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RESUMEN

La actividad peroxidasa (px) asociada a la pared celular participa en la regulaci6n

del  crecimiento  vegetal  al  catalizar la formaci6n de lignina y puentes  diferulato  (DFA),

proceso  que  disminuye  la  libertad  de  movimiento  de  la  matriz  de  polisacindos  y  la

propiedad  extensible  de  la  pared  celular.  La  actividad  px  de  la  pared  celular  tambi6n

participaria en la generaci6n de H202 a partir de NADH y 02, oxidante necesario para las

reacciones  de  polimerizaci6n  fen6li`ca.  En  consecuencia  con  este  fen6meno,  existe  una

bien documentada relaci6n entre pxs y la limitaci6n del crecimiento vegetal.  Asi entonces,

usando  como  material  vegetal  el.coleoptilo  de  avena,  se  estudi6  las  pxs  de  pared  en

relaci6n  al  efecto  de  ciertos  compuestos  naturales  que  modifican  el  crecimiento,  tales

como el acido indolac6tico (AIA), que lo estimula y el acido hidroxangico DIMBOA, que

lo  inhibe.   Se  asumi6  la  hip6tesis  que  compuestos  que  afectan  el  crecimiento  (AIA  y

DIMBOA),  afectarian  tambi6n  la  actividad  de  pxs  y  el  nivel  de  polimeros  fen6licos

generados por 6stas en las paredes celulares.                                                                                       t

Empleando  un  m6todo  basado  en  exhaustivos  lavados  con  Trit6n  X-100,  un

detergente   no    i6nico,    se   obtuvo   un   sedimento    de   paredes    celulares    libres    de

contaminantes   que   normalmente   co-purifican   con   6stas   (mitocondri.as,   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  fuerza  i6nica  (fracci6n  i6nica)  o  bien  destmyendo  la  estructura  de  los
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polisacdridos  de la pared  (fracci6n covalente).  Tambi6n fue posible  obtener una tercera'

fracci6n  de  pared,  que  contenia  un  0,4%  del  total  de  actividad  px  en  el  coleoptilo,

infiltrando el tejido intacto con una soluci6n de Cac12 20 mM (fracci6n intercelular). Las

pxs de las fracciones i6nica y  covalente de pared fueron caracterizadas  cin6ticamente en

la utilizaci6n de sustratos fen6licos precursores de DFA y lignina, H202 y en la oxidaci6n

de   NADH   por   02,    asi    como    en    su    composici6n    de   isoformas    a   trav6s    de
'

isoelectroenfoque. Estos estudios revelaron diferencias cin6ticas que sugieren una mayor

relevancia de las pxs i6nicas por sobre las covalentes,  en la formaci6n de DFA y lignina

en la pared celular. Esta idea fue apoyada cuando en paredes de segmentos de coleoptilos

en crecimiento se observ6 que la actividad px en la fracci6n i6nica aument6  cerca de un

50% por sobre la covalente, aume.nto que precedi6 a la acumulaci6n de DFA y lignina.

AI estudiar el efecto del AIA a una concentraci6n fija de la hormona que produce

cerca de la maxima elongaci6n de los coleoptilos de avena (40  UAO,  se encontr6  que la

actividad px de la pared disminuy6 desde la primera hora de tratamiento hasta alcanzar un

60-70%  de disminuci6n  despu6s de 22 h.  La inhibici6n  de la activi.dad px fue mayor en

cerca  de  un  30%,  en  la  fracci6n  i6nica  e  intercelular  con  respecto  a  la  covalente.  Sin

embargo,  durante.este periodo,  el  AIA no  modific61os  niveles  de DFA y lignina en las

paredes celulares,  pero alter6 notablemente la composici6n de isoformas da la actividad

px asociada a las fracciones de pared. EI AIA disminuy6 preferencialmente la actividad de

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

isoformas acidas presentaron una mayor eficacia de oxidaci6n del. AIA con respecto a las

isoformas basicas.  Asi parece ser que el efecto del AIA sobre la actividad d'e las pxs, mas
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que  modificar  las  propiedades  fisicas  y  quihicas  de  la  pared  celular,  minimizaria  el

potencial  dafio.  oxidativo  derivado  de  la  oxidaci6n  del  AIA  en  presencia  de  pxs,  una
L

reacci6n que genera especies radicalarias y H202. El potencial dafio en las cercarias de la

membrana pondria en riesgo la integridad celular; de modo que la respuesta de inhibici6n
\

de la actividad px en la pared inducida por el AIA, seria de cmcial importancia durante el

crecimiento  de  tejidos  juveniles,  como  el  coleoptilo,  habitualmente  expuestos  a  altas

concentraciones de AIA.

Finalmente,  al  estudiar el  efecto  del DIMBOA,  se encontr6  que este  compuesto

inhibi6 notablemente el  crecimiento  de los coleoptilos de avena,  a la vez que estimul6 la

oxidaci6n de NADH catalizada por pxs de la pared celular. Esta reacci6n acuquul6 H202,

products   de   la   efectiva   descoinposici6n   provocada  por  DIMBOA,   de   una   forma

cataliticamente  inactiva  en  la  oxidaci6n  de  NADH,  el  denominado  compuesto  Ill.  EI

H202 formado en esta reacci6n, increment6 los niveles de DFA y lignina en las paredes de

co.leoptilos en un 30% y 55%, respectivamente, durante las primeras 10 h de tratamiento

con  DIMBOA.  Sin  embargo,  el  exceso  de H202 formado y posibles  efectos t6xicos  del

DIMBOA per 5'e, indujeron en los coleoptilos un estado de estr6s oxidativo,  evidenciado

por   la   disminuci6n   de   lft   actividad   de   enzimas   antioxidantes   (catalasa  y   asc6rbico

peroxidasa), disminuci6n de glutati6n reducido y aumento del glutati6n oxidado, ademas

de un incremento en los niveles de lipidos y proteinas modificadas oxidativamente. Asi, el
\

efecto  del  DIMBOA sobre las pxs en la generaci6n  de H202,  dan'a cuenta del  marcado

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

cortos,  favoreceria la acumulaci6n  de polimeros fen61icos  en la pared;  mientras  que  en
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periodos   mas   largos,   promoveria   un   estado   de   estr6s   oxidativo   inducido   por   la

acumulaci6n de H202 y especies radicalarias derivadas del per6xido.

En  sintesis,  los  resultados  de  esta  tesis  indican  que  las  pxs ,son  blanco  de  los

reguladores del crecimiento AIA y DIMBOA, los que modifican la actividad de pxs de la

pared celular y su participaci6n en el proceso de elongaci6n de los coleoptilos de avena.
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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

@FA),  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 H202 from NADH and 02,  oxidant needed for the phenolic polymerization

reactions.  In  agreement  with  this  phenomenon,  a  well  documented  relationship  exists

between px activity 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 as well

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.-pu.rifying

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



coleoptile,  by  vacuum-infiltration  of the  intact  tissue  with  2,0  mM  Cac12  (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, H202 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   D,FA   and   ligrin

accumulation.

Studying  the  effect  of IAA,  at  a fixed  hormone  concentration  (40  LiM),  which

produces  almost  maximal  oat  coieoptile  elongation,  it  was  found  that  wall  bound  px

activity diminished from th? 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 lignih

levels in the cell walls,  but it altered no.tab`ly the isoform composition of the px activity

associated to the cell wall fractions.  The IAA diminished preferencially the px activity of

acidic  isoforms  (pl~  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  H202.  The

potential damage near the plasma membrane would risk the cellular integrity; so that, the



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 stimu'lated at the same time the NADH

oxidation catalyzed by wall-bound pxs.  This reaction accumulated H202,  as result of the

effective decomposition of compound Ill induced by DIMBOA, an inactive catalytic form

of px in the NADH  oxidation.  The H202 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-H202 generated

and possibly some toxic effects of DIMBOAper se,  induced an oxidative stress state in

the coleoptiles,  as  evidenced by the  decrease  of antioxidant  enzyme  activities  (catalase,

ascorbate  peroxidase),  the  decrease  of reduced  glutathi®ne  and  increase  of  oxidized

glutathione,  as well  as by increment in the levels of both oxidatively modified lipids and

proteins.  Thus, the effect of DINI30A on pxs in the generation of H202 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 H202

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  DIMBOA,  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 perouidasa

La  actividad  peroxidasa  (px),  en  general,  es  desarrollada por  enzimas  que,  aun

cuando  poseen  sitios  cataliticos  completamente  diferentes,  pueden  reducir  el  H202  a

expensas de la oxidaci6n de una amplia variedad de sustratos @unford y Stillman,  1976;

van  Huystee,   1987;  Welinder,   1991).   Asi  es  como  enzimas  con  grupos  prost6ticos

heminicos  (ferriprotoporfirina)  en  el  sitio  activo,  ham  sido  clasiflcadas junto  con  pxs  no

heminicas como oxidorreductasas dentro  del grupo EC  1.11.1.x,  donde x depende de la

naturaleza del  reductor util.izado  (Welinder,  1991).  Por ejemplo,  se. conocen  ciertas pxs

de  algas  cafe  y  rojas,   liquenes  y  hongos,  las  cuales  no  poseen  hemo  como  grupo

prost6tico,  sino vanadio (Vilter,-1984; De Boer y col.,  1986). Estas enzimas,  clasificadas

con EC  1.11.1.8,  catalizan la oxidaci6n de bromuro y yoduro  en presencia de H202, por

lo cual tambi6n 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  dnico:  las  pxs  de  plantas  Qth-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).
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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 Hs-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 0-0 del per6xido es, precisamente, otra mol6cula de H202.

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 procari6tico (citocromo c px de P. cz#7'egz.#oso)

Clase 11: pxs extracelulares. de hongos Qth+2-peroxidasa,1ignina-peroxidasa)

Clase Ill: pxs de secreci6n de plantas (px de fabano)

AI interior de la familia de pxs de plantas, las distintas clases agrupan enzimas con

caracteristicas estructurales tinicas. Por ejemplo, destacan las caracteristicas estructurales

de la citocromo c px de levaduras (clase I): posee 2 grupos hemo uridos covalentemente

a una cadena polipeptidica tinica y su actividad es independiente de Ca+2,  a diferencia de

todas  las  pxs  de  plantas  analizadas  que  requieren  de  este  cati6n  para  mantener  su

estabilidad conformacional (Welinder,  1991; Ftilop,1996). Las citocromo c 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 oxidaci6n de este sustrato. Esta enzima no

es una glicoproteina, como la mayoria de las pxs de plantas y, ademas, presenta un atomo

de Fe adicional no uhido al grupo hemo  (Asada,  1991; De Gara y col.,  1996). Dadas las

caracteristicas estmcturales de la ascpx citos6lica y cloroplastica,  mas relacionadas a las

pxs bacterianas y a la citocromo c px de levadura, ellas han sido clasificadas cctmo pxs de

la clase I.

Por su parte,  la informaci6n acerca de pxs de monocotiled6neas es escasa y esta

relacionada a algunos estudios en c.ebada, donde se han caracterizado algunas isoermimas

basicas  de  pxs  quejgaard  y  col.,   1991).  En  comparaci6n  a  las  pxs  de  rabano,  estas
\

isoformas  aisladas  desde  hojas  de  cebada  poseen  s6lo  un  50%  de  similaridad  en  la

secuencia    de    aminoacidos,    presentan    un    menor    grado    de    glicosilaci6n    y    un

desplazamiento en la absorci6n maxima en la banda de Soret de 403  a 398 nm ¢Iejgaard

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 investigaci6n de

pxs en monocotiled6neas.

1.2.  Distribuci6n y localizaci6n subcelular de perouidasas

La  actividad  pxs  en  plantas  esta ampliamente  distribuida en  diferentes  tejidos  y

6rganos vegetales,  tales corro fluido  de gutaci6n,  tejido xil6matico y floematico,  ralces,

hipocotilos,   coleoptilos,   hojas,   flores,   frutos,   polen,   etc.   (Shanon  y  col.,   1966;  Ros

Barcel6 y col.,1987; van Huystee,1987; Abeles y Biles,1991; Gillikan y Graham,1991).
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Tambi6n a nivel subcelular presentan una amplia distribuci6n,  encontrindose en la pared

celular,  membrana  plasmatica,  membranas  nritocondriales  y  de  la fracci6n  microsomal,

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   d6bilmente   por   enlaces   i6nicos   o   fuertemente   atrapadas   entre   la  red   de

polimeros estructurales. Estas dltimas,  s6lo pueden liberarse al degradar enzimaticamente

los polisacaridos de la pared (Goldberg y col.,  1985; Ros Barcel6 y col.,  1987). Las pxs

tambi6n pueden encontrarse en contacto  con la pared,  solubles en el liquido apoplastico

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

La destinaci6n de la enzima a diferentes compartimentos srib-celulares es 'un tema

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  glicosilaci6n  con  tunicamicina  en  cultivos  celulares  de  mahi,  la

secreci6n de px hacia la pared fue notablemente disminuida a`avi y col.,  1986).  Tambi6n

son importantes en la destinaci6n de las pxs sefiales en la cadena polip6ptidica,  como  en

el  transporte  de  pxs- hacia  la vacuola  que  esta  determinado  por un  p6ptido  sefial  en el

extremo  carboxilo  que  las  dirige  hacia  ese  organelo  (van Huystee,  1987).  Mas  atn,  la

secreci6n  de  pxs  es  dependiente  de  Ca+2  y,   en  algunos  casos,   la  presencia  de  Ca+2

determina la uni6n de pxs a membranas o pectinas de la pared celular Q'enel,  1991; Xu y

van Huystee,1993; Penel y Greppin,1994)
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1.3 Heterogeneidad molecular de las peroxidasas

La complejidad de isoformas con actividad px en un organismo, ha sido  evidente

desde la introducci6n  de  t6cnicas  analiticas  de  electroforesis.  Sin  embargo,  las  distintas

isoformas no son necesariamente producto de genes dnicos o duplicaci6n de los mismos,

sino tambi6n 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   extracci6n   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  mol6cula  proteica,   las

'
isoformas  son  reconocidas  como  `ani6nicas  (acidas),  neutras  o  cati6nicas  (basicas),  las

cuales  pueden  presentar  caracteristicas  fisicas  y  quimicas  particulares.  Por  ejemplo,  las

isoformas  ani6nicas  y  cati6nicas   en  rabano  y  mani,   difieren  en   su   composici6n  de

aminoacidos    y    carbohidratos.,    movilidad    electrofor6tica,    propiedades    cin6ticas    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   estin   ampliamente   distribuidas   en   diferentes

compartimentos celulares, pero atn se desconocen, en gran medida, los mecanismos para.

el  transporte  especifico  a  estos  compartimentos  (van Huystee,  1987).  Muchas  de  estas
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isoformas  poseen  un  patr6n  de  expresi6n  que  puede  estar  regulado  por  el  desarrollo  e

influenciado   por   estimulos   ambi.entales   tales   como   temperatura,   luz,   infecci6n   por

pat6genos,  hormonas  vegetales,  metales,  herbicidas,  gases  atmosfericos  (Mato,   1983;

Castillo  y  Greppin,1986;  van  Huystee,1987;  Karataglis  y  col.,1991;  Martinez  y  col.,

1996).

1.4  Mecanismo catalitico de percixidasas

Las pxs catalizan la oxidaci6n de una amplia variedad de compuestos organicos e

in6rganicos  en  presencia  de  H202  (Dunford,   1976;  Rodriguez  y  van  Huystee,   1-994).

Ademas,   las  pxs  de  plantas  pueden  oxidar  ciertos  sustratos  como  NADH,   AIA  o

hidroquinonas,  utilizando  como  6xidante  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  cin6tico

de ping-pong (Dunford,  1976):  el H202 y un reductor del  denomipado  CI,  un complejo

enzimatico  verdoso  resultante  de  la  uni6n  del  per6xido  al  grupo  hemo  de  la  enzima

(reacci6n  1).  Los  principales  eventos  en  el  ciclo  peroxidativo  incluyen  el  rompimiento

heterolitico del enlace 0-0 en el H202, para liberar un atomo de oxigeno como H20 y el
I

otro  se une al Fe heminico. En este proceso se requiere la participaci6n 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+4,  mientras  que  el  segundo  electr6n es  aportado  por el

anillo porfirinico  o bien de la transferencia hacia 6ste desde la proteina @unford,  1976;
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Ortiz  de  Montellano,  1992;  Rodriguez y van Huystee,  1994).  A  continuaci6n,  el  CI  es

reducido  en  dos  pasos  uhivalentes  por  un  dador  electr6hico  (AH),  que  en  plantas  es

generalmente  un  compuesto  fen6lico,  AIA  o  NADH.  La  primera  reducci6n  genera  un

intermediario rojo, el CII (reacci6n 2) y, en una segunda reducci6n, se regenera la enzima

ferrica  (reacci6n  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 espontineamente o  acoplarse para formar

estructuras polim6ricas (como en la formaci6n de lighina)

Px (Fe+3) + H202           -            C I

C I + AH

C 11 + AH

-         CII+A.

