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RESUMEN

La actividad peroxidasa (px) asociada a la pared celular participa en la regulacion
del crecimiento vegetal al catalizar la formacion de lignina y puentes diferulato (DFA),
proceso que disminuye la libertad de movimiento de la matriz de polisacaridos y la
propiedad extensible de la pared celular. La actividad px de la pared celular también
participaria en la generacion de H,O; a partir de NADH y O,, oxidante necesario para las
reacciones de polimerizacion fenolica. En consecuencia con este fendmeno, existe una
bien documentada relacién entre pxs y la limitacion del crecimiento vegetal. Asi entonces,
usando como material vegetal el coleoptilo de avena, se estudié las pxs de pared en
relacion al efecto de ciertos compuestos naturales que modifican el crecimiento, tales
como el acido indolacético (AIA), que lo estimula y el 4cido hidroxdmico DIMBOA, que
lo inhibe. Se asumid la hipoOtesis que compuestos que afectan el crecimiento (AIA y
DIMBOA), afectarian también la actividad de pxs y el nivel de polimeros fenolicos
generados por éstas en las paredes celulares. :

Empleando un método basado en exhaustivos lavados con Triton X-100, un
detergente no idnico, se obtuvo un sedimento de paredes celulares libres de
contaminantes que normalmente co-purifican con éstas (mitocondrias, plasmalema,
reticulo endoplasmico). El sedimento de pared purificado contenia cerca de un 0,6%.de la
actividad px total presente en el coleoptilo. La actividad px pudo ser liberada de la pared,

aumentando la filerza idnica (fraccién idnica) o bien destruyendo la estructura de los

[
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polisacaridos de la pared (fraccion covalente). También fue posible obtener una tercera
fraccion de pared, que contenia un 0,4% del total de actividad px en el coleoptilo,
infiltrando el tejido intacto con una solucion de CaCl, 20 mM (fraccidn intercelular). Las
pxs de las fracciones idnica y covalente de pared fueron caracterizadas cinéticamente en
la utilizacién de sustratos fendlicos precursores de DFA y lignina, H,O, y en la oxidacion
de NADH por O, ast como en su composicion de isoformas a través de
isoelect;oenfoque. Estos estudios revelaron diferencias cinéticas que sugieren una mayor
relevancia de las pxs idnicas por sobre las covalentes, en la formacion de DFA vy lignina
en la pared celular. Esta idea fue apoyada cuando en paredes de segmentos de coleoptilos
en crecimiento se observo que la actividad px en la fraccion idnica aument6 cerca de un
50% por sobre la covalente, aumento que precedié a la acumulacién de DFA y lignina.

Al estudiar el efecto del AIA a una concentracion fija de la hormona que produce
cerca de la maxima elongacion de los coleoptilos de avena (40 uM), se encontré que la
actividad px de la pared disminuy6 desde la primera hora de tratamiento hasta alcanzar un
60-70% de disminucién después de 22 h. La inhibicién de la actividad px fue mayor en
cerca de un 30%, en la fraccion idnica e intercelular con respecto a la covalente. Sin
embargo, durante este periodo, el AIA no modific6 los niveles de DFA y lignina en las
paredes celulares, pero alteré notablemente la composicién de isoformas de la actividad

px asociada a las fracciones de pared. El AIA disminuyé preferencialmente la actividad de

isoformas acidas de px (pl ~ 4,0-5,5) en las tres fracciones de pared analizadas. Las

isoformas 4cidas presentaron una mayor eficacia de oxidacion del AIA con respecto a las

isoformas basicas. Asi parece ser que el efecto del ATA sobre la actividad de las pxs, mas
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que modificar las propiedades fisicas y quimicas de la pared celular, minimizaria el
potencial dafio oxidativo derivado dﬂ? la oxidacion del AIA en presencia de pxs, una
reaccion que genera especies radicalarias y H,O,. El potencial dafio en las cercanias de la
membrana pondria en riesgo la integridad celular; de modo que la respuesta de inhibicion
de la actividad px en la pared inducida por el AIA, seria‘de crucial importancia durante el
crecimiento de tejidos juveniles, como el coleoptilo, habituaimente expuestos a altas
concentraciones de AJA.

Finalmente, al estudiar el efecto del DIMBOA, se encontré que este compuesto
inhibid notablemente el crecimiento de los coleoptilos de avena, a la vez que estimul6 la
oxidacion de NADH catalizada por pxs de la pared celular. Esta reaccién acumulé H,0,,
producto de la efectiva descorhposicién provocada por DIMBOA, de una forma
cataliticamente inactiva en la oxidaciéon de NADH, el denominado compuesto III. El
H,0, formado en esta reaccion, incrementd los niveles de DFA y lignina en las paredes de
coleoptilos en un 30% y 55%, respectivamente, durante las primeras 10 h de tratamiento
con DIMBOA. Sin embargo, el exceso de H,O, formado y posibles efectos toxicos del
DIMBOA per se, indujeron en los coleoptilos un estado de estrés oxidativo, evidenciado
por la disminucién de la actividad de enzimas antioxidantes (catalasa y ascorbico
peroxidasa), disminucién de glutation reducido y aumento del glutation oxidado, ademas
de un incremento en los niveles de lipidos y proteinas modificadas oxidativamente. Asi, el

efecto del DIMBOA sobre las pxs en la generacion de H,O,, daria cuenta del marcado

efecto inhibitorio del crecimiento que presenta este acido hidroxdmico: en periodos

cortos, favoreceria la acumulaciéon de polimeros fendlicos en la pared; mientras que en




periodos mas largos, promoveria un estado de estrés oxidativo inducido por la
acumulacion de H,0, y especies radicalarias derivadas del peroxido.

En sintesis, los resultados de esta tesis indican que las pxs son blanco' de los
reguladores del crecimiento ATA y DIMBOA, los que modifican la actividad de pxs de la .

pared celular y su participacion en el proceso de elongacion de los coleoptilos de avena.




ABSTRACT

The wall bound peroxidase (px) activity participate in the regulation of plant
growth by catalyze the formation of the phenolic polymers, lignin and diferulate bridges
(DFA), process which decrease both the mobility of the polysaccharide matrix and the
extensible property of the cell wall. Wall bound px activity would also participate in the
generation of H,O, from NADH and O,, oxidant needed for the phenolic polymerization
reactions. In agreement with this phenomenon, a well doc;lmen'ted relationship exists
between px ac';ivity and plant growth limitation. So then, using oat coleoptiles as plant
material, the wall pxs were studied in relation to the effect of certain natural compounds
that modify plant growth, such as indolacetic acid (IAA), which stimulates growth, and
the hydroxamic acid DIMBOA, which inhibits it. It was assumed the hypothesis that
compounds that affect growth (AIA and DIMBOA), would also alter px activity aslwell
as the level of phenolic polymers generated by them in the cell walls.

Utilizing a method of washes of wall fragments with Triton X-100, a non-ionic
detergent, it was possible to get a cell wall pellet free of normally co-purifying
contaminants (mithochondria, plasma membrane, endoplasmic reticulum). The purified
cell wall pellet contained around 0.6% of the total px activity present in the oat
coleoptile. Px activity could be released from the walls by increasing the ionic strength
(ionic fraction) or by destroying the wall polysaccharide structure (covalent fraction). It

was also possible to get a third wall fraction, containing 0.4% of total px activity in the
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coleoptile, by vacuum-infiltration of the intact tissue with 20 mM CaCl, (intercellular
fraction). The ionic and covalent cell wall fractions were kinetically characterized in their
rates of utilization of phenolic sustrates precursor of DFA and lignin, H,0, and NADH
oxidation, as well as in their px isoform composition through isoelectrofocusing. These
studies revealed kinetic differences suggesting a higher relevance of the ionic pxs than the
covalent ones in the DFA and lignin synthesis at the cell wall. This poposal was supported
by the fact that the ionically bound px increased 50% over the covalently bound in walls
of growing coleoptile segments, increase that preceeded the DFA and lignin
accumulation.

Studying the effect of IAA, at a fixed hormone concentration (40 pM), which
produces almost maximal oat coieopti]e elongation, it was found that wall bound px
activity diminished from the first hour of treatment reaching a 60-70% decrease after 22
h. The inhibition of px activity was 30% higher in the ionic and intercellular fractions than
in the covalent one. However, during this period, the IAA did not modify DFA and lignin
levels in the cell walls, but it altered notably the isoform composition of the px activity
associated to the cell wall fractions. The IAA diminished preferencially the px activity of
acidic isoforms (pI~ 4.0-5.5) in the three wall fractions analyzed. The acidic isoforms
showed a higher efficacy of IAA oxidation with respect to basic isoforms. Thus it seem to
be that the hormonal effect on px activity, rather than to modify the physical and chemical
cell wall properties, could be related to prevent the potential oxidative damage derived
from the IAA oxidation by pxs, a reaction generating radical species and H,0,. Tile

potential damage near the plasma membrane would risk the cellular integrity; so that, the
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inhibition response of wall bound pxs induced by IAA would be of crucial importance
during the growth of young tissues, like the coleoptile, constantly exposed to high IAA
concentrations during the development.

Lastly, studying the effect of DIMBOA, it was found that this compound
effectively inhibited the oat coleoptile growth, and stimulated at the same time the NADH
oxidation catalyzed by wall-bound pxs. This reaction accumulated H,0,, as result of the
effective decomposition of compound IIT induced by DIMBOA, an inactive catalytic form
of px in the NADH oxidation. The H;0O, generated through this reaction increased the
DFA and lignin levels in the walls of oat coleoptiles by 30% and 55%, respectively,
during the first 10 h of treatment with DIMBOA. However, the excess of H,O, generated
and possibly some toxic effects of DIMBOA per se, induced an oxidative stress state in
the coleopéiles, as evidenced by the decrease of antioxidant enzyme activities (catalase,
ascorbate peroxidase), the decrease of reduced glutathione and increase of oxidized
glutathione, as well as by increment in the levels of both oxidatively modified lipids and
proteins. Thus, the effect of DIMBOA on pxs in the generation of H,0, could account
for the marked growth inhibitory effect induced by this hydroxamic acid: at short
treatment times, it would favor the accumulation of phenolic polymers in the cell walls;
while at longer times, it would promote an oxidative stress state induced by the H,0,
accumulation and radical species derived from the peroxide.

In synthesis, the outputs of this thesis work indicate that pxs are targets of the
growth regulators IAA and DINIIBOA, who modify the wall bound px activity and its

participation in the elongation process of the oat coleoptiles.
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1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas generales de la actividad peroxidasa

La actividad peroxidasa (px), en general, es desarrollada por enzimas que, aun
cuando poseen sitios cataliticos completamente diferentes, pueden reducir el H,O; a
expensas de la oxidacion de una amplia variedad de sustratos (Dunford y Stillman, 1976;
van Huystee, 1987; Welinder, 1991). Asi es como enzimas con grupos prostéticos
heminicos (ferriprotoporfirina) en el sitio activo, han sido clasificadas junto con pxs no
heminicas como oxidorreductasas dentro del grupo EC 1.11.1.x, donde x dépende de la
naturaleza del reductor utilizado (Welinder, 1991). Por ejemplo, se-conocen ciertas pxs
de algas café y rojas, liquenes y hongos, las cuales no poseen hemo como grupo
prostético, sino vanadio (Vilter,‘1984; De Boer y col., 1986). Estas enzimas, clasificadas
con EC 1.11.1.8, catalizan la oxidacion de bromuro y yoduro en presencia de H,O,, por
lo cual también han sido llamadas bromoperoxidasas (Vilter, 1984; De Boer y col., 1986;
Almeida y col., 1996).

Entre las pxs con grupo hemo, se han distinguido tres diferentes superfamilias
caracterizadas por poseer un plegamiento trimidensional particular, originado
probablemente de un gen ancestral tnico: las pxs de plantas (Mn-peroxidasa, ligno-
peroxidasa, px de rabano, etc), pxs de animales (lactoperoxidasa, mieloperoxidasa, etc.) y
las catalasas, con miembros entre las plantas y animales (Welinder, 1991; Welinder y col.,

1992).




Las pxs de la superfamilia de plantas, contienen la secuencia conservada de
residuos Arg-Leu-x-Phe-His-Asp en el sitio activo, donde x puede ser Val, His o Thr. En
tanto, en las pxs de la superfamilia de animales y la superfamilia de catalasas, los residuos
cataliticos conservados corresponden a Lys-Glu-His-Asn-Arg e His-Asn, respectivamente
(Welinder, 1985; Welinder, 1991). Sin embargo, la gran diferencia de la superfamilia de
catalasas con respecto a los otros grupos de peroxidasas, es que el reductor que utilizan
para descomponer el enlace O-O del perdxido es, precisamente, otra molécula de H,O,.

La familia de pxs de plantas se-distribuye en tres clases de acuerdo a la identidad
en la secuencia de aminoacidos (Welinder, 1991; Welinder y col., 1992) :

Clase I: comprende pxs de origen procariético (citocromo ¢ px de P. qureginosa)

Clase II: pxs extracelulares de hongos (Mn**-peroxidasa, lignina-peroxidasa) |

Clase III: pxs de secrecion de plantas (px de réban(;)

Al interior de la familia de pxs de plantas, las distintas clases agrupan enzimas con
caracteristicas estructurales Unicas. Por ejemplo, destacan las caracteristicas estructurales
de la citocromo ¢ px de levaduras (clase I): posee 2 grupos hemo unidos covalentemente
a una cadena polipeptidica tnica y su actividad es independiente de Ca™ a diferencia de
todas las pxs de plantas analizadas que requieren de este catidn para mantener su
estabilidad conformacional (Welinder, 1991; Fiilop, 1996). Las citocromo ¢ pxs tampoco
poseen puentes disulfuro, mientras que las pxs de plantas y animales poseen 4 altamente

conservados, aunque entre ellas, los puentes se ubican en distintas regiones de la cadena

polipeptidica (Welinder, 1991).




Otro ejemplo de la variedad estructural lo representa la ascorbato px (ascpx),
denominada asi por su alta especificidad en la oxidacion de este sustrato. Esta enzima no
es una glicoproteina, como la mayoria de las pxs de plantas y, ademas, presenta un dtomo
de Fe adicional no unido al grupo hemo (Asada, 1991; De Gara y col., 1996). Dadas las
caracteristicas estructurales de la ascpx citosdlica y cloroplastica, mas relacionadas a las
pxs bacterianas y a la citocromo ¢ px de levadura, ellas han sido clasificadas como pxs de
la clase L.

Por su parte, la informacién acerca de pxs de monocotiledoneas es escasa y esta
relacionada a algunos estudios en cebada, donde se han caracterizado algunas isoenzimas
basicas de pxs (Hejgaard y col, 1991). En comparacion a las pxs de rabano, estas
isoformas aisladas desde hojas de cebada poseen sélo un 50% de similaridad Ie\n la
secuencia de amino4cidos, presentan un menor grado de glicosilaciéon y un
desplazamiento en la absorcién méxima en la banda de Soret de 403 a 398 nm (Hejgaard
y col., 1991). De este modo, estas isoformas de cebada podrian representar una nueva
familia de pxs de plantas (Welinder, 1991) y constituye un estimulo a la investigacién de

pxs en monocotileddneas.

1.2 Distribucién y localizacién subcelular de peroxidasas

La actividad pxs en plantas estd ampliamente distribuida en diferentes tejidos y
organos vegetales, tales como fluido de gutacion, tejido xilématico y floematico, raices,
hipocotilos, coleoptilos, hojas, flores, frutos, polen, etc. (Shanon y col, 1966; Ros

Barceld y col., 1987; van Huystee, 1987; Abeles y Biles, 1991; Gillikan y Graham, 1991).




, También a nivel subcelular presentan una amplia distribucion, encontrandose en la pared
celular, membrana plasmatica, membranas mitocondriales y de la fraccién micros;)mal,
tonoplasto, liquido vacuolar y peroxisomas; entre otros (Goldberg y col.,, 1985; Ros
Barcel6 y col., 1987; Li y col., 1989; Takahama y Egashira, 1991; Rodgers y col., 1993;
Miyake y Asada, 1992). Particularmente, las pxs en la pared celular se encuentran
asociadas débilmente por enlaces iOnicos o fuertemente atrapadas entre la red de
polimeros estructurales. Estas Gltimas, solo pueden liberarse al degradar enzimaticamente
los polisacaridos de la pared (Goldberg y col., 1985; Ros Barceld y col., 1987). Las pxs
también pueden encontrarse en contacto con la pared, solubles en el liquido apoplastico

(Liy col., 1989; MacAdam y col., 1992).

La destinacion de la enzima a diferentes compartimentos sub-celulares es un ;ema
poco conocido y podria estar determinado por varios factores. Uno de ellos es la
presencia de carbohidratos unidos a su estructura, los cuales pueden constituir entre 7 y
17% de su peso molecular (Chibbar y van Huystee, 1986; van Huystee, 1987). De hecho,
al inhibir el proceso de glicosilacién con tunicamicina en cultivos celulares de mani, la
secrecion de px hacia la pared fue notablemente disminuida (Ravi y col., 1986). También
son importantes en la destinacion de las pxs sefiales en la cadena polipéptidica, como en
el transporte de pxs hacia la vacuola que estd determinado por un péptido sefial en el
extremo carboxilo que las dirige hacia ese organelo (van Huystee, 1987). Mas ain, la
secrecion de pxs es dependiente de Ca™ y, en algunos casos, la presencia de Ca'

determina la unidn de pxs a membranas o pectinas de la pared celular (Penel, 1991; Xu y

van Huystee, 1993; Penel y Greppin,1994)




1.3 Heterogeneidad molecular de las peroxidasas

La complejidad de isoformas con actividad px en un organismo, ha sido evidente
desde la introduccion de técnicas analiticas de electroforesis. Sin embargo, las distintas
isoformas no son necesariamente producto de genes unicos o duplicacién de los mismos,
sino también podrian ser resultado de modificaciones post-traduccionales (heterogeneidad
en el tipo y cantidad de carbohidratos unidos o procesamiento de secuencias C-
terminales) asi como de artefactos en la extraccion de la enzima, tales como el
entrecruzamiento con fenoles (van Huystee, 1987; Welinder, 1991; Wan y van Huystee,
1993).

De acuerdo a las caracteristicas de carga neta en la molécula proteica, las
isoformas son reconocidas como anidnicas (Acidas), neutras o catidnicas '(bésicas)), las
cuales pueden presentar caracteristicas fisicas y quimicas particulares. Por ejemplc;, las
isoformas anidnicas y catidnicas en radbano y mani, difieren en su composicién de
amino4cidos y carbohidratos, movilidad electroforética, propiedades cinéticas y
especificidad de sustrato (Shanon y col., 1966; Kay y col., 1966; van Huystee, 1987; Hu
y col,, 1990; Zheng y van Huystee, 1991). A pesar de estas diferencias, las principales
isoformas de pxs aisladas desde raices de rabano y nabo o desde cultivos celulares de
tabaco y mani, presentan masas moleculares similares entre 38.000 y 45.000 (Welinder,
1985; Hu y col., 1990; Lang y col., 1990).

Las variadas isoformas de px estdn ampliamente distribuidas en diferentes
compartimentos celulares, pero ain se desconocen, en gran medida, los mecanismos para

el transporte especifico a estos compartimentos (van Huystee, 1987). Muchas de estas




isoformas poseen un patrén de expresién que puede estar regulado por el desarrollo e
influenciado por estimulos ambientales tales como temperatura, luz, infecciér; por
patdgenos, hormonas vegetales, metales, herbicidas, gases atmosféricos (Mato, 1983;
Castillo y Greppin, 1986; van Huystee, 1987; Karataglis y col., 1991; Martinez y col.,

1996).

1.4 Mecanismo catalitico de peroxidasas

Las pxs catalizan la oxidacion de una amplia variedad de compuestos organicos e
inorganicos en presencia de H,O, (Dunford, 1976; Rodriguez y van Huystee, 1994).
Ademas, las pxs de plantas pueden oxidar ciertos sustratos como NADH, AIA o
hidroquinonas, utilizando como oxidante el oxigeno molecular (Yamazaki y Yo}kota,
1965; Halliwell, 1978). Ambos ciclos cataliticos en la misma enzima, denominados el
ciclo peroxidativo y oxidativo, respectivamente, se representan esquematicamente en la
Fig. 1. En el ciclo peroxidativo, las pxs utilizan dos sustratos en un mecanismo cinético
de ping-pong (Dunford, 1976): el H>O, y un reductor del denominado CI, un complejo
enzimatico verdoso resultante de la unién del peroxido al grupo hemo de la enzima
(reaccion 1). Los principales eventos en el ciclo peroxidativo incluyen el rompimiento
heterolitico del enlace O-O en el H;0,, para liberar un atomo de oxigeno como Hzp yel
otro se une al Fe heminico. En este proceso se requiere la participacion de 2 electrones,
uno de los cuales proviene del atomo de Fe y asi generar una especie ferril en donde el Fe
heminico se encuentra como Fe™, mientras que el segundo electron es aportado por el

anillo porfirinico o bien de la transferencia hacia éste desde la proteina (Dunford, 1976;




Ortiz de Montellano, 1992; Rodriguez y van Huystee, 1994). A continuacién, el CI es
reducido en dos pasos univalentes por un dador electronico (AH), que en plantas es
generalmente un compuesto fendlico, ATA o NADH. La primera reduccién genera un
intermediario rojo, el CII (reaccion 2) y, en una segunda reduccion, se regenera la enzima
férrica (reaccion 3) (Dunford, 1976; Ortiz de Montellano, 1992). Las correspondientes
especies radicalarias del reductor difunden desde el sitio catalitico (Yamazaki y col.,
1960)(A", en reacciones 2 y 3), para dismutar espontaneamente o acoplarse para formar

estructuras poliméricas (como en la formacion de lignina)

Px (Fe") + H,0, —> CI (1)
Cl+AH —=  CIlI+A 2
CII+ AH —= Px (Fe®) + A’ (3)

Por otro lado, en el ciclo oxidativo de la enzima la oxidacion de los sustratos
procede a través de un complejo enzimético ferroso, el CIII. El CIII se forma por la
reduccidn univalente del Fe heminico por el sustrato dador de electrones (RH), juﬁto con
la oxigenacion de la enzima (reacciéon 4y 5) :

Px (Fe"*) + RH —_— Px (Fe'?) + R’ 4)

Px (Fe') + 0, — Px (Fe - 0,) (5)

El CIII, Px (Fe' — Oy), es cataliticamente inactivo debido a su lenta descomposicién

(k=2x10°s") (Aguda y Larter, 1990), proceso que puede ser considerablemente




acelerado por fenoles para regenerar la enzima férrica y liberar el oxigeno como radical
superdxido O,” (reaccion 6) (Halliwell, 1978). El ciclo oxidativo de las pxs es
fuertemente dependiente de Mn'?, el cual parece favorecer la dismutacién del radical de

oxigeno hacia H,O, (Halliwell, 1978; Aguda y Larter, 1990), segun:

CIII + Fenol - Px (Fe™) + Fenol + O,” (6)

Mn?+0,"+2H" ~— Mn™ + H,0, (7)

El H,0, producido puede ser utilizado luego por la enzima en su ciclo peroxidativo
(reacciones 1-3 y Fig. 1), para oxidar el sustrato dador de electrones (RH) e incluso el
mismo fenol que acelera la descomposicion del CIII (Halliwell, 1978; Pedrefio y col,,

1988).

