asocian a las concentraciones de AlA y a las
peroxidasas de forma inversa. El conocimiento acerca de las funciones y regulacién de isoperoxidasas
individuales, podria reflejarse en la multiplicacién de plantas adultas que son dificiles de propagar por
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métodos tradicionales, en los cuales un enraizamiento exitoso representa una limitacién principal para la
aplicacién de este método en algunas especies.

La presencia de peroxidasas en la pared celular es enteramente aceptada; ensayos citoquimicos,
filtraciones al vacio con tejido activo y cultivos celulares han demostrado que las células liberan peroxidasas
hacia el medio extracelular (Mader, 1986; Cesarino et al, 2013); la presencia de dos secuencias sefal
putativas, una en el extremo amino terminal que dirige su secrecién al medio extracelular y una secuencia
adicional en el carboxilo terminal que dirige su destino vacuolar, han consolidado la idea de su deposiciéon
extracelular in muro. Distintas isoperoxidasas se encuentran presentes simultdineamente en el apoplasto.
Estas exhiben diferentes formas de interaccién con la pared y se clasifican dependiendo del método usado
paraliberarlas, ya sea de forma soluble, unidas idnicamente y unidas covalentemente (McDougall & Morrison,
1995). Debido a la heterogeneidad bioquimica observada en las proteinas de pared, la selecciéon de un
protocolo de extraccién adecuado es un paso crucial durante aproximaciones proteémicas; dicho método
procurara la obtencién de las proteinas apoplasticas residentes de interés y la exclusiéon de otros
componentes proteicos y no proteicos de otros compartimentos celulares, que interfieran en subsecuentes
técnicas analiticas.

A partir del razonamiento anterior, se han planteado las siguientes preguntas asociadas a esta
problematica:

* ;Cudles isoperoxidasas catidnicas con actividad AlA-oxidasa se pueden revelar al 6t dia de

enraizamiento adventicio?

* ;Es comparable su actividad de AlA-oxidasa con su actividad de peroxidasa?

* Esdiferente la actividad entre las isoperoxidasas reveladas?

» ;Existe alguna isoperoxidasa catiénica con mayor actividad que el resto de las encontradas?

* Siexiste dicha proteina, ;a cual de las 73 isoperoxidasas reportadas en peroxibase corresponde?

*  ;Qué técnica sera idénea para el aislamiento de una peroxidasa catiénica a partir de extractos de

pared, basandose en sus propiedades fisicoquimicas?

Hipodtesis

* Existe una relacién entre el enraizamiento adventicio estimulado por auxinas y las isoperoxidasa
encontradas durante el proceso de formacién de raices. Basandose en distintas aproximaciones, ya
sea in vitro o in vivo, se ha atribuido la actividad del sistema AlA-oxidasa a una o mas isoperoxidasas
cationicas extracelulares de clase III. Trabajos realizados en distintas especies incluyendo al jitomate,
han reportado que durante los primeros 6 dias (144 h) de enraizamiento adventicio es posible
observar el incremento maximo en la actividad de las peroxidasas; de acuerdo con esto, se encontrara
una peroxidasa catidénica durante el 6% dia de enraizamiento adventicio de tallos de Solanum
lycopersicum L., con actividad de AlA-oxidasa.

* La interacciéon de las proteinas asociadas a la pared celular guarda relaciéon con sus propiedades
fisicoquimicas, implicando a menudo interacciones electrostaticas. El método de extraccion de las
proteinas apoplasticas se basa en la disociacién de éstas de la pared celular. Debido a la localizacion
extracelular de las Prx CIII catidénicas responsables de la actividad del sistema AlA-oxidasa, su
obtencidn a partir de extractos de apoplasto demostrard mediante la recuperacién de una fraccion
con actividades peroxidasa/AlA-oxidasa su localizaciéon subcelular. El caracter catidnico de la
peroxidasa blanco es un factor que influird en su separacion de entre el trasfondo de peroxidasas
acompafiantes por medio de una resina de intercambio catidénico durante el proceso de purificacién.
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Objetivos

Generales

Identificar si alguna de las Prx CIII catidnicas es responsable de la mayor actividad AlA-oxidasa en
tallos de Solanum Iycopersicum L., después de 6 dias de enraizamiento adventicio y evidenciar a cudl
corresponde de las 73 isoperoxidasas reportadas en peroxibase.

Definir una ruta analitica de fraccionamiento que esté fundamentada en la localizacién extracelular
de las Prx CIII de caracter catidnico.

Especificos

Delimitar un proceso de extraccidn para isoperoxidasas extracelulares asociadas a la pared que
permita la recuperaciéon de una cantidad suficiente de proteina para la aplicaciéon de técnicas
analiticas subsecuentes.

Identificar a las distintas isoperoxidasas catidnicas con actividad AlA-oxidasa presentes en los
extractos obtenidos.

Identificar de entre la escisién de bandas con actividad de geles de acrilamida y el uso de resinas de
intercambio anidénico y catidnico, el método que brinde una mayor recuperacién de proteina.
Obtener una fraccién con una peroxidasa catiénica con actividad AlA-oxidasa.

Determinar el punto isoeléctrico, peso molecular y la secuencia de aminoacidos de la proteina
purificada.

Cotejar la secuencia obtenida con las bases de datos disponibles para identificar a la enzima, asi como
realizar el andlisis in silico de dicha secuencia.
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Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Semillas de Solanum lycopersicum L., fueron desinfectadas con NaClO 1% durante 30 min, posteriormente
las fueron lavadas en tres ocasiones con agua bidestilada para eliminar los residuos de NaClO. A continuacio6n,
las semillas fueron embebidas en agua bidestilada durante 24 h, tiempo durante el cual ocurri6 la emergencia
de la radicula. Las semillas fueron sembradas en almacigos con agrolita y crecidas dentro de una cAmara de
crecimiento con fotoperiodo de 12 hluz/12 h oscuridad a 25 °C e irrigadas con solucién nutritiva de Hoagland
(Anexo 1) cada tercer dia y agua del grifo durante el resto de los dias. Cuando las plantulas alcanzaron
aproximadamente 30 cm de alto, fueron trasplantadas a bolsas de polietileno con sustrato de agrolita con
humus de lombriz y dejadas en condiciones de invernadero. Para evitar plagas, las plantas fueron rociadas
ocasionalmente con bifentrina comercial (Plant care plus, Ortho) a una concentracién de 0.12 g/L, este
plaguicida no es absorbido por el follaje de las plantas, ni sufre translocacién en el interior de las mismas,
evitando efectos fisiolégicos en las plantas. Las plantas se dejaron crecer durante 1 afio y de estos ejemplares
adultos se tomaron brotes axilares para el tratamiento de enraizamiento adventicio.

Enraizamiento adventicio

Se considerd como brote axilar aquel que presentd una yema con por lo menos una hoja bien diferenciada
y que se encontrara entre el tallo principal y una rama lateral; se procedi6 a seleccionar aquellos brotes
axilares con una talla de entre 20 y 30 cm de altura, durante las colectas se obtuvo una cantidad de entre 40
y 50 brotes axilares. Los brotes fueron sometidos durante 6 dias a tratamiento de enraizamiento adventicio:
24 horas sumergidos en solucién de 4cido indol-3-butirico (AIB) 50 uM y posteriormente en agua bidestilada
durante los 5 dias restantes. Durante el tratamiento, los brotes se encontraron dentro de un cuarto de
crecimiento bajo las condiciones previamente descritas.

Extraccién de peroxidasas, precipitacion de proteinas y cuantificacion proteica

Durante cada extraccién se pes6 una determinada cantidad de brotes, la cual se indica en el subtema
correspondiente a cada método; los brotes fueron cortados en rebanadas de ~0.5 cm de longitud; este
material vegetal se infiltré basdndose en la metodologia propuesta por Li & colaboradores (1989) y Witzel &
colaboradores (2011). Dentro de un matraz kitasato se dispuso del material vegetal junto con buffer de
fosfato de potasio 100 mM, pH 6.5 (de aqui en adelante se referird a esta solucién como “buffer de
extraccién”), en una proporciéon de 2 mL de buffer de extraccién por cada gramo de tejido; se usaron matraces
kitasato de distintos volimenes, dependiendo de la cantidad de tejido. Inmediatamente se procedi6 a aplicar
vacio durante 1 h, a una presiéon de 46.53 kPa. Una vez transcurrido el tiempo deseado, el tejido fue
centrifugado a 800 x g durante 15 min a 4 °C en una centrifuga de piso modelo AvantiTM J-25 I (Beckman)
dentro de jeringas de 50 mL adaptadas a frascos de plastico de 465 mL (Beckman); la Fig. 23 muestra como
se monto dicho dispositivo. El tejido se infiltré en una o dos ocasiones dependiendo de la cantidad de tejido
infiltrado durante 1 h cada vez, obteniéndose el extracto correspondiente.

Se procedi6 a precipitar los extractos con acetona al 90% previamente enfriada a -20 °C en una
proporcién 4:1 acetona/muestra, se agité en vértex durante 1 min e inmediatamente se incub6 durante 1 h a
-20 °C. Transcurrido el tiempo, el precipitado se centrifugd a 14 000 x g durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante
fue decantado y se dejo evaporar la acetona remanente de la pastilla en una campana de extraccion; a
continuacidn se resuspendid con buffer de extraccidn o con el buffer que requiriera la técnica subsecuente. A
todas las muestras se les midi6 la concentracién de proteina por el método de Bradford (1976), determinando
la concentracion interpolando en curva patréon de BSA en un rango de 0 a 15 ug de proteina.
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Jeringa de 60 mL

Tejido en rodajas

> Frasco de centrifuga de
465 mL

pr—p  Salida de liquido infiltrado

Figura 23: Dispositivo usado para la
recuperacion del liquido
Infiltrante.

Ensayos electroforéticos

Para observar las isoenzimas con actividad de peroxidasa, AlA-oxidasa y proteinas totales de las
muestras obtenidas, se prepararon tres tipos de geles de poliacrilamida (PAGE horizontal, PAGE vertical
nativo, PAGE-SDS) basandose en el método de Laemmli (1970):

Las isoenzimas catiénicas con actividad de peroxidasa fueron observadas mediante PAGE
horizontales de 1 cm de espesor preparados a una concentracién de acrilamida al 10%, pH 6.8, en
condiciones nativas, con el origen de corrida en el centro del gel (Anexo 1). Los geles fueron
ensayados a 150 volts, 50 mA y 250 watts durante 3 h o hasta que el frente de corrida -marcado por
azul de bromofenol- se encontré al borde del gel.

Para distinguir las isoenzimas con actividad de AlA-oxidasa y proteinas totales presentes en las
muestras se montaron PAGE verticales nativos y PAGE-SDS (Anexo 1); para ambos casos se
montaron sistemas electroforéticos discontinuos verticales, con el gel concentrador al 5%, pH 6.8y
el gel separador al 12.5%, pH 8.8 y dependiendo del caso se agregd o no SDS al 10%. Las muestras
para el PAGE-SDS fueron desnaturalizadas con buffer que contenia Tris-HCl 0.125 M, pH 6.8, SDS al
4%, glicerol al 20%, B-mercaptoetanol al 10% y azul de bromofenol al 0.004 %, a una temperatura
de 80 °C durante 3 min, en una proporcién 1:1 muestra/buffer.

Los medios de reaccién para revelar actividad enzimatica en los geles se detallan a continuacién:

Actividad enzimatica de AIA: En base a Hoyle (1977) se prepar6 un medio de reaccién en un volumen
total de 20.5 m], el cual contenia en concentracién final: Acetato de Sodio 0.2 M, pH 4.2; H,0; 0.342
mM; Fast Blue BB base 3.3 mM, disuelto en 5 mL de etanol; Acido p-Couméarico 1 mM y AIA 1 mM
(estos dos ultimos reactivos disueltos en 1 mL de etanol).

Peroxidasa (Prx): La actividad de peroxidasa fue detectada en base al método de Barcel6 &
colaboradores (1987), en un medio de reaccién que contenia en un volumen total de 18.5 mL, en
concentracion final: Fosfato de Potasio 100 mM, pH 6.5; Bencidina dihidrocloruro 2.7 mM disuelta
en 1 mL de etanol y H,02 172 mM.

Los geles nativos fueron sumergidos en el respectivo medio de reaccién durante 20 minutos en agitacién
a 100 rpm, a temperatura ambiente. Una vez visible el patrén enzimatico, los geles se lavaron con agua
destilada.
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*  Proteinas totales: Los geles fueron tefiidos con solucidon de azul de Coomassie R-250 (Anexo 1) en
base al método de Simpson (2010), de la siguiente manera: los geles fueron sumergidos en solucién
de tincién de azul de Coomassie y calentados en microondas por 1 min, una vez tefiido el gel se
procedi6 a enfriar y agitar a temperatura ambiente; posteriormente el gel se paso a la solucién de
destincidn, de igual manera se calent6é en microondas durante 1 min y posteriormente en agitacidn,
repitiendo este proceso hasta alcanzar la decoloracién deseada.

Los geles se digitalizaron utilizando el software Image Lab v5.2.1 acoplado a un fotodocumentador Gel
Doc™ EZ Imager (Bio-Rad).

1°" método (Aislamiento por escisién de banda catidnica desde PAGE horizontal)

El extracto obtenido por el método antes decrito, se ensayd para visualizar la banda catiénica con
actividad de peroxidasa y AIA oxidasa que seria elegida para su purificacién. Con esta finalidad se realizé un
PAGE horizontal con un solo pozo a lo ancho del gel, este gel se cargé con 400 pl de muestra conteniendo
8093 pg de proteina; de éste se cortaron dos tiras para ser reveladas para actividad de peroxidasa y AIA
oxidasa de la forma descrita, el gel restante se mantuvo a 4 °C. Una vez visibles los zimogramas se ajustaron
con el gel almacenado y con respecto al bandeo obtenido se escindieron ambas bandas catidnicas: la que
reveld actividad peroxidasa y la que lo hizo como AIA oxidasa. Se realizaron de esta forma 5 geles mas. Las
tiras de gel fueron maceradas con 4 ml buffer de extracciéon y agitadas en vortex. A continuaciéon se
centrifugaron a 3000 x g durante 15 min a 4 °C, se procedié a recuperar el sobrenadante. A todos los
sobrenadantes por separado, se les midi6 la concentracién de proteina por el método de Bradford.
Posteriormente, todas las muestras se reunieron en un mismo volumen y se liofilizaron hasta que el volumen
se redujo a 0.5 ml, con esta fracciéon se procedié a correr una electroforesis (PAGE) horizontal, revelando
actividad de peroxidasa para corroborar la obtencién de la banda y un SDS-PAGE para observar las proteinas
detectables presentes en la muestra.

2% método (Aislamiento por medio de zeolita hidrofdbica)

Para esta extraccidn el tejido fue infiltrado y posteriormente el mismo tejido se volvid a infiltrar. Los dos
volimenes obtenidos fueron precipitados de la forma antes descrita; concomitantemente se tomd una
muestra del liquido infiltrante (buffer que estuvo en contacto con el tejido durante la infiltracién) para su
analisis. Posteriormente con la finalidad de analizar otras isoperoxidasas asociadas a la pared celular, el tejido
remanente se digirié durante 12 h con 100 ml de el buffer restante, afadiendo 100U de celulasa y 7.5U de
pectinasa de Aspergillus niger por gramo de tejido. Una vez transcurrido este tiempo el digerido se centrifugd
a 15000 x g durante 10 min a 4 °C, se procedi6 a recuperar el sobrenadante. Del sobrenadante obtenido se
tomo una alicuota para su analisis, el volumen restante fue usado para estandarizar ambas cromatografias de
intercambio idnico. Con fines comparativos se realiz6 una extraccién con brotes al dia cero de la misma forma
antes descrita, de igual forma se precipitaron las proteinas de la muestra; se procedié a medir la
concentracion de proteina de las muestras obtenidas.