-           px a,e+3) + A.

Por  otro  lado,  en  el  ciclo  oxidativo  de  la  enzima  la  oxidaci6n  de  los  sustratos

procede  a  trav6s  de  un  complejo  enzimatico  ferroso,  el  CIII.  EI  CIII  se  forma  por  la

reducci6n univalente del Fe heminico por el sustrato dador de electrones all), juito con

la oxigenaci6n de la enzima (reacci6n 4 y 5) :

Px (Fe+3) + R||              _             Px (Fe+2) + R.

Px (Fe+2) + 02               _             Px (Fe+2 -02)

EI  CIII,  Px  (Fe+2  -  02),  es  cataliticamente  inactivo  debido  a  su  lenta  descomposici6n

(k=2xl0-3s-I)   (Aguda   y   Larter,    1990),   proceso   que   puede   ser   considerablemente
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acelerado por fenoles para regenerar la enzima ferrica y liberar el oxigeno como radical

super6xido   02.-  (reacci6n  6)   (Halliwell,   1978).   El   ciclo   oxidativo   de   las   pxs  es

fuertemente dependiente de Mn+2, el curl parece favorecer la dismutaci6n del radical de

oxigeno hacia H202 (Halliwell,1978; Aguda y Larter,1990), segin:

CIH + Fenol ~             Px (Fe+3) + Fenol. + 02.-

Mn+2+02.-+2H+         ~             Mn+3+H202

EI  H202  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 descomposici6n del  CIII (Halliwell,  1978; Pedrefio y col.,

[988)                ~~drf~rJrf~~"~`~-i:`Hr~--+~j=~: +=`Lm"m~~" ~h..+  ``,I

Figura  1 :  Ciclo oxidativo y peroxidativo en las reacciones catalizadas por peroxidasas.

Px (Fe+3r2), peroxidasa en estado ferrico o ferroso; CI, compuesto I; CII, Compuesto 11,

CIII, compuesto Ill;  AH, dador de electrones (fenoles, AIA, NADH). Los nulneros junto

a las flechas hacen referencia a las reacciones descritas en el texto.
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La   existencia   de   este   ciclo   oxidativo-peroxidativo   en   la   misma   mol6cula

enzimatica,  ha  llevado  a  establecer  la  autosuficiencia  del  sistema  de  peroxidasas  en  la

pared celular para llevar a cabo la polimerizaci6n oxidativa. de fenoles y'generar el H202

necesario   para   esta  reacci6n   ¢edrefio   y   col.,   1995).   Sin   embargo,   es   importante

mencionar  que  otros  mecanismos  han  sido  postulados  para  la  biog6nesis   del  H202

requerido para la formaci6n de polimeros fen6licos en la pared celular de plantas,  como

se describe a continuaci6n.

1.S Biog6nesis del H202 en la pared celular.

Uno de los mecanismos de generaci6n de H202 en la pared celular es a trav6s del

ciclo  oxidativo  de  las  peroxidasas,  que  se  describi6  anteriormente.  Este  modelo  esta

fuertemente apoyado por la presencia de pxs soluble.s en el liquido apoplastico y unidas a

la pared celular (i6nica y covalente) a3lstner 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 fen6licos y Mn+2 en la pared celular Qlartley y Morrison,  1991;

Shinkle   y   col.,    1992).    Ademas,   existiria   un   continuo   aporte   de   NADH   en   este

compartimento  a  trav6s  de  la  actividad  malato  deshidrogenasa  presente  en  la  pared

celular (Gross,1977.; Maeder y Schloss,1979).

Tambi6n se ha propuesto la formaci6n de H202 en la pared celular a trav6s de la

reducci6n de 02 por NADH,  mediada por coenzimas de flavina ¢Iwang  1982).  En este

mecanismo  la  coenzima  (FMN  o  FAD),  reducida  por  NADH .reacciona  con  02  para

generar  per6xidos  flavinicos,  los  cuales  reemplazan'an  el  H202  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+2  en  la oxidaci6n  de NADH

mediada por pxs (Stich y Eberman,1984).

La autooxidaci6n de fenoles podria constituir una fuente del H202 en la pared celular

(Cohen y Heikkila,  1974; Misra y Fridovich,  1.974).  Jiang y Miles  (1993) han propuesto

que  el  H202  podria  originarse  en  la  oxidaci6n  de  fenoles  (catequina)  por  fenolasa  o

tirosinasa, reacci6n que gen8ra especies ariloxi (quinonas) radicalarias capaces de reducir

02 hasta H202.

Por otro lado, Apostol y col. (1985) sugieren que el H202 podria originarse a niv.el de

la membrana a trav6s de una NAD(P)H oxidasa; sin embargo, este modelo no concuerda

con estudios citoquimicos que ind.ican que el sistema generador de H202 coexiste con la

actividadpxdepared,independientedelainembrana(Goldbergycol.,.1987;Czahinskiy

col..1993). A pesar de esta evidencia, se ha propuesto que otro posible candidato para la

biog6nesis  de  H202  es  la  actividad  super6xido  dismutasa  en  la  pared  (Ogawa  y  col.,

1996), la cual podria interactuar con el sistema de oxidasas de membrana para generar el

H202.  Finalmente,   se  ha  postulado  que  el  H202  podria  originarse  a  expensas  de  la

oxidaci6n  aer6bica  de  AIA  mediada  por  pxs  de  pared,  en  un  mecahismo  similar  a  la

oxidaci6n  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  ademas  es  posible

detectar productos  de su  descomposici6n peroxidativa ¢edrefio y col.,  1988;  Sinchez-

Bravo y col.,1988).
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1.6  Funci6n de la actividad perouidasa en planlas`

Entre las funciones fisiol6gicas de la actividad px en plantas, se reconocen:  `

-   La formaci6n y degradaci6n de lignina y suberina,  polimeros fen6licos depositados en

la pared y que sirven como una barrera fisica,  rigida e hidrofobica que impide el avance

de pat6genos  e  infecciones  (van Huystee,1987;.Lewis  y  Yamamoto,1990;  Graham y

Graham,  1991; Whetten y  Sederoff,  1995).  La polimerizaci6n oxidativa de fenoles en la

formaci6n de lignina o suberina es atribuida especificamente a pxs de pared celular; pero

ellas  tambi6n  serian  importantes  en  la  biog6nesis  de  H202  a  trav6s  de  la  oxidaci6n  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 contr.a insectos y pat6genos Q{obayashi y col.,1996).       i

- la participaci6n en el metabolismo de fitohormonas, en la degradaci6n del AIA (Gaspar

y  col.,   1985\;  Gazarian  y  col.,   1996)  y  en  la  dltima  etapa  de  la  biosintesis  del. etileno,

catalizando  la  oxidaci6n  del  precursor  ACC  (acido  1-aminociclopropano-1-carboxilico)

(Osswald y col.,1989; Acosta y col.,1991a).

- La detoxificaci6n de sustancias complejas y t6xicas como compuestos organoclorados,

hidroper6xidos, 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  glutati6n  peroxidasa  QTakano  y  Asada,

1981; Dean y Dearenne,1997).

A   pesar   de   toda   la  informaci6n   dispohible,   la\determinaci6n   de   la  funci6n

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  distribuci6n  en  distintos  tejidos  y  compartimentos

celulares  y,  tambi6n  a  su  amplia  especificidad  de  sustrato.  En  determinados  tejidos 'o

compartimentos subcelulares,  ciertas isoformas han sido  involucr-adas preferencialmente,

ya sea en la formaci6n de lignina, la producci6n de 1|202 o la degradaci6n de AIA (Mader

y  col.,   1980;  Gaspar  y  col.,   1985;  Graham  y  Graham,   1991;  Zheng `y  van  Huystee,

1992b).

Un aspecto  relevante del papel fisiol6gico  de la actividad px de pared  celular,  es

su  participaci6n  en  la  limitaci6n  del  crecimiento  vegetal.  Esta  relaci6n  esta  basada  en

diferentes  observaciones  que  demuestran  una  relaci6n  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 hipocotilbs de  y/.g7?cz rcrcJz.czzcr,

1a tasa  de  crecimiento  disminuye  desde el  apice a la base,  mientras que la actividad  px

unida i6nicamente  a la pared  aumenta en  el  mismo .sentido  (Goldberg y  col.,  1986);  en
'

variedades enanas de J'/.s"#7 £'cr/J.iJ7f#z se encuentra una mayor actividad px en la pared en

comparaci6n  a  variedades  de  tallo  largo  (Jupe  y  Scott,   1989);  en  epicotilos  de  Cz.cer

cr77..>Z7.777f#7  la  actividad  px  es  minima  a  los  3  dias  de  edad,  periodo  que  coincide  con  su

maximo crecimiento y de ahi en adelante la actividad px aumenta,y se mantiene alta hasta

el sexto dia, 6uando disminuye el crecimiento del tejido (Sanchez y col.,  1989). La prueba

mas  directa de  la relaci6n  entre  px y  crecimiento,  viene  de  experimentos  en  los  cuales

hipocotilos de 4rcrchJ.s kypogfoecr incubados con anticuerpos especificos contra uha de las

pxs    mas    abundantes    en    las    paredes    celulares    de    este    tejido,    incrementaron

significativamente su crecimiento. Mas atn, la incubaci6n del hipocotilo con un exceso de
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la px pura aislada de las paredes celulares, redujo la elongaci6n del tejido despu6s de 48 h

(Zheng y van Huystee,1992a).

Para  comprender  las  bases  bioquimicas  de  la  correlaci6n  encontrada  entre  la

actividad  px y  el  crecimiento,  es  necesario  considerar algunos  aspectos  del  crecimiento

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

1.6.1 Crecimiento vegetal

En  el  crecimiento  de  las  plantas  estin  involucrados  dos  procesos  basicos:  la

divisi6n  y  lgr  elongaci6n  celular  (Albersheim,   1975).  Atin  cuando  la  divisi6n  celular  es

necesaria para el crecimiento,  ella no produce un aumento  directo  en el volumen cel.ular

pues  cada c6lula hija posee  cerca. de la mitad  del  volumen  celular parental.  Asi,. s6lo  la

elongaci6n de las  c6lulas hijas  aporta un incremento  en  el tamafio  de una fila de c6lulas

(Albersheim,1975; Cosgrove,1986).

La c6lula vegetal en crecimiento posee una considerable presi6n de turgor debido

a que el protoplasto  es levemente comprimido por la estructura 'de la pared celular.  Sin

embargo, el crecimiento no seria posible si la tensi6n de la estructura de la pared no fuese

relajada,    cortando,    modificando,`   acomodando    o    desplazando    sus    componentes

polim6ricos.  De  esta  forma  se  alivia  la  presi6n  sobre  el  protoplasto,  se  disnrinuye  el

turgor y asi se permite la entrada de agua, proceso que va acompafiado de una inevitable

extensi6n  de  la  pared  celular  (Cosgrove,   1986,   1993a,b).   Asi,  la  elongaci6n  celular

depende de las propiedades mecinicas de la pared que permitan su relajaci6n.
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1.6.2. Estructiira de la pared cehilar primaria y origen de su extensibilidad.
\

La pared celular primaria de plantas esta formada por una red de microfibrillas de

celulosa,   un   polimero   lineal   de   D-glucosa   con   enlaces   P(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 hidr6geno  entre

los grupos hidroxilo fuera del plano piran6sido. A esta estructura basica, se unen a trav6s

de enlaces de hidr6geno a la superficie de la microfibrilla,  cadenas lineales y rarificadas

de    polimeros    hemicelul6sicos    (polimeros    a(1i4)    de    D-glucosa    o    xilosa    con

ramificaciones   de   galactosa   y   arabinosa,    principalmente)   y   pectinic,os   (polimeros

helicoidales er(1i4)  de D-galacturonanos y de ramanogalacturanos) (iAlbersheim,  1975;

Varner y Lin,1989; Carpita y Gib;aut,1993).

La  pared  celular  contiene,  ademas,  una  variedad  de  proteinas  estructurales  y

enzimas  unidas  d6bilmente  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 (Vainer

y Lin,  1989).  Otras proteinas estructurales de pared son las denominadas proteinas ricas

en prolina (PRP) y aquellas ricas en glicina (GRP) q{eller,1993; Showalter,1993). Estas

proteinas   estin   relacionadas   al   reforzamiento    de   la   pared   celular   a   trav6s   de

acoplamientos  covalentes  intra  o  intermoleculares,  en  algunos  casos  gatillados  por  el

aumento de H202 durante la infecci6n por pat6genos o como respuesta a heridas @radley

y  col.,   19.92;   Showalter,   1993).  En  esta  matriz  estructural  de.  la  pared  celular,  una

variedad  de  acidos  hidroxicininicos,  tales  como  el  acido  ferdlico  y  el p-cumarico,  se
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encuentran esterificados o eterificados a arabinoxilanos y xiloglucanos (hemicelulosas) en

monocotiled6neas,  o  a  polisacaridos  pectinicos  en  dicotiled6neas  (Vainer y  Lin,  1989;

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

1.6.3 Pc[pel de la actividad peroxidasa en las caracterlsticas ftsicas y  quimicas de la

par.ed celular.

Como ya se analiz6,  el crecimiento  de las plantas  depende en gran medida de la

relajaci6n de la pared celular. Tal relajaci6n es el resultado de modificaciones bioquimicas

de  los  componentes  de  la  pared.   Asi  es  como  algunas  proteinas  de  pared  podrian

participar en su relajaci6n al catalizar la hidr61isis o transglicosilaci6n 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).   Tambi6n   es   ampliamente   aceptado   que   las   pxs,   al   catalizar   el

acoplamiento oxidativo de los residuos fen6licos,  asi como la formaci6n y deposici6n de

lignina,   limitan   la  libertad   de  movimiento   de  los   polisacaridos  y,   en   consecuencia,

rigidizan  la  estructura  de  pared  haci6ndola menos  extensible  Q]ry,  1986;  Iiyama y  col.,

1994). Un esquema que representa esta situaci6n 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 trav6s de enlaces 6ster y 6ter con los polisacaridos estructurales. Asi tambi6n, los

residuos  fen6licos,  como  el  femlato  esterificado  o  eterificado  a  polisacaridos,  forman

puentes diferulato (DFA) en presencia de px y H202 (Fig. 2).
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Figura  2:  Diagrama  esquematico  que  muestra  las  posibilidades  de  entrecruzamiento

covalentedepolisacaridosyligninaenparedescelulares.®,ecidoshidroxicininicos

(acido p-counarico, acido ferulico);~  , acido diferdlico.

(a) y (b), uniones esteres y eteres directas a lignina, respectivamente.  (c) y (d),  acido

hiroxicinamico   esterificado   a  polisacaridos  y   lignina,   respectivanente.   (e),   acido

hidroxicininico eterificado a lignina.  (g), puente diferulato diester entre polisac5ridos.

(h), puente diferulato diester-eter entre polisacaridos y lignina.
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La  importancia  de  las  pxs  en  la  limitaci6n  del  crecimiento  a  trav6s  de  estas

modificaciones, estructurales  en la pared  ha  sido  evidenciada  en  coleoptilos  de  avena y

arroz, donde se encontr6 una relaci6n inversa entre la extensibilidad de la pared celular y

la tasa de crecimiento con respecto al contenido de DFA en la pared celular a€amisaka y

col.,1990; Tan y col.,1991,1992). Ademas, la actividad px y la acumulaci6n de H202 en

la  pared  celular  podrian  contribuir  a  la  disminuci6n  de  la  extensibilidad  de  la  misma,

catalizando   la  formaci6n   de   puentes   isoditirosina  entre   residuos   de  tirosina   de  las

extensinas  (Fry,   1986;  Varner  y  Lin,   1989).  Sin  embargo,  el  entrecruzamiento  de  la

extensina  en  monocotiled6neas  seria  de  menor`  importancia  a)r.  S.  Fry,  comunicaci6n

personal),  debido a su escasa abundancia y acumulaci6n en las paredes celulares de este

tipo de plantas a,i y Mcclure,,199.0).