Figura 1: Ciclo oxidativo y peroxidativo en las reacciones catalizadas por peroxidasas.
Px (Fe+3 /+2), peroxidasa en estado férrico o ferroso; CI, compuesto I, CII, Compuesto II,
CIIL, compuesto III; AH, dador de electrones (fenoles, AIA, NADH). Los nameros junto

a las flechas hacen referencia a las reacciones descritas en el texto.



La existencia de este ciclo oxidativo-peroxidativo en la misma molécula
enzimatica, ha llevado a establecer la autosuficiencia del sistema de peroxidasasﬂ en la
pared celular para llevar a cabo la polimerizacién oxidativa de f:enoles y generar el H,0,
necesario para esta reaccion (Pedrefio y col., 1995). Sin embargo, es importante
mencionar que otros mecanismos han sido postulados para la biogénesis del H,0,
requerido para la formacién de polimeros fendlicos en la pared celular de plantas, como

se describe a continuacion.

1.5 Biogénesis del H.O>en la pared celular.

Uno de los mecanismos de generacion de H,0, en la pared celular es a través del
ciclo oxidativo de las peroxidasas, que se describié anteriormente. Este modelo esta
fuertemente apoyado por la presencia de pxs solubles en el liquido apoplastico y unidas a
la pared celular (i6nica y covalente) (Elstner y Heupel, 1976; Goldberg y col., 1985; Ros
Barcel6 y col., 1987; Li y col., 1989; MacAdam y col., 1992) asi como por la presencia
de NAD, de cofactores fenélicos y Mn*? en la pared celular (Hartley y Morrison, 1991;
Shinkle y col., 1992). Ademas, existiria un continuo aporte de NADH en este
compartimento a través de la actividad malato deshidrogenasa presente en la pared
celular (Gross, 1977; Mieder y Schloss, 1979).

También se ha propuesto la formacion de H,0, en la pared celular a través de la
reduccion de O, por NADH, mediada por coenzimas de flavina (Hwang 1982). En este
mecanismo la coenzima (FMN o FAD), reducida por NADH reacciona con O, para

generar peroxidos flavinicos, los cuales reemplazarian el HyO, como oxidante en las
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reacciones catalizadas por pxs. Sin embargo, se ha estimado que el proceso dependiente
de FMN es menos eficiente que aquel dependiente de Mn** en la oxidacién de NADH
mediada por pxs (Stich y Eberman, 1984).

La autooxidacion de fenoles podria constituir una fuente del H;O,, en la pared celular
(Cohen y Heikkila, 1974; Misra y Fridovich, 1974). Jiang y Miles (1993) han propuesto
que el H,O, podria originarse en la oxidacién de fenoles (catequina) por fenolasa o
tirosinasa, reaccion que genera especies ariloxi (quinonas) radicalarias capaces de reducir
O; hasta H,0,.

Por otro lado, Apostol y col. (1985) sugieren que el H,O, podria originarse a nivel de
la membrana a través de una NAD(P)H oxidasa; sin embargo, este modelo no concuerda
con estudios citoquimicos que indican que el sistema generador de H,0, coexiste con la
actividad px de pared, independiente de la ;nembrana (Goldberg y col.; 1987; Czaninski y
col., 1993). A pesar de esta evidencia, se ha propuesto que otro posible candidato para la
biogénesis de HyO; es la actividad super6xido dismutasa en la pared (Ogawa y col,
19965, la cual podria interactuar con el sistema de oxidasas de membrana para generar el
H,0,. Finalmente, se ha postulado que el H;O, podria originarse a expensas de la
oxidacion aerdbica de AIA mediada por pxs de pared, en un mecanismo similar a la
oxidaciéon de NADH (Smith y col., 1982; Pedrefio y col., 1988, 1995). Este modelo se
apoya en que el AIA se encuentra soluble en el apoplasto, donde ademés es posible
detectar productos de su descomposicion peroxidativa (Pedrefio y col., 1988; Sanchez-

Bravo y col., 1988).
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1.6 Funcidn de la actividad peroxidasa en plantas,

Entre las funciones fisiologicas de la actividad px en plantas, se reconocen: °
- La formacién y degradacion de lignina y suberina, polimeros fenolicos depositados en
la pared y que sirven como una barrera fisica, rigida e hidrofébica que impide el avance
de patogenos e infecciones (van Huystee, 1987; Lewis y Yamamoto, 1990; Graham y
Graham, 1991; Whetten y Sederoff, 1995). La polimerizacion oxidativa de fenoles en la
formacion de lignina o suberina es atribuida especificamente a pxs de pared celular; pero
ellas también serian importantes en la biogénesis de H,O, a través de la oxidacion de
NADH, como ha sido discutido anteriormente.
- La formaci6n de taninos y de una variedad de productos oxidados que pueden formar
parte del sistema de defensa contra insectos y patogenos (Kobayashi y col., 1996).
- la participacion en el metabolismo de fitohormonas, en la degradacion del AIA (Gaspar
y col., 1985; Gazarian y col., 1996) y en la tltima etapa de la biosintesis del etileno,
catalizando la oxidacion del precursor ACC (4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico)
(Osswald y col., 1989; Acosta y col., 1991a).
- La detoxificacién de sustancias complejas y toxicas como compuestos organoclorados,
hidroperdxidos, halogenuros, fenoles, etc.(Vilter, 1984; Pfanz y Oppman, 1991; Miland y
col., 1996; De Gara y col., 1996; Dean y Devarenne, 1997). Las pxs mejor caracterizadas
en funciones detoxificantes son la ascpx y la glutation peroxidasa (Nakano y Asada,
1981; Dean y Dearenne, 1997).

A pesar de toda la informacién | disponible, la " determinacion de la funcién

especifica de las distintas isoformas de pxs ha resultado una tarea dificil, debido a la gran
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variedad de isoformas, su amplia distribucién en distintos tejidos y compartimentos
celulares y, también a su amplia especificidad de sustrato. En determinados tejidos o
compartimentos subcelulares, ciertas isoformas han sido involucradas preferencialmente,
ya sea en la formacioén de lignina, la produccion de H,O; o la degradaciéon de AIA (Méder
y col., 1980; Gaspar y col., 1985; Graham y Graham, 1991; Zheng 'y van Huystee,
1992b).

Un aspecto relevante del papel fisioldgico de la actividad px de pared celular, es
su participacion en la limitacion del crecimiento vegetal. Esta relacion esta basada en
diferentes observaciones que demuestran una relacién inversa entre la actividad px de
pared y la velocidad de crecimiento asociada a la edad del tejido o a diferentes regiones a
lo largo del eje de la planta. Por ejemplo, en segmentos de hipocotilos de Vigna radiata,
la tasa de crecimiento disminuye desde el apice a la base, mientras que la actividad px
unida i(’)nicafnente a la pared aumenta en el mismo sentido (Goldberg y col., 1986); en
variedades enanas de Pisum sativum se encuentra una mayor actividad px en la pared en
comparacion a variedades de tallo largo (Jupe y Scott, 1989); en epicotilos de Cicer
arietinum la actividad px es minima a los 3 dias de edad, periodo que coincide con su
méximo crecimiento y de ahi en adelante la actividad px aumenta y se mantiene alta hasta
el sexto dia, cuando disminuye el crecimiento del tejido (Sanchez y col., 1989). La prueba
mas directa de la relacion entre px y crecimiento, viene de experimentos en los cuales
hipocotilos de Arachis hypoghea incubados con anticuerpos especificos contra una de las
pxs mas abundantes en las paredes celulares de este tejido, incrementaron

significativamente su crecimiento. Més atin, la incubacion del hipocotilo con un exceso de
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la px pura aislada de las paredes celulares, redujo la elongacion del tejido después de 48 h
(Zheng y van Huystee, 1992a).

Para comprender las bases bioquimicas de la correlacion encontrada entre la
actividad px y el crecimiento, es necesario considerar algunos aspectos del crecir.nientov

vegetal, ademas de la estructura y propiedades mecénicas de la pared celular.

1.6.1 Crecimiento vegetal

En el crecimiento de las plantas estdn involucrados dos procesos basicos: la
divisién y la elongacién celular (Albersheim, 1975). Aln cuando la division celular es
necesaria para el crecimiento, ella no produce un aumento directo en el volumen celular
pues cada célula hija posee cerca de la mitad del volumen celular parental. As, solo la
elongacion de las células hijas aporta un incremento en el tamafio de una fila de células
(Albersheim, 1975; Cosgrove, 1986).

La célula vegetal en crecimiento posee una considerable presion de turgor debido
a que el protoplasto es levemente comprimido por la estructura de la pared celular. Sin
embargo, el crecimiento no serfa posible si la tension de la estructura de la pared no fuese
relajada, cortando, modificando, acomodando o desplazando sus componentes
poliméricos. De esta forma se alivia la presion sobre el protoplasto, se disminuye el
turgor y asi se permite la entrada de agua, proceso que va acompafiado de una inevitable
extension de la pared celular (Cosgrove, 1986, 1993a,b). Asi, la elongacién celular

depende de las propiedades mecénicas de la pared que permitan su relajacion.
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1.6.2 Estructura de la pared celular primaria y origen de su extensibilidad.

La pared celular primaria de plantas est4 formada por una red de microfibrillas de
celulosa, un polimero lineal de D-glucosa con enlaces B(1—>4). Las microfibrillas
conforman estructuras lineales compactas, practicamente cristalinas y libres de agua. Las
cadenas de celulosa en la microfibrilla son estabilizadas por puentes de hidrogeno entre
los grupos hidroxilo firera del plano pirandsido. A esta estructura basica, se unen a través
de enlaces de hidrégeno a la superficie de la microfibrilla, cadenas lineales y ramificadas
de polimeros hemiceluldsicos (polimeros P(1—4) de D-glucosa o xilosa con
ramificaciones de galactosa y arabinosa, principalmente) y pectinicos (polimeros
helicoidales a(1—>4) de D-galacturonanos y de ramanogalacturanos) (Albersheim, 1975;
Varner y Lin, 1989; Carpita y Gibéaut, 1993).

La pared celular contiene, ademas, una variedad de proteinas estructurales y
enzimas unidas débilmer;te por interacciones i6nicas o bien atrapadas en la red de
polisacaridos de pared. Las proteinas de pared mejor caracterizadas son las denominadas
extensinas, una familia de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, serina y tirosina (Varner
y Lin, 1989). Otras proteinas estructurales de pared son las denominadas proteinas ricas
en prolina (PRP) y aquellas ricas en glicina (GRP) (Keller, 1993; Showalter, 1993). Estas
proteinas estdn relacionadas al reforzamiento de la pared celular a través de
acoplamientos covalentes intra o intermoleculares, en algunos casos gatillados por el
aumento de H,0, durante la infeccion por patdgenos o como respuesta a heridas (Bradley

y col, 1992; Showalter, 1993). En esta matriz estructural de la pared celular, una

variedad de acidos hidroxicinamicos, tales como el acido ferilico y el p-cumarico, se
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encuentran esterificados o eterificados a arabinoxilanos y xiloglucanos (hemicelulosas) en
monocotiledoneas, o a polisacaridos pectinicos en dicotiledoneas (Varner y Lin, 1989;

Carpita y Gibeaut, 1993; liyama y col., 1994).

1.6.3 Papel de la actividad peroxidasa en las caracteristicas fisicas y quimicas de la
pared celular.

Como ya se analizo, el crecimiento de las plantas depende en gran medida de la
relajacién de la pared celular. Tal relajacién es el resultado de modificaciones bioquimicas
de los componentes de la pared. Asi es como algunas proteinas de pared podrian
participar en su relajacion al catalizar la hidrolisis o transglicosilacion de los polisacaridos
de la pared, como recientemente ha sido propuesto para la denominada expansina y la
endoxiloglucano transferasa, respectivamente (Cosgrove, 1993b; McQueen-Mason y
Cosgrove, 1995). También es ampliamente aceptado que las pxs, al catalizar el
acoplamiento oxidativo de los residuos fendlicos, asi como la formacién y deposicién de
lignina, limitan la libertad de movimiento de los polisacaridos y, en consecuencia,
rigidizan la estructura de pared haciéndola menos extensible (Fry, 1986; liyama y col,
1994). Un esquema que representa esta situacion en la pared celular se muestra en la Fig.
2. El polimero de lignina, producto de la actividad px, es depositado en la pared celular y
unido a través de enlaces éster y éter con los polisacaridos estructurales. Asi también, los
residuos fendlicos, como el ferulato esterificado o eterificado a polisacaridos, forman

puentes diferulato (DFA) en presencia de px y H,O, (Fig. 2).
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Figura 2: Diagrama esquematico que muestra las posibilidades de entrecruzamiento

covalente de polisacaridos y lignina en paredes celulares! ﬁ ,‘écidos hidroxicinamicos
(4cido p-coumarico, acido ferﬁlico);‘—. , acido diferulico.

(a) y (b), uniones ésteres y éteres directas a lignina, respectivamente. (¢) y (d), acido
hiroxicinamico esterificado a polisacaridos y lignina, respectivamente. (e), acido

hidroxicinamico eterificado a lignina. (g), puente diferulato diéster entre polisacaridos.

(h), puente diferulato diéster-éter entre polisacaridos y lignina.
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La importancia de las pxs en la limitacién del crecimiento a través de estas
modificaciones estructurales en la pared ha sido evidenciada en coleoptilos de avena y
arroz, donde se encontrd una relacién inversa entre la extensibilidad de la pared celular y
la tasa de crecimiento con respecto al contenido de DFA en la pared celular (Kamisaka y
col., 1990; Tan y col., 1991, 1992). Ademas, la actividad px y la acumulacion de H,O, en
la pared celular podrian contribuir a la disminucién de la extensibilidad de la misma,
catalizando la formacién de puentes isoditirosina entre residuos de tirosina de las
extensinas (Fry, 1986; Varner y Lin, 1989). Sin embargo, el entrecruzamiento de la
extensina en monocotiledoneas serfa de menor importancia (Dr. S. Fry, comunicacion
personal), debido a su escasa abundancia y acumulacion en las paredes celulares de este

tipo de plantas (Li y McClure, 1990).

1.7 Reguladores del crecimiento y modulacion de la actividad peroxidasa de la pared
celular.

Considerando el cimulo de investigacion que involucra a las pxs de la pared como
enzimas relevantes en el proceso que determina el crecimiento vegetal, la cuestion
fundamental que dio origen al trabajo de tesis que aqui se describe, es que si compuestos
que regulan el crecimiento, modificarian la actividad px de la pared celular.

Diversas sustancias que afectan el crecimiento modifican a la vez la actividad px.
Entre algunas de estas sustancias figuran iones metalicos, hidroperéxidos, herbicidas,
hormonas vegetales, ademas de factores ambientales y abidticos tales como heridas,

infecciones, luz, temperatura y potencial hidrico (Ockerse y Mumford, 1973; Castillo y
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Greppin, 1986; van Huystee, 1987; Cakmak y Horst, 1991; Karataglis y col., 1991,
Ingemarsson, 1995). Sin embargo, en estos estudios no siempre es claro que la actividad
px provenga especificamente de la pared celular. En muchos casos, solo se trata de -
actividades medidas en extractos crudos o extraidos de un sedimento que ademas de
pared celular contiene otras fuentes contaminantes con actividad px.

De los factores que afectan la actividad px, uno de los méas interesantes son las
hormonas vegetales debido a su importante papel en la fisiologia de las pla'ntas.
Hormonas como el etileno, 4cido abcisico, giberelinas y citocininas, han presentado en
algunos casos una relacion inversa entre su capacidad de regular el crecimiento y la
actividad px del tejido analizado (Ockerse y Mumford, 19‘73; Fry, 1980; Reddy y col.,
1985; Chaloupkova, 1994; Ingemzirsson, 1995). Una de las respuestas hormonales mejor
estudiadas es la elongacion de coleoptilos provocada por el 4cido indolacético (AIA). Su,
efecto sobre el crecimiento de tejidos resulta, en parte, del incremento en la extensibilidad
de pared celular (Taiz, 1984; Kutschera y Shopfer, 1986a, b). Se ha postulado que el
mecanismo implicado en este proceso estaria relacionado a la acidificacién de la pared
celular inducida por la hormona, fenémeno que activaria ciertas hidrolasas permitiendo la
relajacion de la estructura de la pared (Rayle y Cleland, 1992; Cosgrove, 1993b). De
hecho, se ha observado que el AIA induce un rompimiento masivo de hemicelulosa en la
pared de la epidermis externa de Pisum sativum L. (Bret-Harte y Talboltt, 1993). Sin
embargo, son escasos los estudios relacionados.con el AIA desde el puﬁto de vista de los
factores que modulan la rigidizacion de la estructura de pared, como el anlisis del efecto

hormonal sobre la actividad px. A pesar de la existencia de algunos escasos reportes que
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informan una relacion inversa entre el crecimiento estimulado por el AIA y la actividad px
total del tejido, no se ha estudiado en detalle el efecto del ATA sobre las isoformas de px
y, en la mayor parte de los trabajos, no se informa acerca de la variacion en el nivel de
polimeros fendlicos generados por la actividad px de la pared, a fin de establecer
apropiadamente una relacion de consecuencia con el proceso del crecimiento.

Es ampliamente aceptado que el control };ormonal sobre la actividad px podria ser
indirecto, a nivel de la expresion del gen, la traduccién o el transporte y distribueion de la
enzima a los distintos compartimentos subcelulares o tejidos (Birecka y Miller, 1974; Fry,
1980; Klotz y Lagrimini, 1996). Sin embargo, a diferencia de las fitohormonas, otros
compuestos biosintetizados por plantas, que también afectan el crecimiento vegetal,
podrian alterar directamente la éctividaq catalitica de las pxs. En esta categoria se
encuentran los acidos hidroxamicos (AHX), metabolitos secundarios que poseen la
funciéon quimica R-CO-NROH, presentes en gramineas como maiz, trigo, cebada
(Niemeyer, 1988) y también en algunas dicotiledoneas (Pratt y col., 1995). El AHX mas
abundante en extractos de maiz y trigo, la 2,4—dihidroxi-7-metoxi’-1,4—benzoxazin—3-ona
(DIMBOA), inhibe el crecimiento de raices y coleoptilos etiolados de Avena safiva L. y
Avena fatua L., especies que no contienen AHX (Niemeyer, 1988; Pérez 'y Gonzilez,
1989). Algunas evidencias indirectas sugieren que el efecto de los AHX sobre el
crecimiento podria deberse, en parte, a la modulacion directa de la actividad px. Por
ejemplo, desde largo tiempo se conoce que el 4cido benzohidroxdmico forma un
complejo estable y reversible con la px de rabano (Shonbaum, 1973; Aviram, 1981). Més

\

aun, en raices intactas de Pisum sativum y Zea mays, el acido benzohidroxamico y el
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salicilhidroxamico, estimulan el consumo de oxigeno derivado posiblemente de la
actividad de oxidacion de NADH catalizada por pxs NADH (Brouwer y col., 1986).

El DIMBOA ha sido descrito también como un compuesto fitotoxico, efecto que
podria comprender un conjunto de alteraciones metabolicas tales como la inhibicion de la
actividad mitocondrial y cloroplastica y la ir;activacién irreversible de grupos SH
esenciales en proteinas y enzimas (Queirolo y col., 1983; Niemeyer, 1988; Cuevas y col,,
1990; Massardo y col., 1994). Sin embargo, no esta claro que estos efectos expliquen la
limitacion del crecimiento, la que podria mas bien estar relacionada con el efecto del
DIMBOA sobre la actividad px de la pared celular. De hecho, durante la preparacion del
proyecto de tesis, ya habia observado que el DIMBOA estimula fuertemente la oxidacion
de NADH catalizada por pxs de pared celular de ‘. coleoptilos de avena, con la
consiguiente produccion de HyO,.

Tomando en conjunto los antecedentes aqui introducidos, el contenido
fundamental de la hipotesis en que se basé el presente trabajo es: si la actividad px de
pared celular participa en la regulacion del crecimiento vegetal, entonces compuestos que
afectan el crecimiento, alteran la actividad px y el nivel de polimeros fendlicos (diferulato
y lignina) en la pared celular. Los compuestos reguladores del crecimiento estudiados en
esta tesis fueron la hormona vegetal AIA (un estimulador del crecimiento) y el 4cido
hidroxamico DIMBOA (un inhibidor del crecimiento). Es importante mencionar, que en
esta hipotesis no se excluye la posibilidad que otros procesos afectados por el AHX "

contribuyan también en alguna medida a la inhibicién del crecimiento. Basado en esta

hipdtesis, el objetivo general de este trabajo de tesis fue estudiar el efecto de reguladores
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del crecimiento sobre la actividad peroxidasa de pared celular y establecer su relacién con
el fendmeno del crecimiento vegetal.