Modificacion de zeolita y separacion de peroxidasas cationicas: Para la modificacidon de la zeolita
hidrofébica se integraron 5 g de zeolita (heulandita) + 1 g de caolin + 0.05 g de cloruro de estearil dimetil
bencil amonio, junto con 20 ml de buffer Tris-HCl, 50 mM, pH 6.5. Esta pasta se dej6 en una estufa a 80 °C
durante 1 h. Finalizado este tiempo, la zeolita se pulverizé y se dej6é enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente la zeolita fue equilibrada con 15 mL de buffer Tris-HCl, 50 mM, pH 6.5 durante 1 h y puesta
en agitaciéon a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se agregaron 10 mL de extracto digerido al
sexto dia de enraizamiento adventicio; la mezcla se dejé en incubacién durante 12 h; después la mezcla se
centrifug6 a 1000 x g durante 10 min, el sobrenadante se almacend para su andlisis. Posteriormente la pastilla
fue lavada con 10 mL de Tris-HCl, 50 mM, pH 8.8 durante 15 min y centrifugada bajo los mismos parametros,
el sobrenadante se almacend. A continuacidn la pastilla fue lavada y centrifugada en una ocasién con 2 mL de
NaCl 0.5 M y otra ocasién con 2 mL de NaCl 1M, en este tltimo lavado se dejé incubando durante 30 min; los
sobrenadantes fueron almacenados para su analisis y la pastilla de zeolita se descarté. Todas los lavados con
NaCl se dializaron exhaustivamente contra agua bidestilada durante 12 h dentro de membranas de celulosa
de 33 mm x 21 mm.
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Se realiz6 un ensayo posterior en el que la zeolita modificada se incub6 de la misma manera que en el
experimento descrito anteriormente. Posteriormente se lavo tres veces con 10 mL de NaCl, 0.5 M en cada
ocasion. Se realiz6 un quinto lavado con 5 mL de NaCl 1M durante 30 min. A los sobrenadantes de ambos
experimentos se les midi6 su concentracidn de proteina y fueron ensayados en PAGE horizontal.

3 método (Aislamiento por medio de resinas de intercambio i6nico)

En este punto de la fase experimental se tenia la evidencia que mostraba que la enzima de interés se
encontraba activa durante el dia cero del enraizamiento adventicio, es decir, sin tratamiento hormonal. Con
lo anterior en mente, se procedid a realizar un extracto de tejido al dia cero infiltrando en dos ocasiones
siguiendo la misma metodologia que en el 24> método.

Separacion de peroxidasas catidnicas por medio de resina de intercambio iénico

Columna de intercambio ionico

Intercambio anionico: Durante el montaje de esta técnicas se empled buffer Tris-HCI, 0.05 M, pH 8.0
para preparar todas las soluciones aplicadas; se procedié a montar la columna de intercambio anidnico con
grupos -N*(CHz)3z UNOsphere Q (Bio-Rad) de acuerdo con las instrucciones del fabricante: 3 mL de resina en
suspension (1.5 mL empacados) se mantuvieron en agitacién a 100 rpm con 20 mL de NaOH 1M durante 2 h,
posteriormente se dej6 sedimentar y se decanté la soluciéon de NaOH. Consecutivamente la resina se dejé en
agitaciéon con 20 mL de NaCl 2M durante 1 h, esta solucién fue retirada transcurrido el tiempo y bajo las
mismas condiciones se incubé con 30 mL de NaCl 1M durante 1 h, esta mezcla se empacd en dos columnas de
plastico (1 x 6 cm), con filtros en la entrada y salida de la columna. Las columnas se dejaron sedimentar y una
vez compactas se hicieron pasar 4 volumenes (1 vol=1.5 mL; esta unidad de medida se ocup6 durante las
subsecuentes cromatografias de intercambio) de NaCl 1M a través de la columna para equilibrarla,
posteriormente se agregaron los 4 mL de muestra (2 mL por cada pastilla resuspendida de los extractos
precipitados con acetona). Por cada columna se colectaron 2 eluatos por percolaciéon de 1.5 mL con un flujo
de 1 mL min‘i, posteriormente las columnas fueron lavadas con 4 volimenes de Tris-HCl 0.05 M, pH 7.5; se
colectaron eluatos de 1.5 mL. Después cada columna fue lavada con 4 volimenes de diferentes
concentraciones de NaCl (0.1, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 M), colectandose eluatos de 1.5 mL. Los eluatos obtenidos con
NaCl fueron dializados y posteriormente ensayados por PAGE con la finalidad de observar las isoenzimas
presentes en cada fraccién.

Intercambio catiénico: Los eluatos obtenidos por percolacién de la columna de intercambio aniénico
que contenian a las proteinas que no se ligaron idnicamente, se liofilizaron hasta la eliminacién del solvente
y posteriormente se resuspendieron en 2 mL de buffer HEPES 0.05 M, pH 7.5, este buffer fue empleado como
solvente en la preparaciéon de todas las soluciones manejadas durante la estrategia metodoldgica.
Posteriormente se midieron 3 mL de resina en suspensiéon UNOsphere S (Bio-Rad) con grupos -SOs-
empacandose de la forma antes mencionada. Una vez montada la columna se procedié a agregar los 2 mL de
muestra. Se colectaron 2 eluatos por percolaciéon de ~1 mL. Posteriormente la columna fue lavada con 4
volimenes de HEPES 0.05 M, pH 7.5 colectdndose eluatos de 1.5 mL. Después la columna fue lavada con
diferentes concentraciones de NaCl (0.1M, 1M y 2M) disueltas en buffer HEPES 0.05 M, pH 7.5, con 4
volimenes de cada concentracién, excepto 0.1 M (1 mL), colectando eluatos de 1.5 mL por cada
concentracion. Los eluatos con NaCl se procedieron a dializar de la manera antes descrita. Las fracciones se
analizaron por PAGE y SDS-PAGE con la finalidad de observar las isoperoxidasas y proteinas totales
presentes.

Electroforesis en dos dimensiones (2-D)

La muestra con las peroxidasa catiénicas de interés fueron separadas con base en su pl y peso molecular,
para esto se realizé un isoelectroenfoque (IEF) en tiras de gel para IEF de 7 cm con gradiente de pH de 3-10
Immobiline DryStrip (GE Healtcare), para dicha tarea la muestra fue precipitada con acetona y
posteriormente la pastilla conteniendo 15-20 pg de proteina fue tratada con 125 pl de buffer de rehidrataciéon
(Anexo 1) de acuerdo con las instrucciones del fabricante; el IEF fue conducido bajo los parametros que se
muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1: Parametros empleados durante la corrida del IEF.

Intervalode pH  Paso Voltaje (V)

Tiempo (h:min)

3-10 1 300 0:40 0.2
2 1000 0:27 0.3
3 5000 1:30 4.5
4 5000 0:39 1.0-3.0
Total 3:16 6.0-8.0

Una vez enfocadas las proteinas, las tiras se equilibraron inicialmente con buffer de equilibrio con DTT y
posteriormente con buffer de equilibrio con iodoacetamida. Finalmente, con las tiras se procedi6 a correr una
segunda dimensién por peso molecular en un SDS-PAGE sin gel concentrador, las tiras fueron selladas para
favorecer la entrada de las proteinas al gel separador de acrilamida; la concentracién de todas las soluciones
se presentan en el Anexo 1. Los geles fueron revelados para proteinas totales con azul de Coomassie.

4"° método (Aislamiento por medio de resina de intercambio cationico)

Se realiz6 una extraccion a partir de tallos de brotes axilares al dia cero de enraizamiento adventicio, es
decir sin tratamiento hormonal. El tejido fue infiltrado en dos ocasiones durante 1 h cada vez, seguido de su
respectivo proceso de centrifugado, los volimenes obtenidos de ambos proceso de infiltrado-centrifugado
fueron precipitados con acetona; las pastillas fueron de buffer de extracciéon, muestras que seria utilizadas
para la posterior separacion por zeolita hidrofébica.

Separacion de peroxidasas catidnicas por medio de zeolita hidrofébica

La zeolita hidrofébica fue preparada de forma similar que en el protocolo conducido durante el 2de
método con minimas modificaciones; en esta ocasién se integraron 60 g de zeolita (heulandita) + 12 g de
caolin + 0.6 g de cloruro de estearil dimetil bencil amonio, junto con 100 mL de buffer Tris-HCI, 50 mM, pH
6.5. Se obtuvieron 68 g totales de zeolita hidrofdbica, los cuales se dividieron en dos porciones de 34 g, cada
una fue equilibrada con 50 mL de buffer Tris-HCI, 50 mM, pH 6.5 durante 1 h. En seguida se agregaron los 25
mL de muestra a cada porcién de zeolita hidrofébica, incubdndose en agitaciéon a 200 rpm durante 12 h a
temperatura ambiente. Una vez terminado este tiempo, se procedi6 a centrifugar a 1000 x g durante 15 min
a 4 °C (todas las incubaciones y centrifugados durante esta estrategia fueron realizados bajo los mismos
parametros). Durante cada etapa se retiré y almacend el sobrenadante para su posterior analisis en tanto que
las pastilla fueron tratadas con las soluciones descritas a continuacién. Las pastillas se incubaron con 60 mL
de solucién de Tris-HCl, 50 mM, pH 6.5 y en seguida con Tris-HCI, 50 mM, pH 8.8, en ambos casos durante
durante 30 min; posteriormente las pastillas fueron incubadas con 60 mL de solucién de NaCl 0.2 M y
finalmente con 200 mL de solucién de NaCl 2 M, en ambos casos se incub6 durante 1.5 h. Los sobrenadantes
de cada etapa de ambas porciones fueron mezclados y posteriormente liofilizados hasta obtener 20 mL de
muestra, a todas las muestras se les midi6 su concentracidn de proteina y se les ensayd por PAGE horizontal
en el cual se revel6 la actividad de peroxidasa con bencidina.

Extraccién de proteinas de pared

Debido a la baja cantidad de proteina obtenida del proceso anterior, como se mostrara mas adelante en
los resultados, se procedio6 a procesar el tejido por el método de Feiz & colaboradores (2006). Se procedié de
la siguiente manera: 300 g de tejido provenientes del protocolo de extraccidn anterior fueron triturados en
licuadora junto con buffer de baja fuerza idnica de acetato de sodio 5 mM + sacarosa 0.4 M, pH 4.6. La mezcla
fue incubada a 4 °C durante 30 min. Posteriormente, con la finalidad de separar las paredes del fluido
citoplasmatico, el homogenizado fue centrifugado a 1000 x g durante 15 minutos a 4 °C, obteniéndose la
fraccién “Sobrenadante 1 o SN 1” este liquido y los subsecuentes sobrenadantes obtenidos de cada etapa de
la metodologia fueron almacenados para su posterior analisis. La pastilla del paso anterior fue resuspendida
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en buffer de acetato de sodio 5 mM + sacarosa 1 M, pH 4.6 y a continuacién centrifugada de la misma forma
antes descrita por medio de los dispositivos mostrados en la Fig. 23, el sobrenadante de este paso constituy6
la fraccién “Pared celular 1 o PC 1”. La pastilla residual fue lavada exhaustivamente con buffer de acetato de
sodio 5 mM, pH 4.6 y luego centrifugada bajo las mismas condiciones. El sobrenadante constituyé la fracciéon
“Pared celular 2 o PC 2”. La pastilla remanente fue congelada con nitrégeno liquido y triturada en licuadora,
el homogenizado fue filtrado por medio de gasa estéril y posteriormente congelado a -70 °C para favorecer el
proceso de liofilizacidn, el cual se llevo a cabo posteriormente con el tejido pulverizado resultante.

El polvo liofilizado fue tratado con soluciones de CaCl; 0.2 M y LiCl 2M, buscando asi remover las
proteinas nativas de la pared, aprovechando que la elevada fuerza iénica promueve su remocién, de acuerdo
conreportes de Feiz et al. (2006) y referencias ahi contenidas; se extrajeron 200 g realizando dos extracciones
consecutivas con CaCl; (buffer acetato de sodio 5 mM + CaCl; 0.2 M, pH 4.6; 6 mL por cada 0.65 g de tejido).
El sobrenadante constituyd la fraccidon “CaCl;”. La fraccién insoluble remanente fue extraida dos veces con
buffer acetato de sodio 5 mM + LiCl 2M, pH 4.6 (6 mL por cada 0.65 g de tejido). El sobrenadante derivado de
la centrifugaciéon de esta mezcla constituyé la fracciéon “LiCl”. En cada etapa los homogenizados fueron
agitados durante 1 h a temperatura ambiente y posteriormente centrifugados por medio del dispositivo antes
mencionado a 4000 x g durante 15 min a 4°C. los extractos de soluciones iguales fueron integrados en un solo
volumen y congelados a -70°C para ser posteriormente liofilizados hasta un cuarto del volumen obtenido. Los
extractos fueron dializados exhaustivamente durante 3 h contra agua bidestilada, realizando cambios cada %
h. De estos extractos se tomo una alicuota para ensayarlos en PAGE y SDS-PAGE, con la finalidad de observar
las bandas con actividad y proteinas detectables en cada uno de ellos, el volumen restante fue separado en
alicuotas de 1.5 mL y liofilizados por completo.

Columna de intercambio catidnico

Las muestras liofilizadas del paso anterior se resuspendieron en 4 mL de buffer HEPES 0.05 M, pH 7.5
antes de ser dispuestas en la columna cromatografica. Para montar la columna se midieron 40 mL de resina
en suspension (20 mL empacados) los cuales se dispusieron en una columna de vidrio LC Sigma econo de 30
cm x 10 mm con filtro en el fondo. En primera instancia se colectaron eluatos por percolacién, posteriormente
la columna fue lavada de la forma antes descrita con buffer HEPES 0.05 M, pH 7.5 y posteriormente con dos
concentraciones de NaCl, 1M y 2M, respectivamente; en todos los casos se colectaron eluatos de 1.5 mL. Los
eluatos se analizaron por PAGE vertical nativo para ensayar su actividad de AlA-oxidasa y SDS-PAGE.

Electroforesis en 2-D

Debido a los patrones enzimaticos observados en los geles, como se reporta mas adelante en los
resultados, la muestra del extracto de CaCl, contenia a las peroxidasas catidnicas de interés. Para separar las
proteinas de la muestra por pl, se realiz6 un IEF de la misma manera antes descrita, la tira fue cargada con
125 pl de muestra conteniendo 100 pg de proteina; el IEF fue conducido bajo los mismo pardmetros
mencionados

Una vez enfocadas las proteinas se procedio a correr un SDS-PAGE con las tiras enfocadas en una segunda
dimension, separandolas por peso molecular. Los geles fueron revelados para proteinas totales con azul de
Coomassie, los proteinas que cumplian con las caracteristicas de peso y pl fueron escindidas del gel bajo
condiciones de esterilidad y depositadas en tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL junto con 50 pl de agua MIlli-
Q y posteriormente enviadas al Laboratorio Universitario de Proteémica del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM para su secuenciacion.

Secuenciacién de novo

La muestra previamente fue reducida con ditiotreitol (DTT) y alquilada con iodoacetamida (Sigma-
Aldrichy); posteriormente fue digerida “in gel” con tripsina (Promega Sequencing Grade Modified Trypsin).
Los péptidos resultantes fueron aplicados en un sistema LC-MS compuesto por una bomba de nanoflujo EASY-
nLC II (Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) acoplado a un espectrémetro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-
Ficher Co., San Jose, CA) con sistema de ionizacién tipo nano-electrospray (ESI). La calibracién del
espectrometro fue realizada con una solucién (Calmix)® conteniendo N-butilamina, cafeina, H,N-MRFA-CO;
y Ultramark 1621. En el sistema de cromatografia de liquidos (LC) se utilizé un sistema gradiente de 10-80%
de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de 4cido férmico) en 120 minutos utilizando una columna capilar
RP-C18 no comercial (ID 0.75 pm y 10cm largo) a un flujo de 300 nL/min. Para la fragmentacién de los
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péptidos se utilizaron los métodos de CID (Collision-Induced Dissociation) y HCD (High energy Collision
Dissociation) donde los iones con carga 1+ 2+, 3+, 4+, 5*y de cargas indefinidas son seleccionados para los
eventos de fragmentacion. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de deteccidn 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 colisién normalizada
de 35 unidades arbitrarias, activaciéon Q de 0.250, tiempo de activaciéon de 10 milisegundos y tiempo méaximo
de inyeccion de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automatica de los datos fue utilizado
la exclusidn dindmica de iones: (i) lista de exclusion de 400 iones, (ii) tiempo de pre-exclusiéon de 30 segundos
y (iii) tiempo de exclusiéon de 300 segundos. Los datos espectrométricos fueron sometidos a la bisqueda
contra la base de datos Uniprot de Solanum lycopersicum a través del motor de bisqueda Sequest, utilizando
el programa Proteome Discoverer 1.4., también se realiz6 la secuenciacién manual (de novo).