I.I  Reguladores del crecimiento y modulacich de la actividad perouidasa de la pared

cehllar.

Considerando el cdmulo de investigaci6n que involucra a las pxs de la pared como

enzimas  relevantes  en  el  proceso  que  determina  el   crecimiento  vegetal,   la  cuesti6n

fundamental que dio origen al trabajo de tesis que qqui` 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,  hidroper6xidos,  herbicidas,

hormonas  vegetales,  ademas  de  factores  ambientales  y  abi6ticos  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,  s6lo  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  mss  interesantes  son las

hormonas   vegetales   debido   a   su   importante   papel   en   la   fisiQlogia   de   las   plantas.

Hormonas  como  el  etileno,  acido  abcisico,  giberelinas y  citocininas,  ham  presentado  en

algunos  casos  una  relaci6n  inversa  entre  su  capacidad  de  regular  el  crecimiento  y  la

actividad  px  del tejido  analizado  (Ockerse y Mumford,  1973;  Fry,  1980; Reddy y  col.,

1985; Chaloupkova,  1994; Ingem;rsson,  1995). Una de las respuestas hormonales mejor

estudiadas es la elongaci6n de coleoptilos provocada por el acido indolac6tico (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 acidificaci6n  de  la pared

celular inducida por la hormona, fen6meno que activaria ciertas hidrolasas permitiendo la

relajaci6n  de  la  estructura  de  la  pared  alayle 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 PJ.s"m  sczZz'twJ#  L.  @ret-Harte  y  Talboltt,  1993).  Sin

embargo, son escasos los estudios relacionados.con el AIA desde el punto de vista de los

factores que modulan la rig`idizaci6n de la estructura de pared, como el analisis del efecto

hormonal sobre la actividad px. A pesar de la existencia de algunos escasos reportes qu.e



19

informan una relaci6n inversa entre el crecimiento estimulado por el AIA y la actividad px

total del tejido, no se ha estudiado en detalle el efecto del AIA sobre las isoformas de px

y,  en la mayor parte de los trabajos,  no  se informa acerca de la variaci6n en el nivel  de

polimeros  fen6licos  generados  por  la  actividad  px  de  la  pared,   a  fin   de  establecer

apropiadamente una relaci6n de consecuencia con el proceso del crecimiento.
'

Es ampliamente aceptado que el control hormonal sobre la actividad px podria ser

indirecto, a nivel de la expresi6n del gen, 1a traducci6n o el transporte y distribuci6n de la
1

enzima a los distintos compartimentos subcelulares o tejidos @irecka y Mller,1974; Fry,

1980;  Klotz  y  Lagrimini,   1996).  Sin  embargo,  a  diferencia  de  las  fitohormonas,  otros

compuestos  biosintetizados  por  plantas,   que  tambi6n  afectan  el  crecimiento  vegetal,

podrian  alterar  directamente  la  ;ctividad  catalitica  de  las  pxs.  En  esta  categoria  se

encuentran  los  acidos  hidroxamicos  (A"),   metabolitos  secundarios   que  poseen  la

funci6n   quimica   R-CO-NROH,   presentes   en   grandneas   como   malz,   trigo,   cebada

(Niemeyer,1988) y tambi6n en algunas dicotiled6neas (Pratt y col.,1995). EI 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 4ve7?cr scrfj.vcr L.  y

i4ve7?cr/cr/zfcr L.,  especies  que  no  contienen  AHX  (Niemeyer,1988;  P6rez 'y  Gonzalez,

1989).   Algunas   evidencias   indirectas   sugieren   que  el   efecto   de  los   AIIX   sobre  el

crecimiento  podria  deberse,  en  parte,  a  la  modulaci6n  directa  de  la  actividad  px.  Por

ejemplo,   desde   largo   tiempo   se   conoce   que   el   acido   benzohidroxamico   forma  un

complejo estable y reversible con la px de rabano (Shonbaum,  1973; Aviram,  1981). Mas
\

aun,  en  raices  intactas  cJe  Pj.s#7#  scr/I.vz/J72  y  Zecr  "cz)/a,  el  acido  benzohidroxamico  y  el
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salicilhidroxamico,   estimulan   el   consumo   de   oxigeno   derivado   posiblemente   de   la

actividad de oxidaci6n de NADH catalizada por pxs NADH @rouwer y cbl.,1986).

EI DIMBOA ha sido descrito tambi6n coino un compuesto fitot6xico,  efecto que\

podria comprender un conjunto de alteraciones metab6licas tales como la inhibici6n de la

actividad   mitocondrial   y   cloroplastica  y   la   inactivaci6n   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

limitaci6n  del  crecimiento,  la  que  podria  mas  bien  estar  relacionada  con  el  efecto  del

DIREOA sobre la actividad px de la pared celular. De hecho, durante la preparaci6n del

proyecto de tesis, ya habia observado que el DIMBOA estimula fuertemente la oxidaci6n

de   NADH   catalizada   por   pxs   .de   pared   celular   de   coleoptilos   de   avena,   con   la

consiguiente producci6n de H202.

Tomando    en    conjunto    los    antecedentes    aqui    introducido's,    el    contenido

fundamental  de la hip6tesis  en  que  se bas6  el  presente trabajo  es:  si  la actividad px de

pared celular participa en la regulaci6n del crecimiento vegetal,  entonces compuestos que

afectan el crecimiento, alteran la actividad px y el hivel de polimeros fen6licos (diferulato     -

y lignina) en la pared celular. Los compuestos reguladores del crecimiento estudiados en

esta tesis  fueron  la  hormona vegetal  AIA  (un  estimulador  del  creciriento)  y  el  acido

hidroxamico DIMBOA (un inhibidor del crecimiento).  Es importante mencionar,  que en

esta  hip6tesis  no  se  excluye  la  posibilidad  que  otros  ptocesos  afectados  por  el  A" `

contribuyan  tambi6n  en  alguna medida  a  la  inhibici6n  del  crecimiento.  Basado  en  esta

hip6tesis, el objetivo general de este trabajo de tesis fue estudiar el efecto de reguladQres
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del crecimiento sobre la tictividad peroxidasa de pared celular y establecer su relaci6n con

el fen6meno del crecimiento vegetal.

Los objetivos  especificos  desarrollados  comprendieron el  aislamiento  de paredes

celulares libres de contaminantes subcelulares, la obtenci6n de distintas fracciones de pxs

asociadas   a  las   paredes  para   el   analisis   de   su   composici6n  isoenzimatica  y   de  las

reacciones relacionadas con la sintesis de H202,  diferulato.y lignina. Mas atn,  se estudi6

el efecto del AIA sobre la actividad total y el patr6n isoenzimatico de las pxs uhidas a la

pared celular.,  asi como  el  efecto  del DIMBOA sobre la oxidaci6n de NADH catalizada

por  px.  Finalmente  se  analiz6  el  efecto  de  ambos  reguladores  del  crecimiento  sobre  el

contenido  de  los  acido  ferdlico  y  diferulico,  asi  como  de  lignina  asociados  a  la  pared

celular.



2. MATERIALES Y METODOS

2..1 Material vegetal

Semillas de avena (4ve#cr sczJ/.vcr L.  var.  Nehu6n) fueron crecidas  en vermiculita

htimeda a 22-25°C en la oscuridad. Despu6s de 6 dias, los col.eoptilos fueron cortados en

segmentos  de  1  a  1,5  cm,  3  mm  bajo  el  Spice  y  asi  usados  en todos  los .experimentos
I

descritos en esta tesis.

2..2. Extracci6n de peroxldasas inlercelulares

Los coleoptilos de avena fueron infiltrados dos veces por 2 min a 600 mm Hg de

vacto en presencia de Tris-Hcl (1d mM, pH 7,2) conteniendo 20 mM Cac12. 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  despu6s  de

centrifugar  el  sistema  a  500  xg  por  5  min.  La  iracci6n  intercelular  recuperada  fue

analizada por la presencia de contaminantes citoplasmicos, evaluando la actividad glucosa

6-fosfato deshidrogenasa (Li y col.,1989).

2.3 0btenci6n y purificaci6n de paredes celulares para extracci6n enzimdtica

Los coleoptilos de avena (100-150 g pD fueron macerados en mort6ro  con igual

volumen  de  una  soluci6n  que  contehia:  Tris-Hcl  (50  mM,  pH  7,2),  fenilmetilsulfonil

fluoruro Q'MSF) 0,1  mM, polivinilpirrolidona ¢VPP) insoluble 5% p/v, Mgc12 5i mM y

5g  de  arena  por  100  g  de  tejido.  El  homogeneizado  fue  filtrado  a  trav6s  de  gasa  y

22
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centrifugado    a    1000    xg   por    5    nrin.    El    precipitado    fue    lavado    cinco    veces

resuspendi6ndolo  en  25  ml  de Tris-Hcl  (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  soluci6n,  pero  sin  detergente,  para  obtener  la  fracci6n  de  pared

celular  purificada.   Lo   exhaustivo   y  la   efectividad   del   procedimiento   fue   estimada

ensayando la actividad de enzimas marcadoras de mitocondrias (citocromo c oxidasa), de

reticulo  endoplasmico (citocromo c reductasa insensible a antimicina A) y de membrana

plasmatica  (5'-AMP  nucleotidasa),  como  ha  sido  descrito  por Briskin  a3riskin  y  col.,

1987). El fosfato liberado de la actividad 5'-AMP nucleotidasa, fue determinado segtin el

m6todo de Berenblum qinderberg y Emster,  1963).

2.4 Extracci6n de peroxidasas unidas a la pared celular

La. fracci6n purificada de pared celular fue incubada con Kcl  1  M por 4 h sobre

hielo  y  con  leve  agitaci6n.  Luego,  la  mezcla  se  centrifug6  a 5000  xg por  10  min y  el

liquido  sobrenad`ante  constituy6  la  fracci6n  i6nica  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/inl de celulasa y 3 U/ul de

pectinasa, ambas de 4spe7.gr.//zfs 7?J.ger (Sigma Chem. Co.). Una unidad (U) de pectinasa o

celulasa fue definida Como  la cantidad  de  enzima requerida para liberar  lLLmol  de acido

galactur6nico a partir de  poligalacturonato por min a pH 4,0 y 25°d 6  1  Limol de glucosa

desde  celulosa  por hora a pH  5,0  y  37°C,  respectivamente.  Ademas,  a  esta  soluci6n  se

agreg6  como  inhibidores  de proteasas PMSF  1  mM,  benzamidina 2 mM y pepstatin  A.
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1LiM. La mezcla fue incubada a 25°C con agitaci6n por 18 h. El liquido  sobrenadante de

la mezcla centrifugada a 5.000 xg por  10 min constituy61a fracci6n covalente de pared

celular.

2.5 Cromatogrofia de intercc[mbio i6nico

Las  isoformas   acidas  y  basicas   de   peroxidasa   en   la  fracci6n   i6nica  fueron

separadas  mediante  cromatografia  de  intercambio  cati6nico..  Para  ello  se  utiliz6  una

columna  de  carboximetil  sepharose  (5  cm x  0,6  cm  d.i.),  equilibrada  en  amortiguador

fosfato (15 mM, pH 6,4). Despu6s de aplicar la muestra concentrada y dializada (1,5. ml),

la  columna  se  lav6  con  la  misma  soluci6n  de  equilibrio,  registrando  constantemente  la

actividad  px  (con  o-PDA y H202)  en el  efluente.  La enzima retenida en  la columna se

eluy6  con  Kcl  1  M.  Las  fracciones  recuperadas  fueron  concentradas  y  dializadas  por

centrifugaci6n en tubos Centricon® (limite de exclusi6n de  10.000) y guardadas a -20°C

en glicerol 25% .v/v hasta su analisis.

2.6 Prepc[].aci6n de paredes cehilares para extracci6n de fenoles y lignina

Todos los procedimientos fueron realizados bajo luz fluorescente para prevenir la

isomerizaci6n  de  los  fenoles  a  extraer.  Coleoptilos  (1,5  a  2,5  g)  mantenidos  a -70°C

despu6s  del  correspondiente  tratamiento,  fueron  macerado§  en  mortero  con  nitr6geno

liquido y luego con una soluci6n de 2% p/v de Triton X-100, azida 50 mM y Kcl 1 M. EI

sedimento de la suspensi6n centrifugada a 10.000 xg por 5 min fue sucesivamente tratado

por 15  min con vigorosa agitaci6n con : metanol dos veces, H20,  10/o p/v SDS, H20 dos
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veces,   etanol,   metanol/cloroformo   (1:1   v/v),   etanol  y  H20   dos  veces.   El   material

remanente fue incubado con 5 ml de er-amilasa (1  mg/ml) en Tris-HC1 (50 mM, pH 7,0)

por 6 h y luego con 5 ml de pronasa E (0,5 mg/inl) en el mismo amortiguador por 12 h.

Finalmente,    las    paredes    celulares    fueron    lavadas    otra    vez    con    H20,    etanol,

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

2.7  Extraccich y  deter.minacich de  dcidos ferulico y  diferdlico  unidos  a las paredes

celulares

Los fenoles esterificados a los polisacaridos de pared celular fueron liberados por

hidr6lisis alcalina. Para ello, 20 a 40 mg de pared celular se trataron por 20 h en agitaci6n

y a temperatura ambiente con 5 ml.de NaoH 2 M desgaseado en frascos sellados bajo N2.

Una   soluci6n   de   acido   3,4-dihidroxicinamico   (acido   cafeico)   fue   adicionado   a   las

muestras   como   estandar   interno.   Despu6s   de   la  hidr61isis,   la  fracci6n   alcalina  fue

acidificada  a  pH  2,0  con  Hcl  y  extralda  cuatro  veces  con  10  ml  de  6ter  etilico.  Los

extractos  et6reos  se  reuhieron,  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 t6cnica  se  ejecut6  usando  una  columna  analitica  de  fase  reversa Nova-Pak  Ci8  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 eluci6n  consisti6  de un gradiente  convexo  entre

acetonitrilo  y.. una  soluci6n  de  acido  ac6tico  al  3%  v/v  en  agua bidestilada  desionizada.

Despu6s de la inyecci6n de la muestra, el acetonitrilo fue mantehido en 5% por 5 min, se
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increment6  a  10%  en  15  min y luego a 20%  en los siguientes 25  min.  La proporci`6n de

acetonitrilo fue mantenida en 20% por 10 min, luego incrementada linealmente a 50% en

5 min y despu6s de 2 min se disminuy6 a un 5% por 13  min adicionales. La cantidad de

cada fenol  analizado  se  calcul6  de  acuerdo  al  rendimiento  del  estandar  intemo  y  a  la

curva  de  calibraci6n  obtenida  con  el  estandar  respectivo.  Una  muestra  de  acido  E,E-

diferdlico  aut6ntico  fue  gentilmente  facilitada  por  el  Dr.  Norman  Lewis,  Washington

State University.

I

2.8 Determinaci6n de lignina

El contenido de lignina fue ensayado en las paredes celulares sapohificadas segtin

el   m6todo   de   Iiyama   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 ac6tico .glacial con 80 LiL de HC104. Los tubos sellados se incubaron a 70°C por

30 min con agitaci6n ocasional.  Luego,  una alicuota de la mezcla se diluy6  con 5  ml de
'

NaoH 2M (1 ml) y acido ac6tico (4 ml). El conterido 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   determinaci6n   fue   realizada   por  triplicado   a   partir   de   tres   muestras

independientes.