Los objetivos especificos desarrollados comprendieron el aislamiento de paredes
celulares libres de contaminantes subcelulares, la obtencion de distintas fracciones de pxs
asociadas a las paredes para el andlisis de su composicién isoenzimatica y de las
reacciones relacionadas con la sintesis de H,O,, diferulato-y lignina. Més aiin, se estudio
el efecto del AIA sobre la actividad total y el patron isoenzimatico de las pxs unidas a la
pared celular, asi como el efecto del DIMBOA sobre la oxidacién' de NADH catalizada
por px. Finalmente se analizd el efecto de ambos reguladores del crecimiento sobre el
contenido de los 4cido ferilico y diférulico, asi como de lignina asociados a la pared

celular.




2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal )
Semillas de avena (4vena sativa L. var. Nehuén) fueron crecidas en vermiculita
himeda a 22-25°C en la oscuridad. Después de 6 dias, los coleoptilos fueron cortados en
segmentos de 1 a 1,5 cm, 3 mm bajo el épice|y asi usados en todos los experimentos

descritos en esta tesis.

2.2 Extraccién de peroxidasas intercelulares

Los coleoptilos de avena fueron infiltrados dos veces por 2 min a 600 mm Hg de
vacio en presencia de Tris-HCI (10 mM, pH 7,2) conteniendo 20 mM CaCl,. Luego, los
coleoptilos se dispusieron ordenadamente en forma vertical en jeringas de 50 ml
adaptadas con un tubo Eppendorff en el extremo, para recoger el liquido después de
centrifugar el sistema a 500 xg por 5 min. La fraccién intercelular recuperada fue
analizada por la presencia de contaminantes citoplasmicos, evaluando la actividad glucosa

6-fosfato deshidrogenasa (Liy col., 1989).

2.3 Obtencidn y purificacion de paredes celulares para exiraccion enzimdtica

Los coleoptilos de avena (100-150 g pf) fueron macerados en mortero con igual
volumen de una solucién que contenia: Tris-HCI (50 mM, pH 7,2), fenilmetilsulfonil
fluoruro (PMSF) 0,1 mM, polivinilpirrolidona (PVPP) insoluble 5% p/v, MgCl, 5 mM y

5g de arena por 100 g de tejido. El homogeneizado fue filtrado a través de gasa y
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centrifigado a 1000 xg por 5 min. El precipitado fue lavado cinco veces
resuspendiéndolo en 25 ml de Tris-HCI (50 mM, pH 7,2) con 1% p/v Triton X-100 y
centrifugando a 2000 xg por 5 min cada vez. El sedimento resultante fue lavado otras tres
veces con la misma solucién, pero sin detergente, para obtener la fraccion de pared
celular purificada. Lo exhaustivo y la efectividad del procedimiento fue estimada
ensayando la actividad de enzimas marcadoras de mitocondrias (citocromo ¢ oxidasa), de
reticulo endoplasmico (citocromo ¢ reductasa insensible a antimicina A) y de membrana
plasmatica (5'-AMP nucleotidasa), como ha sido descrito por Briskin (Briskin y col,,
1987). El fosfato liberado de la actividad 5°-AMP nucleotidasa, fue determinado segun el

método de Berenblum (Linderberg y Ernster, 1963).

2.4 Extraccidn de peroxidasas unidas a la pared celular

La. fraccién purificada de pared celular fue incubada con KCl 1 M por 4 h sobre
hielo y con leve agitacion. Luego, la mezcla se centrifugd a 5000 xg por 10 min y el
liquido sobrenadante constituy6 la fraccién iénica de pared celular. La pared celular
remanente fue lavada otras cuatro veces con KCl 1 M como antes y luego fue
resuspendida en 2 ml de Na-acetato (0,1 M, pH 5,0) con 25 U/ml de celulasa y 3 U/ml de
pectinasa, ambas de Aspergillus niger (Sigma Chem. Co.). Una unidad (U) de pectinasa o
celulasa fue definida como la cantidad de enzima requerida para liberar 1pmol de acido
galacturénico a partir de poligalacturonato por min a pH 4,0 y 25°C 6 1 pmol de glucosa
desde celulosa por hora a pH 5,0 y 37°C, respectivamente. Ademas, a esta solucion se

agreg6 como inhibidores de proteasas PMSF 1 mM, benzamidina 2 mM y pepstatin A
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1uM. La mezcla fue incubada a 25°C con agitacién por 18 h. El liquido sobrenadante de
la mezcla centrifugada a 5.000 xg por 10 min constituy6 la fraccién covalente de pared

celular.

2.5 Cromatografia de intercambio io;nico

Las isoformas acidas y bésicas de peroxidasa en la fraccion i6nica fueron
separadas mediante cromatografia de intercambio catibnico. Para ello se utilizo una
columna de carboximetil sepharose (5 cm x 0,6 cm d.i.), equilibrada en amortiguador
fosfato (15 mM, pH 6,4). Después de aplicar la muestra concentrada y dializada (1,5. ml),
la columna se lavo con la misma solucién de equilibrio, registrando constantemente la
actividad px (con o-PDA y H202.) en el efluente. La enzima retenida en la columna se
eluyd con KCI 1 M. Las fracciones recuperadas fueron concentradas y dializadas por
centrifugacion en tubos Centricon® (limite de exclusién de 10.000) y guardadas a —20°C

en glicerol 25% v/v hasta su anélisis.

2.6 Preparacion de paredes celulares para extraccion de fenoles y lignina

Todos los procedimientos fueron realizados bajo luz fluorescente para prevenir la
isomerizacién de los fenoles a extraer. Coleoptilos (1,5 a 2,5 g) mantenidos a —70°C
después del correspondiente tratamiento, fueron macerados en mortero con nitrogeno
liquido y luego con una solucion de 2% p/v de Triton X-100, azida 50 mM y KCI 1 M. El
sedimento de la suspension centrifugada a 10.000 xg por 5 min fue sucesivamente tratado

por 15 min con vigorosa agitacion con : metanol dos veces, H,O, 1% p/v SDS, H,O dos
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veces, etanol, metanol/cloroformo (1:1 v/v), etanol y H,O dos veces. El material
remanente fue incubado con 5 ml de a-amilasa (1 mg/ml) en Tris-HCI (50 mM, pH 7,0)
por 6 h y luego con 5 ml de pronasa E (0,5 mg/ml) en el mismo amortiguador por 12 h.
Finalmente, las paredes celulares fueron lavadas otra vez con HO, etanol,

etanol/cloroformo (1:1 v/v) y secadas a 40°C.

2.7 Extraccién y determinacion de dcidos ferilico y diferilico unidos a las paredes
celulares

Los fenoles esterificados a los polisacaridos de pared celular fueron liberados por
hidrélisis alcalina. Para ello, 20 a 40 mg de pared celular se trataron por 20 h en agitacion
y a temperatura ambiente con 5 ml de NaOH 2 M desgaseado en frascos sellados bajo No.
Una solucién de acido 3,4-dihidroxicindmico (4cido cafeico) fue adicionado a las
muestras como estandar interno. Después de la hidrolisis, la fraccion alcalina fue
acidificada a pH 2,0 con HC! y extraida cuatro veces con 10 ml de éter etilico. Los
extractos etéreos se reunieron, se secaron al vacio y se guardaron a —20°C hasta el
analisis. Las muestras fueron analizadas mediante HPLC en un sistema Waters modelo
600E con un procesador Ultra Wisp modelo 715 y un detector con arreglo de fotodiodo.
La técnica se ejecutd usando una columna analitica de fase reversa Nova-Pak C;s de
Waters (150 x 3,9 mm d.i.) y detectando la absorbancia a 310 nm en el efluente. El flujo
por la columna fue de 0,9 ml/min y la elucién consistié de un gradiente convexo entre

acetonitrilo y. una solucién de acido acético al 3% v/v en agua bidestilada desionizada.

Después de la inyeccion de la muestra, el acetonitrilo fue mantenido en 5% por 5 min, se
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incrementd a 10% en 15 min y luego a 20% en los siguientes 25 min. La proporcion de
acetonitrilo fue mantenida en 20% por 10 min, luego incrementada linealmente a 50% en
5 min y después de 2 min se disminuy6 a un 5% por 13 min ddicionales. La cantidad de
cada fenol analizado se calculd de acuerdo al rendimiento del estdndar interno y a la
curva de calibracion obtenida con el estindar respectivo. Una muestra de 4cido E,E-
diferalico auténtico fue gentilmente facilitada por el Dr. Norman Lewis, Washington
State University.
2.8 Determinacion de lignina

El contenido de lignina fue ensayado en las paredes celulares saponificadas segiin
el método de liyama y Wallis (1990). Las paredes celulares secas (5-10" mg) se
dispusieron en tubos de vidrio y se disolvieron en 2 ml de bromuro de acetilo al 25% p/p
en acido acético glacial con 80 pL de HCIO,. Los tubos sellados se incubaron a 70°C por
30 min con agitacion ocasional. Luego, una alicuota de la mezcla se diluyé con 5 ml de
NaOH 2M (1 ml) y acido acético (4 ml). El contenido de lignina fue estimado registrando
la absorbancia de las muestras a 280 nm contra un blanco que fue corrido en paralelo con
las muestras.

Cada determinacion fue realizada por triplicado a partir de tres muestras

independientes.

2.9 Ensayo de actividad peroxidasa

Todos los ensayos se realizaron en cubetas de 1 ml a 24°C en un
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espectrofotometro Shimadzu UV-120. Regularmente la actividad px fue ensayada con o-
PDA 5 mM, CA 0.08 mM o E-FA 0.08 mM, todos en presencia de H;O; 0.5 mM en
amortiguador citrato (0,1 M, pH 4,5). El cambio en absorbancia debido a la oxidacion de
0-PDA, E-FA, p-CA o CA fue seguido a 450 nm (e=1,05 mM" cm™), 310 nm (e=16
mM™? em™), 286 nm (=19 mM cm™) y 260 nm (£=2,2 mM"' cm™), respectivamente. La
velocidad de utilizacién de H,0,, fue ensayada en amortiguador fosfato (0,1 M, pH 6,0)
con guaiacol SmM, o bien con E-FA 0,1 mM en amortiguador citrato (0,1 M, pH 4,5)
como reductores. La actividad de oxidacién de NADH se midi6 por la disminucion de la
absorbancia a 340 nm (e=6,02 mM™ cm™) en una mezcla de reaccién que contenia:
MnSO; 50 pM, NADH 0,16 mM en amortiguador fosfato (0,1 M, pH 7,0) y
concentraciones variables de fenoies (E-FA, p-CA) o DIMBOA. La oxidacién de NADH
también se sigui6 registrando el consumo de oxigeno en un oxigrafo Hansatech modelo
CB1, calibrado entre 0 (agotamiento de oxigeno en la solucién con ditionito de sodio) y
0,253 mmol/ml (concentracion de oxigeno en agua destilada a 25°C). La oxidacion de
AIA fue ensayada espectrofotométricamente siguiendo el aumento de absorbancia a 250
nm en amortiguador fosfato (0,1 M, pH 6,2) con p-CA 80uM, MnSO; 50 puM y
concentraciones variables de ATA.

La velocidad de transformacién del sustrato en cada ensayo se calculé de la
pendiente de las curvas de progreso, mientras que los parametros cinéticos aparentes de
Sos ¥ Vmix se calcularon a partir del ajuste de los datos de velocidad por analisis de

regresion no lineal.
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2.10 Formacion y descomposicion del CIII

La forma cataliticamente inactiva de la px, el CIIL, fue formado mezclando NADH
1 mM con px de rabano 1.2 pM (isoenzima C, Boehringer Co.) en amortiguaor malico
(50 mM, pH 5,6). Después de 1 a 2 min se detect6 la aparicion del CIII, evidenciado por
la banda de absorcion a 418, 543 y 575 nm, como ha sido descrito anteriormente (Yokota
y Yamazaki, 1965; Tamura y Yamazaki, 1972; Acosta y col, 1991b). El efecto del
DIMBOA vy el p-CA sobre la estabilidad del CIII fue seguido por la disminucién de la
absorbancia a 418 nm al agregar concentraciones variables de estos compues‘tos ala

mezcla de reaccion después de 4 min.

2.11 Isoelectroenfoque

La técnica de isoelectroenfoque (IEF) se realizé en geles ultrafinos (0,4 mm) de
acrilamida (5%) con 2% de anfolitos Pharmalyte (intervalo de pH 3 a 10, Pharmacia Co.),
utilizando una camara Bio-Rad modelo 111 segiin las especificaciones del fabricante.
Previo a la corrida, las muestras fueron desaladas y concentradas por centrifugacion en
tubos Centricon® (limite de exclusion de 10.000). Para ello, los tubos Centricon® fueron
pre-tratados entre 2 y 5 h con una solucién de BSA: 1 mg/ml para disminuir la adsorcién
inespecifica de las muestras a la membrana concentradora del tubo. Ademas, las muestras
fueron centrifugadas a 10.000 xg por 15 .min antes de disponerlas en los tubos
Centricon® y, durante la concentracién, fueron lavadas con una solucidn de anfolitos 1%
v/v, Triton X-100 0,05% p/v y glicerol 5% v/v, para prevenir la agregacion y

precipitacion de la muestra. Después de la corrida de IEF, los geles se tifieron con 4-
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metoxi-1-naftol o 4-cloro-1-naftol 5 mM y H,0, 0,04% v/v en amortiguador citrato (0,1
M, pH 4,5). El gradiente de pH formado en el gel fue determinado con un electrodo de

superficie.

2.12 Ensayo de actividad de enzimas antioxidantes

Los coleoptilos de avena (2 a 3 g), fueron lavados profusamente en agua destilada
antes de macerarlos en mortero con amortiguador Tris-HCl (50 mM, pH 7,0) que
contenia benzamidina 5 mM, pepstatin A 1uM y PMSF 0,1 mM. El homogeneizado se
centrifugd a 10.000 xg por 15 min y el liquido sobrenadante se usé para ensayar la
actividad enzimatica.

La actividad ascpx se ensayé siguiendo la disminucién en absorbancia a 290 nm
(e= 2,8 mM' cm’) (Nakano y Asada, 1981). La mezcla de reaccién contenia
amortiguador fosfato (50 mM, pH 7,0), EDTA 0,1 mM, 0,5 mM L-ascorbato, 90 uM
H,0,y 10 a 20 pl del extracto enzimatico.

La actividad catalasa se ensayd midiendo la descomposicion del HO; a 240 nm
(e= 35,8 M cm™) (Lardinois y col., 1996). El medio de reaccién contenia H,0, 10 mM y
0,1 mM EDTA en amortiguador fosfato (0,1 M, pH 6,8).

La actividad superéxido dismutasa (SOD) se evalud en un ensayo de competencia
midiendo la inhibicion de la reduccién de azul de p-nitro tetrazolio (NBT) por radicales
0", derivados de la fotoxidacion de riboflavina (Cakmak y Horst, 1991). El medio de
reaccién contenia amortiguador Tris-HC] (50 mM, pH 7,8) con EDTA 0.1 mM, L-

metionina 12 mM, Na,CO; 50 mM, NBT 75 pM, riboflavina 1 pM y 15 a 20 pl del
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extracto enzimético. La reduccion de NBT fue evaluada siguiendo el aumento en
absorbancia a 560 nm, después de 36 min de exponer la mezcla de reaccion a luz
fluorescente en presencia y ausencia del extracto enzimatico. La reduccion de NBT
aumentd linealmente con el volumen de extracto enzimatico y con el tiempo de
fotoxidacion, al menos hasta 1 h de incubacién en las condiciones descritas.

Cada- determinacion fue realizada por triplicado en, al menos, dos experimentos

independientes.

2.13 Determinacion de glutation reducido y oxidado

Los coleoptilos se maceraron en acido sulfosalicilico 5% p/v, el homogeneizado
se centrifugd a 10.000 xg por 15 min y el liquido sobrenadante fue usado parél los analisis
posteriores. Los niveles de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) fueron
determinados enziméticamente segin el método de Griffith (1980). El GSH total
(GSH+GSSG) es oxidado por el acido 5,5°-ditiobis-(nitrobenzoico) (DTNB) y reducido
por NADPH en presencia de GSH reductasa. La mezcla de reaccién en amortiguador
fosfato (0,1 M, pH 7,5) contenia: EDTA 6,3 mM, DTNB 0,7 mM, GSH reductasa 0,55
U (tipo IV, Sigma Chem. Co.) y 10 a 20 pl de la muestra. La velocidad de formacion del
5-tio-2-nitrobenzoato, fue registrada a 412 nm. En un ensayo por separado, el contenido
de GSSG fue determinado de la'misma manera pero adicionando 2-vinilpiridina (2-VP)
para evitar la reaccion con el GSH. La 2-VP reacciona irreversiblemente con el GSH sin
afectar la actividad de la GHS reductasa, como ocurria con el tradicional método de

Tietze (1969) que utilizaba N-etilmaleimida. En este ensayo, una alicuota de 100 a 200 pl
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del extracto 4cido de la muestra se combiné con 12 ul de 2-VP y 20 pl de una solucion
de trietanolamina 50% v/v en agua. La mezcla se agit6 vigorosamente en Vortex por 1
min cada 5 a 10 min durante 30 min, después de los cuales un volumen de 10 a 50 pl fue
analizado en el ensayo enzimatico descrito anteriormente. El contenido de GSH fue
estimado de la diferencia entre el contenido de GSH total y el de GSSG. Paré.lelamente,
se prepard una curva de calibracién con GSH.

Cada determinacion fue realizada por triplicado en muestras independientes de un

experimento.

2. 14 Determinacion de proteinas modificadas oxidativamente

El método utilizado se basa en la acumulacién de grupos carbonilo. en las
proteinas modificadas oxidativamente, los cuales pueden ser evaluados al derivatizar las
proteinas con una hidrazina para formar la respectiva hidrazona (Stadtman, 1993;
Reznick y Lester, 1994). Para el anilisis, los coleoptilos (1,0 a 1,5 g) después del
correspondiente tratamiento, fueron profusamente lavados en agua destilada y macerados
en mortero con 2 ml de amortiguador Tris-HCl (50. mM, pH 7,2) que ademas contenia:
PMSF 40 pg/ml, pepstatin A 7 pg/ml, benzamidina 2 mM, EDTA 1 mM y hidroxitolueno
butilado 0.05% p/v (BHT). El homogeneizado se centrifugd a 10.000 xg por 15 miny el
liquido sobrenadante se mezcld con estreptomocina 1% p/v por 15 min a temperatura
ambiente y con agitacion constante. La mezcla se centrifugd a 10.000 xg por 10 min y el
liquido sobrenadante, conteniendo 0,5 a 1,0 mg/ml de proteina (método de Bradford), se

precipité con una solucion acuosa de TCA 10% p/v. El sedimento se resupendié en 1 ml
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\

de una solucién de 2,4-dinitrofenilhidrazina 10 mM (DNPH), hidroclorhidrato de
guanidinio 6 M, SDS 7.5 % p/v y HCI 2.5 M. Se prepar6 un tubo blanco como antes,
pero sin la hidrazina. Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente por 25 min en
oscuridad y con agitacién en Vortex por 1 min cada 5 min. Luego se precipité con 1 ml
de TCA al 20% p/v en agua y se centrifugd a 10.000 xg por 10 min. El sedimento de
proteinas derivatizadas con DNPH fue lavado una vez con TCA al 10% p/v en agua y
luego tres veces con etanol/acetato de etilo 1:1. Finalmente, el sedimento lavado y secado
a 37°C por 2 h, se resuspendio a 37°C con agitacion ocasional en 1 ml de hidroclorhidrato
de guanidinio 6 M con acido trifluoroacetico 0,05% v/v. El contenido de grupos
carbonilo en las muestras fue cuantificado a 375 nm contra el blanco preparado sin
DNPH, usando un g = 21 mMem’’ (Reznick y Lester, 1994). La absorbancia a 280 nm
de la réplica de cada muestra no tratada con DNPH, fue utilizada para normalizar el
conteni'do de grupos carbonilo por mg de proteina sobre la base de una curva estandar
preparada con BSA.

Cada determinacion fue realizada por triplicado en muestras independientes de un

experimento.

2.15 Determinacion de peroxidacion de lipidos.

Los productos derivados de la peroxidacion de lipidos, principalmente insaturados
de membrana, se cuantificaron mediante derivatizacion con 4cido 2-tiobarbitiirico (TBA)
(Gutteridge y Halliwell, 1990). Sin embargo, se realizaron algunas importantes

modificaciones a fin de evitar interferencias o sobrestimaciones debido a la autooxidacion
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de lipidos durante el procesamiento de la muestra (Gutteridge y Halliwell, 1990;
Palamanda y Kehrer, 1992; May y col., 1996). Asi, coleoptilos de avena después del
correspondiente tratamiento, fueron profiisamente lavados en agua destilada y después en
etanol al 50% v/v por 1 min. Luego, se maceraron en mortero con 2 ml de una solucién
que contenia TCA 0,5% p/v, SDS 0,125% p/v y BHT 0,10% p/v. La mezcla
homogeneizada se centrifugd a 10.000 xg por 10 min y 0,5 ml del liquido sobrenadante se
mezclaron con 1,0 ml de una solucién que contenia TBA 0.5% p/v, BHT 0,05% p/v (la
solucion se agitd a 40 a 45°C para su disolucidn), 125 pl de SDS al 3% p/vy 125 ul de
HCI al 50% v/v. La mezcla se incubd por 20 min a 80°C con ocasional agitacién en
Vortex, se enfrio rapidamente sobre hielo y los productos que reaccionaron con TBA,
fueron extraidos con 800 pl de 1-butanol y cuantificados espectrofotométricamente a 532
nm (e=155 mM" cm™) contra un blanco corrido en paralelo con las muestras. La
contribucion de la absorcion inespecifica debido a la reaccidn con aziicares o aldehidos se
registré a 600 nm y se resto de la lectura a 532 nm (May y col. 1996).