Andlisis in silico
En primera instancia para revelar la identidad de la proteina y conocer si ésta se encontraba anotada, se
realiz6 la busqueda de secuencias homoélogas contra el banco de Peroxibase tomando en cuenta todas las

secuencias proteicas reportadas (Perox PEP), se ajusté el BLASTp para mostrar las primeras 25 secuencias
con mejor puntuacion, dicho analisis se realiz6 bajo los siguientes parametros:

Tabla 2: Parametros de busqueda de secuencias homélogas.

Programa Blastp
Valor esperado (E-Value) | 0.01
Ordenamiento por E-Value
Matriz Blosum62
Banco Peroxibase

Para realizar el andlisis de la secuencia (longitud, peso molecular, pl, frecuencia y porcentaje de
aminodacidos), asi como el alineamiento con respecto a las 25 secuencias con mejor puntuacién obtenidas del
BLASTp del servidor de Peroxibase se empled el software Geneious v7.0.4.

La prediccidn de la estructura secundaria de la secuencia fue llevada a cabo mediante PSIPRED del UCL
Department Of Computer Science (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk). Por otra parte, con el propdsito de detectar
dominios conservados dentro de la secuencia consultada se realiz6 un andlisis de la secuencia mediante
BLASTp directamente del servidor de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Se conoce la existencia de una extensiéon N-terminal con la funcién de secuencia sefial para dirigir a las
proteinas de secrecion hacia el medio extracelular, en este rubro Gadea y colaboradores (1996) reportaron
en la secuencia de LePrx06 (peroxibase ID: 58) la existencia de dicha extensién N-terminal; se realizé un
alineamiento en Geneious con respecto a LePrx06 con la finalidad de conocer la presencia de dicha extension.
Otro andlisis de la presencia del péptido sefial en la secuencia se realizé por medio del servidor SignalP 4.1
Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al, 2011), dicho servidor predice la
presencia y localizacion del sitio de escision del péptido sefial en secuencias de aminoacidos de organismos
eucariotes, el método incorpora la prediccion del sitio de escision y la prediccién de péptidos sefial y no sefial
basandose en la combinacién de varias redes neuronales artificiales; el servidor otorg6 resultados de tres
distintos parametros, estos parametros se explicaran a detalle en la parte de los resultados.

Es ampliamente aceptado que las Prx CIII presentan en su superficie cadenas de carbohidratos, las cuales
se encuentran implicadas en su actividad, resistencia a la protedlisis y estabilizacién de la proteina, entre
otros eventos (Chunfang & van Huystee, 1989; revisado en van Huystee et al, 2004, Siegel 1993) y
representan un *25% del peso total de la proteina. Tomando esto en cuenta, se procedi6 a realizar el analisis
de los sitios potenciales de glicosilacién, para esta tarea se empleé el servidor GlycoEP
(http://www.imtech.res.in/raghava/glycoep/submithtml) (Chauhan et al,, 2013). La prediccién esta basada
en el uso de patrones de glicosilacién extraidos de glicoproteinas que presentan menos del 40% de similitud
(reduccién de redundancia basada en la secuencia). La base de datos no redundante empleada por el servidor
comprende 2604 glicositios N-ligados, 456 glicositios O-ligados y 48 glicositios C-ligados obtenidos de Swiss-
Prot (publicados en Junio del 2011). La prediccién se llev) a cabo sobre la secuencia en busca de glicositios
N-ligados, la cual se fundamenta en el reconocimiento del motivo Asn-X-Ser/Thr, donde X denota cualquier
aminodacido, excepto prolina.
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La busqueda de estructuras cristalizadas templete y el posterior modelado tridimensional se realiz6 por
medio del servidor del Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB por sus siglas en inglés)
(http://swissmodel.expasy.org), con respecto a la peroxidasa recombinante de rdbano C1A en complejo con
acido benzidroxdmico (PDB ID: 1GX2) (Henriksen et al., 1998; Henriksen et al., sin publicar), se eligi6 esta
estructura debido a que presentd la mejor puntuacidon bajo los pardmetros dados por el servidor; en un
esfuerzo por acercarse a su relevancia fisiolégica real, la estructura fue modelada en conjunto con el acido
benzidroxamico como ligando del sitio activo, el posterior arreglo de los modelo fue realizado por medio de
PyMOL v1.7.4.5 y DeepView-Swiss-PdbViewer v4.1.0.

Con la finalidad de conocer si la secuencia obtenida presentaba las caracteristicas reportadas para la
interaccidn de las Prx CIII con complejos CaZz*-pectato de la pared celular, se realiz6é un alineamiento por
medio de Geneious con respecto a una peroxidasa catiénica de cacahuate (PDB ID: 1SCH) (Schuller et al,
1996) y a una peroxidasa aniénica de zucchini (Carpin et al., 2001), AhPrx04 y CpPrx01, en clasificacién de
Peroxibase, respectivamente; las cuales se ha reportado, incluyen dentro de su secuencia 4 residuos de Arg
que se encuentran mediando su unién con la pared por medio de interacciones electrostaticas. En esta misma
tarea se realizé otro modelado usando como templete a la peroxidasa catiénica de cacahuate (Schuller et al,
1996). La presencia de estos residuos de Arg fue explorada en la estructura tridimensional. En un esfuerzo
de determinar otros posibles sitios de unién se procedié a examinar otras zonas con potencial electrostatico
positivo en la superficie de la molécula. Otra forma de apreciar la posible interaccién entre las peroxidasas y
su medio circundante, es decir ya sean componentes de la pared celular, otras proteinas, cofactores, sustratos
etc., es la posibilidad de su interacciéon por medio del efecto hidrofébico, tal como acontece en la formacion
de oligébmeros en algunas proteinas grandes; entonces se procedid a examinar la presencia de zonas
hidréfobas en la superficie de la proteina. El andlisis de las zonas con potencial eléctrico positivo y las zonas
hidréfobas se llevé a cabo mediante el software PyMOL.
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Figura 24: Estrategias experimentales empleadas durante cada método de purificacion.
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Resultados y discusion

En este estudio no se evalu6 la disrupcion celular, sin embargo, tomando en cuenta la literatura es
evidente que durante el corte de los tallos en rodajas, la extraccién por infiltraciéon-centrifugado del tejido
y durante todo el proceso de extracciéon de proteinas de la pared con sales existié dafio celular. Existen
varios métodos para evaluar el contenido citoplasmatico liberado por las células durante la disrupcion
celular, algunos de ellos se basan en el ensayo de la actividad de distintos marcadores celulares, como
por ejemplo la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o G6PD. La G6PD es una enzima citosélica abundante,
la cual es liberada cuando la integridad de la membrana plasmatica resulta comprometida. Este tipo de
ensayos proporciona una forma para evaluar la calidad de los extractos de pared celular con respecto a
la contaminacién por disrupcién celular con componentes intracelulares. De acuerdo con trabajos en
donde se han empleado metodologias similares basadas en la infiltracién-centrifugado de tejido (Li et al.,
1989; Lohaus et al., 2001), se puede observar que la actividad de esta enzima se encuentra presente aun
cuidado exhaustivamente la integridad celular, tornando este método inadecuado al discernir si se trata
de una enzima intracelular o una extracelular; en cambio otros métodos basados en la identificaciéon de
proteinas por medio del cotejo de su secuencia de aminoacidos en bases de datos, ha resultado en una
herramienta ampliamente usada durante estudios protedmicos (Feiz et al, 2006; Negri et al., 2008;
Witzel et al., 2011; Verdonk et al., 2012).

En la Tabla 3 se muestra el resumen de las cantidades de tejido inicial asi como los cambios en la
concentracion de proteina obtenidos en cada método realizado. Las cantidades de proteina obtenidas en
los tres primeros métodos de purificacién (escisiéon de banda catidnica, aislamiento por medio de zeolita
hidrofébica, resinas de intercambio ionico) fueron valores muy bajos, no obstante que se partia de una
cantidad considerable de proteina con diferencia de por lo menos tres drdenes de magnitud; la
concentraciéon de proteina obtenida del 4t método (aislamiento por medio de resina de intercambio
cationico) fue la mas alta de todas. Esta muestra se eligié para su ensayo en electroforesis en 2-D.

Tabla 3: Cantidades de tejido inicial y concentraciones de proteina obtenidas en el extracto inicial. En la
dltima columna se muestra la concentracion de proteina que se obtuvo al final de cada método de
purificacion, estas cantidades fueron dispuestas para ensayar el IEF.

Tejido Vol. Proteina (mg) Vol. final Proteina Concentracidén de
inicial (g) extracto después de (mg) proteina obtenida al final
inicial (mL) precipitar con del método de
acetona (mL) purificacion (mg)
1° método 124.6 26 11.46 8 6.07 0.03785 + 0.0609
(Escisidon desde
PAGE horizontal)
2% método 102.42 48 19.43 6 7.23 0.07 (Col. zeolita 1), 0.24
(Aislamiento por (Col. zeolita 2)
medio de zeolita
hidrofdbica)
3*"método (Col. 241.23 80 19.26 4 10.06 Todo se ensayé en IEF
Intercambio
anidnico/catiénico
)
4" método (Col. 700 232 63.31 50 48.8720 0.6075
Intercambio
catidnico)

Se puede observar que durante la etapa de precipitaciéon con acetona se perdia una cantidad
considerable de proteina, evento atribuido a la disrupcién de interacciones no covalentes que acontecen
en el interior de las cadenas peptidicas, conducidos en parte por la electronegatividad del oxigeno del
grupo carbonilo (C=0) presente en la acetona, evitando la formacién de puentes de hidrégeno que
estabilizan la estructura terciaria de las proteinas, lo que conduce a la desnaturalizacidn proteica. El
hecho de que no fuera medida durante los ensayos de cuantificacién de proteina, sugiere que las
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proteinas no se pudieron solubilizar, manteniéndose agregadas y por ende precipitdndose. Este método,
sin embargo, es 1til al aumentar la actividad de las peroxidasas y descartar un poco del trasfondo inicial
de proteinas acompafantes.

1°" método (Aislamiento por escisién de banda catidnica desde PAGE horizontal)

Actividad de peroxidasa y AlA oxidasa

La actividad de las peroxidasas catiénicas que demostraron la capacidad para oxidar AIA (Fig. 25)y
su recuperacion por medio de la infiltracién del tejido, manteniendo la integridad celular, sugieren en
conjunto, que la actividad de AIA oxidasa en este tejido reside probablemente en el apoplasto, evento que
concuerda con trabajo experimental previo, el cual demuestra que el catabolismo descarboxilativo del
AlA reside en la matriz extracelular (Garcia-Florenciano et al., 1990; Vatulescu et al., 2004). La capacidad
de AIA oxidasa de las peroxidasa catidnicas durante el dia seis del enraizamiento adventicio, sugiere la
posible intervencidn de estas enzimas durante la tltima fase de la formacion de raices adventicias, es
decir la protrusidn del meristemo radicular; esta actividad también sugiere que puedan contribuir con la
regulacion del gradiente del AIA a través de su catabolismo. De las bandas catidnicas con actividad de
peroxidasa y AIA oxidasa, la banda catiénica con mayor movilidad fue elegida para su purificacién (Fig.
25, flecha azul), para este propdsito se ensayaron 5 geles de la misma manera antes descrita y se
ensayaron para actividad de peroxidasa, intentando recortar en cada ocasién la banda con actividad de
igual movilidad.

Figura 25: Zimogramas de actividad de peroxidasa (Prx) y Acido indolacético oxidasa (AIA ox); 5
ug por carril; flechas azules: bandas catidnicas con actividad.

Patrones enzimaticos

Los zimogramas de actividad de peroxidasa ensayados para confirmar la recuperacién de la banda
cationica con actividad, revelados a partir de la muestra obtenida de la extraccidn de las rebanadas de
geles ensayados previamente, muestran el aislamiento parcial de la banda blanco; en la Fig. 26 se muestra
la presencia de una sola banda en los geles ensayados. La cantidad de proteina recuperada de cada banda
escindida fue del orden de 0.03785 * 0.06 mg de proteina (n=5).

Figura 26: Zimogramas de actividad de peroxidasa que confirman la presencia de la banda catidnica con
actividad de interés previamente escindida de los PAGE horizontales, no se tomoé en cuenta lo recuperado en
el ultimo gel debido a que se obtuvo una cantidad baja de proteina. Se ensayaron 3 pg por gel.
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Aislamiento y purificacién de peroxidasa catidnica

Después de integrar juntas todas las muestras que contenian la enzima catiénica con actividad de
peroxidasa observada en los geles horizontales, se ensayaron nuevamente en un PAGE horizontal para
confirmar la presencia de la banda de interés y en un SDS-PAGE para conocer el trasfondo de proteinas
acompaiiantes. En el PAGE horizontal revelado para actividad de peroxidasa con bencidina, se encontré
una Unica banda con actividad (Fig. 27, izquierda); debido a la naturaleza glicosilada de este tipo de
proteinas, la banda a menudo no se compacta completamente, bandeos parecidos han sido observados
en otros trabajos con peroxidasas (van den Berg et al,, 1983); en este mismo rubro, no se descarta la
posibilidad de que se trate de un ciimulo de proteinas similares. Por otra parte, en el SDS-PAGE se
observan pocas bandas dentro del rango de peso molecular de las peroxidasas, de las cuales una de ellas
pudiera corresponder a la peroxidasa catidnica de interés (Fig. 27, derecha); a pesar de observarse una
sola banda con actividad de peroxidasa en el rango de peso mencionado, se observa una plétora de
proteinas acompafiantes de distinta indole que dificultarian el proceso de purificacién rio abajo.

Figura 27: Derecha:
Gel de actividad de
peroxidasa de las bandas
escindidas de los PAGE
horizontales, se
ensayaron 5 ug;
Izquierda: SDS-PAGE
conteniendo las bandas
escindidas de los geles
horizontales de
poliacrilamida, la flechas
azules seifialan las
probables isoperoxidasas,
MP: Marcador de peso, BC:
Banda catidnica.

Electroforesis en 2-D

Al realizar la electroforesis en 2-D con la finalidad de separar a la proteina de interés de la muestra
que la contenia, se encontré un punto que cumplia con el peso requerido de entre 32.5 y 42 kDa y un pl
de entre 7 y 8 (Fig. 28). También se observé un hecho que resulta evidente desde el SDS-PAGE, es decir,
un gran numero de proteinas acompafantes; este tipo de eventos puede ocurrir debido a la
fragmentacién proteolitica de moléculas mdas grandes, la obtencidén de este trasfondo durante la
manipulacién de las muestras o a que se trata simplemente del proteoma celular normal o que forma
parte de la respuesta fisiolégica del organismo hacia algin tipo de estrés, en base a esta evidencia se
decidié no emplear esta muestra para su secuenciacion .
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Para esta extraccion se partié de 102.42 g de tejido, el cual se infiltré en dos ocasiones y de los cuales
se obtuvieron 23 mL y 25 mL, los cuales contenian 8.47 mg y 10.96 mg de proteina para el 1er y 2de
infiltrado, respectivamente. La posterior precipitacién de proteina con acetona nos proporciond una
cantidad de 3.86 mg en el 1¢r infiltrado y de 3.36 mg en el 24° infiltrado. Al digerirse el tejido remanente
se obtuvo un volumen de 80 mL, los cuales contenian un total de 131.52 mg de proteina.