2.9 Emsayo de actividad peroxidasa

Todos    los    ensayos    se   realizaron    en    cubetas    de    1    ml    a   24°C    en   un
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espectrofot6metro  Shimadzu UV-120. Regularmente la actividad px\fue en§ayada con O-

PDA 5. InM,  CA 0.08  mM  o  E-FA 0.08  mM,  todos  en presencia de H202  0.5  mM en

amortiguador citrato (0,I  M,  pH 4,5). El cambi.o en absorbancia debido a la oxidaci6n de

o-PDA, E-FA, p-CA  o  CA fue  seguido  a 450  nm  (8=1,05  nM]  cm-1),  '310  nm  (8=16

nM-1 cm-I), 286 nm (g=19 mM] cm-1) y 260 nm (s=2,2 mM] cm-1), respectivamente. La

velocidad de iitilizaci6n de H202, fue ensayada en amortiguador fosfato (0,1  M, pH 6,0)

con guaiacol  5inM,  o bien  con E-FA 0,1  mM en amortiguador citrato  (0,1 `M,  pH 4,5)

como reductores. La actividad de oxidaci6n de NADH se midi6 por la disminuci6n de la

absorbancia  a  340  nm  (8=6,02  mM]  cm-I)  en  una  mezcla  de  reacci6n  que  contehia:

Mns04  50   LIM,   NADH   0,16   mM   en   amortiguador   fosfato   (0,1   M,   pH   7,0)   y

concentracionesvariablesdefenol.es(E-FA,p-CA)ODIMBOA.Laoxidaci6ndeNADH

tambi6n se sigui6  registrando  el consumo  de oxigeno  en un oxigrafo Hansatech modelo

CB1,  calibrado  entre 0  (agotamiento  de oxigeno  en la soluci6n con ditionito  de sodio) y

0,,253  mmol/ml  (concentraci6n  de  oxigeno  en  agua  destilada  a 25°C).  La oxidaci6n  de

AIA fue ensayada espectrofotom6tricamente siguiendo el  aumento de absorbancia a 250

nm  en  amortiguador  fosfato  (0,I   M,  pH  6,2)  con  p-CA  80HM,  Mns04  50  uM  y

concentraciones variables de AIA.

La  velocidad  de  transformaci6n  del  sustrato  en  cada  ensayo  se  calcul6  de  la

pendiente de las curvas de progreso, mientras que los parametros cin6ticos aparentes de

So.5  y  Vm5.`  se  calcularon  a  partir  del  ajuste  de  los  datos  de  velocidad  por  analisis  de

regresi6n no lineal.



28

2.10  Formaci6n y descomposici6n del CIII

La forma cataliticamente inactiva de la px, el CIII, fue formado mezclando NADH

1  mM con px de rabano  1.2  LLM (isoenzima C,  Boehringer Co.)  en amortiguaor malico

(50 mM, pH 5,6). Despu6s de  1  a 2 min se detect6 la aparici6n del CIII.,  evidenciado por

la banda de absorci6n 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 y el p-CA sobre la  estabilidad  del  CIII fue  seguido  por la disminuci6n  de la

absorbancia  a  418  nm  al  agregar  concentraciones  variables  de  estos  compues`tos  a  la

mezcla de reacci6n despu6s de 4 min.

2.11 Isoelectroerfoque

La t6cnica de isoelectroenfoque (IEF)  se realiz6  en geles ultrafinos (0,4 mm)  de

acrilamida (50/o) con 2% de anfolitos Pharmalyte (intervalo de pH 3 a 10, Pharmacia Co.),

iitilizando  una  cinara  Bio-Rad  modelo   111   segdn  las  especificaciones  del  fabricante.

Previo  a la corrida,  las muestras fueron desaladas y concentradas por centrifugaci6n en

tubos Centricon® (limite de exclusi6n de 10.000)..`Para ello, los tubos Centricon® fueron

pre-tratados entre 2 y 5 h con una soluci6n de BSAi 1  mg/ml para disminuir la adsorci6n

inespecifica de las muestras a la membrana concentradora del tubo. Ademas, las muestras

fueron   centrifugadas   a   10.000   xg.  por   15  .rim   antes   de  .disponerlas   en   los   tubos

Centricon® y, durante la concentraci6n, fueron lavadas con una soluci6n de anfolitos 1%

v/v,   Triton   X-100   0.,05%   p/v   y   glicerol   5%   v/v,   para   prevenir   la   agregaci6n  y

precipitaci6n  de  la  muestra.  Despu6s  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 H202 0,040/o 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 Emsayo de actividad de enzimas cutiouidantes

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  lprM y PMSF  0,1  mM.  El homogeneizado  se

centrifug6  a  10.000  xg  por  15  min  y  el  liquido  sobrenadante  se  us6  para  ensayar  la

actividad enzimatica.

La actividad  ascpx  se  ensa.y6  siguiendo  la disminuci6n  en  absorbancia a 290  nm

(s=   2,8   mM]   cm-1)   (Nakano   y   Asada,    1981).   La   mezcla   de   reacci6n   contenia

amortiguador fosfato  (50  mM,  pH  7,0),  EDTA 0,1  mM,  0,5  mM L-ascorbato,  90  HM

H202 y 10 a 20 lil del extracto enzimatico.

La actividad  catalasa se ensay6  midiendo la descomposici6n del H202 a 240 nm

(g= 35,8 M-I cm-I) (Lardinois y col.,1996). El medio de reacci6n contehia H20210 mM y

0,1  mM EDTA en amortiguador fosfato (0,1 M, pH 6,8).

La actividad s`uper6xido dismutasa (SOD) se evalu6 en un ensayo de competencia

midiendo la inhibici6n de la reducci6n de azul de p-nitro tetrazolio QH3T) por radicales

02.-,  derivados  de  la fotoxidaci6n  de  riboflavina (Cakmak y Horst,  1991)..  El  medio  de

reacci6n  contenia  amortiguador  Tris-Hcl  (50  mM,  pH  7,8)  con  EDTA  0.1  mM,  L-

metionina  12  mM,  Na2C03  50  mM,  NBT  75  HM,  riboflavina  1   prM  y  15  a  20  prl  del
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extracto   enzimatico.   La  reducci6n  de  NBT  fue  evaluada  siguiendo   el   aumento   en

absorbancia  a  560  nm,  despu6s  de  30  min  de  exponer  la  mezcla  de  reacci6n  a  luz
'

fluorescente  en  presencia  y  ausencia  del  extracto  enzimatico.  La  reducci6n  de  NBT

aument6   linealmente   con   el   volumen   de   extracto   enzimatico   y   con   el   tiempo   de

fotoxidaci6n, al menos hasta 1  h de incubaci6n en las condiciones descritas.

Cada. determinaci6n fue  realizada por triplicado  en,  al  menos,  dos  experimentos

independientes.

2.13 Determinaci6n de glutati6n rediicido y oxidado

Los  coleoptilos  se  maceraron  en  acido  sulfosalicilico  5%  p/v,  el  homogeneizado

se centrifug6 a 10.000 xg por 15 inin y el liquido sobrenadante fue usado para los .analisis

posteriores.   Los   niveles   de   glutati6n   reducido   (GSH)   y   oxidado   (GSSG)   fueron

determinados   enzimaticamente   segtin   el   m6todo   de   Griffith   (1980).   EI   GSH  total

(GSH+GSSG)  es oxidado por el acido 5,5'-ditiobis-(nitrobenzoico) @TNB) y reducido

por NADPH  en  presencia  de  GSH  reductasa.  La  mezcla  de  reacci6n  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 Ill de la muestra. La velocidad de formaci6n 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 reacci6n con el GSH. La 2-VP reacciona irreversiblemente con el GSH sin

afectar  la  actividad  d:  la  GHS  reductasa,  como  ocurria  con  el  tradicional  m6todo  de

Tietze (1969) que utilizaba N-etilmaleimida. En este ensayo., una alicuota de 100 a 200 Ill
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del  extracto  <4cido  de la muestra se combin6  con  12  Ill de 2-VP y 20  Hl de una soluci6n

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, despu6s de los cual.es un volumen de 10 a 50 Ill fue

analizado  en  el  ensayo  enzimatico  descrito  anteriormente.  El  contenido  de  GSH  fue
'

1

estimado de la diferencia entre el contenido de GSH total y el de GSSG. Paralelamente,

se prepar6 una curva de calibraci6n con GSH.

Cada determinaci6n fue realizada por triplicado en muestras independientes de un

experimento.

2.  14 Determinaci6n de proteinas modificadas oxidativamente

El   m6todo   utilizado   se  basa   en   la  acumulaci6-n   de  grupos   carborilo.  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  analisis,  los  coleoptilos  (1,0   a   1,5  g)  despu6s  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 LLg/ml, pepstatin A 7 Lig/ml, benzaridina 2 mM, EDTA 1 mM y hidroxitolueno

butilado 0.05% p/v (BHT).  El homogeneizado se centrifug6 a 10.000 xg por 15 min'y el

liquido  sobrenadante  se  mezcl6  con  estreptomocina  1%  p/v por  15  min  a temperat.ura

ambiente y con agitaci6n constante.  La mezcla se centrifug6 a 10.000 xg por  10 min y el

liquido sobrenadante, conteniendo 0,5 a 1,0 mg/ml de proteina (m6todo de Bradford), se

precipit6 con una soluci6n acuosa de TCA 10% p/v.  El sedimento se resupendi6 en  1  ml
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de   una   soluci6n   de   2,4-dinitroferilhidrazina   10   mM   @NPH),   hidroclorhidrato   de

guanidinio  6 M,  SDS  7.5  %  p/v y Hcl 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 agitaci6n en Vortex por 1  min cada 5 min. Luego se precipit6 con  1  ml

de TCA al 20% p/v en agua y  se  centrifug6  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 resuspendi6 a 37°C con agitaci6n 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  mM-[cin-I  (Reznick y Lester,  1994).  La absorbancia a 280 nm

de` la  replica  de  cada  muestra  no  tratada  con  DNPH,  fue  utilizada  para  normalizar  el

contenido  de grupos carbonilo por mg  de proteina sobre la base de una curva estindar

preparada con BSA.

Cida determinaci6n fue realizada por triplicado en muestras independientes de un

experimento.

2.15 Determinaci6n de perouidaci6n de lipidos.

Los productos derivados de la peroxidaci6n de lipidos, principalmente insaturados

de membrana,  se cuantificaron mediante derivatizaci6n con acido 2-tiobarbithrico (TEA)

(Gutteridge   y   Halliwell,    1990).    Sin    embargo,    se   realizaron   algunas   importantes

modificaciones a fin de evitar interferencias o sobrestimaciones debido a la autooxidaci6n
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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  despu6s  del

correspondiente tratamiento, fueron profusamente lavados en agua destilada y despu6s en

etanol al 50% v/v por  1  min.  Luego,  se maceraron en mortero con 2 ml de una soluci6n

que   contehia   TCA   0,5%   p/v,   SDS   0,125%   p/v   y   BHT   0,10%   p/v.   La   mezcla

homogeneizada se centrifug6 a 10.000 xg por 10 min y 0,5 ml del liquido sobrenadante se

mezclaron con  1,0 ml de una soluci6n que contehia TBA 0.5% p/v, BHT 0,.05% p/v (la

soluci6n se agit6  a 40  a 45°C  para su  disoluci6n),  125  Ill  de  SDS  al '3%  p/v y  125  L[l  de

Hcl  al  50%  v/v.  La  mezcla  se  incub6  por  20  min  a  80°C  con  ocasional  agitaci6n  en

Vortex,  se  enfrio  rapidamente  sobre hielo y los  productos  que  reaccionaron  con  TEA,

fueron extraidos con 800 lil de 1-butanol y cuantificados espectrofotom6tricamente a 532

nm  (8=155   mM-I  cm-1)   contra  un  blanco   corrido   en  paralelo   con  las  muestras.  La

contribuci6n de la absorci6n inespeciflca debido a la reacci6n con azticares o aldehidos se

registr6 a 600 nm y se rest6 de la lectura a 532 nm (May y col.  1996).

Cada determinaci6n 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 Qn segmentos de 1,0 a 1,5

cm,   3   mm  bajo   el.  apice.   Se  lavaron  exhaustivamente  bajo   agua  destilada  y  fueron

mantenidos  en  amortiguador RES  (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  DlmeoA  el  medio  de  incubaci6n  no

conteula sacarosa. El crecimiento de los` coleoptilos' fue evaluado midiendo su incremento

en longitud despu6s 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  uM  o  DIMBOA  75   HM.  EI

crecimiento  fue  medido  a  diferentes tiempos  de  incubaci6n,  como  la variaci6n  de peso

fresco  o  peso  seco  con  respecto  a  un  control  sin  AIA  o  DIMBOA.  La  soluci6n  de

incubaci6n 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 mdltiples, respectivamente.



3. RESULTADOS

3 . 1  DlsTRIBucl6N DE pERo]m]ASAS EN EL coMPARTRENTo DE PARED CELULAR ¥ su

PARTICIPAC16N EN LA SiNTESIS DE DIFERIJLATO Y LIGNINA.

3 .1.a..  Obtenci6n de paredes celulares y actividad perouidasa asociada

Se   obtuvo   una  fracci6n   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-loo. Despu6s de cinco l`avados 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  s6lo  para  retirar  el  exceso  del  mismo  (Tabla  1).  EI

sedimento  de  pared  purificado  de  este  modo  no  present6  actividad  de  las  enzimas

marcadoras  para  mitocondria  (citocromo  oxidasa,  EC  1.9.3.1),  reticulo  endoplasmico

(NADH-citocromo    c    reductasa,    EC    1.6.99.3)    y    membrana    plasmatica    (AMP-

nucleotidasa, EC 3.1.3.5) (Tabla 2). Mas ann, ninguna de estas actividades fue detectada

en una fracci6n concentrada y dializada de proteinas solubilizadas con Kcl 1 M desde los

fragmentos purificados de pared celular (fracci6n i6hica,  concentrada 45  veces en tubos

Centricon®,  Tabla 2).  Asi,  cualquier actividad px  adicional  liberada  desde  el  sedinento

purificado     de     pared     fue    principalmente,     sino     exclusivamente,     de    naturaleza

extraprotoplasmica.

34a
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Tabla  1:  Purificaci6n  de paredes  celulares  de coleoptilos  de  avena.  Exhaustividad  de

los lavados con  Triton X.loo a.

FRACCION Actividad P eroxidasab

LL mol/din/g tf

Mezcla homogeneizada 565,3 ± 83,2

Liquido sobrenadante de 395,4 ± 42,6

1.000 xg

Cmdo de paredes celulares 87,3 ± 19,0

(sedimento de 1.000 xg)

|er  |avado con Triton X-100 36,6 ± 4,1

2d° |avado con Triton X-100 14,4 ± 0,40

3er |avado con Triton X-100 2,8 ± 0,10

4to lavado con Triton X-100 0,05 ± 0,02

5`° |avado con Triton X-100 0,02 ± 0,01

|er  |avado con Trizma 0,04 ± 0,02

2d° |avado con Trizma 0,03 ± 0,01

3er  |avado con Trizma 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 o-PDA y H202 como sei describe en Materiales y M6todos.
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Tabla 2 :  Actividad de enzimas marcadoras en fracciones de pared celular obtenidas por   'f

el procedimiento de lavado con Triton X-100 o por infiltraci6n de los coleopt,ilos.

Fracci6n Cito cromo c             NADH-                 ANT-               glucosa-6 -         Peroxidasa

oxidasa a             citocromo c       nucleotidasa b           fosfato                      a

(mitocondria)         reductasa a        ®lasmalema)    deshidrogenasa

(ref. end.)                                                 (citoso|)C

Intercelular

(infiltrada)

Hoinogeneizado

Cnido de pared

celular

Sedimento de pared

celularpuriricado

16hica (no dializada)

I

16iiica (dializada y

concentrada 45x)

ne ne ne nd                       114,9

16,0                            16,2                          51,7                           8,2                       30409

4,0

ltd

nd

0,8                          2,5                           ne                       10300

nd nd

ndnd

ndnd

125,4

ne                       73 ,2

ne                      68,2

Actividades enzimaticas correspondientes a 55 g de tejido fresco.

nd, no detectada

ne, no ensayada

{i,  LLmol citocromo C / min ; b,  Llmol P043 1iberado / min; c, LLmol NADH / min; d, Lrmol

o-PDA / min
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El  sedimento  de  paredes  celulares  tratado  con Kcl  lM y  luego  con  celulasa y

pectinasa, rindi6 cantidades equivalentes de actividad px contenida en la fracci6n i6nica y

covalente,   respectivamente  (1,2  a   1,4  LLmol/min  por  g  tf,   Tabla  3).  No   se  detect6

actividad  px adicional en el  sedimento  de paredes  celulares  despu6s  del tratamiento  con

celulasa y pectinasa.  La actividad px extralda desde los  esp?cios intercelulares mediante

infiltraci6n  de   coleoptilos   (fracci6n  intercelular), , represent6   el  440/o   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  (fracci6n i6nica),

FC(fracci6ncovalente)yFint(fracci6ninter;elular).
I

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

Fracci6n Actividad                Porcentaje del          Porcentaje del
Peroxidasa *                 total en el              total en pared

Llmol/min/ coleoptil o                      celul ar
Mezcla de
homogeneizado

Intercelular
(infiltrada)

16nica (1-2)

Covalente

528 ± 71

2,09 ± 0,30

1,43 ± 0,22

1,25 ± 0,10

100

0,40 44

* Ensayo con o-PDA 5 mM  y H202 0,5 mM en citrato 0,1, M pH 4,5
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3 .1 to. Iieacciones catalizadas par. la actividad perouidasa asociada a la pared celular y

relacionadas con la sinlesis de diferalato y ligl'iina.