Cada determinacion fue realizada por triplicado en muestras independientes de un

experimento.

2.16 Tratamiento de coleoptilos de avena con AIA o DIMBOA
Coleoptilos etiolados de 6 dias de edad fueron cortados en segmentos de 1,0 a 1,5
cm, 3 mm bajo el apice. Se lavaron exhaustivamente bajo agua destilada y fueron

mantenidos en amortiguador MES (5 mM, pH 5,8) hasta su uso. En un primer tipo de

experimentos, segmentos de coleoptilos de 10 mm fueron ubicados en placas petri con
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concentraciones variables de AIA desde 0 a 300 UM en amortiguador malico (5 mM, pH
5,5) y sacarosa 1% p/v. En el tratamiento con DIMBOA el medio de incubacién no
contenia sacarosa. El crecimiento de los coleoptilos file evaluado midiendo su incremento
en longitud después de incubarlos en oscuridad a 23-25° por 20 h.

En otro tipo de experimentos, los segmentos de coleoptilos fueron incubados
como antes pero en presencia o ausencia de AIA 40 pM o DIMBOA 75 pM. El
crecimiento fue medido a diferentes tiempos de incubacién, como la variacion de peso
fresco o peso seco con respecto a un control sin AIA o DIMBOA. La solucién de

incubacion fue renovada al menos tres veces durante el experimento.

2.17 Andlisis estadisticos

Las diferencias estadisticamente significativas que se indican en el texto y tablas
de resultados, se realizaron utilizando una prueba t de student o una prueba de minima
diferencia significativa (LSD) para comparar diferencias entre medias y valores en

experimentos con tratamientos multiples, respectivamente.




3. RESULTADOS

3.1 DISTRIBUCION DE PEROXIDASAS EN EL COMPARTIMENTO DE PARED CELULAR Y SU

PARTICIPACION EN LA SINTESIS DE DIFERULATO Y LIGNINA.

3.1.a. Obtencion de paredes celulares y actividad peroxidasa asociada

Se obtuvo una fraccion de pared celular de coleoptilos de avena libre de
contaminantes subcelulares mediante sucesivos lavados de un sedimento crudo de pared
(1.000 xg por 5 min) con Triton X-100. Después de cinco lavados con el detergente fue
posible remover un 98% de la actividad px presente en el sedimento de pared crudo,
principalmente proveniente de contaminantes membranosos (Tabla 1). Los siguientes tres
lavados sin detergente, sirvieron solo para retirar el exceso del mismo (Tabla 1). El
sedimento de pared purificado de este modo no presentd actividad de las enzimas
marcadoras para mitocondria (citocromo oxidasa, EC 1.9.3.1), reticulo endoplasmico
(NADH-citocromo ¢ reductasa, EC 1.6.99.3) y membrana plasmatica (AMP-
nucleotidasa, EC 3.1.3.5) (Tabla 2). Mas alin, ninguna de estas actividades fue detectada
en una fraccion concentrada y dializada de proteinas solubilizadas con KCl 1 M desde los
fragmentos purificados de pared celular (fraccion idnica, concentrada 45 veces en tubos
Centricon®, Tabla 2). Asi, cualquier actividad px adicional liberada desde el sedimento
purificado de pared fue principalmente, sino exclusivamente, de naturaleza

extraprotoplasmica.

34a




35

Tabla 1: Purificacion de paredes celulares de coleoptilos de avena. Exhaustividad de

los lavados con Triton X-100 #.

FRACCION | Actividad Peroxidasa”
{. mol/min/g tf
Mezcla homogeneizada 565,3+83,2
Liquido sobrenadante de 395,4 + 42,6
1.000 xg
Crudo de paredes celulares 873 +19,0
(sedimento de 1.000 xg)
1¥ lavado con Triton X-100 36,641
2% lavado con Triton X-100 144 +0,40
37 lavado con Triton X-100 2,8+0,10
4* lavado con Triton X-100 0,05 £ 0,02
5" Javado con Triton X-100 0,02+ 0,01
17 lavado con Trizma 0,04 +0,02
2% Javado con Trizma 0,03 +0,01
37 lavado con Tn'zma. 0,02+ 0,01
sedimento de paredes celulares 2,7+0,54 '
purificado

a, Los valores corresponden al promedio de 6 preparaciones distintas.

b, ensayo con 0-PDA y H;0, como se describe en Materiales y Métodos.




36

Tabla 2 : Actividad de enzimas marcadoras en fracciones de pared celular obtenidas por

el procedimiento de lavado con Triton X-100 o por infiltracion de los coleoptilos.

Fraccién Citocromo ¢ NADH- AMP- glucosa-6-  Peroxidasa

oxidasa ® citocromoc  nucleotidasa ® fosfato d

(mitocondria) reductasa®  (plasmalema) deshidrogenasa

(ret. end.) (citosol)*
Intercelular ’ ne ne ne nd 1149
(infiltrada)
Homogeneizado 16,0 16,2 51,7 8,2 30409
Crudo de pared
celular 4,0 0,8 2,5 ne 10300
Sedimento de pared
celular purificado nd nd nd ne 1254
I6nica (no dializada) nd nd nd ne 73,2
I6énica (dializada y -
concentrada 45x) nd nd nd ne 68,2

Actividades enziméticas correspondientes a 55 g de tejido fresco.

nd, no detectada

ne, no ensayada

a, pmol citocromo C / min ; b, pmol PO, liberado / min; ¢, pmol NADH / min; d, pmol
0-PDA / min
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El sedimento de paredes celulares tratado con KCl IM y luego con celulasa y
pectinasa, rindié cantidades equivalentes de actividad px contenida en la fraccion i6nica y
covalente, respectivamente (1,2 a 1,4 pmol/min por g tf, Tabla 3). No se detect6
actividad px adicional en el sedimento de paredes celulares después del tratamiento con
celulasa y pectinasa. La actividad px extraida desde los espacios intercelulares mediante
infiltracion de coleoptilos (fraccion intercelular), represent6 el 44% de la actividad
asociada al compartimento de pared celular y, en conjunto, la actividad px de las tres
fracciones de pared representa cerca del 1% del total presente en el coleoptilo (Tabla 3).
La actividad px en cualquiera de las fracciones de pared fue estable al menos por tres
semanas a —20°C.

En adelante, las fracciones de pared seran designadas como FI (fraccion ionica),

FC (fraccion covalente) y Fint (fraccion intercelular).

Tabla 3 : Actividad peroxidasa asociada al compartimento de la pared celular en
coleoptilos de avena.

Fraccion Actividad Porcentaje del Porcentaje del

Peroxidasa * total en el total en pared
(umol/min/gtf) coleoptilo celular

Mezcla de 528 +£71 100 -

homogeneizado

Intercelular 2,09+£0,30 0,40 44

(infiltrada)

I6nica (1-2) 1,43 £ 0,22 0,27 30

Covalente 1,25+0,10 0,24 26

* Ensayo con 0-PDA 5 mM y H,0, 0,5 mM en citrato 0,1 M pH 4,5
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3.1.b. Reacciones catalizadas por la actividad peroxidasa asociada a la pared celular y
relacionadas con la sintesis de diferulato y lignina.

Inicialmente, durante el desarrollo del trabajo de tesis, se considerd estudiar la
actividad px de pared contenida Gnicamente en las FI\y FC. Sélo al final del trabajo, se
incluyeron algunos estudios con la Fint. Algunos autores han sugerido que la Fint y FI
estan en un equilibrio mediado por H' (Ros Barceld y col., 1988, 1989) y, a juzgar por
una relativa similaridad en la distribucién del patrén de isoformas con actividad px entre
ambas (ver mas adelante), probablemente ambas fracciones compartirian algunas
isoperoxidasas del mismo origen. Por esta razdn y para evitar excesiva laboriosidad en
algunos analisis, s6lo se ha considerado la FI o la Fint.

Las peroxidasas contenidas en la Fl y la FC de pared, oxidaron varios precursores
de los polimeros fendlicos DFA vy lignina, tales como alcohol coniferilico (CA), el 4cido
p-cumarico (p-CA) y acido E-fertlico (E-FA). Estos sustratos no fueron utilizados en
ausencia de H,0,. La velocidad inicial maxima (Vi) v la concentracién de sustrato de
semisaturacion, Sos*, fueron calculadas de las respectivas curvas de saturaciéon a una
concentracioén fija de H,O, (* el parametro cinético de Ky, restringido a una sola entidad
molecular, ha sido reemplazado por el de Sos para definir la cinética hiperbolica en el
conjunto de isoformas con actividad px presentes en cada fraccion de pared), El
cuociente Vmi/Ses, que determina la velocidad de utilizacién de los sustratos a

concentraciones subsaturantes, también fue calculado para ambas fracciones enzimaticas.

En tanto, a causa de la presencia de celulasa y pectinasa en la FC, los datos de velocidad
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son presentados sobre la base del peso fresco de tejido utilizado en la preparacion de las
fracciones enzimaticas de pared.

La FI presentd una marcada especifidad de sustrato hacia CA y E-FA, a juzgar
por la mayor veloeidad de utilizacién de estos sustratos en comparacion al p-CA, tanto a
concentraciones saturantes (Vmsx) como subsaturantes (Vmsx/Sos) (Tabla 4). En contraste,
la FC utilizd6 preferencialmente CA, mientras que E-FA y p-CA fueron pob‘remente
oxidados (Tabla 4). Comparando los valores de Vi:/So.s en ambas fracciones, se observa
que la FI utilizd E-FA y CA con una velocidad 3,2 y 2,1 veces mayor que la FC,
respectivamente (p<0,01, Tabla 4). También, la FI utiliz6 el H,0, 1,7 veces mas
eficientemente que la FC (p<0,01), en la oxidacién de guaiacol, un analogo estructural
del CA (Vmsx/Sos, Tabla 5).

Como se presenta mas adelante, el E-FA esta presente en las paredes celulares del
coleoptilo de avena (y también probablemente el derivado alcohélico, CA), en niveles de
2 a 4 pg por mg de pared celular, razoén por lo cual, los resultados cinéticos antes
descritos adquieren una relevancia funcional que, en conjunto, sugieren que las pxs
contenidas en la FI podrian tener una mayor participacion que aquellas incluidas en la FC,
en la polimerizacion de fenoles para formar puentes diferulato y lignina en la pal:ed
celular.

Las pxs de la FI y FC también catalizaron la oxidacién de NADH con oxigeno
molecular, una reaccion que genera HyO, (Yokota y Yamazaki, 1965; Elstner y Heupel,
1976; Haliwell, 1978). En ausencia de efectores, la velocidad de oxidacion de NADH

por las fracciones de pared celular, fue baja comparada con la velocidad de peroxidacién
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(comparar valores de las Tablas 4 y 6); sin embargo, esta reaccién file considerablemente
estimulada por fenoles como el p-CA (Tabla 6). La participacion de pxs en la oxidacién
de NADH qued6 demostrada por la inhibicion de la reaccién con cianuro (inactivador de
hemoproteinas), quercetina, acido gentisico y 4acido ascorbico, todos eficientes
inhibidores de la enzima (Brouwer y col., 1986).

Cuando la oxidacion de NADH se determiné en presencia de p-CA 70 uM vy
concentraciones variables de NADH, la FI utilizd este sustrato con una velocidad
(Vmix/Sos) 1,7 veces mayor con respecto a la observada en la FC (p<0,2, Tabla /5).
Alternativamente, a una concentracion fija de NADH (0,16 mM), se investigd el efecto
concentraciones variables de estimuladores fendlicos. El efecto de estimulacion obtenido
con E-FA y p-CA, presenté una cinética de saturacién hiperbolica y de las respectivas
curvas se calcularon los valores de Vmi, Eos (concentracidn de semisaturacion del
estimulador) y el factor de estimulacion, obtenido de la razdn entre Vi, v la velocidad de
la reaccion en ausencia del estimulador (Tabla 6). Se encontré que el mejor estimulador
de la reaccion fue el p-CA, tanto en la FI como en la FC, al presentar factores de
estimulacion de 1375 y 300, respectivamente. El E-FA en cambio, fue un pobre
estimulador de la reaccion, aumentdndola solo 28 y 3 veces en la FI y FC,
respectivamente. Asi, la oxidacion de NADH fue estimulada preferencialmente en la FI
con respecto a la FC en 4,5 y 10 veces en presencia de p-CA y FA, respectivamente
(Tabla 6).

La eficiencia de los fenoles en la estimulacién de la oxidacion de NADH, se

’

relacion6 en forma inversa con su velocidad de utilizacion (Vms/Sos) por la px en
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presencia de H,0,. El p-CA, un sustrato pobremente utilizado en el ciclo peroxidativo, es
un eficiente estimulador del ciclo oxidativo de la enzima (comparar Tablas 4 y 6). En
tanto, la oxidacion de NADH en presencia de E-FA fue pobremente estimulada y
presentd un tiempo de retardo en las curvas de progreso, el cual disminuyo a
concentraciones crecientes del fenol. Este tiempo de retardo parece reflejar la lenta
acumulaciéon de H,O, durante el ciclo oxidativo de la enzima, pues la adicion de H,O, 1
uM disminuyé este tiempo de retardo de 18 a 7 minutos, mientras que la adicién de
catalasa aumentd considerablemente este retardo (Fig. 3). Asi parece ser que la
utilizacion peroxidativa del fenol compite con el efecto de estimulacion del mismo en la
oxidacién de NADH. Consecuente con esta idea, el CA, el mejor sustrato utilizado por la
px en presencia de H,O, (Tabla 4), fue incapaz de estimular la oxidacion de NADH en

ambas fracciones de pared (Tabla 6).




Tabla 4 : Utilizacion de sustratos fendlicos por peroxidasas contenidas en las

fracciones idnica y covalente de la pared celular de coleoptilos de avena.

SUSTRATO PARAMETRO PEROXIDASAS PEROXIDASAS
FRACCION IONICA  FRACCION COVALENTE
Acido fertlico Vinix 20,3+2,0 21,0+£3,5
(xM /min)
Sos (LM) 15,0 £ 3,2 496 + 1,3
Vani/Sos (min?) 1,35+ 0,332 0,42 +0,08°"
Acido p- Vimix 9,1+0,5 24,1+0,15
cumarico @M /min)
Sos (M) 54,9 + 4,3 117,2 £ 0,1
Vanied/Sos (min") 0,16 £0,04 ° 0,20 + 0,06 °
Alcohol Vinix 323,1 26,0 248,0 + 10,1
coniferilico (uM/min)
So.s (LM) 420+50 66,5 + 4,8
Viin/Sos (min™) 7,70 £1,5° 3,73+06°

Las condiciones del ensayo se describen en Materiales y Métodos, utilizando H,0, 0,5 mM. Los

valores de velocidad estan normalizados por gramo de tejido fresco. Las letras distintas en los

valores de Vpni/Sos indican la diferencia significativa del valor tabulado (p<0,01).
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Tabla S: Utilizacion de H,O, y NADH por peroxidasas contenidas en la fraccion idnica y

covalente de las paredes celulares de coleoptilos de avena.

Sustrato Parametro PEROXIDASAS PER'OXIDASAS
FRACCIONIONICA  FRACCION COVALENTE

H,0;* Vi (WM/min) 232,0 + 18,3 2453 +94
So.s (M) 102,0 +8,4 187,1 £ 14,5

Vamix/ So5 (min™) 23+03° 1,3+021

NADH" Ve (WM/min) 354+3.6 49,1+17,1
So.s (LM) 87,0 £4,0 200,5 + 15,0
Vi Sos (min) 0,41 +0,06 © 0,24 +0,05F

Valores de velocidad normalizados por gramo de tejido fresco.

a, El ensayo contenia guaiacol 5 mM y concentraciones variables de H,O, en
amortiguador fosfato (0,1 M, pH 6,0).

b, El ensayo’ contenia p-CA 75 pM vy concentraciones variables de NADH en
amortiguador fosfato (0,1 M, pH 6,0).

Las letras distintas en los valores de Vuu/Sos indican la diferencia significativa del valor tabulado

(p<0,01, paracydy p<0,2 para ey f).
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Tabla 6: Estimulacion por fenoles de la oxidacidon de NADH catalizada por peroxidasas de la

fraccion i6nica y covalente de las paredes celulares de coleoptilos de avena.

FRACCION IONICA FRACCION COVALENTE

L

Estimulador Vs Eos” Factor de Voix Eos Factor de

(uM/min) (M) estimulacién®  (uM/min) (uM) estimulacién

Ninguno 0,12 40,02 - 1 0,51 0,04 —— 1
Acido ferilico 34+02 44+0,3 28 1,38+£0,09 0,68 £0,20 2,7
Acido p-cumérico  165,0 £5,5 210+ 14 1375 153 +4 268 £ 10 300

Alcohol coniferilico (0,12 £ 0,02 -— 1 0,51 £0,04 — 1

a, Los valores de velocidad estan normalizados por gramo de tejido fresco.
b, Eo s, concentracion de semi-saturacion del estimulador

¢, Razon entre la Vi v la velocidad de oxidacion de NADH en ausencia del estimulador.

~
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Figura 3 : Efecto de H,0, (A, 1 .uM) y catalasa (C, 1 ug de Aspergillus Niger, Sigma
Chem. Co.) en el curso temporal de la oxidacion de NADH estimulada por 4cido ferilico y
catalizada por peroxidasas de la fraccion i6nica de paredes celulares de coleoptilos de
avena (B). El medio de reaccion contenia NADH 0,16 mM, Mn*250 uM, acido ferﬁlicp 10
uM y 1,7 U de actividad peroxidasa (medida con 0-PDA 5 mM y H,0, 0,5 mM) en

amortiguador fosfato (0,1M, pH 7,0).

3.1.c. Patrdn isoenzimatico de las peroxidasas asociadas a la pared celular
El patron de isoformas con actividad px en las fracciones de pared celular fue

estudiado mediante la técnica de IEF. Las caracteristicas de este método permitieron

obtener una excelente resolucion de las bandas enfocadas y una adecuada tincidn de la
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actividad px de las mismas en menos de 5 min (Fig 4). La visualizacién rapida de la
actividad px en el gel evit6 la pérdida de proteinas desde el gel a la solucién de tincién,
sobretodo si se considera que la técnica emplea geles de baja concentracion de acrilamida
(5%), ultrafinos (0,4' mm) y que no se sometieron a un proceso de fijacién antes del
revelado. La tincion completa de las bandas en el gel fue similar usando 4-metoxi-1-naftol,
4-cloro-1-naftol, guaiacol y o-PDA. Sin embargo, para la tincion rutinaria de los geles se
prefirieron los derivados naftdlicos, los cuales, a diferencia del guaiacol y el 0-PDA, son
transformados por la actividad px en un producto coloreado e insoluble que permite
mantener los geles tefiidos inalterables por meses.

Cuando se investigo la composicién de isoformas con actividad px en las fracciones
de pared, se observaron diferencias notables en el IEF en un intervalo de pH de 3 a 10
(Fig. 5). La FC present6 principalmente isoformas neutras y acidas (pl entre 4,5 y 6,5),
mientras que la FI contenia isoformas neutras (pl entre 4,8 y 6,0) y basicas (pl entre 8 y
10) (Fig. 5). La banda més basica en la FI (pI alrededor de 9,6) no fue detectada en la FC,
atn en geles con FC que contenian 3 veces mayor actividad px que la FL. El patron de
isoformas con actividad px fue similar, ya sea revelado con 0-PDA, 4-metoxi-1-naftol.o 4-
cloro-naftol en presencia de H,O,. Las diferencias en el patrén de isoformas en la FC, no
se deben a una desglicosilacion parcial mediante la accion de glicanasas presentes en la
preparacion de celulasa y pectinasa, pues el tratamiento de la FI por 12 h con celulasa y
pectinasa no alter6 el patron de isoformas y tampoco las constantes cinéticas aparentes en
la utilizacién de los sustratos E-FA y CA. Mas aun, las preparaciones comerciales de

celulasa y pectinasa carecian de actividad px en la oxidacién de 0-PDA o CA.
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Finalmente, la Fint present6 un patron de isoformas con actividad px
cualitativamente mas parecido al observado en la FI que en la FC (Fig. 5). La Fint se
compone de un conjunto de isoformas acidas y neutras de pI entre 4,8 y 6,0 y de dos
isoformas basicas con pls de aproximadamente 7,5 y 9,6, respectivamente. El patrén de
isoperoxidasas de la Fint sufri¢ variaciones durante la incubacion de coleoptilos de avena
por 24 h, pues algunas de las isoformas 4cidas y neutras, asi como la isoforma mas basica
(pI 9,6), desaparecieron del fluido intercelular extraido a las 8 y 22 h, pero aparecid una

nueva banda de pI 6,2 desde las 8 h de incubacion (ver Fig. 15, columnas A, C y E).

1 2 3 4 5 8  (min)

Figura 4 : Secuencia de aparicion del patron de isoformas con actividad peroxidasa en un
gel de IEF durante la tincién con 0-PDA y H,0,, como se describe en materiales y

Métodos. La muestra enzimética aplicada al gel (1,5 UPx, medida con 0-PDA y H,0,),

proviene de un extracto de coleoptilos de avena (liquido sobrenadante 10.000 xg).
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A B C

Figura 5 : Patrén de isoformas con actividad peroxidasa contenidas en las fracciones
covalente (A), i6nica (B) e intercelular (C) de paredes celulares de coleoptilos de avena.
El gel de IEF fue tefiido con 4-metoxi-1-naftol y H,0,. Las flechas indican las principales

diferencias en la composicion de isoformas entre las tres fracciones de pared.