Patrones enzimaticos de las fracciones apoplasticas soluble e insoluble al dia seis y cero durante el proceso de
enraizamiento adventicio

Los zimogramas de actividad de peroxidasa (Fig. 29) muestran al menos cinco bandas catidnicas con
actividad de peroxidasa en todas las muestras obtenidas, también es posible observar que existen las
mismas isoenzimas en todas las muestras, incluyendo la del dia cero. En los bandeos que corresponden
al sexto dia de enraizamiento (carriles 1-6) se observa el aumento en la intensidad de 2 bandas que en el
patrén del dia cero se detectan tenuemente. Notese que lo opuesto ocurre con las bandas mas cercanas
al origen del lado catddico, obsérvese solo los carriles 2, 4y 7, debido a que se trata del mismo punto en
la metodologia usada; es decir, previo a la precipitacién de proteinas con acetona proceso por el cual
aumenta la actividad. Es importante sefialar que estas enzimas cambian su actividad dependiendo del
método de extraccion e incluso del material usado: cuarzo < pyrex < vidrio suave (Siegel, 1993). El cambio
en la actividad de los carriles mencionados responde al estatus fisiologico, de desarrollo y genético del
tejido debido al tratamiento aplicado y al método de extracciéon usado, esto apoya la idea de la
especializacion funcional de los miembros de esta familia de proteinas. Otros autores reportan la
aparicion y desaparicién de isoperoxidasas especificas durante un proceso o localizacién en particular
(Loukili et al., 1999; Allison & Schultz, 2004); sin embargo, es importante recordar que es dificil asociar
una banda a un gen particular debido a que no existen relaciones cualitativas entre la expresion de
transcritos y la actividad de una proteina (Cosio & Dunand et al., 2009).
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Figura 29: Zimograma de actividad de peroxidasa, se ensayaron 5 pg por carril; 1-6:
Enraizamiento al sexto dia: 1: Liquido infiltrante, 2: 1er infiltrado, 3: Precipitado 1er
infiltrado, 4: 2de infiltrado, 5: Precipitado 2de infiltrado, 6: Digerido; 7: Infiltrado dia cero;
el simbolo * denota una carril vacio.

Es posible asegurar que el cambio en la actividad no sea debido a la concentraciéon de proteina
sembrada en cada pozo, ya que se cuid6 de colocar la misma en cada uno de ellos. Existen experimentos
con inhibidores de la sintesis de proteina y con marcaje radioactivo que indican que el aumento en la
actividad de las peroxidasas catidnicas no es debido a su sintesis de novo, sino a la activacién de las
enzimas ya presentes en el tejido (Ver referencias en Gaspar et al., 1982; Castillo, 1984) Los bandeos de
las isoenzimas anidnicas también presentan cambios en la intensidad, sin embargo el andlisis de la
presencia de estas bandas no son la finalidad de este trabajo.

Los bandeos observados por SDS-PAGE muestran que existen los mismo patrones de proteinas
detectables en las muestras analizadas (Fig. 30); las muestras digeridas al sexto dia y al dia cero fueron
descartadas pararealizar el SDS-PAGE debido a que en la primera se obtuvo la menor actividad detectada
y la dltima debido a que no seria incorporada junto con el resto de las muestras por pertenecer a un dia
sin tratamiento hormonal; de acuerdo con esto las muestras restantes fueron liofilizadas hasta reducir a
1/3 su volumen y reunidas en un solo volumen Debido a la resolucion del patrén de bandeo, solo tres o
cuatro bandas de mayor intensidad se observan dentro del rango del peso molecular de las peroxidasas
(32.5-42 kDa, peso que pueden aumentar hasta en 10 kDa debido a los patrones de glicosilacién), las
otras isoenzimas se encuentran en el limite o por debajo de la sensibilidad de la técnica de tincién de azul
de Coomassie (50-100 ng); es decir de las 12-14 bandas observadas en el zimograma de actividad
(incluyendo anidnicas) solo 3 6 4 contribuyen mayoritariamente al contenido de proteina. La
recuperaciéon de las mismas proteinas durante el proceso de extraccidn (infiltracién-centrifugado con
fosfato de potasio 100 mM, pH 6.5) indica que las isoenzimas encontradas estan tanto en forma soluble,
como asociadas posiblemente por interacciones i6nicas a la pared celular. Esto coincide con resultados
previos que han sugerido la posible interaccion iénica entre las peroxidasas y la matriz extracelular de la
vid (Vatulescu et al., 2004).
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Figura 30: SDS-PAGE con tincion de azul de Coomassie, se ensayaron 5 pg por carril; MP: Marcador de peso, 1:
Liquido infiltrante, 2: 1er infiltrado, 3: Precipitado 1er infiltrado, 4: 2do infiltrado, 5: Precipitado 2do infiltrado.

Separacién de peroxidasas catidnicas con zeolita hidrofébica

La separaciéon por medio de zeolita (Fig. 31) muestra que este tipo de material es capaz de retener
peroxidasas de distintos pl, tanto anidnicas como catiénicas; sin embargo la asociacién de la peroxidasa
catidnica es mas fuerte que en los otros casos, debido a que dicha enzima fue eluida hasta el tercer lavado
con fuerza iénica de 0.5 M de NaCl, haciéndose méas evidente su elucién con la concentracién 1 M de la
misma solucién. El uso de la zeolita de la forma en que fue empleada presenta dificultades inherentes:
como es el caso de los lixiviados que se presentan en las muestras o que este tectosilicato es capaz de
ligar enzimas de distintos pl. En este punto seria interesante modificar la resina de tal manera que las
peroxidasas acidas no fueran retenidas, asi como encontrar la causa del ligado de tal forma que se pueda
aprovechar esta facultad para depurar las muestras conforme a los propésitos asociados a la purificacidon.
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Figura 31: Zimogramas de ensayos con zeolita hidrofobica; se ensayaron 5 pug por carril. ED: Extracto
digerido; en cada carril se indica la muestra correspondiente. Es posible observar la retencion de la banda
catidnica, sin embargo se encontr6 acompaifiada de peroxidasas anidnicas.

Los zimogramas de la Fig. 32 muestran que la columna de intercambio catiénico fue mas efectiva en
laremocion de las peroxidasas anidnicas, en este punto la muestra del segundo extracto se agot6 durante
la estandarizacién de dicha técnica.

Zeolita CEX
Zeolita CEX MP i |

N -

Figura 32: Zimogramas de los eluatos de cromatografia de intercambio catiénico (CEX) y
Zeolita.

3 método (Aislamiento por medio de resinas de intercambio i4nico)

Se parti6 de 241.23 g de tejido del cual se obtuvieron dos volimenes de 40 mL de ambos precipitados
conteniendo en ambos casos 9.63 mg (19.26 mg en total). Estos se resuspendieron en 2 mL de buffer de
fosfato de potasio conteniendo una concentraciéon de 4.74 y 5.32 mg de proteina para el ler y 2do
infiltrado respectivamente.
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Separacién de peroxidasas catidnicas por medio de resinas de intercambio idnico

Intercambio anionico: La purificacién de la peroxidasa catidnica en primera instancia, se llevé a
cabo por cromatografia de intercambio anidnico en modalidad de flow-through para descartar a las
peroxidasas anidnicas que quedaran ligadas a los grupos cargados de la resina. En los primeros eluatos
se observa que se obtienen las misma isoenzimas que en la muestra antes de ser aplicada a la columna
(Fig. 33). Sin embargo, en los posteriores eluatos se observa que ocurrid el ligado y elucidn de algunas
isoenzimas anioénicas, dejando libre los primeros eluatos del trasfondo de peroxidasas acompafiantes que
quedaron unidas a la resina. Estas muestras se agruparon y liofilizaron hasta eliminar el solvente en su
totalidad. Posteriormente las muestras fueron resuspendidas en buffer HEPES, 0.05 M, pH 8.0 para
incorporarlas a la columna de intercambio catidnico.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 33: Eluatos de la columna de intercambio aniénico; se ensayaron 5 pg por carril. 1: Carga 1; 2: Carga
2; 3: Lavado Tris-HCl 1; 4: Lavado Tris-HCI 2; 5: Lavado Tris-HCl 3; 6: 0.4M NaCl; 7: 0.6M NaCl; 8: 0.8M NaCl 9:
1M NaCl. Las bandas fueron reveladas para actividad de AlA-oxidasa con AIA como sustrato de la forma
descrita en el texto principal.

Intercambio catiénico: En el PAGE de actividad de AIA oxidasa, se puede observar que
efectivamente, la peroxidasa blanco se mantuvo ligada hasta su posterior elucién con fuerza iénica de la
resina (Fig. 34, carriles 6-9). También es claro que el trasfondo de isoperoxidasas es menor que en los
eluatos previos, hecho que muestra la purificacién parcial de la peroxidasa catidénica.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 34: Eluatos columna de intercambio catidonico; se ensayaron 5 pg por carril. 1: Carga 1; 2: Carga 2; 3:
Lavado HEPES 1; 4: Lavado HEPES 2; 5: 0.1M NaCl; 6: 1M-1er fraccion NaCl; 7: 0.6M NacCl; 8: 0.8M NaCl 9: 1M NacCl.
Las bandas fueron reveladas para actividad de AIA-oxidasa con AIA como sustrato de la forma descrita.
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Con la finalidad de observar el trasfondo de proteinas acompafiantes se realizé un SDS-PAGE con las
mismas muestras del gel de actividad (Fig. 35). En dicho gel se puede observar que existe una cantidad
de proteinas detectables menor que en los eluatos previos y varias bandas dentro del rango de peso
molecular de las peroxidasa de clase III. Con esto en mente, se procedi6 a realizar una electroforesis en
2-D con los eluatos 1M en donde se encontro6 a la proteina catidnica.

Figura 35: SDS-PAGE con tincion de azul de Coomassie; se ensayaron 5 pug por carril. Eluatos de la columna
de intercambio cationico; MP: Marcador de peso molecular; 1: Carga 1; 2: Carga 2; 3: Lavado HEPES 1; 4: Lavado
HEPES 2; 5: 0.1M NaCl; 6: 1M-1er fracciéon NaCl; 7: 0.6M NacCl; 8: 0.8M NacCl 9: 1M NacCl.

4"° método (Aislamiento por medio de resina de intercambio catidnico)

Separacién de peroxidasas catidnicas por medio de zeolita hidrofdbica

La cantidad de proteina contenida en los 232 mL totales de extracto infiltrado fue 63.31 mg que al
precipitarse y resuspenderse en 50 mL de buffer de extraccidn se convirtieron en 48.87 mg, perdiéndose
durante esta etapa alrededor de un 23% de proteina. Las cantidades obtenidas en cada lavado se
muestran en el Tabla 4. No obstante a que en este experimento se parte de 48.87 mg, cantidad suficiente
de proteina para su separacion, se puede observar que la cantidad de proteina en cada lavado fue escasa,
ademads de encontrarse en volimenes grandes.

Tabla 4: Concentraciones de proteina obtenidas en cada paso durante la separacion de peroxidasas
por medio de zeolita, se muestra el volumen necesario para ensayar 5 pg de proteina en cada carril.

Muestra Vol. Total Proteina ul para
(mL) total (mg) actividad en 5
Kg

Infiltrado 232 63.31 18.32

Infiltrado precip. 50 48.87 5.11
Tris-HCI 50 mM, pH 6.5 200 0.02 3578.31
Tris-HCI 50 mM, pH 8.8 90 0.17 562.50
0.2 M NacCl 120 0.20 492.53
2M NacCl 120 0.15 648.47
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Considerando la cantidad de tejido del que se parti6, la cantidad de proteina obtenida pudo
corresponder a que los 700 g de tejido infiltrado pudieron no encontrarse en contacto el suficiente
tiempo y con la fuerza necesaria para que penetrara el buffer de extraccién. Durante ensayos anteriores
en los que se partia de una cantidad menor de tejido, la concentracién de sales en el buffer de extraccidon
habia sido lo suficientemente alta (fosfato de potasio 100 mM) como para extraer a las peroxidasas
presentes en la porcién soluble obtenida a partir del apoplasto. Este hecho nos hace suponer un punto
importante, el estado de desarrollo al tiempo que se tomaron los brotes, las condiciones de crecimiento
y la exposicién a patégenos -fendmenos que provocan cambios fisioldgicos que incluyen cambios en la
actividad de las Prx CIII-, pudieron ser elementos que propiciaron una unién mas estrecha entre las
peroxidasas y la pared. Se conoce que la modificaciéon en la composicidn y arquitectura de la pared como
respuesta a cambios medioambientales y de desarrollo, promueven la unién de algunas isoperoxidasas
a la pared por medio de la estabilizacién entre cargas negativas y oxigenos expuestos de pectinas en
conformaciéon de hélices 21 y 31 o “caja de huevo o eggbox” y las cargas positivas de los extremos
guanidina de residuos especificos de arginina localizados en la superficie de la proteina, favoreciendo la
formacién de uniones electrostaticas y puentes de hidrégeno (Grant et al, 1973; Golberg et al, 1996;
Carpin et al, 2001).

El anclaje de las peroxidasas a microdominios especificos de la pared es parte esencial de su funcion
in vivo, esto nos lleva a cuestionarnos el papel de la unién de este tipo de isoformas, es decir ;se trata de
alguna forma de control idnico que la célula ejerce sobre sus peroxidasas?, ;estas isoformas se
encuentran invariablemente solubles?. Un hecho a tomar en cuenta es que su solubilidad no determina
una orientacidn especifica, dificultando el encuentro con sus sustratos preferentes y por ende a su
relevancia fisioldgica; el andlisis in silico de la secuencia de la isoperoxidasa obtenida, confirmé la
presencia o ausencia de caracteristicas estructurales putativas, reportadas para su unién a los
polisacaridos de la pared.

Para realizar los geles fue necesario trabajar con el volumen necesario para ensayar 5 pg de proteina
por carril; debido a que el volumen excedia el limite del pozo (80-100 pl), se decidid liofilizar cada
muestra. En el gel que revela bandas de actividad peroxidasa (Fig. 36), aunque es posible observar
bandas catiénicas, la cantidad de proteina y el volumen en el que se encontraban no permitiria trabajar
con técnicas analiticas subsecuentes.

Figura 36: PAGE horizontal de actividad de peroxidasa, muestras
obtenidas mediante separacién por zeolita; se ensayaron 5 pg por carril.
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Extraccién de proteinas de pared

El método de purificacién de paredes celulares propuesto por Feiz & colaboradores (2006) esta
basado en varias caracteristicas, la primera de ellas es la composicién de la pared celular, la cual
comprende polisacaridos altamente densos; esta propiedad puede ser usada para purificar paredes a
través de gradientes de densidad. En segundo lugar, la estructura bioquimica de las paredes es compleja
y las proteinas de pared pueden estar unidas a la matriz por medio de fuerzas de van der Waals, puentes
de hidrégeno e interacciones idnicas e hidrofébicas; estas interacciones pueden ser moduladas por la
composicion del medio de aislamiento; a menudo se emplean buffers de baja fuerza iénica para preservar
las interacciones idnicas, asi como para diluir la fuerza idnica que presenta la pared en si misma. Un pH
acido es elegido comtinmente para preservar las interacciones entre las proteinas y los polisacaridos tal
como sucede in planta. Una vez aisladas, las paredes son tratadas habitualmente con buffers de CaCl,
para liberar las proteinas y con buffers de LiCl con la finalidad de extraer a las glicoproteinas (Melan &
Cosgrove, 1988).

Las cantidades de proteina en el Tabla 5 y los zimogramas de actividad de AlA-oxidasa y peroxidasa
(Fig. 37), confirman que sales como el CaCl; y LiCl son eficientes para la extracciéon de proteinas unidas
idonicamente a la pared, como se ha reportado en otros trabajos (Melan & Cosgrove, 1988; Voigt & Frank,
2003), siendo evidente una mayor intensidad en las bandas que corresponden a las fracciones CaCl; 200
mM y LiCl 2M (Fig. 37, carriles 4 y 5). La extraccién con sales sugiere que la unién de las peroxidasas a la
pared estaria basada en interacciones electrostaticas y que las peroxidasas catidénicas de interés forman
parte de este grupo de isoperoxidasas.

Tabla 5: Concentraciones de proteina de los extractos con sales; se muestra la concentracion obtenida
en el altimo paso de la separacion con zeolita con fines comparativos.

Muestra Vol. Total Vol. Final después de Proteina total
(mL) liofilizar (mL) (ng)
2M Nacl 120 20 154.20
CaCl, 10 0.5 8335.01
Licl 10 0.5 1441.07
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Figura 37: PAGE de actividad AlA-oxidasa (izquierda) y Peroxidasa (derecha); se ensayaron 5 ug por
carril: 1) SN 1 (acetato de sodio 5 mM + sacarosa 0.4 M, pH 4.6), 2) PC 1 (acetato de sodio 5 mM + sacarosa 1
M, pH 4.6), 3) PC 2 (acetato de sodio 5 mM, pH 4.6), 4) CaClz 0.2 M, 5) LiCl 2M. El simbolo * indica una
repeticion de la muestra contenida en el carril 3 (PC 2). Las bandas fueron reveladas para actividad de AIA-
oxidasa con AIA como sustrato (izquierda) y actividad de peroxidasa con bencidina como sustrato
(derecha), de la forma descrita en el texto principal.