Inicialmente,  durante  el  desarrollo  del  trabajo  de  tesis,  se  consider6  estudiar  la

actividad  px  de pared contenida dnicamente en las FI y FC.  S6lo  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 Barcel6 y col.,1988,1989) y,  ajuzgar por

una relativa similaridad en la distribuci6n del patr6n de isoformas con actividad px entre

ambas   (ver   mas   adelante),   probablemente   ambas   fracciones   compartirian   algunas

isoperoxidasas  del  mismo  origen.  Por  esta raz6n y para  evitar  excesiva laboriosidad  en

algunos analisis, s6lo se ha considerado la FI o la Fint.

Las peroxidasas contenidas. en la FI y la FC de pared, oxidaron varios precursores

de los polimeros fen6licos DFA y lignina,  tales  como  alcohol  cQniferilico  (CA),  el acido

p-cumarico  a-CA)  y acido  E-ferdlico  a-FA).  Estos  sustratos  no  fueron utilizados  en

ausencia de H202.  La velocidad  inicial  maxima (Vm5x) y la concentraci6n  de  sustrato  de

semisaturaci6n,  So.5*,  fueron  calculadas  de  las  respectivas  curvas  de  saturaci6n  a  una

.concentraci6n fija de H202 (*  el parametro cin6tico de Km,  restringido a una sola entidad

molecular,  ha  sido  reemplazado  por  el  de  So.5  para  definir  la  cin6tica hiperb61ica  en  el

conjunto   de  isoformas   con   actividad   px   presentes   en   cada  fracci6n   de   pared):`  EI

cuociente   Vmfix/So.5,   que   determina   la   velocidad   de   utilizaci6n   de   los   sustratos   a

concentraciones subsaturant.es, tambi6n 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 preparaci6n de las

fracciones enzimaticas de pared.

La FI present6  una marcada especifidad  de sustrato  hacia CA y E-FA,  a juzgar

por la mayor velocidad de utilizaci6n de estos §ustratos en comparaci6n al p-CA, tanto a

concentraciones saturantes (Vmix) como subsaturantes (Vmfx/So.5) (Tabla 4). En contraste,
'

la  FC  utiliz6  preferencialmente  CA,  mientras  que  E-FA  y p-CA  fueron  pobremente

oxidados (Tabl.a 4).  Comparando los valores de Vmax/So.5 en ambas fracciones,  se observa

que  la  FI  utiliz6  E-FA  y  CA  con  una  velocidad  3,2  y  2,1  veces  mayor  que  la  FC,

respectivamente   (p<0,01,   Tabla  4).   Tambi6n,   la  FI  utiliz6   el  H202   1,,7   veces   mas

eficientemente  que la FC  (p<0,01),  en la oxidaci6n  de guaiacol,  un analogo  estructural

del CA (Vma.i/So.5, Tabla 5).

Como se presenta mas adelante, el E-FA esta presente en las paredes celulares del

coleoptilo de avena (y tambi6n probablemente el derivado alcoh6lico,  CA),  en niveles de

2  a  4  LLg  por  mg  de  pared  celular,  raz6n  por  lo  cual,  los  resultados  cin6ticos  antes

descritos  adquieren  una  relevancia  funcional  que,   en  conjunto,   sugieren  que  las  pxs

contehidas en la FI podrian tener una mayor participaci6n que aquellas incluidas en la FC,

en  la  polimerizaci6n  de  fenoles  para  formar  puentes  diferulato  y  lignina  en  la  pared

celular.

Las pxs  de la FI  y FC tambi6n  catalizaron la oxidaci6n  de NADH  con  oxigeno

molecular, una reacci6n que genera H202 (Yokota y Yamazaki,  1965; E'lstner y Heupel,

1976;  Haliwell,  1978).    En  ausencia  de  efectores,1a velocidad  de  oxidaci6n  de NADH
\

por las frabciones de pared celular, fue baja comparada con la velocidad de peroxidaci6n
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(comparar valores de las Tablas 4 y 6); sin embargo, esta reacci6n fue considerablemente

estimulada por fenoles como el p-CA (Tabla 6). La participaci6n de pxs en la oxidaci6n

de NADH qued6 demostrada por la inhibici6n de la reacci6n con cianuro (inactivador de

hemoproteinas),    quercetina,    acido    gentisico    y   acido    asc6rbico,    todos    eficientes

inhibidores de la erEima (Brouwer y col.,  1986).

Cuando  la  oxidaci6n  de  NADH  se  determin6  en  presencia  de p-CA  70  uM  y

concentraciones  variables  de  NADH,   la  FI  utiliz6   este  sustrato   con  una  velocidad

(Vn`ix/So.5)   1\,7  veces  mayor  con  respecto  a  la  observada  en  la  FC  (p<0,2,  Tabla  5).

Alternativaquente,  a una  concentraci6n fija de NADil (0,16 mM),  se investig6  el efecto

concentraciones variables de estimuladores fen6licos. El efecto de estimulaci6n obterido

con E-FA y p-CA,  present6  una .cin6tica de  saturaci6n  hiperb6lica y  de  las  respectivas

curvas  se  calcularon  los  valores  de  Vrix,  Eo.5   (concentraci6n  de  semisaturaci6n  del

estimulador) y el factor de estimulaci6n, obtellido de la raz6n entre Vndx y la velocidad de

la reacci6n en ausencia del  estimulador (Tabla 6).  Se encontr6  que el mejor estimulador

de  la  reacci6n  fue  el p-CA,  tanto  en  la  FI  como  en  l`a  FC,  al  presentar  factores  de

estimulaci6n   de   1375   y   300,   respectivamente.   EI  E-FA  en   cambio,   fue   un   pobre

estimulador   de   la   reacci6n,   aumentindola   solo   28   y   3   veces   en   la   FI   y  FC,

respectivamente.  Asi,  la oxidaci6n 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  estimulaci6n  de  la  oxidaci6n  de  NADH,  se
1

relacion6   en  forma  inversa  con  su  velocidad  de  utilizaci6n  (Vm5x/So.5)  por  la  px  en
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presencia de H202. Elp-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  oxidaci6n  de  NADH  en  presencia  de  E-FA  fue  pobremente  estimulada  y

present6   un   tiempo   de   retardo   en   las   curvas   de   progreso,   el   cual   disminuy6   a

concentraciones  crecientes  del  fenol.  Este  tiempo  de  retardo  parece  reflejar  la  lenta

acu'mulaci6n de H202 durante el ciclo  oxidativo  de la enzima,  pues la adici6n de H202  1

LtM  disminuy6  este  tiempo  de  retardo  de  18  a  7  minutos,  mientras  que  la  adici6n  de

catalasa   aument6   considerablemente   este   retardo   Gig.   3).   Asi   parece   ser   que   la

utilizaci6n peroxidativa del  fenol  compite con el  efecto  de estimulaci6n del mismo  en la

oxidaci6n de NADH.  Consecuente con esta idea, el CA, el mejor sustrato utilizado por la

px en presencia de H202  (Tabla 4),  fue incapaz de estimular la oxidaci6n de NADH en

ambas fracciones de pared (Tabla 6).
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Tabla  4 :  Utilizaci6n  de  sustratos  fen6licos  por  peroxidasas  contenidas  en  las

fracciones i6nica y covalente de la pared celular de col,eoptilos de avena.

SUSTRATO               PARAhffTRO pEROxDASAs                  PERO)mASAs
FRACcldN 16NICA      FRACC16N COVALENTE

Acido ferdlico                    Vmck

(HM /min)

20,3±2,0                    21,0±3,5

So.5 (prM)                    15,o ± 3,2                        49,6 ±  il,3

Vmix/So.5(min-')           1,35±0,33a                  0,42±o,o8b

Acido p-                         vmck
cumarico

Alcohol
coniferilico

9,1  ±0,5                      24,1  ±0,15

(LLM /min)

So.5 (prM)                    54,9 ± 4,3                      117,2 ± o,1

Vmix/So.5(min-`)           0,16±0,04C       +           o,2o±o,o6C

Vmir

(LLM/min)

So.5  (prM)

vmin/sO.5 (min-I)

323,1  ±26,0                248,0 ± 10,1

42,0 ± 5,0                    66,5 ±4,8

7,70 ± 1,5d                   3,73 ±0,6e

Las condiciones del ensayo se describen en Materiales y M6todos, utilizando H202 0,5 mM. Los

valores  de velocidad  estin  normalizados  por gramo  de tejido  fresco.  Las  le-tras  distintas  en  los

valores de Vmir/So.5 indican la diferencia significativa del valor tabulado ®<0,01).
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Tabla 5 : Utilizaci6n de H202 y NADH por peroxidasas contenidas en la fracci6n i6nica y

covalente de las paredes celulares de coleoptilos de avena.

s u strat o                      p arametro                    pERoxlDASAs                    pERomDASAs
FRACC16N 16NICA           FRACC16N COVALENTE

H202a              Vmfx (LLM/min)             232,0 ± 18,3                  245,3 ± 9,4

So.5 (LLM)                      102,0 ± 8,4                    187,I  ±  14,5

Vmfx/ So..5  (min-I)               2,3  ± 0,3  C                       1,3  ± o,2 d

NADHb           Vm6x(LIwmin)               35,4±3,6                    49,1 ±7,1

So.5 (LIM)                     87,0 ± 4,0                   200,5 ± 15,0

Vmax/So.5  (min-I)            0,41  ±0,06e`                 0,24±o,o5 f

Valores de velocidad normalizados por gramo de tejido fresco.

a,   El   ensayo   contenia   guaiacol   5   mM   y   concentraciones   variables   de   H202   en

amortiguador fosfato (0,1 M, pH 6,'0).

b,   El   ensayo.  contenia  p-CA   75   HM   y   conc`entraciones   variables   de   NADH   en

amortiguador fosfato (0,1 M, pH 6,0).

Las letras distintas en los valores de Vmin/So.5 indican la diferencia significativa del valor tabulado

(p<0,01, para c.y d y p<0,2 para e y I).
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Tabla  6:  Estimulaci6n  por fenoles  de la  oxidaci6n  de NADH  catalizada por peroxidasas  de  la

fracci6n i6hica y covalente de las paredes celulares de coleoptilos de avena.

FRACC16N 16NICA                                 FRACC16N COVALENIE

Estimulador                   Vn`atn                    Eo.5 L'                  F<actor de                 Vndx                    Eo.5                  Factor de
estimulaci6np estimulaci6n

Ninguno              0,12 -± 0,02

Acido ferilico           3,4 ± o,2           4,4 ± 0,3

Acidop-cuin{irico       165,0±5,5          210±14

Alcohol coniferilico     o,|2 ± 0,02

I                0,51 ±0,04                                              1

28               I,38±0,09     0,68±0,20               2,7

1375                  153 ±4            268 ± 10                  300

I                 0,51 ±0.04                                               1

a, Los va]ores de velocidad estan normalizados por gramo de tejido fresco.

b., Eo.5, concentraci6n de semi-saturaci6n del estimulador

c,, Raz6n entre la Vmfx y la velocidad de oxidaci6n de NADH en ausencia del estimulador.
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Figura 3  :  Efecto  de H202  (A,  1  LLM)  y  catalasa  (C,  1  ug  de i4pergr./J#s IVJ.ger,  Sigma

Chem. Co.) en el curso temporal de la oxidaci6n de NADH estimulada por acido ferdlico y

catalizada  por  peroxidasas  de  la  fracci6n  i6nica  de  paredes  celulares  de  coleoptilos  de

avena (8). El medio de reacci6n contehia NADH 0,16 mM, Nth+2 `50 |jM, acido ferulico  10

Liwi  y  1,7  U  de  actividad  peroxidasa  (medida  con  o-PDA  5  mM  y  H2Q2  0,5  rfutry  en

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

3 .1.c. Patrdn isoenzimdlico de las perouidasas asociadas a la pared celular

El  patr6n  de  isoformas  con  actividad  px  en  las  fracciones  de  pared  celular  fue

estudiado  mediante  la  t6cnica  de  HF.  Las  caracteristicas  de  este  m6todo  permitieron

obtener una  excelente  resoluci6n  de las bandas  enfocadas  y  una  adecuada tinci6n  de  la
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actividad  px  de  las  mismas  en  menos  de  5  min  Gig  4).  La  visualizaci6n  rapida  de  la

actividad  px  en  el  gel  evit6  la p6rdida de proteinas  desde  el  gel  a la soluci6n  de tinci6n,

sobretodo si se considera que la t6cnica emplea geles de baja concentraci6n de acrilamida

(5%),  ultrafinos  (0,4  mm)  y  que  no  se  sometieron  a  un  proceso  de  fijaci6n  antes  del

revelado. La tinci6n 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 tinci6n rutinaria de los geles se

prefirieron los derivados naft6licos,  los  cuales,  a diferencia del guaiacol y el o-PDA,  son

transformados  por  la  actividad  px  en  un  producto  coloreado  e  insoluble  que  permite

mantener los geles tefiidos inalterables por meses.

Cuando se investig6 la composici6n de isoformas con actividad px en las fracciones

de pared,  se  observaron  diferencids  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 ®1 entre 8 y

10) (Fig.  5). La banda mas basica en la FI (pl alrededor de 9,6) no fue detectada en la FC,

atin  en  geles  con  FC  que  contenian  3  veces  mayor  actividaq  px  que  la FI.  El  patr6n  de

isoformas con actividad px fue similar, ya sea revelado con o-PDA, 4-metoxi-1-naftol`o 4-

cloro-naftol  en presencia de H202.  Las diferencias en el patr6n de isoformas en la FC,  no

se  deben  a una  desglicosilaci6n  parcial  mediante  la  acci6n  de  glicanasas. presentes  en  la

preparaci6n de celulasa y pectinasa,  pues el tratamiento de la FI por  12 h con celulasa y

pectinasa no alter6 el patr6n de isoformas y tampoco las constantes cin6ticas aparentes en

la  utilizaci6n  de  los  sustratos  E-FA  y  CA.  Mas  aun,  las  preparaciones  comerciales  de

celulasa y pectinasa carecian de actividad px en la oxidaci6n de o,-PDA o CA.
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Finalmente,    la   Fint   present6    un   patr6n    de   isoformas    con   actividad   px

cualitativamente mas parecido  al  observado  en la FI  que  en la FC  Gig.  5).  La Fint  se

compone de un conjunto  de isoformas  acidas y neutras  de pl  entre 4,8  y  6,0 y  de  dos

isoformas basicas con pls de aproximadamente 7,5 y 9,6,  respectivamente.  El patr6n de

isoperoxidasas de la Fint suffi6 variaciones durante la incubaci6n de coleoptilos de avena

por 24 h, pues algunas de las isoformas acidas y neutras, asi como la isoforma mas basica

(pl 9,6),  desaparecieron del fluido intercelular extraldo a las 8 y 22 h,  pero apareci6 una

nueva banda de pl 6,2 desde las 8 h de incubaci6n (vcr Fig.  15, columnas A, C y E).

pH

1                2               3                 4                  5                8       (nin)

Figura 4 :  Secuencia de aparici6n del patr6n de isoformas con actividad peroxidasa en un

gel  de  HF  durante  la  tinci6n  con  o-PDA y  IL02,  como  se  describe  en  materiales  y

M6todos.   La muestra enzimatica aplicada al gel (1,5 UPx, medida con o-PDA y H202),

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

Figura  5 :  Patr6n  de  isofomas  con  actividad  peroxidasa  contenidas  en  las  fracciones

covalente (A), i6nica a) e intercelular (C) de paredes celulares de coleoptilos de avena.

El gel de HF fue tefiido con 4-metoxi-1-naftol y IL02. Las flechas indican las principales

diferencias en la composici6n de isoformas entre las tres fracciones de pared.

3 .1.d.  Relactch entre la actividad perouidasa y la acunulaci6n de difendato y llgrina

en la pared celular.