3.1.d. Relacidn entre la actividad peroxidasa y la acumulacion de diferulato y lignina
en la pared celular.
3.1.d.1. Separacion de fenoles esterificados a las paredes celulares de avena mediante
HPLC

Los diversos compuestos esterificados a la pared celular de coleoptilos de avena,
fueron eficientemente resueltos a través de HPLC con la adaptacién de un gradiente

convexo como se describié en la seccion de Materiales y Métodos. Las condiciones del

método generaron una excelente resolucion de los compuestos fendlicos estandares de
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interés como el p-CA, E-FA y DFA, asi como de los compuestos presentes en las
muestras saponificadas de pared celular (Fig. 6 A-B). Una corrida tipica de un extracto
saponificado se muestra en la Fig. 6B, donde los picos de fenoles fueron identificados por
comparacion del tiempo de retencidn con el estandar y su respectivo espectro UV. Fue
posible de terminar de las areas y de las respectivas curvas de calibracién para cada
compuesto fendlico analizado, que los niveles aproximados de E-FA, p-CA y DFA en los
coleoptilos de avena de 6 dias estan en el orden de 2 a 3 pg, 0,06 a 0,08 pgy 0,1 a 0,3
ug por mg de pared celular, respectivamente. Asi, el E-FA es el principal fenol en paredes
celulares de coleoptilos, presente en aproximadamente 36 y 12 veces la cantidad de p-CA

y DFA, respectivamente.
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Figura 6 : Separacion de compuestos fenélicos mediante HPLC utilizando un gradiente
convexo de acetonitrilo / 4cido acético 3%. A, cromatografia de una mezcla de
compuestos estandares (7 pg cada .uno): acido cafeico (éAF, estandar interno, tg
alrededor de 9 min), 4cido p-cumérico (p-CA, tr alrededor de 15,5 min), 4cido fertilico
(E-FA, tr alrededor de 22 min), acido diferilico (DFA, tr alrededor de 48 min). B,
cromatografia tipica de un extracto saponificado de paredes celulares de coleoptilos de

avena.
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3.1.d.2. Actividad peroxidasa y polimeros fendlicos en' las paredes celulares de
segmentos de coleoptilos

La actividad px presente en la FI y FC aumentd considerablemente cuando se
incubaron segmentos de coleoptilos en una solucion aireada de MES (5 mM, pH 5,8)
(Fig. 7). Este efecto, en coleoptilos que aun continGan en crecimiento, fue evidente
después de 4,5 h de incubacion y se nivel6 entre las 10 y 24 h de incul;acién (Fig. 7). El
aumento de actividad px fue observado usando como sustratos NADH, CA u 0-PDA en
presencia de HO;, ; sin embargo, fue un 50 a 60% mayor en la FI en comparacién a FC
(Fig. 7). En forma paralela se determinaron los niveles de E-FA, DFA vy lignina asociados
a las paredes de los segmentos de coleoptilos, los cuales presentaron un incremento en su
acumnulacion posterior al incremento de la actividad px en la FI (Figs. 7 y 8). Mas aun, el
nivel de DFA aument6 en la pared mas rapidamente que el de E-FA, a juzgar por la
disminucién en la razén E-FA/DFA desde las 10 h de iné:ubacic’m de los coleoptilos (Fig.
9). En conjunto, estos resultados sugieren que la formacién de DFA y lignina en
segmentos de coleoptilos de avena, podria estar preferencialmente asociada a la actividad

px de la FI de pared celular.
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Figura 7 : Acumulacion de diferulato (DFA, O) y actividad peroxidasa en la fraccién
ionica () y covalente (B8 ) de paredes celulares durante el tiempo de incubacidn de
segmentos de coleoptilos de avena. Los valores representan la media + d.e. de tres

fracciones independientes de una muestra de tejido.
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Figura 8 :Acumulacién de lignina (M) y diferulato (DFA, O) en paredes celulares

durante el tiempo de incubacion de segmentos de coleoptilos de avena. Los valores

representan la media + d.e. de tres fracciones independientes de una muestra de tejido.
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Figura : Razon ferulato (E-FA) a diferulato (DFA) en paredes celulares de
segmentos coleoptilos de avena a diferentes tiempos de incubacién. Los valores

representan medias * d.e. de tres fracciones independientes de una muestra de tejido.

Los valores de E-FA y DFA a t=0 fueron de 1,78 y 0,095 ng por mg de pared celular.
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3.2 REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL Y PEROXIDASAS DE LA PARED

CELULAR

3.2.a. AlA, auxina estimuladora del crecimiento.
3.2.a.1 La auxina AI4 estimula el crecimiento de coleoptilos de avena

Los segmentos etiolados de coleoptilos de avena crecieron proporcional al
logaritmo de la concentracién de ATA hasta un 25% de su longitud inicial (Fig. 10). A
una concentracién fija de AIA de 40 pM, la cual produce la méaxima respuesta de
elongacion, el crecimiento de los coleoptilos fue también dependiente del tiempo de
incubacioén, lograndose un incremento méximo cerca de las 10-12 h de incubacién de un

46% del peso fresco y un 20% del peso seco original (Fig. 11).

3.2.a2. El AI4 disminuye la actividad peroxidasa de pared celular en coleoptilos de
avena

En coleoptilos de avena incubados con 40 pM AIA, la actividad px asociada a las
fracciones i6nicas, intercelular y covalente de pared celular, disminuyé notablemente con
respecto al control desde la primera hora de tratamiento (Fig. 12). Un efecto similar se ha
informado para la auxina sintética, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), la cual
disminuy6 la actividad px extraida por infiltracién desde hipocotilos de lupino (Ros
Barcel6 y col., 1987).

A pesar que la actividad px de pared disminuyd en general por efecto de la

hormona, se observaron interesantes diferencias en el grado de inhibicién en las distintas
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fracciones de pared estudiadas cuando la actividad enziméatica fue medida con CA o
NADH (Fig. 12). La actividad px en la FI y Fint disminuy6 hasta un 50 a 60%, mientras
que en la FC disminuy6 sélo hasta un 30 a 35% de la actividad inicial (Fig. 12). Esta
diferencia en la inhibicion de la actividad px entre la FC y las otras fracciones de pared,
no se observd cuando la actividad px fue mgdida con 0-PDA (Fig. 12). Asi, estos
resultados sugieren que el tratamiento hormonal podria afectar preferencialmente a
isoperoxidasas especificas en la utilizacién de sustratos naturales presentes en la pared
celular. El origen, consecuencias y ventajas de este fendmeno seran discutidas en la

seccion de “Discusion”.
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Figura 10 : Crecimiento de segmentos de coleoptilos de avena de 10 mm, después de 24
h de incubacién con AIA . Inserto : Curva de crecimiento expresada en concentracién

logaritmica del AIA.
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Figura 11 : Variacién en el peso fresco (A) o seco (B) de segmentos de coleoptilos de

avena durante el tiempo de incubacion en presencia (M) o ausencia (O) de AIA 40 pM.
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Figura 12 : Disminucidén de la actividad peroxidasa contenida en las fracciones idnica

(0), covalente (M), e intercelular (A) de paredes celulares de coleoptilos de avena

durante la incubacion con AIA 40 uM (M, O, A). La actividad peroxidasa fue ensayada

con 0-PDA (A), alcohol coniferilico (B) o NADH (C).
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3.2.a.3. El AIA altera el patrén de isoformas con actividad peroxidasa asociada a la
pared celular de coleoptilos de avena

El tratamiento de los coleoptilos con AIA 40 pM provocé alteraciones en el
patrén de isoperoxidasas contenida en las FI, FC e. Fint de pared celular. Como se
muestra en las Figs. 13 a 15, el IEF revel6 que en todas las fracciones de pared el
tratamiento con la hormona por 20 h redujo la actividad de isoformas acidas (pI 4,0 a
5,0) al final de 20 h de tratamiento. Debido a la mayor facilidad de obtenci6n de la Fint de
pxs con respecto a las FI y FC, fue posible estudiar en esta fraccién los cambios de
isoperoxidasas a distintos tiempos de tratamiento con AIA (Fig. 15). La hormona no
modificé el patron de isoformas a las dos horas de tratamiento, pero aument6 la actividad
de una isoforma acida (pI 5,5) a las 8 h, cuya actividad disminuye junto con un grupo de
isoformas mas 4cidas de pls entre 4 y 5 a las 24 h de tratamiento. Una forma bésica de pI
9,6, pre-existente en el fluido intercelular de coleoptilos a las 2 h, reapareci6 al final de
las 24 h de tratamiento con AIA. La forma bésica de pI 9,6 también aument6 en actividad
en la FI de coleoptilos tratados con AIA por 24 h (Fig. 13). El aumento de actividad de °
isoformas basicas por efecto del AIA ha sido frecuentemente reportado en la literatura y
generalmente atribuido a la activacién de isoformas pre-existentes (Gaspar y col., 1985;
Ferrer y col., 1991). Un posible mecanismo involucrado en la activacién de pxs bésicas
postula la disminucién de compuestos fen6licos que enmascaran la actividad px (Kevers y
col., 1984; Gaspar y col., 1985). También se ha sugerido la secrecién de pxs basicas a la

pared inducida por Ca? y AIA (Gaspar y col., 1983; Xu y van Huystee, 1993).
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Figura 13: Patrén de IEF de isoformas con actividad peroxidasa contenida
en la fraccion idnica de paredes celulares de coleoptilos controles (A) y
tratados con ATA 40 uM (B). El gel de IEF fue tefiido con 4-metoxi-1-naftol

y H,0,. Las flechas indican las isoformas alteradas por el tratamiento

hormonal.
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Figura 14: Patron de IEF de isoformas con actividad peroxidasa contenida en
la fraccién covalente de paredes celulares de coleoptilos controles (A) y
tratados con ATA 40 uM (B, C). El gel de IEF, tefiido con 4-metoxi-1-naftol
y H,0,, fue cargado con 1,0 U (A, B) y 1,5 U (C) de actividad peroxidasa,
medidas con o-PDA. La flecha indica el principal grupo de isoformas

alteradas por el tratamiento hormonal.

62




it
RS

I

5 Jrsa
S S

&
R

X2
BRHEEDER HOR

R

S

P
HEE T

S

R

R

:
s
Hi

e

.

AR
Rl

e
S s
S

S

Bt
5

et
R

-

i

EELER R
b

Figura 15: Patréon de IEF de isoformas con actividad peroxidasa
contenida en la fraccion intercelular de paredes celulares de coleoptilos
de avena controles (A, C, E) y tratados con AIA 40 uM (B, D, F)
durante 2 (A, B), 8 (C)D) y 20 h (E, F). El gel de IEF, tefiido con 4-
metoxi-1-naftol y H,0,, fue cargado con 1,2 Upx medida con o-PDA y

H,0,. Las flechas indican los principales cambios de isoformas en el

tiempo de tratamiento.

63




64

3.2.a.4. Utilizacidn de AIA y fenoles por isoperoxidasas dcidas y bdsicas de la pared
celular.

Las isoperoxidasas é4cidas y basicas fueron separadas desde la FI de pared
mediante cromatografia en una columna de carboximetil sepharose. La actividad px que
no fue retenida en la columna contenia isoformas 4cidas, mientras que la actividad px
retenida en la columna contenia dos isoformas basicas (Fig. 16). Después del paso por la
columna, se recuper6 el 72% de la actividad px sometida a la separacion. Del total de
proteinas de pared contenidas en la FI, la fraccién basica (retenida en la columna)
contiene cerca de 1,5 y 7,0 veces la actividad px y proteinas, respectivamente, de la
fraccion 4cida (no retenida) (Tabla 7). Estos resultados reflejan la condicién polianiénica
de la pared celular, probablemente debido a la presencia de polisacaridos pectinicos
acidos, con gran capacidad de retencion de moléculas catidnicas (bésicas).

Las fracciones de isoperoxidasas acidas y bésicas fueron analizadas en su
capacidad de utilizar como sustratos AIA, H;0,, FA y CA. Todos los ensayos
presentaron curvas de saturacion hiperbolicas y, excepto en la oxidacion de AIA, no se
observé reaccion en ausencia de H,O,, descartando la posible interferencia con actividad
polifenoloxidasa. En la Tabla 8, se muestran los valores de Vs v Sos calculados del
ajuste de las respectivas curvas de saturacion, asi como los valores de velocidad a
concentraciones subsaturantes Vma/Sos. Los valores de velocidad fueron normalizados
sobre la base del peso del tejido fresco (tf), unidades de actividad px (Upx, mediadas con
0-PDA) agregadas al medio de ensayo o la absorbancia a 403 nm. Este ltimo valor

refleja el contenido heminico debido mayoritariamente a la presencia de px en la muestra
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(van Huystee, 1987). El E-FA y el CA fueron los sustratos mejor utilizados por ambos
grupos de isoformas en presencia de H,O,, a juzgar por los valores més altos de la razén
Vmix/So.s usando cualquiera de las normalizaciones de la velocidad (g tf, Upx, o Asp)
(Tabla 8). El AIA, dependiendo del parametro de normalizaciéon de la velocidad, fue
utilizado con baja eficiencia catalitica en comparacion al resto de los sustratos analizados.
Sin embargo, las isoformas acidas y basicas presentaron diferencias en la utilizacién de los
sustratos fendlicos y de AIA, especialmente cuando se comparan los valores
normalizados por la Ass 0 g tf. Las isoformas acidas utilizaron cerca de 4 veces mas
efectivamente el ATA que las isoformas basicas, en tanto, que las isoformas bésicas fueron
aproximadamente 2, 5 y 3 veces mas eficientes que las isoformas acidas en la utilizacién
de FA, CA y Hy0,, respectivamente (p<0,01, Tabla 8). Las isoformas acidas son las
especies preferencialmente inhibidas por el tratamiento con AIA en todas las fracciones
de pared y, considerando que,éstas son mas eficientes en la utilizacion del AIA que las
isoformas basicas, la respuesta global del coleoptilo tratado con AIA, incluyendo la

inhibicién de la actividad px de pared, al parecer tiende a evitar la destruccién oxidativa

-de la hormona. Esta idea seré analizada en detalle en la proxima seceidn.

Por otra parte, las diferencias cinéticas en la utilizacion de CA, E-FA y H0; entre
los grupos de isoformas en la FI, sugieren un importante papel de las isoformas bisicas en
la mayor relevancia de la FI con respecto a la FC en la oxidacién y polimerizacion de

sutratos fendlicos en la pared celular.




Figura 16: Patrén de IEF de los grupos de isoformas acidas (A) y
basicas (C) de la fraccion idnica (B) de la pared celular, separadas
por cromatografia de intercambio catiénico en una columna de
carboximeti] sepharose. El gel de IEF fue tefiido con 4-metoxi-1-

naftol y H,0,.
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Tabla 7 : Separacion de isoformas 4cidas y bésicas de peroxidasa desde la fraccién i6nica

de paredes celulares de coleoptilos de avena por cromatografia en carboximetil

Sepharose.

Fraccion Volumen Proteina total  Actividad Peroxidasa
total (ml) (mg) total (mol/min)*

Retenida en columna 6,50 0,11 774

(isoperoxidasas basicas) *

No retenida en columna 7,25 0,76 448

(isoperoxidasas 4cidas)

* La muestra de fraccion idnica cargada en la columna coritenia 1656 U de actividad

peroxidasa, medidas con 0-PDA 5 mM y H;0, 0,5 mM
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3.2.a.5. Acumulacién de diferulato y lignina en las paredes celulares de coleoptilos de
avena tratados con AIA ,

El tratamiento de los coleoptilos con AIA no afecté significativamente el nivel de
polimeros fendlicos de lignina y DFA en la pared celular en las primeras 22 h de
tratamiento, periodo en el cual se observd el efecto hormonal sobre €l crecimiento (Figs.
17 y 18). Sélo después de 48 h de tratamiento el AIA redujo los niveles de DFA y lignina,
pero al parecer este efecto no tendria una relacion causal con la elongacién del coleoptilo
promovido por el AIA, sino mas bien podria ser una consecuencia de la disminucion de la
actividad px de pared desde la primera hora de tratamiento. A pesar de ello, en distintos
experimentos con coleoptilos tratados con AIA se observé una tendencia de aumento en
los niveles de DFA después de las 24 h de tratamiento (Fig. 17), que podria estar

relacionada con el reforzamiento de la estructura de pared distendida por la hormona

durante la estimulacion del crecimiento.
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Figura 17 : Niveles de 4c. diferilico (DFA, W) y fertilico (E-FA, O) en paredes celulares

de coleoptilos de avena durante el tiempo de incubacién con ATA 40 uM. Los niveles de

E-FA y DFA al inicio del experimento fueron de 3,60 y 0,29 pug por mg de pared celular.
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Figura 18 : Niveles de lignina en paredes de coleoptilos de avena durante el tfempq de

incubacion en presencia (M) o ausencia (O) de AIA 40 pM
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3.2.b DIMBOA, 4cido hidroxamico inhibidor del crecimiento
3.2.b.1 DIMBOA inhibe el crecimiento de coleoptilos de avena

El crecimiento de los coleoptilos de avena, evaluado en la variacién de longitud,
fue notablemente reducido con respecto al control desde un 29% en presencia de
DIMBOA 50 pM, hasta casi un 45% a concentraciones por sobre los 150 uM de
DIMBOA (p<0.01, Fig. 19a). Mas aun, a una concentracion fija de ‘75 pM, el efecto
inhibitorio d¢l DIMBOA sobre el crecimiento se detecté por una disminucién del 80% en
la acumulacién de peso fresco, desde las 2 h de tratamiento (Fig. 19b). Todos los
siguientes experimentos con DIMBOA fueron realizados con una concentracién de 75
UM, con la cual se obtiene cerca de la maxima inhibicién del crecimiento de los

coleoptilos de avena (Fig. 19b).
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Figura 19 : Inhibicién del crecimiento de segmentos de coleop:cilos de avena por DIMBOA. A,
variacién en longitud de segmentos de coleoptilos de después de 24 h con DIMBOA. Los *
indican los valores significatimente distintos del control determinado en una prueba de minima
diferencia significativa (p<0,01). B, variacién en la acumulacién de peso fresco de coleoptilos

durante la incubacién en ausencia (O) o presencia () de DIMBOA 75 pM.
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3.2.b.2 DIMBOA estimula la oxidacion de NADH catalizada por peroxidasas de la
pared celular de coleoptilos de avena.

El DIMBOA resulté ser un efectivo estimulador de la oxidacion de NADH
catalizada por pxs de pared en el coleoptilo de avena. El efecto fue dependiente de la
concentracion de DIMBOA con una cinética de saturacion. La maxima velocidad de
oxidacién de NADH en presencia de DIMBOA fue similar a la obtenida en presencia de
p-CA (Tabla 9 y 6), con factores de estimulacion de 1523 y 246 para la FI y FC,

respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9 : Estimulacién por DIMBOA de la oxidacion de NADH catalizada por

peroxidasas de la pared celular de coleoptilos de avena.

FRACCION Vi Eos . Vuu/Eos Factor de
(uM/min) (uM) (min™) estimulacion®

I6nica " 182,84 15,0 95,5 + 13,1 1,91 0,32 1523

covalente 125,7%2,0 139,2 £3.8 0,94£0,05 246

Los valores de velocidad estan normalizados por gramo de tejido fresco.

*Razon entre Vo v 12 velocidad de oxidacion de NADH en ausencia de DIMBOA (0,12

puM/min y 0,51 pM/min para la fraccion i6nica y covalente, respectivamente).




75

La velocidad de oxidacion de NADH a concentraciones subsaturantes de
DIMBOA (Vai/Eos), resultd ser de 2 veces mayor para la FI que para la FC (p<0,01,
Tabla 9), lo que apoya un papel preferencial de las pxs de la FI en la generacion de H,0,
a nivel de la pared por efecto del 4cido hidroxamico. De este modo, serian las pxs de la FI
las principalmente implicadas en modificar las caracteristicas fisicas y quimicas de la
pared celular como elemento en la limitacién del crecimiento inducido por DIMBOA. La
reaccion fue efectivamente catalizada por la actividad px presente en las fracciones de
pared celular, pues durante la estimulacién con DIMBOA Ia reaccion fue inhibida entre
un 72 a 99% al adicionar quercetina, acido gentisico, SOD, ascorbato y cianuro (Tabla
10), todos ellos eficientes inhibidores de las pxs (Halliwell, 1978; Brouwer y col., 1986).
Se ha informado que el radical O, participa como intermediario en la oxidacion de

NADH catalizada por pxs (Yokota y Yamazaki, 1965; Elstner y Heupel, 1976; Halliwell,

1978), lo que explica el efecto inhibitorio de la SOD en esta reaccién (Tabla 10).
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Tabla 10 : Oxidacion de NADH catalizada por peroxidasas de la fraccion ionica de la
pared celular de coleoptilos de avena en presencia de DIMBOA e inhibidores de la

actividad peroxidasa.

ADICION Oxidacion NADH % Inhibicién de la
(1M/min)* reaccion estimulada

Ninguna 0,17 -

DIMBOA 75 uM 73,70 -

“ + quercetina (0,5 mM) 20,64 72

“ + ge. gentisico (0,5 mM) 10,63 85

“ + 4c. ascorbico (0,5 mM) 0,40 99

“ + KCN (0,3 mM) 11,13 85

“ + SOD (39 U) . 11,06 85

* Valores de velocidad normalizados por gramo de tejido fresco del cual fue preparada la

fraccion enzimatica de pared celular.