Figura 38: SDS-PAGE; se ensayaron 5 pg por carril: 1) SN 1 (acetato de sodio 5 mM + sacarosa 0.4 M,
pH 4.6, 2) ) PC 1 (acetato de sodio 5 mM + sacarosa 1 M, pH 4.6), 3) PC 2 (acetato de sodio 5 mM, pH 4.6),
4) CaClz 0.2 M, 5) LiCl 2M. El simbolo * indica un carril vacio. La tincion de proteinas totales fue realizada
con azul de Coomassie, de la forma descrita en el texto principal.

Elhecho de que se obtenga una mayor cantidad de proteina en las extracciones con sales y se observe
una mayor intensidad en los bandeos en los PAGE de actividad de peroxidasa en comparacién con el
infiltrado-centrifugado (Fig. 36 y 37 izquierda), sugiere que las peroxidasas se encontraban en mayor
proporcién unidas a las paredes celulares y disueltas en menor proporcién; sin embargo, no se descarta
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la utilidad del infiltrado-centrifugado como método preliminar para el lavado de moléculas solubles o
unidas débilmente a la pared, es decir aquellas que se encuentran unidas idnicamente a la matriz
polimérica pero no de forma estable.

Al término de la extraccién de las proteinas de pared con sales y del posterior procesamiento de las
muestras, se observd la formacién de precipitados; se procedié a realizar el andlisis por PAGE de
actividad y SDS-PAGE de cada una de las fases formadas, tanto de la fase soluble, del precipitado y una
ultima que contenia ambas partes (completa) (Fig. 39).

Figura 39: PAGE de
actividad de AlA-oxidasa,
muestras de extracciones de
proteinas de pared con CaClz y
LiCl; 1: CaClz completo; 2: CaCl:
sobrenadante; 3: CaCl: pastilla;
4: carril vacio; 5: LiCl completo;
6: LiCl sobrenadante; 7: LiCl
pastilla. Se ensayaron 3 pg por
carril.

Figura 40: SDS-PAGE,
muestras de extracciones de
proteinas de pared con CaClz y
LiCl; MP: Marcador de peso; 1:
CaClz completo; 2: CaCl:
sobrenadante; 3: CaCl: pastilla;
4: carril vacio; 5: LiCl
completo; 6: LiCl
sobrenadante; 7: LiCl pastilla;
las lineas rojas punteadas
representa el rango de peso
reportado para las Prx CIII; sin
embargo considerando el peso
que otorga a la proteina las
cadenas de carbohidratos, se
estima un peso con al menos
10 KDa extra. Se ensayaron 5
ug por carril.
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En los bandeos del zimograma de actividad, se observa una intensidad ligeramente mas alta en las
bandas catidnicas del precipitado con respecto a la del sobrenadante y una diferencia mas acentuada con
respecto a la muestra completa; lo opuesto sucede con las bandas mas anidnicas; es decir, se observa una
mayor intensidad en la muestra completa y en el sobrenadante que en el precipitado.

El bandeo observado de proteinas detectables en el SDS-PAGE (Fig. 40), revela que la muestra del
precipitado contenia mas bandas detectables con respecto a la muestra completa y la del sobrenadante,
asf como una mayor intensidad en las bandas en comun de todas la muestras.

Se conoce que los agregados son formados por distintos factores que propician esta union, ya sea de
forma covalente o no covalente, tal es el caso de factores medioambientales, diversos tipos de estrés,
temperatura, congelamiento y descongelamiento, estrés de agitacion, efectos del solvente,
modificaciones quimicas de la proteina derivadas de los factores anteriores e incluso la cantidad de
proteina (Mahler et al, 2008). Estos agregados pueden estar constituidos por diferentes tipos de especies
proteicas en distintos estados, ya sea en formas nativas, formas degradadas, estructuras modificadas,
parcialmente desdobladas o completamente desdobladas de su forma nativa. El zimograma revela que
existe actividad en el agregado precipitado por lo que podemos decir que al menos una parte de este se
encuentra en su forma nativa, modificada o parcialmente desdoblada, de tal manera que no se vié
afectado su sitio activo; sin embargo, no es posible comprobar si existen modificaciones que afecten a las
propiedades inherentes a su estructura (afinidad por sustratos especificos, sitios de unién a cofactores,
dominios de unién a otras proteinas y/o componentes de la pared). Por otra parte, el efecto de salting
out que sufren las proteinas bajo el efecto cosmotrépico de las sales favorece la agregacion y
precipitacién proteica. Se desconoce si estos agregados se encontraban unidos de forma reversible o
irreversible; es probable que los agregados sean del primer tipo, tomando en cuenta que la formacion de
agregados reversible es a menudo considerado como un evento causado por el auto-ensamble de
moléculas de proteina, inducido por cambios en el pH o la fuerza iénica del medio en el que se encuentran
(Calamai et al, 2005).

Algunos protocolos (Wu et al, 2014) han probado que la solubilizacién de esta pastilla puede ser
eficientemente conducida por medio de SDS, urea u otro tipo de agente caotrépico; sin embargo, al
realizar dicha solubilizacién las proteinas son propensas a perder su actividad debido a cambios en la
estructura globular de la proteina, factor que no permitiria monitorear su presencia.

Todo en conjunto, es decir las zimogramas de actividad durante extraccidn de proteinas de pared y
el andlisis de las fases, nos llevo a descartar las muestras obtenidas con LiCl y el uso de las obtenidas con
CaCly y de entre éstas, la fraccidn soluble para la aplicacién de las técnicas subsecuentes por encontrarse
con un menor trasfondo de proteinas acompafantes.

Columna de intercambio catidonico

Después del proceso de separaciéon por medio de la resina de intercambio catiénico, al medir la
cantidad de proteina de los eluatos de la columna de intercambio (Fig. 41), se observo que el 2de y 4to
eluatos obtenidos de la concentracion 0.2 M de NaCl, asi como el 1¢er eluato con 2 M de NaCl, contenian
una mayor cantidad de proteina con respecto a otros eluatos. Estos fueron elegidos para su posterior
analisis; se eligieron también el 2do, 5to y 7mo eJuatos de la concentraciéon 2 M de NaCl con la finalidad de
observar si en estos eluatos estaban presentes las bandas con actividad AlA-oxidasa de interés; se
procedi6 entonces a ensayar los eluatos en PAGE de actividad AlA-oxidasa, peroxidasa y SDS-PAGE.
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Eluatos de columna de intercambio catidnico

700

600

500

400

300

Conentracion de Proteina (pg)

200
100

0 ® = o ® @
1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 7 8

®=Proteina/Eluato 0 650.25 88.5 607.5 357 225 30 45 375 0 0 0

1 1 1 T Eluato 1 1
1 2 3
Figura 41: Eluatos obtenidos por medio de la columna de intercambio cationico: el niimero de eluato y
su concentracion de proteina se presentan en la tabla inferior (Proteina/Eluato). Se muestran en rojo los
eluatos con mayor concentracion de proteina. Se seiialan con una flecha roja los eluatos elegidos para su
ensayo por PAGE de actividad y SDS-PAGE. Las dos tonalidades de azul representan cada una de las

concentraciones de NaCl (claro: 0.2 M; fuerte: 2 M). Los corchetes debajo de la grafica representan las
fracciones agrupadas que se ensayaron en el IEF.

Se obtuvieron zimogramas de actividad de AlA-oxidasa y peroxidasa que confirman el ligado y
elucion satisfactorio de las peroxidasas catiénicas de interés (Fig. 42). En el zimograma de actividad de
AlA-oxidasa se observa en el 2de y 4to eluato con 0.2 M de NaCl una banda intensa en la parte superior del
gel (Fig. 42, izquierda: carriles 3 y 4). Se observa la misma banda en el 2d° eluato de la concentracién 2 M
(Fig. 41, izquierda: carril 5) y no asi en el 1¢r eluato de la misma concentracion (Fig. 42, izquierda: carriles
5), en el 5te y 7mo eluato se observa la actividad de una banda diferente que se encuentra por debajo de la
anterior (Fig. 42, izquierda: carriles 7 y 8), banda que también forma parte del lavado de la columna con
buffer HEPES 0.05 M, pH 7.5 (Fig. 42, izquierda: carril 2).

La concentraciéon 0.2 M de NaCl se encuentra al limite de susceptibilidad de la concentracién
reportada (>200 mM de NaCl) que afecta la unién idnica de una peroxidasa a componentes de la pared
(Penel & Greppin, 1996; Carpin et al, 2001), lo cual concuerda con la obtenciéon de una banda en el
zimograma de actividad de AlA-oxidasa y al menos cuatro bandas catiénicas con actividad de peroxidasa
en el eluato correspondiente a esa concentraciéon (Fig. 42: carril 3 en ambos zimogramas), de igual
manera se observan bandas catiénicas en los otros eluatos ensayados (Fig. 42, derecha: carriles 4-6). El
hecho de que se observen varias bandas en el PAGE de actividad de peroxidasa y una sola banda en el
PAGE de actividad de AlA-oxidasa, demuestran que se trata de un agregado de proteinas con peso y carga
parecida, este mismo fendmeno ha sido reportado en otros trabajos (Mahler et al., 2008), el cual seria
comprobado mas tarde por medio de una electroforesis en dos dimensiones.

La actividad AlA-oxidasa disminuye hacia el 5t y 7m° eluato obtenido con concentracién 2 M de NaCl
(Fig. 42, izquierda: carriles 7 y 8); mientras que en los bandeos del zimograma de actividad de peroxidasa
se observa un decremento en la actividad desde el 24 eluato obtenido con solucién 2 M de NaCl (Fig. 42,
derecha: carril 6). Un hecho resulta evidente al comparar el patréon de bandas del 1¢r eluato de la
concentraciéon 2 M y el patrén del mismo eluato en el zimograma de actividad de peroxidasa (Fig. 42,
carril 5 en ambos zimogramas); no se observa una banda clara con actividad de AlA-oxidasa, mientras
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que en el de actividad de peroxidasa se observan al menos dos bandas muy intensas. Este mismo
fenémeno ocurre de forma inversa con el patrén del 2do eluato 2 M (Fig. 42, carril 6 en ambos
zimogramas); es decir se observa una banda intensa en el zimograma de actividad de AlA-oxidasa,
mientras que no se observan bandas claras en el zimograma de actividad de peroxidasa.

En experimentos previos durante el enraizamiento de esquejes de varias especies de alamo (Poplar
alba, P. nigra y P. tremula) se ha observado una mayor actividad de peroxidasa durante los primeros
cuatros dias de enraizamiento adventicio con una concomitante falta de actividad de AlA-oxidasa durante
este mismo periodo (Giines, 2000). Se ha demostrado con anterioridad que el incremento en la actividad
de peroxidasa esta relacionada con la divisién celular y formacién de primordios (Dalet & Cornu, 1988;
Ingemarsson, 1995; Pythoud & Buchala, 1989), es decir, durante la fase de iniciacién del enraizamiento
adventicio. También se ha especulado que esta actividad esta relacionada con la formacién de cofactores
necesarios durante esta fase (Haissig, 1972).

El hecho observado por @stergaard y colaboradores (1998) de que las regiones reguladoras de
varios genes de peroxidasas contienen una alta cantidad de adenina, caracteristica particular de genes
inducidos por varios tipos de estrés, sugiere otra funcién de las isoformas reveladas en nuestros geles,
que ademds de participar en programas normales de desarrollo, pudieran estar implicadas en la
respuesta fisiolégica de los organismos hacia varios tipos de estrés, ya sean bidticos o abiéticos.

También se puede especular que la actividad AlA-oxidasa observada obedece al catabolismo del AIA
tanto exdgeno como endégeno; en este rubro Dalet & Cornu (1988) concluyeron que la actividad de AIA-
oxidasaregulalas concentraciones enddgenas de AIA y promueve la formacidn de raices, aunado al hecho
de que esta actividad se ha encontrado presente en el tejido donde se forman los primordios radiculares.
En conjunto, la diferencia entre las actividades de peroxidasas y AlA-oxidasa puede inclinarse a la
afinidad por sustratos especificos de las isoformas detectadas, las cuales pueden ser mas afines por
bencidina u otro tipo de sustratos de origen fendlico, al tiempo que disminuyen su afinidad por las
auxinas y de la forma contraria.

Los bandeos observados en el SDS-PAGE (Fig. 43) mostraron que los eluatos obtenidos con 0.2 M de
NaCl contenian varias bandas visibles y en el caso del 1¢r eluato de esta concentracion (Fig. 43: carril 3)
las bandas fueron las mas intensas de todas; el mismo patrén con bandas menos intensas se puede
observar en el 1¢r eluato obtenido con 2 M de NaCl (Fig. 43: carril 5). Por otra parte, se observa un patrén
distinto en el bandeo del 4t° eluato con 0.2 M (Fig. 43, carril 4), donde se observan tres bandas intensas
que aparecen tenuemente en los patrones de los otros eluatos. Se deja de observar bandas claras en los
eluatos que se obtuvieron por percolacion, el lavado con buffer HEPES 0.05 M (Fig. 43: carriles 1y 2) y
los ultimos eluatos con concentracién 2 M de NaCl (Fig. 43: carriles 7 y 8).

Tomando en cuenta la cantidad de proteina obtenida y los zimogramas observados, se descartaron
los eluatos con proteina escasa; con la finalidad de evitar contaminacién durante la siguiente técnica
analitica se procedi6 a agrupar los eluatos restantes obtenidos con la misma concentracién de NaCl que
presentaban bandeos similares y que ademas contenian un menor trasfondo de proteinas acompafiantes.
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Figura 42: PAGE de actividad AlA-oxidasa (izquierda) y Peroxidasa (derecha) de los eluatos obtenidos
por medio de la columna de intercambio catiénico: 1) Eluato obtenido por percolacion; 2) Lavado con
HEPES 0.05 M, pH 7.5; 3) 2do eluato 0.2 M; 4) 4t° eluato 0.2 M; 5) 1er eluato 2 M; 6) 2do eluato 2 M; 7) 5to eluato
2 M; 8) 7mo eluato 2 M. En ambos geles las muestra fueron dispuestas en el mismo orden. En el gel de actividad
de peroxidasa no se ensayaron el 5tc y 7mo eluato 2 M. Se ensayaron 5 pg por carril.

Mp 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 43: SDS-PAGE: MP) Marcador de peso; 1) Eluato obtenido por percolacion; 2) Lavado con HEPES
0.05 M, pH 7.5; 3) 2do eluato 0.2 M; 4) 4t° eluato 0.2 M; 5) 1er eluato 2 M; 6) 2de eluato 2 M; 7) 5t eluato 2 M; 8)
7mo eluato 2 M. Las lineas rojas punteadas representa el rango de peso reportado para las Prx CIII; sin embargo
considerando el peso que otorga a la proteina las cadenas de carbohidratos, se estima un peso con al menos 10
KDa extra; se ensayaron 5 pg por carril.

Electroforesis en 2-D

Se cargaron tres tiras de IEF con las muestras indicadas en la Figura 41, posteriormente se llevé a
cabo una segunda dimensién por medio de un SDS-PAGE. De entre los tres geles se observé que la tira
que contenia la muestra del cuarto eluato 0.2 M (Fig. 41, muestra 2; Fig. 44) era la que presentaba los
puntos mas nitidos que cumplian con el peso y pl correspondiente a las Prx CIII. La banda fue escindida
del gel, fragmentada, y su contenido posteriormente secuenciado.
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Figura 44: SDS-PAGE del IEF del cuarto eluato 0.2 M de NaCl, se muestra el rango de pH de la tira
de IEF por medio de lineas rojas punteadas verticales, las lineas horizontales representan el rango de
peso de las Prx CIII; el circulo punteado amarillo encierra la proteina que se seleccioné para su
secuenciacion, el peso calculado para la proteina es de aproximadamente 45.9 kDa.

En la Tabla 6 se muestran los detalles obtenidos del proceso de secuenciacién de 17 fragmentos
proteoliticos de la proteina.

Tabla 6: Datos de secuenciacion obtenidos de la proteina obtenida. Acceso: Identificador inico asignado
a la proteina por la base de datos FASTA usado para generar el reporte. Descripcion: Nombre de la proteina
exclusivo del identificador que aparece en la columna de acceso. Puntuaciéon: Puntuacion de la proteina, el
cual es la suma de las puntuaciones de los péptidos individuales. Cobertura: Porcentaje de la secuencia de la
proteina cubierta por los péptidos identificados. # Péptidos: Niimero de secuencias de los distintos péptidos
de la proteina. Peso molecular [kDa]: Peso molecular calculado de la proteina.