3 .1.d.i. Separaci6n de females esterificades a las paredes celulares de avene mediante

HPLC

Los diversos compuestos esterificados a la pared celular de coleoptilos de avena,

fueron  eficientemente  resueltos  a trav6s  de HPLC  con  la  adaptaci6n  de  un  gradiente

convexo como se describi6  en la secci6n de Materiales y M6todos.  Las condiciones del

m6todo  generaron una excelente resoluci6n de los  compuestos fen6licos  estindares de
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inter6s  como  el  p-CA,  E-FA  y  DFA,  asi  como  de  los  compuestos  presentes  en  las

muestras saponificadas de pared celular Q]ig.  6 A-B).  Una corrida tipica de un extracto

saponificado se muestra en la Fig. 68, donde los picos de fenoles fueron identificados por

comparaci6n del tiempo  de retenci6n con el estindar y su respectivo  espectro UV. Fue

posible  de  terminar  de  las  areas  y  de  las  respectivas  curvas  de  calibraci6n  para  cada

compuesto fen6lico analizado, que los hiveles aproximados de E-FA, p-CA y DFA en los

coleoptilos de avena de 6  dias estan en el orden de 2 a 3  LLg,  0,06 a 0,08  ng y 0,1  a 0,3

ng por mg de pared celular, respectivamente. Asi, el E-FA es el principal fenol en paredes

celulares de coleoptilos, presente en aproximadamente 3§ y 12 veces la cantidad dep-CA

y DFA, respectivamente.
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Figura 6 :  Separaci6n  de  compuestos fen6licos  mediante InLC utilizando un gradiente

convexo   de   acetonitrilo   /   acido   ac6tico   3%.   A,   cromatografia   de   una   mezcla   de

compuestos  estandares  (7   Hg  cada  uno) :   acido   cafeico   (CAF,   estindar  intemo,   tR

alrededor de  9  min),  acido p-cumarico  (p-CA,  tR  alrededor de  15,5  min),  acido  ferdlico

(E-FA,  tR  alrededor  de  22  min),  acido  diferdlico  @FA,  tR  alrededor  de  48  min).  8,

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  fen6licos   en'  las  paredes   celulares   de

segmentos de coleaptilos

La  actividad  px  presente  en  la FI  y  FC  aument6  considerablemente  cuando  se

incubaron  segmentos  de  coleoptilos  en una  soluci6n  aireada  de RES  (5  mM,  pH  5,8)

(Fig.  7).  Este  efecto,  en  coleoptilos  que  aun  contindan  en  crecimiento,  fue  evidente

despu6s de 4,5  h de incubaci6n y se nivel6 entre las  10 y 24 h de incub`aci6n Gig.  7). EI

aumento de actividad px fue observado usando como sustratos NADH,  CA u o-PDA en

presencia de H202 ; sin embargo, fue un 50 a 60% mayor en la FI en comparaci6n a FC

(Fig. 7). En forma paralela se determinaron los niveles de E-FA, DFA y lignina asociados

a las paredes de los segmentos de coleoptilos, los cuales`presentaron un incremento en su

acumulaci6n posterior al incremerito de la actividad px en la FI Gigs. 7 y 8). Mas atn, el

nivel  de  DFA  aument6  en  la  pared  mas  rapidamente  que  el  de E-FA,  a juzgar  por  la

disminuci6n en la raz6n E-FADFA desde las  10 h de in;ubaci6n de los coleoptilos Gig.

9).   En   conjunto,   estos  resultados  sugieren  que  la  formaci6n  de  DFA  y  lignina  en

segmentos de coleoptilos de avena, podria estar preferencialmente asociada a la actividad

px de la FI de p.ared celular.
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5           10.       15         20         25         30

Tiempo (h)

Figura 7 : Acumulaci6n de diferulato a)FA, a) y actividad peroxidasa en la fracci6n

i6nica a ) y covalente @ ) de paredes celulares durante el tiempo de incubaci6n 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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0           10         20         30         40         50`

Tiempo (h)

Figura  8 :Acumulaci6n  de  lignina  (.)  y  diferulato  @FA,  0)  en  paredes  celulares

durante el tiempo  de incubaci6n de segmentos de coleoptilos  de avena.  Lbs valores

representan la media ± d.e.  de `tres fracciones independientes de una muestra de tejido.
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10`             20              30              40              50
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Figura9 :   Raz6n   ferulato   (E-FA)   a   diferulato   @FA)   en   paredes   celulares   de

segmentos  coleoptilos  de  avena  a  diferentes  tiempos  de  incubaci6n.  Los  valores

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

Los valores de E-FA y DFA a t=O fueron de 1,78 y 0,095 ng por mg de pared celular.
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3.2 REGurADOREs   DEL   cREcnvRENTo   VIGETAL   y   pERoxlDASAS   DE   LA   PARED

CELULAR

3.2.a.  AIA,  auxina estimuladora del crecimiento.

3 .2..a..1  La ouxina AIA estimula el crecimiento de coleoptilos de avena

Los   segmentos   etiolados   de  coleoptilos   de   avena   crecieron   proporcional   al

logaritmo  de la concentraci6n  de AIA hasta un 25%  de su longitud ihicial  Gig.  1.0).  A

una  concentraci6n  fija  de  AIA  de  40  |1M,  la  cual  produce  la  maxima  respuesta  de

elongaci6n,   el  crecimiento  de  'los  coleoptilos  fue  tambi6n  dependiente  del  tiempo  de

incubaci6n,  lograndose un incremento maximo cerca de las  10-12 h de incubaci6n de un

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

3.2..aL.2..  EI  AIA  dismimiye  la actividad perouidasa de  pared celular  en  coleoptilos  de

crvena

En coleoptilos de avena incubados con 40 uM AIA, la actividad px asociada a las

fracciones i6nicas, intercelular y covalente de pared celular,  disminuy6 notablemente con

respecto al control desde la primera hora de tratamiento (Fig.  12). Un efecto sinrilar se ha

informado   para   la   auxina   sint6tica,   acido   2,4-diclorofenoxiac6tico   (2,4-D),   la   cual

disminuy6  la  actividad  px  extralda  por  infiltraci6n  desde  hipocotilos  de  lupino  alos

Barcel6 y col.,1987).

A  pesar  que  la  actividad  px  de  pared  disminuy6  en  general  por  efecto  de  la

hormona,  se observaron interesantes diferencias en el grado de inhibici6n en las distintas
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fracciones  de  pared  estudiadas  cuando  la  actividad  enzimatica  fue  medida  con  CA  o

NADH Q7ig.  12).  La actividad px en la FI y Fint disminuy6 hasta un 50 a 60%, mientras

que  en  la FC  disminuy6  s6lo  hasta un  30  a  35%  de  la  actividad  inicial  Gig.  12).  Esta

diferencia en la inhibici6n de la actividad px entre la FC y las otras fracciones de pared,

no  se  observ6  cuando  la  actividad  px  fue  medida  con  a-PDA  Gig.   12).   Asi,  estos

resultados  sugieren  que  el  tratamiento   hormonal  podria  afectar  preferencialmente  a

isoperoxidasas  especificas  en  la utilizaci6n  de  sustratos  naturales  presentes  en  la pared

celular.  El  prigen,  consecuencias  y  ventajas  de  este  fen6meno  serin  discutidas  en  la

secci6n de "Discusi6n".
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Figura 10 : Crecimiento de segmentos de coleoptilos de avena de  10 mm,  despu6s de 24

h  de  incubaci6n  con  AIA  .  Inserto :  Curva  de  crecimiento  expresada en  concentraci6n

logaritmica del AIA.
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Figura  11  :  Variaci6n en el peso fresco (A)  o  seco  a)  de segmentos de coleoptilos de

avena dur;nte el tiempo de incubaci6n en presencia (I) o ausencia (0) de AIA 40 LLM.



0           5          10         15        20        25         30         35

Tiempo (h)

Figura  12 :    Disminuci6n  de  la  actividad  peroxidasa  contenida  en  las  fracciones  i6nica

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

durante la incubaci6n con AIA 40  LLM (.,  0, A).  La actividad peroxidasa fue ensayada

con o-P|)A (A), alcohol coniferilico a) o NADH (C).
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3 .2..a,.3 .   EI AIA altera el patr6n de isoformas con actividad peroxidasa asociada a la

pared cehilar de coleoptilos de avena

El  tratamiento  de  los  coleoptilos  con  AIA  40  [JM  provoc6  alteraciones  en  el

patr6n  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 hormQna por 20  h redujo  la actividad  de isoformas  acidas  (pl 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  fracci6n  los  cambios  de

isoperoxidasas  a  distintos  tiempos  de  tratamiento  con  AIA  Gig.   15).  La  hormona  no

modific6 el patr6n de isoformas a las dos horas de tratamiento, pero aument6 la actividad

de una isoforma acida (pl 5,5) a I;s 8 h, cuya actividad disminuye junto con un grupo de

isoformas mas acidas de pls entre 4 y 5 a las 24 h de tratamiento. Una forma basica de pl

9,6,  pre-existente en el flui.do intercelular de icoleoptilos a las 2 h,   reapareci6  al final de

las 24 h de tratamiento con AIA. La forma basica de pl 9,6 tambi6n 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 activaci6n de isoformas pre-existentes (Gaspar y col.,  1985;

Ferrer y col.,  1991).  Un  posible mecanismo  involucrado  en la activaci6n  de pxs basicas

postula la disminuci6n de compuestos fen6licos que enmascaran la actividad px a{evers y

col.,  1984;  Gaspar y col.,  1985).  Tambi6n se ha sugerido la secreci6n de pxs basicas a la

pared inducida por Ca+2 y AIA (Gaspar y col.,  1983; Xu y van Huystee,  1993).
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pH

Figura 13: Patr6n de IEF de isoformas con actividad peroxidasa contenida

en  la  fracci6n  i6nica  de  paredes  celulares  de  coleoptilos  controles  (A)  y

tratados con AIA 40 uM a3). El gel de IEF fue tefiido con 4-metoxi-1-naftol

y  H202.  Las  flechas  indican  las  isoformas  alteradas  por  el  tratamiento

hormonal.
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pH

Figura 14: Patr6n de IEF de isoformas con actividad peroxidasa contenida en

la  fracci6n  covalente  de  paredes  celulares  de  coleoptilos  controles  (A)  y

tratados con AIA 40 uM (8, C). El gel de IEF,  tedido con 4-metoxi-1-naftol

y H202,  fue cargado con 1,0 U (A, 8) 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.
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Figura   15:   Patr6n   de  IEF   de  isoformas   con   actividad  peroxidasa

contenida en la fracci6n intercelular de paredes celulares de coleoptilos

de  avena controles  (A,  C,  E)  y tratados  con AIA 40  LIM a,  D,  F)

durante 2 (A, 8), 8 (C,D)   y 20 h a3, F). El gel de IEF, tedido con 4-

metoxi-1-naftol y H202, fue cargado con 1,2 Upx medida con o-PDA y

H202.  Las flechas  indican los principales  canbios  de isofomas  en el

tiempo de trataniento.
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3.2.tL.4.  Utilizaci6n de AIA y fenoles par isoperouidasas dcidas y bdsicas de la pared

cehllar..

Las  isoperoxidasas  acidas  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  contehia  isoformas  acidas,  mientras  que  la  actividad  px

retenida en la columna contenia dos isoformas basicas Q7ig.  16). Despu6s del paso por la

columna,  se  recuper6  el  72%  de la  actividad  px  sometida. a la separaci6n.  Del total  de

proteinas  de  pared  contenidas  en  la  FI,  la  fracci6n  basica  (retenida  en  la  columna)

contiene  cerca  de  1,5  y  7,0  veces  la  actividad  px  y  proteinas,  respectivamente,  de  la

fracci6n acida (no retenida)  (Tabla 7). Estos resultados reflejan la condici6n poliani6nica

de  la  pared  celular,   probablemehte  debido  a  la  presencia  de  polisacaridos  pectinicos

acidos, con gran capacidad de retenci6n de mol6culas cati6nicas (basicas).

Las   fracciones   de   isoperoxidasas   acidas   y  basicas   fueron   analizadas   en   su

capacidad   de   utilizar   como   sustratos   AIA,   H202,   FA   y   CA.   ,Todos   los   ensayos

presentaron curvas de saturaci6n hiperb61icas y,  excepto  en la oxidaci6n de AIA,  no se

observ6 reacci6n en ausencia de H202, descartando la posible interferencia con actividad

polifenoloxidasa.  En  la  Tabla  8,  se  muestran  los  valores  de  Vm5x  y  So.5  calculados  del

ajuste  de  las  respectivas  curvas  de  saturaci6n,   asi  como  los  valores  de  velocidad  a

concentraciones  subsaturantes  Vmax/So.5.. Los  valores  de  velocidad  fueron  normalizados

sobre la base del peso del tejido fresco (tf), uhidades de actividad px (Upx, mediadas con

o-PDA)  agregadas  al  medio  de  ensayo  o  la  absorbancia  a  403  nm  Este  dltimo  valor

refleja el conterido heminico debido mayoritariamente a la presencia de px en la muestra
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(van Huystee,  1987).  EI E-FA y el  CA fueron los  sustratos mejor utilizados por ambos

grupos de isoformas en presencia de H202, a juzgar por los valores mas altos de la raz6n

Vn`£x/So.5  usando  cualquiera  de  las  normalizaciones  de  la  velocidad  (g  tf,  Upx,  o  A4o3)

(Tabla  8).  EI  AIA,  dependiendo  del  parametro  de  normalizaci6n  de  la  velocidad,  fue

utilizado con baja eficiencia catalitica en comparaci6n al resto de los sustratos analizados.

Sin embargo, las isoformas acidas y basicas presentaron diferencias en la utilizaci6n de los

sustratos    fen6licos   y    de    AIA,    especialmente   cuando    se    comparan    los   valores

normalizados  por  la  A4o3  o  g  tf.  Las  isoformas  acidas  utilizaron  cerca  de  4  veces  mas

efectivamente el AIA que las isoformas basicas, en tanto, que las isoformas basicas fueron

aproximadamente 2,  5  y 3  veces mas eficientes que las isoformas acidas en la utilizaci6n

de  FA,  CA  y  H202,.  respectivam6nte  (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,6stas  son  mas  eficientes  en la utilizaci6n  del  AIA que las

isoformas  basicas,  la  respuesta  global  del  coleoptilo  tratado  con  AIA,  incluyendo  la

inhibici6n de la actividad px de pared,  al parecer tiend,e a evitar la destrucci6n oxidativa

. de la hormona. Esta idea sera analizada en detalle en la pr6xima secci6n.

Por otra parte, las diferencias cin6ticas en la utilizaci6n de CA, E-FA y H202 entre

los grupos de isoformas en la FI, sugieren un importante papel de las isoformas basicas en

la mayor relevancia de la FI  con respecto  a la FC  en  la  oxidaci6n y polimerizaci6n  de

sutratos fen61icos en la pared celular.
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pH
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Figura  16:  Patr6n de IEF  de los grupos  de isoformas  acidas  (A) y

bdsicas (C) de la fracci6n i6nica a) de la pared celular, separadas

por  cromatografia  de  intercambio  cati6nico  en  una  columna  de

carboximetil  sepharose.  El  gel  de HF  fue tefiido  con 4-metoxi-1-

naftol y H202.
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Tabla 7 :  Separaci6n de isoformas acidas y basicas de peroxidasa desde la fracci6n i6nica

de   paredes   celulares   de   coleoptilos   de   avena   por   cromatografia   en   carboximetil

Sepharose.

Fracci6n Volumen        Proteina total       Actividad peroxidasa
total (ml)                 (mg)                   total (LLmol/inin) *

Retehida en colurma
(isoperoxidasas basicas)

No retenida en columna
(isoperoxidasas acidas)

0,11f

7 ,2;5                     0,J6 448

* La muestra de fracci6n i6nica cargada en la columna contehia 1656 U de actividad

peroxidasa, medidas con o-PDA 5 mM y H202 0,5 mM
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3 .2..tL.5. Aoumulaci6n de diferalato y lignina en las paredes celulares de coleoptilos de

avena tratados con AIA                                                                                             ,

El  tratamiento  de  los  coleoptilos  con  AIA no  afect6  significativamente  el  hivel  de

polimeros  fen6licos  de  lignina  y  DFA  en  la  pared  celular  en  las  primeras  22  h  de

tratamiento, periodo en el cual se observ6 el efecto hormonal sobre el crecimiento Gigs.