Al determinar el consumo de oxigeno durante la oxidacién de NADH, se pudo
demostrar que la reaccién estimulada por DIMBOA genera y acumula H;O,. En efecto,
agregando un exceso de catalasa a distintos tiempos del transcurso de la reaccion
estimulada por DIMBOA, se observo una liberacion de oxigeno proporcional al progreso
de la misma (Fig. 20). Dado que la catalasa descompone el H,O, a %2 O, y H,0, estos
resultados indican que la liberacion de oxigeno en el medio fue debida a la
descomposiciéon del H,0, acumulado en la oxidacion de NADH estimulada por
DIMBOA. Por cada mol de O, que se consume en la reaccion de oxidacion de NADH

antes de agregar catalasa, aproximadamente %2 mol de O es liberado después de agregar

-
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catalasa (Fig. 20, B). Esta estequiometria es la esperada para la oxidacién de NADH

catalizada por peroxidasas (Yokota y Yamazaki 1965, Halliwell 1978).
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Figura 20 : A, Estimulacion por DIMBOA del consumo de oxigeno durante la oxidacion de

NADH catalizada por peroxidasas de la fraccién idnica de la pared celular de coleoptilos de

avena. A diferentes tiempos de la reaccion, indicado por las flechas, se agregaron 45 pg de

catalasa (de Aspergillus niger, Sigma Chem. Co.) a la reaccion que contenia NADH 0,3 mM,

MnSO4 50 uM, DIMBOA 75 pM y fraccién iénica (0,5 UPx, medida con o-PDA 5 mM y H,0,

0,5 mM) en amortiguador fosfato (0,1M, pH 7,0). Los registros de los ensayos separados han
sido reunidos y redibujados en la figura. B, consumo y liberacion de O, antes y después de la

adicion de catalasa, durante ¢l progreso de la reaccion. La pendiente de la recta fue de 0,6.
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Durante la oxidacion de NADH estimulada por DIMBOA vy seguida
espectrofotométricamente a 340 nm, se observé un incremento en la absorbancia cuando
practicamente todo el NADH habia sido consumido (Fig. 21). Paralelo a este efecto se
observo un cambio de coloracion en la mezcla de reaccién desde incolora a café claro.
Una serte de barridos de absorbancia entre 300 y 600 nm de la mezcla de reaccion
revelaron que junto con el completo consumo de NADH, aparecen dos bandas de
absorcion a 345 y 430 nm (Fig. 22 A-B). Suponiendo que estas bandas correspondian a
un producto de descomposicion peroxidativa del DIMBOA, se realizaron una serie de
barridos de absorbancia entre 300 y 600 nm de una mezcla de reaccién que contenia:
DIMBOA 75 M, H,0, 0,5 mM vy px de la FI (Fig. 22C). Efectivamente, esta reaccion
gener6 un producto que presenta'exactamente las mismas bandas de absorcién a 345 y
430 nm, confirmando la utilizacién del DIMBOA por pleroxidasas de pared en presencia
de H>O, (en ausencia del oxidante, no hubo reaccioén alguna). Estos resultados indican
que durante la oxidacion de NADH, el DIMBOA no es peroxidado, sino hasta cuando se
ha acumulado suficiente H,O, al completarse la oxidacion del nucledtido (Fig. 21). Se
han obtenido similares resultados a utilizar una preparacién comercial pura de isoenzima
C de px de rabano (Rojas y col., 1997). Mas alin, en estos experimentos, a ;;artir de la
completa oxidacion de DIMBOA en presencia de H,O, y la px de rabano, fue posible
calcular un coeficiente de extincion para el producto de descomposicién a 430 nm de

1260 M cm™ (Rojas y col., 1997).
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Figura 21 : Curso temporal de la reacciéon de oxidacién de NADH por peroxidasas de la
fraccién idnica en presencia de DIMBOA. La mezcla de reaccion contenia en
amortiguador fosfato (0,1 M, pH 7,0) NADH 0,16 mM, Mn*2 50 uM y 0,5 Upx de la
fraccion i6nica. El curso de la reaccion fue seguido espectrofotométricamente por el

cambio de absorbancia a 340 nm (—) y 430 nm (----).
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Figura 22 : Barridos espectrales durante la oxidacion de NADH en presencia de DIMBOA y
catalizada por peroxidasas de la fraccion idnica de paredes celulares de coleoptilos de avena (A).
Los barridos se tomaron cada 3 min después de mezclar NADH 0,16 mM, MnSO, 50 pM,
DIMBOA 75 uM y.0,5 Upx en amortiguador fosfato 0,1 M, pH 6,8.

B, aumento en absorbancia de la banda a 430 nm en barridos espectrales después de 15 min del
inicio de la reaccion descrita en A.

C, barridos espectrales en la oxidacién de DIMBOA en presencia de H,0, y peroxidasas de la
fraccion idnica. Los barridos se tomaron cada 2 min después de mezclar H,0; 0,5 mM, DIMBOA

75 UM y 0,5 Upx en amortiguador fosfato 0,1 M, pH 6,8.
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En vista que el DIMBOA puede ser utilizado como sustrato por pxs en presencia
de H,0,, se comparo esta reaccion entre las pxs de la FI y FC de paredes celulares del
coleoptilo de avena. La reaccion fue seguida por el aumento de absorbancia a 430 nm,
obteniéndose curvas de saturacion hipérbolicas a partir de las cuales se obtuvieron
valores de Vyx v Sos. Como se muestra en la Tabla 11, el DIMBOA fue utilizado 3,2
veces mas eficientemente (Vmix/Sos) por la FI que por la FC. Sin embargo, las
velocidades maximas de utilizacion peroxidativa del DIMBOA por las FI y FC fueron 38
y 898 veces menores que las respectivas velocidades de estimulacidn de oxidacién de
NADH a concentraciones saturantes del DIMBOA (Tablas 9 y 11). Asi, el DIMBOA
siendo un eficiente estimulador de la oxidacién de NADH, es un pobre sustrato en el ciclo
peroxidativo. Estos resultados concuerdan con la relacién inversa encontrada para los
fenoles entre la eficiencia en la estimulacion de la oxidacion de NADH vy la velocidad de

peroxidacion de estos compuestos por pxs de pared celular (Tablas 4 y 6).

Tabla 11: Utilizacién de DIMBOA en presencia de H,O, por peroxidasas de la pared

celular de coleoptilos de avena.

Parametro Fraccion Ionica Fracci6n Covalente

Vi (UM/min)* 479 0,89 0,14 +0,01
So.5 (mM) 5,69 0,10 0,53 £ 0,08
Vamin/So.s (x10* min™) 8,41 2,64

*Valores de velocidad normalizados por gramo de tejido fresco.
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Con el objeto de investigar en mas detalle las bases del efecto estimulador del
DIMBOA en la oxidacién de NADH, se estudi6 el efecto lde DIMBOA sobre la
estabilidad del CIIIL. El CIII es una forma ferrosa de la px, cataliticamente inactiva en la
oxidacion de NADH vy caracterizada espectrofotométricamente por desplazar la banda de
absorcién maxima del grupo hemo de 403 a 418 nm (Yokota y Yamazaki, 1965; Tamura
y Yamazaki, 1972). La aceleracion de la descomposicion del CIII y la recuperacion de la
forma férrica de la enzima pueden constituir un mecanismo por el cual el DIMBOA
estimule la oxidacion de NADH. De hecho, se ha demostrado que diversos fenoles

estimulantes de la oxidacién de NADH aceleran la descomposicion del CIIT (Halliwell,
1978). ;
Debido a que se requiere una alta concentracion de enzima para observar
espectrofométricamente el CIII, estos estudios se realizaron con una preparacion
comercial de px de rabano (isoenzima C). Como se presenta en la Fig. 23, el DIMBOA
descompuso el CIII a juzgar por la completa desaparicion del pico a 418 nm y la
recuperacion del pico a 403 nm de la px férrica. Mas aun, los picos a 543 y 575 nm,
tipicos del CIII (Tamura y Yamazaki, 1972; Acosta y col., 1991), también desaparecieron
en presencia de DIMBOA (Fig. 23). En las condiciones en que se generd el CIII, el
NADH se encuentra en un exceso de concentracion de 800 veces con respecto a la
enzima, por lo cual toda la enzima (1,2 uM) deberia encontrarse como CIII. De este
modo, fue posible calcular un g4;5 para el CIII igual a: Aq/1,2 pM = 75 mM’ lem®. La

velocidad de descomposicion del CIII fue dependiente en forma de saturacién hiperbolica

con la concentracion del DIMBOA, observandose un Vysi de 3,52 pM/min y una

A
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concentracion de DIMBOA de 14,9 puM para lograr la mitad de la Vg de
descomposicion (Fig. 24 A). En condiciones en que todo el CIII estd acomplejado con
DIMBOA la descomposicion del CIII depende de una constante cinética y de la
concentraciéon del complejo CII-DIMBOA. Asi, a partir de la velocidad de
descomposicion del CIII a concentracion saturante de DIMBOA se calculd una constante
cinética igual a 3,52 pM min’/1,2 uM =2,93 min™,

Comparativamente, otro efectivo estimulador de la oxidacic'?n de NADH como el
p-CA (Tabla 6), también aumenté la velocidad de descomposicioén del CIII de la px de
rabano (Fig. 24 B), con una constante cinética de descomposicion de 0,21 min. Asi, el
DIMBOA fue 14 veces mas efectivo que el p-CA en promover la descomposicion del
CIII formado con la isoenzima Cdela px de rabano. La descomposicion del CII por
DIMBOA o p-CA presentd un tiempo de retardo dependiente en forma inversa con la
concentracion del efector (insertos en Fig. 24 A-B). Este tiempo de retardo, tipico de
reacciones inducidas por especies radicalarias (Ferrer y col., 1991), sugiere la

acumulacion de radicales derivados del DIMBOA o p-CA durante la oxidacion del CIIL
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Figura 24 : Descomposicion del CIII de peroxidasa de rdbano por DIMBOA (A) o acido

p-cumarico (p-CA, B). Insertos: tiempo de retardo en la descomposicion del CIII

dependiente de la concentracion de DIMBOA (A) o p-CA (B).
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3.2.b.3 Acumulacién de lignina y dcido ﬁ'férulico en las paredes celulares de
coleoptilos de avena tratados con DIMBOA

Dado que DIMBOA fue un efectivo estimulador de la oxidacion de NADH
catalizada por pxs de pared celular, se pens6 que el H,O, formado en esta reaccion podria
ser utilizado por pxs para aumentar la sintesis de polimeros fendlicos como lignina y
DFA. Tal mecanismo podria ser parte, entonces, de la inhibiciéon del crecimiento por
DIMBOA en el coleoptilo de avena. El DIMBOA a una concentraciéon de 75 pM
efectivamente aument6 el nivel de DFA y lignina en la pared en cerca de un 55 y 30%,
respectivamente, en las primeras 10 horas de tratamiento (Figs. 25 y 26). Posteriormente
y hasta las 20 h, el nivel de DFA y lignina en la pared disminuyé hasta un 40% bajo el
control y luego tendid a recupera}se hasta un 10 a 20% bajo el control en las 48 h del
tratamiento (Figs. 25 y 26). Si bien el H,0, puede ser generado en la oxidacién de
NADH estimulada por DIMBOA vy catalizada por pxs de la pared celular, la mayor parte
de la actividad px en coleoptilo no se encuentra unida a la pared (Tabla 3). Asi, la
observacion que los niveles de DFA y lignina no se mantuvieron ziltos por sobre el control
como se espera un continuo suministro de H,O en la pared, sugiere que el exceso de este
oxidante o su produccidn en otros compartimentos celulares por la misma via, actuaria
como un tdxico general deprimiendo el normal funcionamiento celular. Esta idea fue
probada experimentalmente midiendo parametros de estrés oxidativo en los coleoptilos
tratados con DIMBOA, tales como la actividad de enzimas antioxidantes (catalasa, ascpx

y SOD), oxidacion de lipidos y proteinas, asi como los niveles de glutation reducido

(GSH) y oxidado (GSSG).
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Figura 25 : Niveles de 4cidos diferilico (DFA, M) y fertlico (E-FA, O) en paredes
celulares de coleoptilos de avena durante el tiempo de incubaciéon con DIMBOA 75 uM.
Los niveles de E-FA y DFA al inicio del experimento fueron de 1,78 y 0,1 pg por mg de

pared celular.
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Figura 26 : Niveles de lignina en paredes celulares de coleoptilos de avena durante el

tiempo de incubacion en presencia (M) o ausencia (O) de DIMBOA 75 pM. La lignina se

cuantifico por la absorbancia a 280 nm de su derivado con bromuro de acetilo, como se |

describe en Materiales y Métodos.




3.2.b.4. DIMBOA aumenta el estatus oxidativo celular -

Las actividades catalasa y ascpx, enzimas citostlicas consideradas antioxidantes
pues reducen el H,0,, fueron notablemente inhibidas en los coleoptilos desde las primeras
horas de tratamiento con DIMBOA 75 puM (Fig. 27). Sin embargo, la actividad SOD fue
estimulada hasta un 80% sobre el control desde las 4 h de tratamiento -con DIMBOA
(Fig. 28). Estos resultados indican que el DIMBOA favorece notablemente un aumento
del estado oxidativo del tejido, pues deprime la actividad de enzimas que eliminan el
exceso de H,0, producido en la oxidacién de NADH. La principal especie asociada al
fenoémeno oxidativo, ademas del H,O,, podria ser el radical O;", a juzgar por la induccién
de la actividad SOD en coleoptilos tratados con DIMBOA (Fig. 28).

Los 4cidos grasos insaturados componentes de membranas, asi como las
proteinas, son dos de los principales blancos celulares del ataque de especies radicalarias
(Gutteridge y Halliwell, 1990; Pacifici y Davies, 1990; Stadtman, 1993). En ambos casos,
el ataque radicalario comprende la remocion de un 4tomo de hidrégeno, convirtiendo a la
molécula dadora en otra especie radicalaria. La propagacion de esta cadena oxidativa
incluye la adicién de oxigeno molecular para estabilizar la especie radicalaria, la cual por
reordenamiento intra o intermolecular genera, principalmen:te, malonildialdehido en el
caso de lipidos insaturados (Gutteridge y Halliwell, 1990), o la formaciéon de grupos
carbonilo en algunos aminoacidos de proteinas (Pro, Lys, Thr) (Stadtman, 1993; Reznick
y Lester, 1994). Consecuentemente, la modificacion oxidativa de estas macromoléculas
lleva a la desorganizacion funcional de las estructuras o procesos en los cuales participan

(permeabilidad de membrana, actividad enzimética, etc.). En coleoptilos tratados con




90

DIMBOA, los niveles de derivados oxidados de lipidos insaturados, detectados con TBA,
incrementaron notablemente hasta un 60% desde las primeras horas de tratamiento
(p<0,01, Fig. 29). Del mismo modo, los niveles de grupos carbonilo asociados a proteinas
oxidadas, aumentaron e'n un 45% en las proteinas solubles de los coleoptilos durante las
primeras 10 h de tratamiento con DIMBOA (p<0,01, Fig. 30). Estos resultados, en
conjunto, indican que el DIMBOA provoco un agudo estrés oxidativo en los-coleoptilos,
atacando principalmente a lipidos y proteinas. Esta situacion podria comprometer, entre
otros procesos, la sintesis o transporte de fenoles a la pared para la sintesis de DFA o
lignina y.asi dar cuenta de la disminucion de los niveles de los mismos a tiempos largos en

la pared de coleoptilos tratados con DIMBOA.
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Figura 27 : Actividad catalasa (A) y ascorbato peroxidasa (B) por mg de proteina (mg

prot.) en extractos (liquido sobrenadante de 10.000 xg) de coleoptilos de avena durante

el tiempo de incubacion en presencia (M) o ausencia (O) de DIMBOA 75 uM.
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Figura 28 : Actividad superdxido dismutasa (SOD) en extractos (liquido sobrenadante de
10.000 xg) de coleoptilos de avena durante el tiempo de incubacién en presencia (M) o

ausencia (O) de DIMBOA 75 pM. La actividad SOD es expresa como la inhibicién en la

reduccién de NBT por mg de proteina. Inserto : curso temporal de la fotorreduccion de

NBT en las condiciones del ensayo.
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Figura 29 : Niveles lipidos peroxidados (TBARS) en coleoptilos de avena durante el

tiempo de incubaci6n en presencia (M) o ausencia (O) de DIMBOA 75 pM.
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Figura 30 : A, espectro diferencial del complejo proteina-hidrazina en un extracto de proteinas

solubles (0,4 mg/ml) de coleoptilos controles (C) o tratados con DIMBOA 75 pM (D). En cada

muestra, el espectro de las proteinas tratadas con hidrazina fue obtenido restando el espectro de

igual cantidad proteinas no tratadas con hidrazina. B, niveles de grupos carbonilo por mg de

proteina en extractos (liquido sobrenadante de 10.000 xg) de coleoptilos de avena durante el

tiempo de incubacién en presencia (M) o ausencia (0O) de DIMBOA 75 uM.
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DIMBOA ha sido reportado como un fuerte electrofilo capaz dé transformar
aminas primarias en bases de Schiff, convertir en hemitiocetales y tioacetales, asi como de
oxidar grupos SH presentes en aminoécidos de proteinas (Niemeyer, 1988; Cuevas y col.,
1990). Esta propiedad se debe al equilibrio entre el hemiacetal ciclico y un aldol abierto
en el DIMBOA (Niemeyer, 1982, 1988). Por otro lado, el glutation (GSH), un tripéptido
constituido de 4cido glutdmico, alanina y cisteina, es el metabolito antioxidante mas
importante en plantas y animales, con un potencial redox adecuado para ofrecer un grupo
SH en la amortiguacion de. especies oxidantes (Alsher, 1989; Zopes y col., 1993). En
consecuencia, parecio interesante evaluar el estatus oxidativo de coleoptilos tratados con
DIMBOA a través de los niveles de GSH y GSSG. En un primer grupo de experimentos,
segmentos de coleoptilos de avena tratados durante 24 h con DIMBOA 0,07 y 0,14 mM,
redujeron respectivamente los niveles de GSH en un 37% y 49% (p<0,02) y aumentaron
los niveles de GSSG en un 67% (p<0,2) y 126% (p<0,05) en relacion a los niveles de
GSH y GSSG en los coleoptilos no tratados (Fig. 31 A). Més ain, el nivel de GSH total
(GSH + GSSG), disminuyo6 hasta en un 27% en los coleoptilos tratados con DIMBOA
por 24 h. (p<0.1, Fig. 31 B). Consecuentemente, los coleoptilos tratados con DIMBOA
0,07 y 0,14 mM, redujeron proporcionalmente la razén GSH/GSSé en un 63% y 80%, |
respectivamente en comparaciéon al control no tratado (Fig. 32). Estos resultz;dos
sugieren que el tratamiento con DIMBOA induce la oxidacion del GSH a GSSG ya sea a

través de las especies radicalarias derivadas de la acumulaciéon de H,0,, o bien en la

adicion directa del DIMBOA al GSH. Sin embargo, la reduccion en los niveles de GSH
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total podria también ser resultado de la inhibicién de su sintesis enzimatica o de un
aumento en su degradacion.

El estatus antioxidante del tejido (aument;) en la razon GSH/GSSG o en el nivel
de GSH total) puede ser inducido artificialmente en ciertas condiciones de estrés para el
tejido (Foyer y col., 1997). En las condiciones de los experimentos, la prolongacién del
periodo de incubacion de los coleoptilos de 24 a 48 h indujo un moderado aumento en el
estatus antioxidante (aumento del GSH total o razén GSH/GSSG) de los coleoptilos, con
lo cual se obtiene un tejido poten\cialmente més resistente al dafio oxidativo (Figs. 31 A-B
y 32). El tratamiento de estos coleoptilos por un periodo adicional de 24 h con DIMBOA
redujo la razon GSH/GSSG sodlo a un 50%, menor que la disminucién lograda por el
DIMBOA en coleoptilos mas jovenes en el mismo periodo (Fig. 32).

En otro grupo de experimentos, coleoptilos intactos de 5 dias de edad fueron
tratados por 24 h con 3-amino-1,2,4-triazol (AMT) 5 mM absorbido por las raices. El
AMT es un inhibidor irreversible de la catalasa (Margoliash y C(;l., 1960; Havir, 1992), de
modo que coleoptilos crecidos en presencia de este compuesto debieran ser més sensibles
al dafio oxidativo, sobretodo de aquel proveniente del HO, debido a la incapacidad de
descomponerlo enzimaticamente. Efectivamente, como se observa en las Figs. 33 y 34,
los coleoptilos pretratados con AMT fueron mas sensibles al tratamiento,con DIMBOA,
en los cuales la razén GSH/GSSG disminuyd en un 20% mas con respecto a la misma
razon en coleoptilos tratados con DIMBOA pero no pretratados con AMT (Fig. 34). En

ambos casos, la disminucion de la razén GSH/GSSG fue producto de la disminucién en

los niveles de GSH total y aumento en los niveles de GSSG (p<0,05, Fig. 33 A-B). El
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AMT no afect6 la velocidad de oxidacion de NADH y fenoles catalizado por pxs de

pared celular de avena, alin en concentraciones de 10 mM (resultado no presentado).




98

24h
+DIMBOA ——=> D70-24; D140-24

Il

+DIMBOA ——=> (48-D24

24 h /

-DIMBOA ——= C24

co 24h
(coleoptilos de 6 dias) - DIMBOA ~  c48
- 2,0 6
6,0 A 2 B T
u 7 T T
g4 g 2 =
> o g,“ I
= s 2 L1
£ 3,01 g o
E 2z g
T 0 @ 2-
[75] 2 re
o 15+ ® 3):
O
0,0 0
Co C24 D70 D140 C48 C48 Co C24 D70 D140 c48 C48
24 24 D24 24 24 D24.

Figura 31 : A, variacion de los niveles de Glutation reducido (D , GSH) y oxidado (
GSSG) en segmentos de coleoptilos de avena sometidos a distintos tratamientos. B, suma
de los niveles de GSH y GSSG presentados en A para cada tratamiento de los
coleoptilos. En la cabeza de la figura, se representa un esquema del disefio experimental.