K4BTH7 Peroxidasa 235.88 60.97 17 38.9
OS=Solanum
lycopersicum
GN=Solyc04g071900.2
PE=3 SV=1 -

[K4BTH7_SOLLC]
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Analisis in silico

La secuencia de aminoacidos determinada por espectrometria de masas fue:

La busqueda de secuencias homologas por BLASTp mostré las 10 secuencias similares con mejor
puntuaciéon (Anexo 2); en la Tabla 7 se muestran la secuencia que presentdé un E-value de cero,
perteneciente a una Prx CIII: LePrx16 present6 un porcentaje de identidad del 100% y la misma longitud
de aminodacidos que nuestra secuencia consulta, por lo tanto se puede asumir que se trata de dicha
peroxidasa.

Tabla 7: Resultado de BLASTp contra la base de datos de Peroxibase, se muestra la secuencias con
mejor puntuacion.
Descripcion % Identidad Aminoacidos E-value
(Longitud)

LePrx16 [Lycopersicon 100 351 0
esculentum (Jitomate)]

El andlisis realizado sobre la secuencia obtenida muestra que la proteina presenta:

e Longitud: 351 aminoacidos (preproteina), 319 aminoacidos (proteina madura, sin péptido
sefial)

e Peso molecular: 38.75 kDa (preproteina), 35.39 kDa (proteina madura, sin péptido sefial
y sin glicosilacién), 45.9 kDa (proteina glicosilada madura)

e Punto Isoelectrico: 8 (7.99)

e Coeficiente de extincion: 21930 M- cm-1, a 280 nm medido en agua.

Este analisis nos reveld que su peso tedrico calculado de 38.75 kDa para la proteina madura, es decir
sin contar el peso de los aminoacidos que componen la extensién N-terminal, este peso se encuentra
dentro del rango reportado para las Prx CIII (32.5-42 kDa) (Siegel, 1993). Este valor representa solo el
peso de la cadena peptidica; sin embargo, se conoce que este peso aumenta de entre un 18-25% debido
a las cadenas de carbohidratos unidas a residuos de Asn expuestos en la superficie de la molécula
(Welinder, 1976; revisado por Gaspar et al, 1982), por lo que el peso de la glicoproteina puede llegar a
los 45.9 KDa (peso calculado desde el gel de segunda dimension); este peso supone que la porcién de
carbohidratos representa un aproximado del 15.5% (7.15 KDa) del peso total. El pl teérico calculado
seflala que se trata de una isoforma moderadamente catiénica/basica de pl 7.99. La proteina esta
compuesta principalmente por aminoacidos polares sin carga (S, T, N, G, Q, Cy Y) y no polares hidréfobos
(L, I, F, AV, P, My W), los cuales representan un 40% del total de la proteina en ambos casos (un total
del 80%). Aquellos residuos que otorgan carga positiva a la molécula aparecen con un porcentaje del 6.8,
2.6 y 1.7% para R, K y H, respectivamente; las Arg parecen ser los residuos que mayor carga positiva
aportan a la molécula. Las 8 cisteinas conservadas tipicas de las Prx CIII constituyen un 2.3% del total,
siendo ademas las tnicas Cys presentes. Otro hecho importante es la presencia de 6 His adicionales a los
2 residuos implicados en el ciclo catalitico y en la coordinacién del atomo de hierro del grupo prostético,
que aportan cargas positivas extra a la carga total de la peroxidasa. Estos resultados se resumen en la
Tabla 8.
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Tabla 8: Analisis de la composicion de aminoacidos de LePrx16.

Aminoacido:Frecuencia % Aminoacido:Frecuencia %
S: 34 9.7 Q: 16 4.6
L: 34 9.7 P: 15 4.3
T: 30 8.5 K:9 2.6
D: 24 6.8 C:8 2.3
R: 24 6.8 E: 8 2.3
N: 23 6.6 Y:7 2.0
F: 22 6.3 H: 6 1.7
G: 22 6.3 M: 5 1.4
I: 22 6.3 W: 2 0.6
A: 20 5.7 U: 0 0.0
V: 20 5.7 0:0 0.0

El andlisis hecho sobre la composicién de la estructura secundaria por el servidor PSIPRED (Anexo
2), muestran que la proteina presenta 13 a-hélices, lo cual se encuentra en concordancia con el niimero
reportado para las Prx CIII (10-13 hélices), asi como la presencia de solo una ldmina f3; este tipo de
analisis estd basando en la posible estructura deducida de la secuencia obtenida sin ser esto un resultado
canonico, hecho que se comprobé mas tarde mediante el modelado tridimensional de la secuencia. La
deteccion de dominios conservados por medio del servidor de NCBI mostré que la secuencia contiene los
dominios usuales de las Prx CIII, asi como el nimero de residuos implicados en cada caracteristica
detectada (Fig. 45).

Figura 45: Deteccion de dominios conservados, se observan los dominios esperados para una
peroxidasa de clase III.

En la Tabla 9 se muestra un resumen del nimero de residuos implicados con una funcién especifica
encontrados durante esta misma busqueda. Los resultados completos de andlisis se presentan en el
Anexo 2. Este tipo de consulta da una aproximacién de la funcionalidad de la secuencia, tal como se
esperaba para este tipo de enzimas.

Tabla 9: Caracteristicas de los dominios conservados y nimero de aminoacidos implicados.
| Caracteristica # residuos implicados

Ligado del hemo 29
Sitio activo 31

Sitio de union a sustrato 10
Sitios de unién a Caz+ 9

Una caracteristica importante, tal como sucede en el caso de la HRP recombinante (HRP-C), es la
presencia en la preproteina de una extensiéon N-terminal de 30 residuos de longitud (Fujiyama et al,
1988; 1995). El analisis de dicha secuencia hecho por medio de la comparacién de LePrx16 con LePrx06
durante su alineamiento, muestra que el péptido maduro consta de ~312 residuos con una extensién N-
terminal de ~39 residuos, la aproximacion es debida a la variabilidad en el niimero de residuos que se
ha encontrado entre las distintas isoperoxidasas estudiadas.

La extensiéon N-terminal encontrada con respecto al alineamiento con LePrx06, se muestra
sombreada en gris (39 residuos); las histidinas distal y proximal (H44 y 178) se encuentran en rojo y en

69



azul las 8 cisteinas conservadas que forman los 4 puentes disulfuro (pares 12-93, 45-50, 99-294 y 179-
206).

MASPSLFTFDSSLLVVLILSIFVSIHFQVTQAQGTQPIVKGLSWTFYDSICPNAESIIRRRLQNVFRQDIGQAA
GLLRLHFHDCFVQGCDGSVLLDGSASGPSEKDAPPNLTLRQQAFRIIEDLRRRVHRDCGRVVSCADITAIAARDS
VFFSGGPDYDLPLGRRDGLTFATTNETLANLPPPSFNTSLILASLATKNFTPTDVVALSGGHTIGISHCSSFTDRL
YPNQDSSMDKTFANNLKTTCPTRNSTNTTVLDIRSPNKFDNKYYVDLMNRQGLFTSDQDLYTDRRTRGIVTSF
AINESLFFKEFVNSMIKMGQLNVLTGTQGEIRANCSVRNSNNYNLIQGTWSEI

Los resultados de la predicciéon del péptido sefial hecho por medio de SignalP 4.1 Server (Fig. 46),
mostraron que el puntaje mas alto para el sitio de escisién -y por ende la longitud del péptido senal- se

encuentra entre las posiciones 32 y 33, seis residuos menos que lo encontrado durante los alineamientos
y comparacién con LePrx06 (39 aminoacidos).

SignalP-4.1 prediction (euk networks): 614_LePrx16_
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Figura 46: Grafica de las calificaciones obtenidas por el servidor SignalP 4.1. La descripcion detallada
de los puntajes se describen en el texto principal. Notese que los puntajes mas altos de todos los
parametros convergen entre la posicion 32 y 33, sitio que delimita el punto de escision del peptido seiial.
C-score (raw cleavage site score): Calificacion obtenida de la discriminacion del sitio de escision del péptido
seiial de cualquier otro sitio. Notese que el C-score es alto en la posicion posterior inmediata al sitio de
escision (primer residuo de la proteina madura). S-score (signal peptide score): Calificacion que distingue
posiciones dentro de los péptidos seiial de posiciones en la parte madura de las proteinas y de proteinas
sin péptido seiial. Y-score (combined cleavage site score): Media geométrica del C-score y la pendiente del
S-score, esta calificacion otorga una mejor prediccion del sitio de escision que solo el C-score. Esto es
debido al hecho de que muiltiples picos con calificacion alta de C-score pueden ser encontrados en la
secuencia, de los que solo uno es el verdadero sitio de escision. El Y-score discrimina entre puntajes altos
de C-score escogiendo el iinico donde la pendiente del S-score es mas pronunciada.

En la Tabla 10 se muestra el resumen de los puntajes maximos de los tres parametros; también se
muestran:

e mean S: Promedio del S-score del posible péptido sefial (desde la posiciéon 1 a la posicion
inmediata antes del Y-score maximo)

D-score (discrimination score): Promedio ponderado de la media S y el Y-score maximo. Esta

calificacién es usada para discriminar péptidos sefial de péptidos no sefial.

Para proteinas no secretoras todas las calificaciones representadas en los resultados deben ser
idealmente bajas (cerca del valor negativo de 0.1).
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Tabla 10: Resultados de los valores obtenidos del analisis de la presencia del péptido seifial en la
secuencia de LePrx16, los valores representan los puntajes de la grafica en la Figura 45.
Medicién Posicion Valor Cutoff Péptido sefial?

max. 33 0.715
33 0.763
18 0.974
1-32 0.832
1-32 0.800 0.450 Si
Nombre=614_LePrx16 SP='Si' Sitio de escision entre las posiciones: 32 and 33: TQA-QG D=0.800
D-cutoff=0.450 Networks=SignalP-noTM

De los dos resultados, el primero se trata solo de una aproximacién con respecto al alineamiento con
LePrx06, por lo tanto no representa un resultado exacto, en tanto que el segundo resultado -analisis por
SignalP 4.1- se encuentra en concordancia con lo reportado por Peroxibase, es decir, dicho servidor
reporta un péptido sefial con las mismas caracteristicas que lo encontrado por SignalP 4.1. Todo en
conjunto, nos indica que la extensién N-terminal se encuentra dentro del rango de longitud reportado
para este tipo de secuencias (20-50 residuos) (Chrispeels, 1991; Kis et al,, 2003 cita); y que ademas
presenta una secuencia interna de al menos 6 aminoacidos hidr6fobos (yasea A, V, L, [, P, M, Fy W), la
cual se conoce que actiia como péptido sefial, marcando a las proteinas hacia el reticulo endoplasmico
(RE), desde donde son dirigidas hacia el tonoplasto o hacia la pared celular (Chrispeels, 1991). Este
proceso involucra la escision del péptido sefial y la translocacién de la proteina a través de la membrana
del RE hacia dentro del espacio cisternal. La proteina es retenida en el lumen del RE si exhibe una
extension C-terminal (Wandelt et al,, 1992); se conoce ademas que esta secuencia dirige hacia la vacuola
a las proteinas que la comprenden, en dicha extensidn se encuentra la secuencia conservada MLVSS],
presente en las peroxidasas vacuolares (Ren et al, 2015). En el andlisis realizado sobre la secuencia de
LePrx16, no se observa la presencia de esta extension ni de la secuencia reportada, lo que sugiere que
este evento no ocurre durante el procesamiento de LePrx16. La ruta entonces contintia hacia el aparato
de Golgi, donde se lleva a cabo la modificacion post-traduccional de proteinas de secreciéon -tal como el
caso de proteinas previamente glicosiladas en el RE-, donde son modificadas a glicanos mas complejos
por medio de varias glicosidasas y glicosil transferasas (Staehelin & Moore, 1995). Desde el aparato de
Golgi, pueden ser transportadas ya sea hacia la vacuola (Chrispeels & Raikhel, 1992; Matsui et al., 2011)
-sea este caso si presenta la mencionada extensién C-terminal, hecho que no se observé en LePrx16,
descartando su probable destino vacuolar- o el espacio extracelular, lugar donde se he demostrado la
presencia de las Prx CIIL El proceso descrito delimita una ruta de procesamiento que culmina en la
secrecidn de las peroxidasas hacia la pared celular.

El andlisis de los sitios de glicosilacion por GlycoEP, muestra el total de sitios analizados (23 sitios),
cada glicositio potencial es representado en la secuencia en color rojo, subrayadas y en fuente negrita:

MASPSLFTFDSSLLVVLILSIFVSIHFQVTQAQGTQPIVKGLSWTFYDSICPNAESIIRRRLQNVFRQDIGQAAGLLR
LHFHDCFVQGCDGSVLLDGSASGPSEKDAPPNLTLRQQAFRIIEDLRRRVHRDCGRVVSCADITAIAARDSVFFS
GGPDYDLPLGRRDGLTFATTNETLANLPPPSFNTSLILASLATKNFTPTDVVALSGGHTIGISHCSSFTDRLYPNQ
DSSMDKTFANNLKTTCPTRNSTNTTVLDIRSPNKFDNKYYVDLMNRQGLFTSDQDLYTDRRTRGIVTSFAINES
LFFKEFVNSMIKMGQLNVLTGTQGEIRANCSVRNSNNYNLIQGTWSEI

En la Tabla 11 se muestra el puntaje de los 23 posibles glicositios analizados; los resultados
mostraron 8 motivos con mejor puntuacién cotejados contra la base de datos que comprende 2604
glicositios N-ligados en proteinas eucariotes; todos ellos cumplen con la secuencia requisito Asn-X-
Ser/Thr o N-X-S/T (X= cualquier aminodcido, excepto prolina), reportada para sitios de glicosilacién en
distintas proteinas eucariotes incluyendo a las Prx CIII. Reportes sobre la presencia de glicositios, sefialan
un numero de entre 2 y 6 sitios (revisado por Siegel, 1993), 3 para la peroxidasa catiénica de cacahuate
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(CPrx) (van Huystee et al, 2002), 7 cadenas para la HRP (revisado en van Huystee et al, 2004) y 9 sitios
para el caso de HRP C1A de los cuales 8 se encuentran ocupados cuando la enzima es expresada en
plantas (Smith et al,, 1990); en el caso de LePrx16 se encontraron 8 sitios con un puntaje >0.7, este
numero de sitios se encuentra en concordancia con lo explorado por otros autores.

Tabla 11: Calificaciones de los potenciales sitios de glicosilacion obtenidos por el servidor GlycoEP.
Puntuacién Prediccion

Posicion Motivo

53 NAE -1.079779 No glicosilada
64 NVF -1.0674425 No glicosilada
110 NLT 0.94270315 Sitio potencial de glicosilacion
174 NET 1.2883152 Sitio potencial de glicosilacion
179 NLP -1.2173472 No glicosilada
186 NTS 0.77266057 Sitio potencial de glicosilacion
198 NFT 0.80641173 Sitio potencial de glicosilacion
228 NQD -0.76863387 No glicosilada
239 NNL -0.68464035 No glicosilada
240 NLK -0.78299538 No glicosilada
249 NST 0.86430806 Sitio potencial de glicosilacion
252 NTT 1.1661191 Sitio potencial de glicosilacion
262 NKF -1.2379436 No glicosilada
266 NKY -1.2333912 No glicosilada
274 NRQ -1.007964 No glicosilada
301 NES 1.0769619 Sitio potencial de glicosilacion
311 NSM -1.0984664 No glicosilada
320 NVL -0.73333688 No glicosilada
332 NCS 0.93557902 Sitio potencial de glicosilacion
337 NSN -0.96269448 No glicosilada
339 NNY -0.64636988 No glicosilada
340 NYN -1.1566015 No glicosilada
342 NLI -1.1500578 No glicosilada

La naturaleza de los azicares presentes que poseen los glicositios analizados es sin embargo
desconocida; cabe mencionar que durante las ultimas 4 décadas esta cuestion ha tratado de elucidarse
(revisado en van Huystee et al., 2004; Clarke & Shannon, 1976), llegando a la conclusiéon en primera
instancia que los glicanos ligados presentan microheterogeneidad, es decir, que la clase, el nimero y la
posicidn de las cadenas de aztcares es variable dando lugar a distintas glicoformas, las cuales varian en
sus cadenas de carbohidratos pero no en su nucleo peptidico. Otros experimentos se han encargado de
dilucidar la funciéon de estos glicanos; brevemente, el marcaje de la CPrx con 35S-metionina y 3H-manosa
durante cultivos celulares incubados con tunicamicina -inhibidor de glicosilacién (Schwarz et al., 1979;
Elbein, 1984)- mostraron que las proteinas recuperadas fueron marcadas normalmente con 35S-
metionina. Lo interesante estriba en el hecho de que se encontré poco o ningtin marcaje con 3H-manosa,
aunado al hecho de que se recuperd poca peroxidasa del medio, sugiriendo que la proteina no glicosilada
fue degradada antes de ser liberada por las células. Otros experimentos sobre CPrx han mostrado que
aunque la remocién de todos los azucares afecta su actividad enzimatica, no todas las cadenas estan
implicadas en esta caracteristica (Bowles & Pappin, 1988).