17 y 18).  S61o despu6s de 48 h de tratamiento el AIA redujo los niveles de DFA y lignina,

pero al parecer este efecto no tendria una relaci6n causal con la elongaci6n del coleoptilo

promovido por el AIA, sino mas bien podria ser una consecuencia de la disminuci6n 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 observ6 una tendencia de aumento en

los  niveles  de  DFA  despu6s  de  .las  24  h  de  tratamiento  Gig.   17),  que  podria  estar

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

durante la estimulaci6n del crecimiento.
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0             20           40           60            80           100
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Figura 17 : Niveles de ac. diferdlico @FA, .) y ferdlico a-FA, 0) en paredes celulares

de coleoptilos de avena durante el tiempo de incubaci6n con AIA 40 [iM.   Los niveles de

E-FA y DFA al inicio del experimento fueron de 3,60 y 0,29 LLg por mg de pared celular.



0,000

0               20             40              60              80             100

Tiempo (h)

)

Figura  18  :   Niveles de lignina en paredes de  coleoptilos  de  avena durante  el tiempQ  de

incubaci6n en presencia (I) o ausencia (0) de AIA 40 |JM
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3.2.b   DIMBOA,  acido hidroxamico inhibidor de`l crecimiento

3 .2.h.\   DIMBOA inhil]e el ci.ecimiento de coleoptilos de avena

El crecimiento  de los coleoptilos de avena,  evaluado  en la variaci6n de longitud,

fue  notablemente  reducido   con   respecto   al   control   desde  un  29%   en  presencia  de

DIMBOA  50  HM,  hasta  casi  un  45%  a  concentraciones  por  sobre  los   150   HM  de

DIMBOA  (p<0.01,  Fig.   19a).  Mas  aun,  a  una  concentraci6n  fija  de `75  LiM,  el  efecto

inhibitorio dcl DIMBOA sobre el crecimiento se detect6 por una disminuci6n del 80% en

la  acumulaci6n  de  peso  fresco,   desde  las  2  h  de. tratamiento  Gig.   19b).   Todos  los

siguientes  experimentos  con  DIMBOA fueron realizados  con una  concentraci6n  de  75

LiM,   con  la  cual   se  obtiene  cerca  de  la  maxima  inhibici6n  del   crecimiento   de  los

coleoptilos de avena (Fig.  1.9b).
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Figura 19 : Inhibici6n del crecimiento de segmentos de coleop.tilos de avena por DIMBOA. A,

variaci6n en longitud de segmentos  de coleoptilos de despu6s de 24 h con DIMBOA. Los. *

indican los valores s`ignificatimente distintos del control determinado en rna prueba de nrfuma

diferencia significativa to<0,01 ). 8, variaci6n en la acumulaci6n de peso fresco de coleoptilos

durante la incubaci6n en ausencia (0) o presencia (.) de DIMBOA 75 LM.



74

3.2..to.2.  DIMBOA  estimula  la  oxidacidn  de  NADH  catalizada par  peroridasas  de  la

pared celula]. de coleoptilos de arena.

EI  DnAI30A  result6  ser  un  efectivo  estimulador  de  la  oxidaci6n  de  NADH

catalizada por pxs  de pared  en  el  coleoptilo  de  avena.  El  efecto  fue  dependiente  de la

concentraci6n  de  DIMBOA  con  una  cin6tica  de  saturaci6n.  La  maxima  velocidad  de

oxidaci6n de NADH en presencia de DlrmoA fue similar a la obtehida en presencia de

z7-CA  (Tabla  9  y  6),  con  factores  de  estimulaci6n  de  1523  y  246  para  la  FI  y  FC,

respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9 : Estimulaci6n por DIMBOA de la oxidaci6n de NADH catalizada por

peroxidasas de la pared celular de.coleoptilos de avena.

FRACCI0N                  Vm5x                             E o.5                        Vmaxreo.5               Factor de

( LLM/min)                     (Hho                        (min-1 )            estimul aci6 n *

16nica                `     182,8± 15,0              95,5 ±13,1                1,91  ±0,32                  1523

covalente              125,7 ± 2,0             139,2  ± 3,8              0,9 ± 0,05                  246

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

*Raz6n entre Vmax y la velocidad de oxidaci6n de NADH en ausencia de DIMBOA (0,12

prM/min  y 0,51  LLM/min para la fracci6n i6nica y covalente, respectivamente).
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La   velocidad   de   oxidaci6n   de   NADH   a   concentraciones   subsaturantes   de

DlmeoA (Vm5xAIo.5),  result6  ser de 2 veces mayor para la FI  que para la FC  (p<0,01,

Tabla 9), 1o que apoya un papel preferencial de las pxs de la FI en la generaci6n de H202

a nivel de la pared por efecto del acido hidroxamico. De este modo, serian las pxs de la FI
I

las  principalmente  implicadas  en  modificar  las  caracteristicas  fisicas  y  quimicas  de  la

pared celular como elemento en la limitaci6n del crecimiento inducido por DIMBOA. La

reacci6n  fue  efectivamente  catalizada por la actividad  px  presente  en  las fracciones  de

pared celular,  pues durante la estimulaci6n con DlrmoA la reacci6n 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 (IIalliwell,1978; Brouwer y col.,  1986).

Se  ha  informado  que  el  radical  .02.-  participa  como  intermediario  en  la  oxidaci6n  de

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

1978), lo que explica el efecto inhibitdrio de la SOD en esta reacci6n (Tabla 10).
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Tabla  10 :  Oxidaci6n  de NADH catalizada por peroxidasas  de  la  fracci6n  i6nica  de  la

pared  celular  de  coleoptilos  de  avena  en  presencia  de  DIM30A  e  inhibidores  de  la

actividad peroxidasa.

ADICION Oxidaci6n NADH           % Inhibici6n de la

(LLM/min) *                  reacci6n estimulada

Ninguna

DIMBOA 75 LIM
"   +  quercetina (0,5 mM)

"    +  ac. gentisico   (0,5 mM)

"    +  ac.  asc6rbico (0,5 mM)

"   +  KCN (0;3 nM)

"   +  SOD(39U)

0,17

73,70

20,64

10,63

0,40

11,13

11,06

72

85

99

85

85

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

fracci6n enzimatica de pared celular.

Al  determinar el  consumo  de  oxigeno  durante la  oxidaci6n  de NADH,  se pudo

demostrar que la reacci6n estimulada por DIMBOA genera y acumula H202. En efecto,

agregando  un  exceso   de  catalasa  a  distintos  tiempos   del  transcurso   de  la  reacci6n

estimulada por DIMBOA, se observ6 una liberaci6n de oxigeno proporcional al progreso

de la misma (Fig.  20).  Dado  que la catalasa descompone el H202 a %  02 y H20,  estos

resultados   indican   que   la   liberaci6n   de   oxigeno   en   el   medio   fue   debida   a   la

descomposici6n   del   H202   acumulado   en   la   oxidaci6n   de   NADH   estimulada   por

DIM30A. Por cada mol de 02 que se consume en la reacci6n de oxidaci6n de NADH

antes de agregar catalasa,  aproximadamente % mol de 02 es liberado despu6s de agregar
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catalasa  (Fig.  20,  a).  Esta  estequiometria  es  la  esperada para  la  oxidaci6n  de NADH

catalizada por peroxidasas (Yokota y Yamazaki 1965, Halliwell  1978).

!1

4,0 min

Figura  20  :  A,  Estimulaci6n  por  DIMBOA  del  consumo  de  oxigeno  durante  la  oxidaci6n  de

NADH  catalizada  por  peroxidasas  de  la  fracci6n  i6hica  de  la  pared  celular  de  coleoptilos  de

avena.  A  diferentes  tiempos  de  la  reacci6n,  indicado  por  las  flechas,  se  agregaron  45  ng  de

catalasa (de Asperg7.J/zfs  #J.gL'r,  Sigma  Chem.  Co.)  a  la  reacci6n  que  contehia NADH  0,3  mM,

Mns04 50 LiM, DIMBOA 75  LiM y fracci6n i6nica (0,5 UPx, medida con a-PDA 5 mM y H202

0,5  mM)  en  aniortiguador fosfato  (0,lM,  pH 7,0).  Los  registros  de  los  ensayos  separados  han

sido  reunidos  y  redibujados  en  la figura.  8,  consumo y  liberaci6n de  02  antes  y despu6s  de la

adici6n de catalasa, durante el progreso de la reacci6n. La pendiente de la recta fue de 0,6.
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Durante    la    oxidaci6n    de    NADH    estimulada    por    DIMBOA    y    seguida

espectrofotom6tricamente a 340 nm, se observ6 un incremento en la absorbancia cuando

practicamente todo  el NADH habia sido  consumido  Q7ig.  21).  Parale]o  a este  efecto  se

observ6 un  cambio  de  coloraci6n en la mezcla de reacci6n desde incolora a  cafe claro.

Una  serie  de  barridos  de  absorbancia  entre  300  y  600  nm  de  la  mezcla  de  reacci6n

revelaron  que  junto  con  el  completo  consumo  de  NADH,   aparecen  dos  bandas  de

absorci6n a 345 y 430 nm (Fig.  22 A-B).  Suponiendo que estas bandas correspondian a

un  producto  de  descomposici6n  peroxidativa  del DIMBOA,  se  realizaron  una  serie `de

barridos  de  absorbancia  entre  300  y  600  nm  de una mezcla  de  reacci6n  que  contehia:

DIMBOA 75  LiM,  H202 0,5  mM y px de la FI Q7ig.  22C). Efectivamente,  esta reacci6n

gener6  un  producto  que  presenta.exactamente las  mismas bandas  de  absorci6n  a 345  y
'

430 nln,  confirmando la utilizaci6n del DIMBOA por peroxidasas de pared en presencia

de H202  (en  ausencia  del  oxidante,  no  hubo  reacci6n  alguna).  Estos  resultados  indican

que durante la oxidaci6n de NADH, el DIMBOA no es peroxidado, sino hasta cuando se

ha  acumulado  suficiente H202  al  completarse  la  oxidaci6n  del  nucle6tido  Q]ig.  21).  Se

ham obtenido similares resultados a utilizar una preparaci6n comercial pura de isoenzima

C  de px de ral]ano  aiojas y col.,  1997).  Mas ann,  en estos experimentos,  a partir de la

completa  oxidaci6n  de DlrmoA en  presencia de H202 y  la px  de rabano,  fue posible

calcular un  coeficiente  de  extinci6n  para  el  producto  de  descomposici6n  a 430  nm  de

1260 M-I cm-1 (Rojas y col.,1997).
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Figura 21  :  Curso temporal de la reacci6n de oxidaci6n de NADH por p.eroxidasas de la

fi.acci6n   i6nica   en   presencia   de   DIMBOA.   La   mezcla   de   reacci6n   contehia   en

amortiguador fosfato  (0,1  M,  pH 7,0) NADH 0,16  mM,  Mn+2 50  uM y 0,5  Upx  de la

fracci6n  i6nica.  El  curso  de  la  reacci6n  fue  seguido  espectrofotom6tricamente  por  el

cambio de absorbancia a 340 nm (-) y 430 nm ( ---- ).



Figura  22 :  Barridos  espectrales  durante  la  oxidaci6n  de NADH  en presencia  de  DIMBOA  y

catali2ada por peroxidasas de la fracci6n i6nica de paredes  celulares de coleoptilos de avena (A).

Los  barridos  se  tomaron  cada  3  rim  despu6s  de  mezclar NADH  0,16  mM,  Mns04  50  iiM,

DIMBOA 75 HM y.0,5 Upx en amortiguador fosfato 0,I M, pH 6,8.

8, aumento en absorbancia de la banda a 430 nm en barridos espectrales despu6s de  15  min del

inicio de la reacci6n descrita en A.

C,  barridos espectrales en la oxidaci6n de DIMBOA en presencia de H202 y peroxidasas de la

fracci6n i6nica. Los barridos se tomaron cada 2 min despu6s de mezclar H202 0,5 mM, DIMBOA

75  LIM y 0,5 Upx en amortiguador fosfato 0,I M, pH 6,8.
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En vista que el DIMBOA puede ser utilizado como sustrato por pxs en presencia

de H202,  se compar6  esta reacci6n entre las pxs  de la FI y FC  de paredes celulares del

coleoptilo  de  avena.  La reacci6n fue  seguida por el  aumento  de absorbancia  a 430  nm,

obteni6ndose  curvas  de  saturaci6n  hip6rb6licas  a  partir  de  las  cuales  se  obtuvieron

valores  de  Vn`£.` y  So.5.  Como  se  muestra  en  la  Tabla  11,  el  DIMBOA fue utilizado  3,2

veces   mas   eficientemente  .(Vmax/So.5)   por   la   FI   que   por   la   FC.   Sin   embargo,   las

velocidades maximas de utilizaci6n peroxidativa del DIMBOA por las FI y FC fueron 38

y  898  veces  menores  que  las  respectivas  velocidades  de  estimulaci6n  de  oxidaci6n  de

NADH  a  concentraciones  saturantes  del  DIMBOA  (Tablas  9  y  11).  Asi,  el  DIMBOA

siendo un eficiente estimulador de la oxidaci6n de NADH, es un pobre sustrato en el ciclo

peroxidativo.  Estos  resultados  co.ncuerdan  con  la  relaci6n  inversa  encontrada  para  los

fenoles entre la eficiencia en la estimulaci6n de la oxidaci6n de NADH y la velocidad de

peroxidaci6n de estos compuestos por pxs de pared celular (Tablas 4 y 6).

Tabla 11 : Utilizaci6n de DIMBOA en presencia de H202 por peroxidasas de la pared

celular de coleoptilos de avena.
.

Parametro                               Fracci6n I6nica                       Fracci6n covalente

Vmfx (LIM/min) *

So.5 (mM)

Vmfx/So.5  (x|04 min-1)

4,79 ± 0,89

5,69 ± 0,10

8,41

0,14 ± 0,01

0,53 ± 0,08

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  oxidaci6n  de  NADH,   se  estudi6   el   efecto   de  DlrmoA  sobre  la

estabilidad del CIII. EI CIII es una forma ferrosa de la px,  cataliticamente inactiva en la

oxidaci6n de NADH y caracterizada espectrofotom6tricamente por desplazar la banda de

absorci6n maxima del grupo hemo de 403 a 418 nm (Yokota y Yamazaki,  1965; Tamura

y Yamazaki,  1972). La aceleraci6n de la descomposici6n del CIII y la recuperaci6n de la

forma  ferrica  de  la  enzima  pueden  constituir  un  mecanismo  por  el  cual  el  DIMBOA

estimule  la  oxidaci6n  de  NADH.  De  hecho,  se  ha  demostrado  que  diversos  fenoles

estimulantes  de  la  oxidaci6n  de NADH aceleran la descomposici6n  del  CIII  (Halliwell,

1978).

Debido   a   que   se   requier.e  una  alta   concentraci6n   de   enzima  para  `observar

espectrofom6tricamente   el   CIII,   estos   estudios   se   realizaron   con   una   preparaci6n

comercial de px de rabano  (isoenzima C).  Como  se presenta en la Fig.  23,  el DIMBOA

descompuso  el  CIII  a juzgar  por  la  completa  desaparici6n  del  pico  a  418  nm  y  la

recuperaci6n  del  pico  a 403  nm  de  la  px  ferrica.  Mas  aun,  los  picos  a  543  y  575  nm,

tipicos del CIII (Tamura y Yamazaki,1972; Acosta y col.,1991), tambi6n desaparecieron

en  presencia  de  DIREOA  (Fig.  23).  En  las  condiciones  en  que  se  gener6  el  CIII,  el

NADH  se  encuentra  en  un  exceso  de  concentraci6n  de  800  veces  con  respecto  a  la

enzima,  por  lo  cual  toda  la  enzima  (1,2  iJA0  deberia  encontrarse  como  CIH.  De  este

modo,  fue posible calcular un g4i8 para el  CIII igual  a:  A4i8/1,2  prM = 75  mM[cm-I.  La

velo¢idad de descomposici6n del CIII fue dependiente en forma de saturaci6n hiperb61ica

con  la  concentraci6n  del  DIMBOA,   observandose  un  Vmax  de  3,52   uM/inin  y  una
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concentraci6n   de   DIMBOA   de    14,9    uM   para   lograr   la   mitad   de   la   Vmfx   de

descomposici6n  (Fig.  24  A).  En  condiciones  en que todo  el  CHI  esta  acomplejado  con

DIMBOA  la   descomposici6n   del   CIII   depende   de  una   constante   cin6tica  y   de   la

concentraci6n    del    complejo    CIII-DIMBOA.    Asi,    a    partir    de    la    velocidad    de

descomposici6n del CIII a concentraci6n saturante de DIMBOA se calcul6 una constante

cin6tica igual a 3,52 LLM min-I/1,2 LIM =2,93  min-I.