Co, control al inicio del experimento ; C24, coleoptilos control después de 24 h de
incubacién; D70-24, coleoptilos mantenidos por 24 h con 70 pM DIMBOA ; D140-24,
coleoptilos mantenidos por 24 h con 140 pM DIMBOA ; C48; coleoptilos control

después de 48 h de incubacion; C48-D24, coleoptilos incubados 48h, de las cuales las

Ultimas 24 h fueron en presencia de 70 pM DIMBOA.
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Figura 32 : Razén de los niveles de glutation reducido (GSH) a oxidado (GSSG) en
segmentos de coleoptilos de avena sometidos a distintos tratamientos como se detalla en

la leyenda de la Fig. 31.
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GSSG) en coleoptilos de avena pretratados con AMT y sometidos a distintos

tratamientos. B, suma de los niveles de GSH y GSSG presentados en A para cada

tratamiento de los coleoptilos. En la cabeza de la figura, se representa un esquema del

disefio experimental. Co, control al inicio del experimento; CoAMT, coleoptilos

pretratados por 24 h con AMT ; AMT24-D24, coleoptilos pretratados con AMT y

mantenidos por 24 h adicionales con 70 uM DIMBOA ; AMT 24, coleoptilos pretratados

con AMT y mantenidos 24 h adicionales en ausencia de AMT ; C24, control después de

24 h de incubacién; D24, coleoptilos mantenidos por 24 h con 70 uM DIMBOA.
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Figura 34 : Raz6n de los niveles de glutatién reducido (GSH) a oxidado
(GSSG) en coleoptilos de avena sometidos a distintos tratamientos como se

detalla en la leyenda de la Fig. 33. |




4. DISCUSION

Las pxs de plantas han sido principalmente estudiadas en dicotiled6neas, prueba
de ello es que gran parte del conocimiento estructural, de sintesis y transporte de estas
enzimas, proviene de la amplia investigacion en tejidos de rabano, nabo, mani y otras
dicotiledoneas. Sélo desde fines de los afios 80 comienzan a aparecer los primeros
reportes de pxs en monocotiledoneas, lo cual constituye un avance importante por varias
razones. Dado que las pxs estan relacionadas con la regulacion del crecimiento, son
precisamente 6rganos de monocotiledéneas como los coleoptilos de arroz y avena, los
clasicamente usados para estudiar la fisiologia del crecimiento y el efecto de reguladores
del crecimiento, como AIA (Taiz y Zeigler, 1991). Las monocotiledoneas, ademas de .
constituir un importante modelo de estudio que es necesario seguir explorando para
comprender procesos fisiologicos fundamentales, incluyen una amplia variedad de
cultivos de gran importancia econémica para la alimentacién mundial; por lo cual, el
conocimiento basico de su biologia es necesario para la manipulacién y optimizacion de
su produccion. Desde este punto de vista, el trabajo de tesis aqui presentado, constituye
en si un significativo aporte en esta materia.

Por otro lado, considerando un aspecto mas particular, el trabajo aqui descrito
también representa un aporte al conocimiento del papel funcional de las pxs de pared
celular en el fenomeno del crecimiento vegetal. Gran parte de la informacion confusa

sobre determinadas funciones especificas de pxs de pared estd determinada por la falta de
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claridad acerca del origen subcelular de la enzima analizada. En este trabajo han sido
aisladas paredes celulares de coleoptilos de avena modificando y adecuando un protocolo
anteriormente publicado (Ros Barcel6 y col. 1987). Tales modificaciones permitieron
obtener un pellet de pared, libre de los principales- contaminantes subcelulares que
contienen actividad px y que podrian enmascarar la conducta y caracteristica de las pxs
de pared celular. Ademas se obtuvo por infiltracién de los coleoptilos una fraccion de pxs

intercelulares que forman parte del compartimento de pared.

4.1. Participacicn de las peroxidasds ionicas en la modulacion de la estructura de pared
celular

Los resultados aqui presentados indican que la actividad px contenida en la FI,
podria tener un papel funcional més relevante que el de las pxs de la FC en las reacciones
que conducen al entrecruzamiento covalente de la estructura de pared celular a través de
la formacidn de puentes diferulato y lignina. Esta proposicion se apoya en las siguientes
observaciones:
- Las pxs de la FI, en comparacion a las pxs de la FC, presentan una mayor eficiencia en
la utilizacién de FA y CA, precursores de los polimeros fenolicos DFA y lignina,
respectivamente (Tabla 4). También son las," pxs de la FI las mas eficientes en la
utilizacion del H,0,, necesario para la reaccién de polimerizacién y, ain més, fueron
también mas eficientes en catalizar la sintesis de H,O, a partir de la oxidacién de NADH

(Tablas 5y 6).
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- Por otro lado, el conjunto de actividad px en la FI presenta un importante componente
de isoformas basicas (pI aproximado de 9,5), ausente en la FC (Fig. 4). En otras
monocotiledoéneas tales como Festuca arundinacea Shreb., isoformas basicas extremas
han sido relacionadas al proceso de rigidizacion de pared celular (MacAdam y col., 1992)
y en plantulas de mani, la inhibicion de estas isoformas en la pared celular provocd un
incremento de la elongacion del hipocotilo (Zheng y van Huystee, 1992a). De hecho,
isoformas basicas (catidnicas, con carga superficial neta positiva) podrian ser unidas
efectivamente a la matriz negativa de pared celular, lo cual contribuiria a la relevancia de
la FI en la oxidacion de E-FA para dar origen a puentes DFA y promover la rigidizacion
de la pared (Fry, 1986; MacAdam y col., 1992). Las caracteristicas cinéticas de estas
isoformas bésicas, que indican una alta eficiencia en la utilizacién de sustratos fenélicos
como FA, CA y de H,O, (Tabla 8) estan en concordancia con estos antecedentes y
apoyan la importancia funcional de la actividad px de la FI en la pared de coleoptilos de
avena. Adicionalmente, la mayor acumulacién de la actividad px de la FI por sobre la
actividad px de la FC, precediendo la acumulacion de DFA vy lignina en las paredes de
segmentos de coleoptilos de avena en crecimiento, sugiere una relacion funcional
importante entre las pxs de la FI y la formacién in vivo de estos polimeros fendlicos
(Figs. 7 y 8). Grabber y Hatfield (1995) han propuesto que la formacién de DFA en léS
paredes primarias estaria limitada por el aporte de H,O, mas que por la abundancia de la
actividad px asociada a la \pared; sin embargo, yo estimo que ambos factores estan
relacionados y que la mayor induccion de la actividad px de la FI durante el tiempo de

incubacion de los segmentos de coleoptilos (Fig. 7), seria funcionalmente importante en
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la formacién de DFA vy lignina, debido a un efectivo aporte de H,0, en la pared celular
asociado a la FI mediante la oxidacién de NADH. En concordancia con estos resultados,
durante la respuesta hipersensible a Puccinia coronata f.sp. en hojas de avena, se observo
un incremento en la actividad px contenida en la FI junto con un incremento en los
niveles de DFA asociado a las paredes celulares (Tkegawa y col., 1996).

El proceso de crecimiento en plantas es dependiente de la extensibilidad de la
pared celular, la cual ha sido relacionada en forma inversa a los niveles de E-FA y DFA
esterificado a las paredes de coleoptilos de avena y arroz (Kamisaka y col., 1990; Tan y
col., 1991, 1992). De este modo, el aumento de la actividad px de la FI asociada a la
acumulacién de fenoles en la pared celular de segmentos de coleoptilos, sugiere para esta
clase de pxs un importante papel en la limitacién del crecimiento a través del
entrecruzamiento fendlico en la pared. De hecho, se ha observado que la actividad px en
la FT aumenta hacia los segmentos de menor crecimiento a lo largo del hipocotilo etiolado
de poroto (Goldberg y col., 1986, 1987). Esta correlacion no se observé con la actividad

px presente en la FC (Goldberg y col., 1986).

4.2. Control del AIA sobre la actividad peroxidasa de la pared celular.

La disminucién de la actividad px asociada a la pared celular de coleoptilos de
avena tratados con AJA fue una respuesta rapida, que se observd desde la primera hora
de tratamiento (Fig. 12 A-C). Este efecto ocurrié en paralelo con la estimulacion del
crecimiento del coleoptilo de avena por AIA (Fig. 12 A-B). En hipocotilos de poroto y

lupino se ha observado que el AIA inhibe rapidamente la actividad px en los primeros 15-




30 min de tratamiento (Morrow y Jones, 1986; Ros Barcel6 y col., 1989), en tanto que
en coleoptilos de avena se ha descrito que los primeros cambios en la elongacién del
tejido por efecto de la auxina, ocurren después de 15 a 20 min de tratamiento (Cleland,
1995). Estos antecedentes sugieren que la inhibicién de la actividad px inducida por ATA
podria tener mayor relacion con las etapas tardias que mantienen el efecto hormonal, que
con algun proceso temprano que inicie la elongacion del tejido. La principal actividad
enzimatica que cataliza la oxidacion del AIA es la de px, en un mecanismo que utiliza O,
como oxidante en forma analoga a la oxidacion de NADH (Pedrefio y col., 1988;
Gazarian y col., 1996). Asi podria pensarse que una de las primeras respuestas del tejido
tratado con AIA, es la inhibicion de la actividad px de pared para evitar la destruccién de
la hormona y asi permitirle ejercer sus efectos fisiologicos, al parecer desencadenados en
la unién con un receptor de membrana (Lobler y Klambdt, 1985; Barbier-Brygoo y col,,
1989; Taiz y Zeigler, 1991).

Como sea, la disminucién de la actividad px de pared celular parece ser un
fenomeno dependiente de la naturaleza hormonal del AIA, pues se ha informado que otra
auxina, el 2,4-D, produce la misma respuesta en la actividad px (Ros Barceld y col,,
1989).

4.3. Participacion del AIA en los procesos de la pared celular que determinan la
elongacion celular y su relacion con la actividad peroxidasa.

Diversos autores han propuesto dos etapas en el proceso de extensibilidad de

pared que acompafia a la elongacion celular (Cleland, 1971; Hohl y Schopfer, 1992; Hohl
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y col., 1995). La primera etapa es la relajacion o aflojamiento de la estructura de pared,
mediante el rompimiento y reordenamiento de enlaces entre los polimeros estructurales
de la pared. Esta relajacion reduce la tension en la pared y el turgor celular, lo cual induce
la entrada de agua y la extension eléstica (reversible) de la pared celular. Una vez que la
estructura de pared ha sido distendida, se incorporan nuevas unidades estructurales y la
nueva conformacion es fijada a través de entrecruzamientos covalentes en un_proceso
dependiente de H,O, y peroxidasa (Hohl y col., 1995). Este mecanismo proporciona la
irreversibilidad al fenomeno del crecimiento. De este modo, el proceso global esta dado
por una continua competencia de fuerzas de procesos relajadores y rigidizantes, pero que
inevitablemente termina en uno rigidizador para sostener la estructura expandida
(Cosgrove, 1993b; Hohl y col,, 1995). A pesar de que ambos procesos operarian
constantemente durante todo el crecimiento, el aumento de la actividad px hacia el
término del crecimiento produce un aumento de los niveles de DFA -y lignina que fijan la
estructura de pared, limitando su posterior extensibilidad y la entrada de mas agua, con lo
cual el crecimiento se detiene (Figs. 7 y 8).

Durante la extensibilidad de la pared, la magnitud del proceso irreversible
(rigidizante) depende de la magnitud del proceso reversible (extensién elastica inducida
por el turgor) (Hohl y Schopfer, 1992; Hohl y col., 1995). En coleoptilos donde el turgor
celular ha sido disminuido incubandolos en una solucién de polietilenglicol (PEG), un
osmoético no permeable, la magnitud de la extensibilidad elastica inducida por el AIA
disminuy6 considerablemente con respecto a coleoptilos turgidos mantenidos en agua

destilada (Hohl y col., 1995). Consecuentemente, el incremento del crecimiento
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irreversible disminuyd proporcionalmente al grado de extension elastica inducida por el
ATA (Hohly col., 1995), lo cual se manifesté con una menor acumulacion de fenoles (E-
FA, DFA) y celulosa en la pared celular de coleoptilos mantenidos en PEG (Wakabayashi
y col., 1997). Dado que los niveles de fenoles (FA y DFA) y de celulosa correlacionan
fuertemente en forma inversa con la extensibilidad mecénica de la pared celular, se puede
pensar que.estos coleoptilos estresados osmoéticamente presentan una disminuida etapa de
fijacion de la estructura de pared, proporcional a una también disminuida etapa de
extensibilidad elastica condicionada por el turgor celular.

El AIA induce la extensibilidad elastica de la pared (Taiz, 1984; Kutschera y
Schopfer, 1986b; Hohl y Schopfer, 1992), relajando su estructura a través del corte y
unién de xiloglucanos (Talbott y Ray, 1992). En consecuencia, segin lo discutido
anteriormente, la etapa irreversible de rigidizacién deberia ser considerablemente mayor
en los coleoptilos tratados con AIA con respecto al control no tratado. Sin embarge, la
hormona indujo sélo un leve aumento de DFA después de 22 h, cuando ya ha ocurrido la
maxima estimulacion del crecimiento en el coleoptilo (Fig. 17). La ausencia de mayores
niveles de fenoles, DFA y lignina para el reforzamiento de la estructura de la pared
durante el crecimiento de coleoptilos tratados con AIA, podria interpretarse como el
resultado de la extensiva disminucion de la actividad px presente en la pared,
especialmente de aquella contenida en la FI, fraccion que es eficiente en la utilizacion de
sustratos fendlicos y H,O, (Fig. 12 B-C). Este menor grado de fijacion irreversible de lo
esperado, como la consecuencia fisica del aflojamiento de la estructura de pared inducida

por el AIA, mantendria continuamente a la pared con una mayor capacidad de
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extensibilidad para permitir la entrada de agua durante el crecimiento del coleoptilo
estimulado por el AIA.

En estas condiciones, el leve aumento de DFA después de 22 h seria el remanente
de un proceso irreversible retrasado por Ja disminucién de la actividad px, que sigue
fijando la pared después de su extensiva relajacion inducida por la hormona. Ademés, la
pared extendida puede ser reforzada por la deposicién de nuevos materiales estructurales
como la celulosa (Bret-Harte y col., 1991; Cleland, 1995; Wakabayashi y col., 1997).
Debido a que la sintesis de celulosa es independiente de la actividad px, es posible que el
mayor aumento de peso seco en coleoptilos tratados con AIA (Fig. 11 B) represente la
acumulacion efectiva de celulosa para reforzar las paredes de estos coleoptilos.

A pesar de la respuesta de disminucién de la actividad px de pared, el tratamiento
con AJA indujo el aumento de actividad de dos isoformas basicas en la FI (pI 8,0 y 9,6,
Fig. 13) que, a juzgar por este comportamiento y sus caracteristicas cinéticas de alta
eficiencia en la utilizacién de FA, CA y H;0, (Tabla 8), participarian activamente en el
proceso irreversible de extension de la pared. Sin embargo, l.a actividad px contenida en la
FC podria igualmente contribuir en este proceso de fijacién de pared, considerando el
menor grado de disminucion de actividad px en esta fraccion con respecto a la FI y Fint
en coleoptilos tratados con AIA (Fig. 12 B-C).

El tratamiento continuo con AIA sobre 48 h indujo también una disminucién de
los niveles de fenoles esterificados a la pared celular (Fig. 17). Este fenémeno podria ser

resultado de un proceso de senescencia celular mediado por etileno, pues se ha
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demostrado que el AIA induce la enzima sintetizadora de etileno (Yu y Yang, 1979; Kim
y col., 1992).

La anterior discusién explica de acuerdo a los resultados obtenidos, las
consecuencias de la disminucion de la actividad px de pared celular en coleoptilos
tratados con AIA; sin embargo, a continuacion se discute un posible origen del fendmeno

con algunas relevantes implicancias fisiologicas relacionadas con el crecimiento vegetal.

4.4. Potencial dafio oxidativo en el tejido tratado con AIA.

Los tejidos jovenes en activo desarrollo y crecimiento presentan altas tasas de
respiracion celular (Lambers, 1985), asi también como altas concentraciones de AIA
debido a la existencia de un gradiente de concentracién que aumenta hacia las regiones
mas apicales, cercanas a los tejidos meristematicos donde se sintetiza la hormona (Taiz y
Zeigler, 1991). De este modo, es posible pensar que la region elongante (sub-apical) de
un tejido juvenil como el coleoptilo, debe estar adaptado para contrarrestar y minimizar el
dafio celular mediado por especies oxidantes (posiblemente radicalarias) derivadas de una
elevada actividad mitocondrial en el proceso respiratorio y del catabolismo enzimatico del
AIA, proceso que controla el nivel endégeno de la hormona. Las especies radicalarias de
origen mitocondrial se producen durante la reduccion univalente de ubiquinonas durante
el transporte electronico, las cuales reaccionan con oxigeno para formar radicales Oy”
(Comporti, 1985) En tanto en la oxidacién del AIA por pxs se generan especies
radicalarias y'H,0, en un mecanismo mediado por el CIII y estimulado por Mn? y

monofenoles, similar a la oxidacién de NADH (Smith y col., 1982; Pedrefio y col., 1988;
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Gazarian, 1996). Méas aun, se ha informado de dafio oxidativo en lipidos de membranas
de liposomas y neutrofilos mediado por la actividad px durante la oxidacion del AIA
(Candeias y col., 1996; de Melo y col., 1997). En este contexto, la disminucion de la
actividad px de la pared en coleoptilos tratados con la hormona, podria ser parte de un
mecanismo destinado a contrarrestar el dafio oxidativo al evitar la oxidacion del AIA. En
consecuencia con esta proposicion, la actividad px es minima en los tejidos jovenes
(Ferrer y col., 1991; Taiz y Zeigler, 1991; Valero y col., 1991). Asi, la disminucién de la
actividad px en la pared contribuiria a mantener la integridad funcional de la célula, al
disminuir el potencial dafio oxidativo en la membrana, estrechamente asociada a la pared
celular. La integridad estructural de la membrana celular es particularmente importante
para el efecto auxinico de elongacion celular, pues el mecanismo de transduccion de la
sefial hormonal comprende la union del ATA a un receptor, que puede ser una proteina de
membrana (Lébler y Klambdt, 1985; Barbier-Brygoo, 1989), ademas de un rapido
recambio de fosfatidilinositoles estructurales de membrana (Ettlinger y Lehle, 1988) que
activarfan otras sefiales intracelulares, como la liberacién de Ca™ y la activacién de
calmodulina (Taiz y Zeigler, 1991).

El potencial dafio oxidativo durante las fases activas del crecimiento podria
también afectar a las proteinas, incluyendo pxs. Ros Barcel6 y col. (1989) han sugerido
que el ATA promoveria una asociacién de pxs a la pared celular que las protegeria
durante esta nociva condicion celular. Esta proposicion concuerda con los resultados
obtenidos en esta tesis, donde se observd que el tratamiento con AIA redujo la actividad

px en la FI y Fint en mayor proporcion que en la FC (Fig. 12 B-C). De este modo, es
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posible pensar que ademés de la inhibicion general de la actividad px de pared, la
hormona promueve un proceso de insolubilizacion de px desde la FI y Fint hacia la FC.
Este proceso podria insolubilizar especificamente isoformas fundamentales para la
estructura de pared, como aquellas afines a la oxidacién de CA y NADH (Fig. 12 B-C).
El resguardo temporal de estas isoformas en la pared durante el periodo de dafio,
aseguria su posterior funcionalidad en los procesos estructurales de la pared celular. Un
posible mecanismo para el proceso de insolubilizacién de pxs podria estar mediado por
corrientes intracelulares de Ca*, las cuales han sido detectadas en tejidos tratados AIA
(Taiz y Zeigler,,1991) y en estados oxidativos de tejidos tratados con H,O, (Price y col.,
1994). El aumento de Ca™ intracelular favorecerfa la asociacion de pxs a polisacaridos
pectinicos de pared (Penel 1991, 1994), asi como la condensacion y entrecruzamiento de
las cadenas helicoidales de poligalacturonatos (Carpita y Gibeaut, 1993) para conformar
una estructura mas compacta que atraparia firmemente las pxs asociadas a la p:ared.
Interesante es mencionar que como un posible complemento de estas repuestas de
proteccion, se ha observado que el AIA induce rapidamente (en minutos) la expresion de
gene; que codifican para proteinas con actividad glutation transferasa (GST) (Droog y
col., 1993). La actividad GST participa en la proteccién del dafio oxidativo, reduciendo la
capacidad toxica de una gran variedad de electrofilos hidrofébicos tales como derivados
oxidados de lipidos y DNA, al catalizar su conjugacién a éSH (Marrs, 1996; Foyer y
col., 1997). También se ha observado que algunas proteinas solubles con alta

especificidad en la unién por auxinas presentan actividlad GST (Bilang y col., 1993).

Estas observaciones sugieren la existencia de un mecanismo dedicado a proteger la célula

N
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del dafio oxidativo en tejidos jovenes expuestos a AIA, de las especies tdxicas derivadas
del catabolismo de la hormona, o bien dirigido a regular su concentracién en la
conjugacion (e inaé:tivacién) con GSH (Marrs, 1996).

Las caracteristicas cinéticas de las isoformas acidas de la FI revelan que ellas son
mas relevantes que las isoformas basicas en la utilizacion de ATA (Tabla 8) y, por tanto,
potencialmente mas dafiinas para la integridad celular a través de la formacién de H,O, y
especies radicalarias. Este argumento podria explicar la inhibicién preferencial de
isoperoxidasas acidas en paredes de coleoptilos tratados con AIA (Figs. 13 a 15), a través
de la inhibicién de su sintesis, traduccion, transporte hacia la pared o bien 21' un aumento
de su degradacién. Recientemente, Klotz y Lagrimini (1996) han informado que el ATA
suprime la expresion del promotor de una px 4cida en tabaco. En ese estudio, la supresion
de la expresion fue también posible con el 4cido o-naftilacético, una auxina sintética; sin .
embargo, otras hormonas vegetales como benciladenina, etileno, giberelinas y acido
abcisico, no afectaron el nivel de expresion del promotor (Klotz y Lagrimini, 1996). La
concentracion de AIA requerida para lograr la mitad de la maxima supresién de expresiéon
fue de 30 pM, del mismo orden de la concentracion usada en los experimentos
informados en esta tesis (40 pM). De este modo, la inhibicién de la expresion de
isoformas 4cidas parece ser un efecto especifico de auxinas y explicaria la disminucion
preferencial de la actividad px en estas isoformas observada en mis experimentos (Figs.
13 a195).