Las enzimas son conocidas por ser bastante labiles (Schimke & Katunuma, 1975; Price & Stevens,
1988); el hecho de que CPrx es estable in vivo e in vitro (van Huystee & Zheng, 1995), ademas de que no
se desconoce la resistencia de las Prx CIII, nos hace cuestionarnos el papel de los glicanos en la proteina.
En experimentos previos, cuando CPrx fue tratada con PNGasa F (Péptido N-glicosidasa F, amidasa que
escinde entre la GIcNAc mas interna y residuos de Asn de glicoproteinas N-ligadas), no se perdieron todos
lo glicanos; sin embargo la actividad dejo6 de ser detectable (Hu & van Huystee, 1989), quizas debido a la
pérdida del grupo hemo (van Huystee & Wan, 1994). Actualmente, no obstante a que se sabe que la
estabilidad de varias enzimas es debida a las cadenas de carbohidratos N-ligadas (Terashima et al, 1994),
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se desconoce qué tipo de pérdida, ya sea de un aztcar o la de una cadena entera, puede causar la pérdida
de actividad o degradacién (van Huystee et al.,, 2002).

En cuanto al tema de la localizacién de los azicares, el aislamiento por HPLC de tres glicopéptidos
pertenecientes a la CPrx, mostrd que los sitios de glicosilacién se encontraban en vueltas o (Wan & van
Huystee, 1993). El analisis preliminar de la longitud de los azticares por filtracién en biogel, reveld que
la masa promedio fue de 176 Da y que dichos glicanos podian contener de 7 a 14 azucares (Wan et al,
1994), esta evidencia confirma la idea de su microheterogeneidad.

El modelado tridimensional con respecto a la peroxidasa recombinante de rabano C1A en complejo
con acido benzhidroxdmico reportada por Henriksen y colaboradores (1998) (Fig. 47), muestra un
arreglo globular conformador por 13 a-hélices y 2 laminas 3, resultado distinto al obtenido por medio
de el servidor PSIPRED. Dentro de la estructura helicoidal aparece el ntcleo de plegado de las
peroxidasas (A-]) ademas de las 3 hélices exclusivas de las Prx CIII (D’, F’ y F”).

Figura 47: Estructura secundaria de LePrx16 usando a la peroxidasa recombinante de rabano C1A
en complejo con acido benzhidroxamico como estructura templete (Henriksen et al, 1998); se
muestran en cilindros verdes cada una las a-hélices que forman el niicleo de plegado de las Prx (A-]),
asi como las tres helices exclusivas de las Prx CIII (D’, F' y F”’); las laminas  de la estructura se
muestran en color magenta.

Las Prx CIII presentan un grado bajo de homologia de ~20%, encontrandose conservados sé6lo
algunos aminoacidos especificos implicados en su ciclo catalitico y en mantener su estructura terciaria.
De acuerdo con Carpin y colabores (2001), las peroxidasas también pueden presentar conservados 4
residuos de Arg, los cuales se encuentran mediando en parte su interaccién con componentes de la pared
(Grant et al., 1973). Los residuos de Arg implicados en esta caracteristica -de acuerdo con la literatura-
son las Arg 117,262,268 y 271 (en numeraciéon de AhPrx04 y CpPrx01), los cuales se encuentran sobre
la hélice ] y en el lazo que une a las hélices D y D’ (Penel & Greppin, 1996; Schuller et al., 1996; Carpin et
al., 2001). Los resultados del alineamiento con respecto a estas dos secuencias no mostraron residuos de
Arg conservados en las posiciones reportadas ni en LePrx16 ni en AhPrx04 y CpPrx01 (Anexo 2). Al
analizar la estructura secundaria se observaron resultados parecidos, es decir, no se encontraron estos
residuos en los fragmentos reportados, descubriéndose incluso que dichos segmentos carecian de Arg.

Posteriormente, con la finalidad de encontrar algin indicio de residuos que pudieran llevar a cabo
un papel similar, se calculd el potencial electrostatico de la superficie de la molécula; de acuerdo con la
literatura, el sitio de localizacion de los 4 residuos de Arg se encuentra en el lado opuesto de entrada al
sitio activo. Con base en esto, se procedié a buscar regiones con carga positiva que pudieran tener esta
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funcién putativa. Se descubridé un parche con carga positiva que ademas fue el de mayor extension en la
superficie, el cual se encontré aproximadamente a 90° del canal de acceso al sitio activo. En este sitio se
encontraron 4 residuos de Arg distintos a los reportados que podrian desempefiar esta funcion (Fig. 48).

Figura 48: Potencial electrostatico de LePrx16 usando a una peroxidasa cationica de cacahuate (PDB
ID: 1SCH) (Schuller et al., 1996) como estructura templete; en azul se muestran las regiones de potencial
positivo, en rojo las de potencial negativo y en blanco las regiones neutras o cercanas a la neutralidad.
Recuadro interior: orientacion de las Arg que forman parte del parche positivo con respecto al sitio
activo.

Al analizar el parche con carga positiva se descubrieron varios residuos de Arg, de los cuales solo el
59, 60, 61 y 130 se encontraban con sus extremos guanidina orientados hacia el exterior de la molécula
(Fig. 49, izquierda). Se encontr6 ademas que dichos residuos forman parte de la hélice A y C (Fig. 49,
derecha).

Figura 49: Residuos de Arginina del parche positivo. Izquierda: Posicion de los residuos de Arg
sobre la superficie de la molecula. Derecha: Posicion de residuos de Arg en la estructura secundaria.
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Se procedi6 a analizar si dichos residuos se encontraban conservados en las 25 secuencias con mejor
puntuacién obtenidas por el Blastp contra el banco de peroxibase, incluyendo en el alineamiento a
AhPrx04 y CpPrx01 con fines comparativos. Se descubrié que R59 se encuentra muy conservada entre
todas las secuencias analizadas, con excepcién de AhPrx04, la cual presenta una Lys en dicha posicién.
Por otra parte se encontré mayor variabilidad en las posiciones 60 y 61, predominando residuos de R, K,
Sy Q.En el caso de la posicidon 130 se encontraron predominantemente residuos de K, Ry S. En conjunto,
la evidencia sefiala la presencia de aminoacidos con carga positiva, negativa, y con grupos capaces de
formar interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno con componentes de la pared de la forma
antes mencionada. Hace falta evidencia basada en la mutacién de los aminoacidos encontrados y como
afecta la falta de éstos a la susceptibilidad en la unién a la pared celular para poder afirmar que se trata
de la caracteristica que delimita la unién de esta isoperoxidasa a la pared; sin embargo, esta idea propone
cuestiones interesantes para futuras aproximaciones.

El plegamiento y el auto-ensamble de proteinas es un evento que es conducido en gran medida por
el efecto hidréfobo; uno de los temas que mejor se conoce el campo de la bioquimica es la interaccién de
grupos hidr6fobos que llevan a distintos polimeros a su forma funcional, tal es el caso de los acidos
nucleicos y las proteinas. Dentro de las proteinas, el efecto hidrofébico es la causa principal de la
formacién de estructuras secundarias y del auto-ensamble entre complejos grandes, las cuales tienden
hacia estos arreglos debido a su propension -como todo el universo- hacia las formas que menor energia
libre suponen. Esta idea condujo al analisis de los sitios hidré6fobos en la superficie de la proteina (Fig.
49) con la finalidad de apreciar posibles sitios de interaccién entre las peroxidasas y su medio
circundante. Con esto en mente se procedié a marcar en rojo a los aminoacidos con mayor indice de
hidropatia, encontrandose que este tipo de aminoacidos ademas de encontrarse en la parte interna de la
proteina, también se encuentran sobre la superficie expuesta al solvente. Este analisis nos lleva a pensar
en la posible complementariedad de unién con otros componentes hidrofébicos de la pared, tal es el caso
del homogalacturonano (HG) -polisacarido pectinico mas abundante (65% de las pectinas totales de la
pared celular)-, el cual es secretado en un estado muy metil-esterificado (Staehelin & Moore; 1995;
Sterling et al,, 2001; Wolf et al,, 2009) y por ende altamente hidréfobo, postulandolo como posible actor
durante este tipo de unién. Es posible que enlaces iénicos y puentes de hidrégeno ocurran en el caso en
el que exista la presencia de aminoacidos polares en la vecindad del ambiente hidréfobo, los cuales
pueden estabilizar la unién y como se piensa de los puentes de hidrégeno, puedan discriminar entre la
estructura correcta de las formas incorrectas (Matthews, 2001).

Figura 50: Zonas hidroféobicas presentes en la superficie molecular de LePrx16 usando a una
peroxidasa cationica de cacahuate (PDB ID: 1SCH) (Schuller et al., 1996) como estructura templete, se
representan en color rojo los sitios con mayor hidrofobicidad. Izquierda: Vista frontal del canal de acceso
hacia el sitio activo. Derecha: Vista a 180° del sitio activo, obsérvense los surcos hidrofébicos en esta parte
de la molécula, los cuales pueden conducir su unién a otros componentes de la pared.
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Conclusiones

Se purific6 una proteina de de tallos de Solanum lycopersicum L., de 351(319 aminoacidos como
proteina madura, sin péptido sefial) de longitud, un peso tedrico de 45.9 kDa (proteina glicosilada
madura) y un pl de 8 (7.99), la cual fue identificado como LePrx16. La evidencia experimental de este
trabajo sostiene que su localizacidn es extracelular, considerando que se utilizaron procedimientos de
extraccion basados en la obtenciéon de proteinas extracelulares y de pared celular del tejido (segmentos
de tallo). Su presencia en la porcién soluble del apoplasto y asociada a las paredes celulares (fraccién
insoluble del apoplasto) sugiere una dindmica de asociacién-disociacidn, que puede tener importancia
en el control de su actividad. La capacidad de esta isoenzima para oxidar al 4cido Indolacético hace
posible su intervencién en el catabolismo de las auxinas, aunque su localizacién extracelular haria
suponer que deben acompafiarle elementos que ayuden a tener un control refinado de su actividad. El
andamiaje de la isoenzima puede contribuir a ello, y la naturaleza catidnica de la LePrx16 sugiere que la
interaccidn de sus grupos cargados positivamente con las cargas negativas de los poligalacturonatos que
integran las pectinas en las paredes celulares contribuyan a la asociacidn, aunque en un ambiente acuoso,
un procedimiento mas eficiente de asociacién lo constituye la existencia de grupos hidréfobos ubicados
en la superficie de la molécula enzimatica. El modelaje que se ha llevado a cabo para predecir la
estructura tridimensional de esta isoenzima, muestra que se exponen los residuos hidrofébicos de tal
forma en la superficie, que promueven una asociacién mas eficiente con las paredes celulares y los grupos
cargados, contribuirian a la especificidad en las uniones. La metilacién de los poligalacturonatos
promoveria la asociacién.

Implicaciones y usos practicos

Las peroxidasas exhiben un grado de versatilidad dificil de alcanzar por alguna otra enzima y debido
la gran variedad de subproductos que su actividad provee, este tipo de enzimas a menudo han sido
empleada en numerosas y distintas aplicaciones, tanto industriales como medicas, ya sea en el
tratamiento de aguas residuales, sintesis quimica (como el caso de la sintesis de moléculas ttiles en el
tratamiento del cancer), inmunoensayos, biosensores durante la determinacién de hidroperéxidos o
aplicadas en kits de diagnostico (deteccién de lactosa en leche, cuantificacién de acido urico, glucosa y
colesterol). Considerando este punto de vista, la produccién de peroxidasas con distintos grados de
variacion dependiendo de la aplicacién necesaria, ya sea en su grado de glicosilacidn para su uso médico
o modificandolas en sus propiedad fisicoquimicas a tal punto que sean mas termoestables, suena muy
lucrativo, evento que ha sido bien aprovechado en el &mbito de los ensayos inmunolégicos junto con el
uso de distintos sustratos cromogénicos, asi como en la industria de produccién de polimeros fendlicos
con sus respectivas aplicaciones que incluyen la produccién de materiales con proteccién anticorrosiva
y diodos emisores de luz mejor conocidos como LEDs.

Su aplicacién en la biorremediacién de aguas y suelos contaminados con fenoles, cresoles, fenoles
clorados y otras clases de contaminantes fendélicos, nos provee otra faceta de las peroxidasas, la cual ha
sido demostrada tanto en laboratorio como en plantas piloto con resultados prometedores, considerando
el gasto de agua que las actividades antropogénicas han dejado a lo largo de muchos afios de abuso y
contaminacién indiscriminada.

Por otra parte, el uso de las peroxidasas en plantas transgénicas ha resultado un éxito, donde se ha
observado que la sobreexpresion de una peroxidasa en semillas de tabaco mejor6 su germinacién bajo
estrés osmotico. Este tipo de resultados nos muestra que estas enzimas pueden ser empleadas en la
produccién de plantas en ambientes adversos. Este planteamiento nos presenta una paradoja, la cual
radica en el hecho de introducir especies en ambientes donde no se encontrarian naturalmente, hecho
de gran ayuda a la humanidad a través de cultivos de interés pero inapropiado para la naturaleza;
también podriamos verlo desde el punto de vista de ayudar a salir del bache lo que nosotros mismos
metimos dentro; es decir, ayudar a recuperar ambientes que el ser humano a erosionado o contaminado.
La aplicacién de las peroxidasas durante el enraizamiento adventicio es otra parte importante en la
recuperacién de especies amenazadas en donde el conocimiento acerca de las funciones y regulacién de
isoperoxidasas individuales, podria reflejarse en la multiplicacidn de plantas adultas que son dificiles de
propagar por métodos tradicionales, en los cuales un enraizamiento exitoso representa una limitacion
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principal para la aplicacidn de este método en algunas especies. El uso de estas herramientas plantea la
relacion interdisciplinaria tanto de fisi6logos vegetales, bidlogos moleculares, bioquimicos, agronomos,
edaf6logos, ecologos e investigadores en el area de recursos naturales.

Finalmente, el estudio de las peroxidasas resulta de importancia al emplearlas como modelo para
investigar los mecanismos que han resultado en la diversificacion y evolucién de familias de genes y sus
secuencias reguladoras, asi como investigar como este tipo de enzimas han sido empleadas por las
plantas como una ventaja evolutiva durante la colonizacidn de los distintos ambientes terrestres.
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Anexos

Anexo 1: Soluciones y reactivos

e Solucién de Hoagland:
La composicidn nutrimental de la solucién fue: KH2PO4, 1 mM; KNO3, 5 mM; MgS04, 2 mM; Ca(NO3),
5mM; H3BO3, 0.88 mM; ZnS04.7H20, 0.038 mM; CuS04.5H20, 0.016 mM; H,M004.4H0, 0.005 mM.

¢ Electroforesis en geles de acrilamida:

Sistema electroforético

Solucion o reactivo

Concentrador Separador Concentrador  Separador
(10 mL) (10 mL) (10 mL) (10 mL)

Monomero (30.8% T,
2.7% CBis)

Buffer Tris-HCl 0.5 M, 2.5 mL 2.5 mL
pH 6.8

Buffer Tris-HCl 1.5 M,

SDS al 10% 0.1 mL 0.1 mL

Aguabidestilada  [RESSTRNERSSFTRSE PP O P

Persulfato de amonio 150 pL 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL

(APS) (N2HsS:05).