En sintesis, la respuesta del coleoptilo frente al AIA comprende la disminucién de

la actividad px de pared, posiblemente dirigido a evitar la oxidacion de la molécula de
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ATA. Este fendmeno contribuiria a minimizar el dafio celular derivado del catabolismo

oxidativo que regula su concentracion y, por otro lado, mantendria intacta la

T

potencialidad de la molécula para desencadenar la serie de eventos bioquimicos que
determinan la elongacion del tejido. Este mecanismo podria ser complementado con la
inhibicion preferencial de las isoformas més eficientes en la oxidacién de AIA, asi como
con la activacién de un proceso de proteccion (insolubilizacién) de isoformas relevantes
en las propiedades mecanicas de la pared que regulan el crec\imiento. La participacién de
la actividad px en estos mecanismos constituye un interesante aspecto en la regulacion del

crecimiento vegetal por auxinas, el cual no habia sido considerado anteriormente para

este sistema enzimatico.

4.5. Papel del DIMBOA en la actividad peroxidasa de pared celular y la relacion con su
efecto de inhibicidn del crecimiento. ’

Los resultados presentados aqui muestran que el DIMBOA es un eficiente
estimulador de la oxidacion de NADH catalizada por pxs de pared celular del coleoptilo
de avena. La reaccion estimulada por DIMBOA involucra la participacion del radical O,”
y la formacion de H,0, (Tabla 10 y Fig. 20), el cual puede ser utilizado en la oxidacion
de NADH o en la polimerizacion de fenoles a nivel de la pared celular. El mecanismo de
estimulacion incluye el aumento de la velocidad de descomposicion del CIII (Figs. 23 y
24A), una forma oxiferrosa cataliticamente inactiva de la enzima formada durante la

reaccion (Yokota y Yamazaki, 1965; Ricard y Nari, 1967; Tamura y Yamazaki, 1972).

En ausencia de cualquier dador de electrones para el CIII (fenoles, DIMBOA), la
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oxidacion de NADH se detiene después de un ciclo catalitico, pues la descomposicidon
esponténea del CIII es lenta, con una constante cinética de 2x10° s (Aguda y Larter,
1990). La descomposicion del CIII genera radicales O,", los cuales en presencia de Mn*?
y NADH formarian el H,O, producido en la reacciéon (Yokota y Yamazaki, 1977,
Halliwell, 1978; Aguda y Larter, 1990). También se ha informado que la oxidacion del
CIII puede generar directamente H,O, y un estado mas oxidado de la enzima, €l CII
(Dunford y Stillman, 1976). Como sea, el H,O, formado puede ser utilizado en el ciclo
peroxidativo de la enzima para la oxidacién del NADH o del compuesto estimulador de la
descomposicion del CIII (Fig.1) (Halliwell, 1978; Pedrefio y col., 1987; Aguda y Larter,
1990). Estas reacciones explicarian la inhibicién de la oxidacion de NADH por catalasa y.
SOD (Tabla 10 y Fig. 20), al atrapar el H,O, y el 0" que participa como intermediario en
esta reaccion.

Cuando la enzima funciona en el ciclo peroxidativo, usando parte del H,0,

generado en la etapa oxidativa, la oxidacion de NADH genera radicales NAD" en la

reduccién del CI y CIL Estos radicales reaccionan rapidamente con oxigeno molecular
para generar radicales O, (k = 2x10° M's™) que tienen dos posibilidades de reaccién:
con PxFe™ para formar CIII o bien con NADH para formar mas H,0, (Yokota y
Yamazaki, 1977; Aguda y Larter, 1990). La primera reaccién ocurre con una constante
de velocidad de 3,2x10" M's", mientras que para la segunda se ha estimado una
constante k = 6x10* M''s™ (Aguda y Larter, 1990). Esta tltima reaccién no enzimatica es
dependiente de Mn** (Yokota y Yamazaki, 1977; Halliwell, 1978) y, aun cuando la

respectiva constante de velocidad en presencia de Mn* no ha sido determinada, ella
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deberia competir con la reacciéon de formacién de CIII por los radicales O,”. Como sea,
durante la oxidacion de NADH en presencia de DIMBOA existe la posibilidad de
regenerar constantemente el CIII, potenciando la acumulacién de H,0O, Hasta el
momento, no se conoce evidencia experimental alguna que descarte o reste importancia a
la oxidacion de NADH como fuente del H>O, en la pared celular. Por el contrario, existen
antecedentes independientes que apoyan esta hipdtesis. Goldberg y col. (1985,1987) han
demostrado mediante pruebas citoquimicas que el sistema generador de H;O; en la pared
celular coincide en localizacion y caracteristicas con pxs que utilizan NADH. Shinkle y
col. (1992), detectaron la presencia de NAD(H) en el fluido apoplastico, mientras que
Gross (1977) report6 la presencia de una malato deshidrogenasa fuertemente unida a la
pared, la cual reduce especificamente el NAD a expensas de la oxidacién de malato ‘a
oxalacetato, reciclando asi constantemente el NADH en la pared (Elstner y Heupel, 1976;
Gross 1977; Mider y Schloss, 1979).

El DIMBOA es un poderoso agente generador de H,O, a través de la
estimulacion de la oxidacion de NADH, pues es un sustrato pobremente utilizado por las
pxs en presencia de H,O,. La Vs de peroxidaciéon de DIMBOA es 38 y 898 veces menor
que la Vi obtenida para la oxidacion de NADH estimulada por DIMBOA con las FI y
FC, respectivamente (Tablas 9 y 11). Estas diferencias explicarian la utilizacion casi nula
del‘DIMBOA durante la estimulacion de la oxidacion de NADH (Fig. 21), aun cuando la
competencia de NADH por el CI también podria contribuir a este resultado. La

utilizacion del DIMBOA por pxs en presencia de H,O, también es menor que la

utilizacién peroxidativa de los sustratos fendlicos (CA y E-FA), por lo cual el H,0,
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producido y acumulado en la oxidacién de NADH estimulada por DIMBOA podria ser
efectivamente utilizado por las pxs en la sintesis de DFA y lignina en la pared celular
(Pedrefio y col., 1995). El aporte de H>0, inducido por DIMBOA en una reaccién
catalizada por pxs de pared operaria también in vivo, pues existe una notoria acumulacion
transitoria de DFA y lignina en los coleoptilos tratados con DIMBOA (Figs. 25 y 26). No
hay evidencia, ni se ha propuesto otro mecanismo para la formacion de estos polimeros
fendlicos en la pared que no sea aquel mediado por pxs y H,O, (Markwalder y Neukom,
1976; Fry, 1986; Iyama y col., 1994). Por lo tanto, el aumento de DFA vy lignina -en
coleoptilos tratados con DIMBOA seria resultado de la actividad px .tanto en su ciclo
oxidativo como peroxidativo, preferencialmente de las px de la FI, a juzgar por la mayor
eficiencia de estimulacion en la oxidacion de NADH en presencia de DIMBOA (Tabla 9)

y en la utilizacion de sustratos fen6licos CA y E-FA (Tabla 4).

4.6. El DIMBOA impide la continuidad del proceso de elongacion celular. Induccion de
un estado de estrés oxidativo.

Si se piensa en el modelo de extensibilidad de pared celular postulado para
explicar el crecimiento, como un fenoémeno continuo de relajacion, elasticidad (conducida
por el turgor) y fijacion covalente de la estructura distendida, entonces es esperable que la
temprana acumulaciéon de DFA vy lignina deprima la posterior relajacion y elongacion de
la pared celular, limitando con ello el crecimiento. Si la relajacion est4 limitada por una
pared més rigida, también se limita la entrada de mas agua, la distension de la pared que

acompafia al turgor y, por tanto, disminuye el grado de fijacion covalente en la pared
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celular. Las curvas de acumulacién de fenoles y lignina en paredes celulares de
coleoptilos tratados con DIMBOA, muestran que después del pico inicial de DFA y
lignina a las 5 h, el proceso no es sélo inhibido sino también retardado hasta el final de las
48 h, donde los niveles de fenoles alcanzan valores cercanos a los del control (Fig. 25 y
26). Asi, el retardo en la acumulacion de fenoles en la pared provocado por el DIMBOA
seria consecuencia de una menor extensibilidad elastica de la pared, resultante de la
menor capacidad de distension de la pared después de la temprana acumulacion
transitoria de DFA vy lignina.

La fuerza motriz en el proceso de elongacion de la célula vegetal es la entrada de
agua (Cosgrove, 1986, 1993b; Cleland, 1995). De este modo, si no existe suficiente
presion de turgor que ejerza presion sobre la pared para perrhitir la entrada de mas agua,
podria esperarse, en consecuencia, como antes un retardo o disminucion del proceso
reversible e irreversible de la extension de la pared celular (Cosgrove, 1993b; Hohl y col.,
1995). Asi entonces, el DIMBOA también podria interferir con alguna actividad
metabolica celular de tal modo de deprimir el turgor celular. Diversas observaciones
microscopicas e histologicas han demostrado que el DIMBOA (en altas concentraciones
del orden de 5 mM) provoca dafios celulares como plasmolisis 'y colapso celular,
acompafiado de una inevitable pérdida del turgor celular (Sahi y col., 1995).

Generalmente, se ha asociado la fitotoxicidad del DIMBOA con su capacidad de
inhibir la fotosintesis y la actividad mitocondrial (Queirolo y col., 1983; Niemeyer, 1988;
Massardo y col., 1994). Sin embargo, el efecto del DIMBOA informado aqui no estaria

relacionado a estos procesos pues ellos fueron realizados en oscuridad, con coleoptilos
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etiolados desprovistos de pigmentos fotosintéticos. Ademas, los efectos toxicos antes
mencionados han sido demostrados solo en altas concentraciones de DIMBOA del orden -
de 1 a 2 mM (Queirolo y col., 1983; Massardo y col., 1994), diez a veinte veces la
concentracién usada en los experimentos con segmentos de coleoptilos (75 a 100 uM).
Alin a concentraciones de 75 a 100 pM de DIMBOA, los efectos de inhibicion de la
actividad mitocondrial o cloroplastica son sélo de un 5 a 10 % (Queirolo y col., 1983;
Massardo y col., 1994). Asi entonces, si el turgor también es afectado por el DIMBOA,
la alteracion de otras actividades celulares deben dar cuenta de este-‘ efecto, como se
discute a continuacion.

La capacidad de estimulacion de la oxidacién de NADH promovida por el
DIMBOA no s6lo esta restringidé a pxs de pared celular, sino que se presenta también
con las pxs intracelulares no asociadas a la pared (resultados no presentados). Este efecto
conduciria a la estimulacion de la oxidaciéon de NADH en otros compartime;ltos, ademas
de la pared celular, con la consecuente acumulacion de un exceso de H,O, y radicales de
O, para conformar un estado de estrés oxidativo celular. Esta hipotesis fue abordada
analizando la actividad de enzimas implicadas en la defensa antioxidante celular en
coleoptilos tratados con DIMBOA. Dos de ellas, la ascpx y catalasa, fueron notablemente
inhibidas desde el inicio del tratamiento con DIMBOA (Fig. 27). Las catalasas
descomponen el H,0, hasta agua y oxigeno y estan ampliamente distribuidas en la célula
vegetal, solubles en el citosol, asi como en peroxisomas y glioxisomas (Tolbert, 1981;
Hernandez-Ruiz y col., 1996). La ascpx remueve el exceso de H,O, a expensas de la

oxidacién de ascorbato (Asada, 1991; De Gara y col.,, 1996) y se encuentra localizada




120

tanto en cloroplastos como soluble en el citosol (Miyake y Asada, 1992; Herndndez-Ruiz,
1996). Se ha descrito que ambas enzimas presentan tanto inhibicion (reversible) como
inactivacion (irreversible) por HO, (Miyake y Asada, 1996; Lardinois y col., 1996).
Particularmente, la inactivacion de la ascpx por H,O; involucra la degradacion del CI de
la enzima a bajas concentraciones del sustrato ascorbato (Miyake y Asada, 1996). Esta
situacion es importante en un estado de estrés oxidativo, 'pues cuando el ascorbato es
consumido, la enzima se torna sensible a la inactivacion por el exceso de H,0,. Mas aiin,
la ascpx, a diferencia de la px de rabano o la guaiacol px, es extremadar‘nente sensible a
especies radicalarias que se generan en condiciones de estrés oxidativo (Asada, 1991;
Miyake y Asada, 1996).

El dafio celular inducido por el DIMBOA comprometi6é la integridad de
estructuras particularmente sensibles al dafio oxidativo, como proteinas y 4cidos grasos.
Las proteinas dafiadas oxidativamente, detectadas por un aumento de grupos carbonilo en
su estructura, son sensibles a la fragmentacion, agregacion y degradacion (Pacifici y
Davies, 1990; Stadtman, 1993), deprimiendo importantes funciones que mantienen la
dinamica celular. De hecho, la disminucién del contenido de grupos cafbonilo, luego de
su acumulacion en el coleoptilo durante las primeras horas de tratamiento con DIMBOA,
sugiere el rapido recambio de estas proteinas dafiadas oxidativamente (Fig. 30). Por su
parte, el dafio oxidativo a acidos grasos insaturados (Fig. 29) favorece la desintegracion
estructural de membranas y el vaciamiento del contenido celular (Comporti, 1985;

Gutteridge y Halliwell, 1990). En conjunto, estas alteraciones celulares son los mejores
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candidatos para sugerir una responsabilidad en la disminucion del turgor celular en
coleoptilos tratados con DIMBOA.

El estado de estrés oxidativo inducido por el DIMBOA sobrepaso la capacidad de
algunos elementos del sistema de defensa antioxidante, como ascpx y catalasa; sin
embargo, la actividad SOD presenté un notable aumento desde el inicio del tratamiento
con el DIMBOA (Fig. 28). La SOD estd distribuida en el citosol, cloroplasto y
mitocondrias, presentando una variedad de isoenzimas relativamente resistentes al dafio
oxidativo y H,O, (Bowler y col., 1992). Ademas, radicales O, inducen la sintesis de
novo de la enzima, los cuales son el sustrato que transforma hasta H,O, y O,. Més ain,
en tejidos etiolados, como los coleoptilos utilizados en este trabajo, se acumulan
principalmente las isoenzimas insensibles a H>O, (Kanematsu y Asada, 1989; Bowler y
col., 1992). Asi, el dafio oxidativo inducido por DIMBOA podria estar mediado no sélo
por H,0,, sino también por O,". Es interesante notar que el dafio oxidativo inducido por
DIMBOA podria estar notablemente potenciado en coleoptilos con una capacidad
reducida de transformar el H,O,, debido a la inhibicion de ascpx y catalasa, ademas de la
induccion de la actividad SOD que acumula H>O, . En un extensivo dafio oxidativo como
al que estan sometidos los coleoptilos tratados con DIMBOA, la produccién adicional de
H,0, a través de la actividad SOD podria representar un mecanismo para la activacion de
nuevas defensas antioxidantes como la induccién de glutation S-transferasa (Levine y
col., 1994; Foyer y col., 1997) y glutation peroxidasa (Willekens y col., 1997).

En diversos estudios se ha establecido que la reactividad quimica del DIMBOA

estd relacionada con la presencia del taitomero de cadena abierta (cetoaldehido), un
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potente electrofilo, en equilibrio con la forma ciclica hemiacetalica (Fig. 35) (Niemeyer y
col., 1982, 1988). Esta forma reactiva ha sido implicada en la adicién nucleo’ﬁlica yenla
oxidacidon de grupos SH (Niemeyer, 1988; Cuevas y col., 1990). La posible reactividad
del DIMBOA con el GSH por esta via, contribuiria al aumento del estado oxidativo en
los coleoptilos tratados con este AHX, expresado en la reduccion de la razon
GSH/GSSG (Figs. 32 y 34). Al parecer, el DIMBOA disminuiria esta razén no sélo

promoviendo la oxidacién del GSH, sino también posiblemente mediante la reduccion de

su sintesis, o bien en la adicién nucleofilica del GSH al DIMBOA (Figs. 31 y 33).
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Figura 35 : Esquema de reactividad del grupo electrofilo en la forma abierta de DIMBOA

(B), en equilibrio con la forma hemiacetélica ciclica (A).




123

Finalmente, quisiera hacer un importante alcance de los resultados presentados
aqui en relacion a los experimentos con DIMBOA. El DIMBOA ha sido postulado como
un factor de resistencia de cereales al ataque de insectos, hongos y bacterias (Niemeyer,
1988). En hojas de maiz y trigo, el glucosido de DIMBOA y la enzima que lo hidroliza se
encuentran compartimentalizados, previniendo asi la liberacion de la aglicona toxica
(Massardo y col., 1994); sin embargo, cuando el tejido es dafiado por la infeccion de un
patdgeno o por el ataque de un insecto, la compartimentalizacion se rompe provocando la
hidrolisis enziméatica del glucésido de DIMBOA. En estas condiciones, e DIMBOA
puede activar la oxidacién de NADH mediada por pxs y acumular H,0,, como ha sido
presentado en este trabajo. Esta reaccion nunca ha sido considerada antes en la
interaccion planta-patogeno y podria representar un novedoso mecanismo por el cual las
plantas con AHX contrarresten el ataque de patégenos. El H,O, puede ser utilizado
como agente antibi6tico directamente o inducir el reforzamiento de las paredes celulares
del tejido atacado, limitando el avance de la infeccion. Mas atn, en la region afectada el

DIMBOA puede originar una extensiva cadena oxidativa que limita la sobrevivencia del
patdgeno. A largo plazo el H,O,, asi como especies radicalarias formadas, podrian servir
de sefial para inducir la sintesis de proteinas relacionadas a la patogénesis (proteinas PR),
algunas de las cuales son enzimas hidroliticas (glucanasas y quitinasas) (Durner y col.,
1997), necesarias para frenar el avance del patdgeno. En hojas de tabaco inyectadas
directamente con H,O, o compuestos que promueven su generacion (AMT, paraquat o

glicolato), se observé la induccion de la expresién de genes PR-1 (Chen y col., 1993).

Del mismo modo, plantas transgénicas de tabaco deficientes en actividad catalasa
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acumulan H,0, junto con la rapida expresion de varias proteinas PR (Chamnongi)ol y
col., 1996). También, perdxidos lipidicos lograron activar la expresion de genes PR-1 en

suspensiones celulares de tabaco (Klessig, 1996).

En sintesis, los logros especificos mas importantes alcanzados durante el
desarrollo del trabajo, aportan nuevos antecedentes sobre topicos poco considerados
acerca del papel funcional de las pxs de la pared celular en la regulacién del crecimiento
vegetal. Se encontraron notables diferencias cinéticas y de heterogeneidad de isoformas
en las fracciones de px unidas a la pared celular, que indican que la actividad px contenida
en la FI tendria un relevante papel funcional en la formacién de polimeros fenolicos DFA
y lignina. El efecto de AIA sobre las pxs de pared celular, sugiere nuevos aspectos en el
cual estas enzimas participarian en la regulacion del crecimiento inducido por la hormona.
Por tltimo, el efecto del DIMBOA en las reacciones catalizadas por pxs permite dar una
coherente explicacion a su efecto inhibitorio sobre el crecimiento vegetal, cuyas
consecuencias podrian tener inteéresantes alcances en aspectos de la interaccion planta-

patogeno.




5.0 CONCLUSIONES

Las peroxidasas asociadas a la pared celular de coleoptilos de avena (unidas i6nica
y covalentemente a la pared o solubles en el espacio intercelular), catalizan distintas
reacciones relacionadas con la sintesis de diferulato y lignina, polimeros que determinan
la rigidez de la pared y limitan el crecimiento celular. Estas reacciones son la oxidacién de
alcohol coniferilico y acido ferdlico con H,O,, asi como la oxidacion de NADH con O,
para generar H,0,. Las fracciones de peroxidasas en la pared celular difieren en cuanto a
su composicién isoenzimatica, velocidad de utilizacion de sustratos fendlicos y de NADH
y, posiblemente, también en un aspecto funcional. Las peroxidasas de la fraccion idnica
parecen ser mas importantes que las de la fraccion covalente en la formacion de diferulato
y lignina y, por tanto, podrian regular mas directamente las propiedades fisicas y quimicas
de la pared que determinan la elongacion del tejido.

En concordancia con su participaciéon en la modulacién del crecimiento vegetal,
las peroxidasas asociadas a la pared celular fueron alteradas por los reguladores del
crecimiento ATA y DIMBOA. El tratamiento de coleoptilos de avena con AIA lleva a
concluir que la disminucion de la actividad peroxidasa en la pared no estaria directamente
relacionada con modificar las propiedades fisicas y quimicas de la pared, sino mas bien a
prevenir la destruccion del AIA a fin de permitir ejercer sus efectos hormonales y evitar el
potencia'l dafio oxidativo de las especies derivadas de su utilizacién peroxidativa. El

tratamiento de coleoptilos con DIMBOA permite concluir que la formacién y deposicién
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de diferulato y lignina en la pared junto con induccién de un estado de estrés oxidativo en
el tejido, resulta de la efectiva formacion de H,0, en la oxidaciéon de NADH estimulada
por DIMBOA y catalizada por peroxidasas.

Asi, la modulacién del crecimiento por compuestos como el ATA y DIMBOA
parece corresponder a procesos especificos en los cuales las peroxidasas de pared
participan y también regulan activamente. Las consecuencias de la participacion de la
actividad peroxidasa en estos procesos puede modificar directa o indirectamente las
propiedades estructurales de la pared celular, asi como la estabilidad de importantes
macromoléculas (lipidos y proteinas), todos factores, que en conjunto, determinan el

fendmeno del crecimiento.
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