TEMED N,N,N',N'-
e Buffer de Laemmli (25 mM Tris base, 192 mM Gly, 0.1% SDS):

tetrametiletilenodiamina
(C6H15N2).

Reactivo Concentracion
Trisbase |

Gly 192 mM

SDS 0.1% (peso/vol)
Agua bidestilada Hasta el aforo

e Tincién de azul Coomassie para geles de poliacrilamida (PAGE)

Solucién de tincion:

1) 2.5 g Azul Brillante Coomassie R-250
2) 450 mL metanol

3) 100 mL acido acético glacial

4) Aforar a1 L con agua BD

Solucién destifiidora:

1) 200 mL de metanol

2) 150 mL de acido acético
3) 650 mL de agua BD
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* Electroforesis en dos dimensiones
Buffer de rehidratacién para IEF:

Reactivo

Concentracion

Urea (PM 60.06)
CHAPS

Buffer IPG
Solucién de bromofenol al 1%

Agua bidestilada
DTT *

8 M

2% (peso/vol)

0.5% (vol/vol)

0.002

Hasta el aforo

3 mg para una alicuota de 1.07 mL

* Se prepara una solucion stock con todos los reactivos sin DTT y se almacena en alicuotas,

finalmente se aiiade el DTT.

Buffer de equilibrio:

Reactivo Concentracion

Urea (PM 60.06 g/mol)
Tiourea (PM 76.12 g/mol)
Glicerol

SDS (PM 288.38)

Solucién de bromofenol al 1%
Agua bidestilada

6 M

75 mM

29.3% (peso/vol)
2% (peso/vol)
0.002%

Hasta el aforo

* Se agregan hasta su uso el DTT (100 mg por cada 10 mL) y iodoacetamida (250 mg por cada 10

mL)

Solucién de agarosa para sellar (25 mM Tris base, 192 mM Gly, 0.1% SDS, ):

Reactivo Concentracion

Buffer de Laemmli
Agarosa (NA o M)
Solucion de bromofenol al 1%

0.5%
0.002% (peso/vol)

Buffer de Laemmli (10 mL) + agarosa (50 mg) + Bromofenol al 1% (200 pl).
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Anexo 2: Andlisis in silico

% Resumen de las 10 secuencias con mejor calificacion (E-value bajo) Blasp

Descripcion

LePrx16 [Lycopersicon
esculentum (Jitomate)]
tuberosum (Potato)]
NtPrx15 [Nicotiana
tabacum]
BpauPrx02 [Brunfelsia
pauciflora]
LjPrx02 [Lotus
japonicus (corniculatus
variedad japdnica)]
PtPrx67 [Populus
trichocarpa (balsamo
occidental)]

persica (durazno)]
raimondii

FvPrx01 [Fragaria
vesca]
Populus tremula x
Populus alba (alamo

gris)]

% Identidad

100

93

87

86

76

75

72

76

71

77

Aminoacidos
(Longitud)

351

361

360

361

331

329

336

322

337

324

102



R?

< Prediccion de estructura secundaria por Psipred

e {IEREN2an0BRRENERRRRERRERERNE N nERRREn!
e

Praed: CCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHARCCOCCCOCC
AA: MASPSLFTFDSSLLVVLILSIFVSIHFOQVIQAQGTORIVEK

10 20 30 40
¢ jENS2BasaERERIRNEREERERREREN R0 asnanRaxl

Pred:

Pread: CCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHEHHHHCCCCCHHHHHAHH
Af: GLSWIFYDSICPNAESIIRRRILONVFRODIGOAAGLLRLE

50 &0 70 BO

FPred: CCCCCCCCCCCEEECCCCOCOCCOCOCCCCCCOCOCCCCUCHHEE
: FHDCFVQGCDGSVLLDGSASGPSEFRDAPPNLTLRQOAFRZ

920 100 110 1290

< .. jNNNNENSENEAENEN3.aSNENNNNNEEINE.-RRRNINN
Pred: INEEEEEED D

FPred: HHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHEHHHHHBCCCOCCOCC
AR IEDLRRRVH#DCGRVVSCABITAILARDS?FESGGPDED%

130 140 150 160
--:. jnEEEEEN32=3008E a0 NRRNRNEEENERNEN 0NN
Pred: 3 ) E—

Pred: CCOCCCCCCCCOCCEHHHHOCOCCCOCOCOCHEARAEHBRABCOCC
ARz PLGRRDGLT?&T*NETLﬁH%PPPSF¥T3L§LASL&TKHF?

170 180 190 200
cons: jAlBn—-nalSssnsnszxsBoniiNEENEEEEsANDEREE
Pred: 2 =

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCCCCOCCCCCCOCCHHEERE
AR PTDVVALSG?ETIGISHCSSFTDRL!PHQDSSHDKT?AEN

210 220 230 Z240

cornz: {iHaiEIIEREEERAnEREREE - -alRARRRR:H000ani
Pred: ..'

Pred: HHHCCOCCCCOCCOCCCCOCCOCCCOCCOOCUTERARARBNEHCCOCOCC
AfR: LEITICPIRNSINITIVLDIRSPNEFDNEYYVDILMNAQGLET

250 260 270 280

Cens: inansnalissniiiSEEenEaENSENENEEREnEEE N
rred: _gED gEm—— g

Frod: CUHHEHEHCOUOOOHAHHAHAHEECCUOHEREHHAAAEREAHERECCOCOCOT
Al SDGDLYTDR%TRGIVTSFA;NESLFFKEF?ESHIKHGGL@

290 300 310 320

cens: nSElEsnsssnnanaslliissssnasnanill
Pred:

Pred: COCCCCCCHBCOCCCCOCCCOCCCCOCCOCCCCCOCCOC
AR: VLTGTOQGEIRANCSVRNENNYNLIQGTWSEL

330 340 350
Lesgesrct s
_ - Feel i Conf: L:l lll - oconfidence of predicrion
: - - mrrand Pred: predicted secaondary Stootose
- ooil AR: targe: Seroence

103



R?

% Prediccion de caracteristicas por NCBI (en todos los casos el simbolo # muestra la localizacion de los residuos implicados en la
caracteristica segun se trate), se incluyen los resultados del Blast con las 9 secuencias con mejor puntuacion:
» Ligado del hemo (29 residuos):

10 20 30 40 50 60 70 B0
hicrere pepetng] [t pencmnll BRRGS Sl et srerndll PRt Shiheed ety ool fFontiert st et ene]
Eeature 1 g dE dE & # # ¥
1FHEF_A 1 r;zLTPTFYHE--TCPNLFPIVFGVIEDASE tDPRIGAELMRLHFHDcrvqgcnﬁvaLnnt-dt1ESEQDRLPNJ_ -nSIR- 75
guery 4] GLSWTFYDS--ICPHAE z 115
gi 223550168 AL OV S GG EADVERTVAG [POFfEDET] FHDCENngCOASLLL A ; 100
gl 226496139 DLSVYFHAD--SGPOLETIVRSSVDAR LTAGLLELLEHDCEPgCRASTLLd 109
gi 147827141 GLSYSIYQK--S0E : : SDPSSPEAELE B PLE ; 98
3HDL_A 1 DLGIGFYHT--SEPTAEEquaiwmrannmIAPGLIm-IEFHDE:E'vrg::nﬂvaLdst-annTAEKDnIqu pSLR- 75
1SCH_A 1 XLSSHFYAT--KCPNALETIKsnﬂgsm.*ak_EAEﬂGASLL.RLHEHDl::FVqgcnﬂsmddt-snfTGEKTnﬁPNa -nS8IR~- 75
g1 3927894 17 QLTETFYDQ--TCPER 90

T .
2311477759779 112 QLSPDFYDK--LCPQALPTIRSILEKAlthPRLGASLLRVBFHDCFVngCDASULdet-pnfTGEKTBGPNl-nE'R- 186
g1 255634941 75 ELSPDFYIE--TCPHAQKIVADALADIVEKNPGALGNLLRLOFHOCFVngCDASILLAdyepsgdTVERESSMVNg-1LLE- 150

99 100 110 120 130 140 150 160
R L TRl | st S aca ot [2esommnia | creamnsit | cavawenng] serandis |
Eeaturs 1 wHEH
1FHF A FI 2 a7 TPV ; =
Query 116 gAFRIIEDLRERVHRDC=- EHWSC&DITAIMRDEVFFEgGP[J‘EDLPLGRRDGlt. fﬂTTHELl----ElﬂLPPPSFnTSL

gl 223550168 101 -GYDITDQAKTAVERAC-]
i 226496139 110 -AVOLVEDIRGEVHAAC-GPT
g3 147827141 99 -ERESISLIKSVVEAQC-]
3HEDL_A 76 =GFEVITAAKSAVEAAC-]
18CH A 76 =GFEVIDTIEKSQVESLC=]

gi. 3927894 51 —GLEIVDAIKRA?EEEC-_

gi 147779779 187 -GF + 2 B :

gi 255634941 151 -GhDHIDDIEIKLnEQC PQT?ECADTLAFTAHEVHTHAQLLPRKPLGGRRDAlv ElESRAda----dnLPLPDWtHDQ 223
170 180 190 200 210 220 230 240

Egature 1 # # # #H R ¥ #

1FHF A 148 LK&SFAUGGl-NTLDLVTLEGGHTFGRARESTF1ﬂrlynfsntgnpdptlntTYLE?LRhRﬂPqna---tngLTNLDl- 222

query 150 258

g1 223550168 171 246

gl 226496139 182 247

gl 147827141 172 XLQIFTQKGm-TIK_EAUA;IGAHTLGITHCLHIrdrlqrpcg-ggrargmepGFEAFLRLS«CPegsl-1snsTFWND-- 246
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JHDL A
18CH A

@l 3927894
gl 147779779
@i 255634941

Eaturg 1
1FHF_A

query
gl 223550164
@l 226496139
i 147827141
JHDL A
18CH A

gl 3927894
gi 147779779
i 255634941

Eeaturse 1
1FHF_A

Quary

gi 223550168
gl 226496139
gl 147827141
JHDL A
1BCH A

g1 38927894
gl 147779778
gl 255634541

138
148
152
260
224

iid -
259 -

247

FLL
47 -

225
216
234
Lk F)

a0l -

297
331
LB R
323
321
297
208
ang
401
i

LINSFANET 1 -TADEMVTLAGAHE I GVAHCSSFtnr lyninegegqidpt lApS¥AALLANTCPANAt-rfEpITVELDL -~

LISAESNEGE =T THELNTLEGANT I GOAGCT AL Ed Y -mnmm e
LXQKFEALG1-DSTOLVAPSGAHTFGRSRCMFFEgrfanfngtggpdpa ldpAYROELERACTAG~~ -~~~ aTRVNFDp-

LLENEQMEGE L DL S GG ALABCTNE LA g0~ - -~~~ AL DL KpEEABRLAGICRL 80 - -~ gddNTATLY - -
MVELFTERGL-NIEEMVILLGAHS IGMAHCDLE igraynfgntgkpdpt LLvEAVEEFEKACPRVNt pLyrnPPYNFD—
250 260 270 280 2990 lao KR 320

L PR ETTIL Jenpe) DAL JRPRTe (O ey (e S |

iiii'llil]iiii*ihll‘illii.iiillh--

LOCHFV 302
ABCENL 336
RECRAT 324
RNCFRE 328
LECVPF 324
TRCEVVY 302
THCRET 293
RHCRGY 313
MHCRELI 406
KICRAT 379

224
1%
233
324
300
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» Sitio activo (31 residuos):

Eeature 2
1FHF A

query
gi 223550168
gi 226496139
gi 147827141
JHDL A
15CH A

gi 3937364
gi 147778779
gi 255634941

Eeaturg 2
1FHF A&

guacy

gi 223550168
gi 2264%613%
gi 147827141
JHDL A
18CH A

gi 39273%4
gi 147778779
gi 255634941

Featurs 2
iFEF A

LHeE
gi 223550168
gi 2264%613%
gi 147817141
IHDL A
18CH A

10 i0 30 40 50 aad T o
#F #F &2 &
1 DLTPTFYH.E——TEPHLFP"‘-"E‘G?IFEI.HSftDPHIEhELIﬂLHFHDEE“quEDEE‘JILﬂFt dtlEEEQD.ﬁL‘PHi

1 DLDIGFYHT——ECPTBESE‘JEQE“MMHEG4MGLIRHHFBI:'EE'VIQEDAEMEt &nn']:.F;.'EIIlHIPHI. pELR-
1 XLSSHFYAT--KCFMALSTL RE.P.WEPNEILEHRHERELLRLEFHDEE“JI;QEDHEMdt nnfTGER""REPH: n3LR-

EHRCE N oD 8 T B =]

17 QLTETFYDO- RS R L EE DT
112 QLESPDFYDE-—LCPQALETI HEIL.EKH.I],?]'.IEFHlEA.ELLRWFHECE’UngEDAE‘.EMELt [JHITGEE"'AGPHJ. OSLR-

75 ILEPDF‘.E_K——TEPHLEPI?ADELBDI?kﬂmﬂﬂangEﬂAﬂldeEpangEﬂﬁmg 1LLE-
a0 oo 110 126 130 144 150 L&
Rt e e s b b TR s s e e R R e e |

. y F . z PRIFELLTO

116 I';m"'IEDLERE'JERDC—:HWEERDITALAHRDEWFSQGPDEDL?LERRDGII fE.TThZEtl————E.I'.‘LLPPI' EFOTEL
101 -GYDI IO AR TAVERA B S AL L AT AT ALY ELSgECR Y NOTERENG ———— 156D ——— LEERERYEE
114 —-AVQLVEDIRGEVEARC- mm;mwﬂm————w— BRI TELVLE
99 -KRESISLIKSVVEAQC-PGINSCANLLUMAARDAVAESQRPN-KYERGRENS— ] IT

76 —GFEVITAAKSAVEARC- mmmmmmmﬁmnﬁmm————mm
76 —GFEVIDTIKSOVESLC- mmmmwmnﬂm —————— ALEAIFEILSR

91 -GLEIVDAL FAAVESEC-EGLD LESIFELLER
151 -GROMIDDZ ELILEEDE EU"?SEEETLAFTHHE?HTHL;LLPHBILEGRRDEI? alssaada————duL?LrTwumma
170 100 150 200 210 220 230 240
3P I (AR R [P, R [ A PR AR SRR ] [REEER, R R R |

# # #F O & AR & #

148 LEASFAVQGl-NTLOLVILSCGHTFCRARCSTFinrlynfentgnpdpt lnt T¥LEVLRARCPgQna-——tgdNITHLD1-
190 = T ~——EL T L0 -
171 AVARFAEIGl-KTTOMVLLLGAHSVGVTHCSLIkdrlydfegsgnpdplmdpFLVNLLRFRCPgfp—-——aidNTYNLDgn

182 LLOAFCIENlanPa L AL ST CRARCS S gdyag————————-Ra b dIV TR TATCS s py—— s o TL
172 XLOIFTQREGm-TIKEAVAL IGAHTIGITHCLNIrdrlorpeg-ggrargnepGFEAFLALSCPegsl-iensTFYVHD —

148 LINSFANET1-TADEMVILSGAHSIGVAHCSSFtnrlyninsgegidptlepSYAALLANTCFanet-ritpITYSLODI-
143 LIAARSNIE LT THA LTI S RAR L AOASIT AL LA - - AR LR AR SRR - - -kl

147
183
17a
181
171
147
147
161
258
223

222
58
246
247
2448
224
215
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gi 392789%4
gi 147779779
gi 255634941

Eeature 2
1FHF A
AIUEA

gi 223550168
gl 2264%613%
gi 147827141
JEDL A
18CH A

gi 3927894
gl 147774775
gi 2556345941

Feature 2
1FHF A
AR

gi 223550168
gi 2264%613%
gi 147827141
JEDL A
18CH A

gi 3927894
gl 147774775
gi 2556345941
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Alineamiento con respecto a las 25 secuencias con mejor puntuacion en contra del banco de
Peroxibase, se incluyen las secuencias de cacahuate (Arachis hypogaea) y del calabacin
(Cucurbita pepo); se muestran con flechas azules los residuos de Cys conservados, con flechas
naranjas las His cataliticas, con flechas verdes los residuos putativos de union a la pared
descritos por Carpin y colaboradores (2001) y en flechas rojas los residuos que se
encontraron com parte del parche con carga positiva de mayor superficie en LePrx16:
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