Comparativamente,  otro efectivo estimulador de la oxidaci6n de NADH como el

p-CA (Tabla 6),  tambi6n aument6  la velocidad  de descomposici6n del CHI de la px de

rat)ano  (Fig.  24 8),  con una constante cin6tica de descomposici6n  de 0,21  min-I.  Asi,  el

DIMBOA fue  14  veces  mas  efectivo  que  el p-CA en  promover la descomposici6n  del

CIII  formado  con  la isoenzima C  de la px de  rabano.  La  descomposici6n  del  CIH  por

DIMBOA o p-CA present6  un tiempo  de retardo  dependiente  en  forma- inversa con  la

concentraci6n  del  efectQr  (insertos  en Fig.  24  A-B).  Este tiempo  de retardo,  tipico  de

reacciones   inducidas   pgr   especies   radicalarias   (Ferrer   y   col.,    1991),    sugiere   la

acumulaci6n de radicales derivados del DIMBOA op-CA durante la oxidaci6n del CIII.
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Figura 24 : Descomposici6n del CIII de peroxidasa de rabano por DIMBOA (A) o acido

p-cumarico  ®-CA,  8).   Insertos :  tiempo  de  retardo  en  la  descomposici6n  del  CIH

dependiente de la concentraci6n de DIMBOA (A) op-CA (8).
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3.2.to.3   Acumulaci6n  de   lighina  y   dcido   diferulico   en  las  paredes   celulares   de

coleoptilos de ave.na tratados con DIMBOA

Dado  que  DIMBOA  fue  un  efectivo  estimulador  de  la  oxidaci6n  de  NADH

catalizada por pxs de pared celular, se pens6 que el H202 formado en esta reacci6n podria

ser  utilizado  por  pxs  para  aumentar  la  sintesis  de  polimeros  fen6licos  comcj  lignina y

DFA.  Tal  mecanismo  podria  ser  parte,  entonces,  de  la  inhibici6n  del  crecimiento  por

DIMBOA  en  el  coleoptilo  de  avena.  EI  DIMBOA  a  una  concentraci6n  de  75   uM

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  disminuy6  hasta un 40%  bajo  el

control  y luego  tendi6  a recupera.rse hasta un  10  a 20%  bajo  el  control  en las 48  h  del

tratamiento  Q7igs.  25  y  26).  Si  bien  el  H202  puede  ser  generado  en  la  oxidaci6n  de

NADH estimulada por DIMBOA y 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

observaci6n que los 'hiveles de DFA y lignina no se mantuvieron altos por sobre el control

como se espera un continuo suministro de H202 en la pared, sugiere que el exceso de este

oxidante  o  su producci6n en  otros  compartimentos celulares  por la. misma via,  actuaria

como  un  t6xico  general  deprimiendo  el  normal  funcionamiento  celular.  Esta  idea  fue

probada  experimentalmente  midiendo  parametros  de  estr6s  oxidativo  en  los  coleoptilos

tratados con DIMBOA, tales como la actividad de enzimas antioxidantes (catalasa, ascpx

y  SOD),  oxidaci6n  de  lipidos  y  proteinas,  asi  como  los  niveles  de  glutati6n  reducido

(GSH) y oxidado (dssG).
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Figura  25 :  Niveles  de  acidos  diferdlico  @FA,  I)  y  ferdlico  a-FA,  0)  en  paredes

celulares de coleoptilos de avena durante el tiempo de incubaci6n con DIMBOA 75  uM.

Los niveles de E-FA y DFA al inicio del experimento fueron de  1,78 y 0,1  Lig 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 incubaci6n en presencia (.) o ausencia (0) de DIMB0A 75 LLM.   La lignina se

cuantific6 por la absorbancia a 280 nm de su derivado con bromuro de acetilo,  como se

describe en Materiales y M6todos.
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3 .2.h .4. DIMBOA oumenta el estatus oxidativo celular

Las  actividades  catalasa y  ascpx,  enzimas  citos6licas  consideradas  antioxidantes

pues reducen el H202, fueron notablemente inhibidas en los coleoptilos desde las primeras

horas de tratamiento con DIMBOA 7S  |lM (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 H202 producido  en la oxidaci6n  de NADH.  La principal  especie asociada al

fen6meno oxidativo, ademas del H202, podria ser el radical 02.-, a juzgar por la inducci6n

de la actividad SOD en coleoptilos tratados con DIMBOA Gig. 28).

Los   acidos   grasos   insatrirados   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 remoci6n de un atomo de hidr6geno, convirtiendo a la

mol6cula  dadora  en  otra  especie  radicalaria.  La  propagaci6n  de  esta  cadena  oxidativa

incluye la adici6n de oxigeno molecular para estabilizar la especie radicalaria,  la cual por

reordenamiento  intra  o  intermolecular  genera,  principalmente,  malonildialdehido  en  el

caso  de  lipidos  insaturados  (Gutteridge  y  Halliwell,   1990),  o  la  fQrmaci6n  de  grupos

carbonilo en algunos aminoacidos de proteinas Q'ro, Lys, Thr) (Stadtman,  1993; Rezrick

y Lester,  1994).  Consecuentemente,  la modificaci6n  oxidativa de  estas macromol6culas

lleva a la desorganizaci6n funcional de las estructuras o procesos en los cuales participan

(permeabilidad  de  membrana,  actividad  emzimatica,  etc.).  En  coleoptilos  tratados  con
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DIMBOA, los niveles de derivados oxidados de lipidos insaturados, detectados con TBA,

incrementaron  notablemente  hasta  un  600/o  desde  las  primeras  horas  de  tratamiento

to<0,01, Fig. 29). Del mismo modo,1os niveles de grupos carbonilo asociados a proteinas

oxidadas,  aumentaron en 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 provoc6 un agudo estr6s oxidativo en los`coleoptilos,

atacando principalmente a lipidos y proteinas. Esta situaci6n 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 disminuci6n 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 (8)  por mg  de proteina (mg

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

el tiempo de incubaci6n en presencia (.) o ausencia (0) de DIMBOA 75 uM.
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Figura 28 :   Actividad super6xido dismutasa (SOD) en extractos (liquido sobrenadante de

10.000 xg)  de coleoptilos  de avena durante el tiempo  de incubaci6n en presencia (.)  o

ausencia (0) de DIMBOA 75  LIM. La actividad SOD es expresa como la inhibici6n en la

reducci6n de NBT por mg de proteina. IE§effg :  curso temporal de la fotorreducci6n de

NBT en las condicione§ del ensayo.
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Figura  29 :  Niveles  lipidos  peroxidados  (TEARS)  en  coleoptilos  de  avena  durante  el

tiempo de incubaci6n en presencia (.) o ausencia (0) de DIMBOA 75 uM.
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Espectro diferencial pro{efna-hidrazina
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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  HM (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.  8,  niveles  de  grupos  carbonilo  por  mg  de

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

tiempo de incubaci6n en presencia (I) o ausencia (0) de DIMBOA 75 prM.
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DINI30A  ha  sido  reportado  como  un  fuerte  electr6filo  capaz  de  transformar

aminas primarias en bases de Schiff, convertir en hemitiocetales y tioacetales, asi como de

oxidar grupos SH present'es en aminoacidos de proteinas QTiemeyer,  1988; Cuevas y col.,

1990).  Esta propiedad  se debe al  equilibrio  entre el hemiacetal  ci`clico y un aldol abierto

en el DltwH30A (Niemeyer,  1982,1988). Por otro lado, el glutati6n (GSH), un trip6ptido

constituido  de  acido  glutinico,  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  amortiguaci6n  de, especies  oxidantes  (Alsher,  1989;  Zopes  y  col.,  1993).  En

consecuencia, pareci6 interesante evaluar el estatus oxidativo de coleoptilos tratados con

DIMBOA a trav6s de los niveles de GSH y GSSG. En un primer grupo de experimentos,

segmentos de coleoptilos de aveni 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 relaci6n  a los  niveles  de

GSH y GSSG en los coleoptilos no tratados (Fig.  31  A).  Mas ann,  el nivel de GSH total

(GSH +  GSSG),  disminuy6  hasta en un 27%  en los  coleoptilos tratados  con DIMBOA

por 24 h.  (p<0.1, Fig.  318).  Consecuentemente,  los  coleoptilos tratados con DIMBOA
\

0,07 y 0,14 mM,  redujeron proporcionalmente la raz6n GSII/GSSG en un 63% y 80%,

respectivamente   en   comparaci6n   al   control   no   tratado   Q]ig.   32).   Estos   resulta`dos

sugieren que el tratamiento con DIM30A induce la oxidaci6n del GSH a GSSG ya sea a

traves  de  las  especies  radicalarias  derivadas  de  la  acumulaci6n  de  H202,  o  bien  en  la

adici6n directa del DIMBOA al  GSH.  Sin embargo,  la reducci6n en los riveles de GSH
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total  podria  tambi6n  ser  resultado  de  la  inhibici6n  de  su  sintesis  enzimatica  o  de  un

aumento en su degradaci6n.

El estatus an€ioxidante del tejido  (aument6 en la raz6n GSH/GSSG o  en el nivel

de GSH total)  puede ser inducido  artificialmente en ciertas condiciones de estr6s para el

tejido  (Foyer y col.,  1997).  En las  condiciones de los experimentos,1a prolongaci6n del

periodo de incubaci6n de los coleoptilos de 24 a 48 h indujo un moderado aumento en el

estatus antioxidante (aumento del GSH total o raz6n GSH/GSSG) de los coleoptilos, con

lo cual se obtiene un tejido potencialmente mas resistente al dafio oxidativo Gigs. 31  A-B
\

y 32). El tratamiento de estos coleoptilos por un periodo adicional de 24 h con DIMBOA

redujo  la  raz6n  GSII/GSSG  s6lo  a  un  50%,  menor  que  la  dismi.nuci6n  lograda  por  el

DIMBOA en coleoptilos mas j6vehes 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 ralces.  El
\

AMT es un inhibidor irreversible de la catalasa (Margoliash y col.,  1960; Havir,  1992), de

modo que coleoptilos crecidos en presencia de este compuesto debieran ser mas sensibles

al  dafio  oxidativo,  sobretodo  de aquel proveniente del H202 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 raz6n GSH/GSSG disminuy6  en un 20%  mas  con respecto  a la misma

raz6n en coleoptilos tratados con DIMBOA pero no pretratados con AMT (Fig.  34). En

ambos casos,  1a disminuci6n de la raz6n GSH/GSSG fue producto de la disminuci6n en

los niveles  de  GSH total y  aumento  en los niveles  de GSSG .(p<0,05,  Fig.  33  A-B).  E1
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AMT  no  afect6  la velocidad  de  oxidaci6n  de NADH y  fenoles  catalizado  por  pxs  de

pared celular de avena, atin en concentraciones de 10 mM (resultado nb presentado).
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Figura 31  : A, variaci6n de los niveles de Glutati6n reducido (I , GSH) y oxidado ( ZEE

GSSG) en segmentos de coleoptilos de avena sometidos a distintos tratamientos. 8, suma

de  los   hiveles   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  despu6s  de  24  h  de

incubaci6n; D70-24,  coleoptilos manteridos por 24 h con 70  uM DIMBOA ; D140-24,

coleoptilos  mantenidos  por  24  h  con   140  uM  DIMBOA;  C48 ;  coleoptilos  control

despu6s  de 48  h  de incubaci6n;  C48-D24,  coleoptilos  incubados 48h,  de las  cuales  las

dltimas 24 h fueron en presencia de 70 LLM DIMBOA.
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Figura  32 :  Raz6n  de  los  niveles  de  glutati6n  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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Figura 33  :  A,  variaci6n de los niveles de glutati6n reducido  (I ,  GSID y oxidado  q  ,

GSSG)   en   coleoptilos   de   avena   pretratados   con   AMT   y   sometidos   a   distintos

tratamientos.  8,  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 ;  AMI`24-D24,  coleoptilos  pretratados  con  AMP  y

mantenidos por 24 h adicionales con 70 !JM DIMB0A ; AMT 24, coleoptilos pretratados

con AMT y mantenidos 24 h adicionales en ausencia de AMT ; C24,  control despu6s de

24 h de incubaci6n; D24, coleoptilos, mantenidos por 24 h con 70 [M DIMBOA.
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To            TOAMT          C24             D24            AMT24         AM124
D24

Figura  34 :  Raz6n  de  los  niveles  de  glutati6n  reducido  (GSID  a  oxidado

(GSSG) en coleoptilos de avena sometidos a distintos tratamientos como se

detalla en la leyenda de la Fig. 33.



4. DISCUSI0N

Las pxs  de plantas han sido  principalmente estudiadas  en dicotiled6neas,  prueba

de ello  es que gran parte del  conocimiento  estructural,  de sinte!sis y transporte de  estas

enzimas,  proviene  de  la  amplia  investigaci6n  en  tejidos  de  rabano,  nabo,  marl  y  otras

dicotiled6neas.   S6lo  desde  fines  de  los  afros  80  comienzan  a  aparecer  los  primeros

reportes de pxs en monocotiled6nea§, lo cual constituye un avance importante por varias

razones.  Dado  que  las  pxs  estan  relacionadas  con  la  regulaci6n  del  crecimiento,  son

precisamente  6rganos  de  monocotiled6neas como  los  coleoptilos  de  arroz y avena,  los

clasicamente usados para estudiar. la fisiologia del crecimiento y el efecto d.e reguladores

del  crecimiento,  como  AIA  (Taiz y Zeigler,  1991).  Las  monocotiled6neas,  ademas  de

constituir  un  importante  modelo  de  estudio  que  es  necesario  seguir  explorando  para

comprender   procesos   fisiol6gicos   fundamentales,   incluyen   una   amplia   variedad   de

cultivos  de  gran  importancia  econ6mica  para  la  alimentaci6n  mundial;  por  lo  cual,  el

conocimiento basico  de su biologia es necesario para la manipulaci6n y optimizaci6n de

su producci6n. 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

tambi6n  representa un  aporte  al  conocimiento  del  papel  funcional  de  las  pxs  de  pared

celular  en  el  fen6meno  del  crecimiento  vegetal.  Gran  parte  de  la  infomaci6n  confusa

sobre determinadas funciones especificas de pxs de pared esta determinada por la falta de

102
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claridad  acerca  del  origen  subcelular  de  la  enzima  analizada.  En  este trabajo  ham  sido

aisladas paredes celulares de coleoptilos de avena modificando y adecuando un protocolo

anteriormente  publicado  @os  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 infiltraci6n de los coleoptilos una fracci6n de pxs

intercelulares que forman parte del compartimento de pared.

4.1. Participact6n de las peroxidasds ichicas en la modulaci6n de la estructura de pared

cehllar

Los resultados  aqui  presehtados indican que la  actividad  px  contenida  en la FI,

podria tener un papel funcional mas relevante que el de las pxs de la FC en las reacciones

que conducen al entrecruzamiento covalente de la estructura de pared celular a trav6s de

la formaci6n de puentes diferulato y lighina. Esta proposici6n se apoya en las siguientes

observaciones:

-  Las pxs de la FI, en comparaci6n a las pxs de la FC, presentan una mayor eficiehcia en

la  utilizaci6n  de  FA  y  CA,   precursores  de  los  polimeros  fen61icos  DFA  y  lignina,

respectivamente  (Tabla  4).   Tambi6n  son  lag,  pxs  de  la  FI  las  mas  eficientes  en  la

utilizaci6n  del  H202,  necesario  para  la  reacci6n  de  polimerizaci6n  y,  adn  mas,  fueron

tambi6n mas eficientes en catalizar la sintesis de H202 a partir de la oxidaci6n de NADH

(Tablas 5 y 6).
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-  Por otro lado, el conjunto de actividad px en la FI presenta un importante componente

de  isoformas  basicas  (pl  aproximado   de  9,5),   ausente  en  la  FC   (Fig.   4).  En  otras

monocotiled6neas  tales  como  FesJzfccz cr7"zzcJJ.J?czcecr  Shreb.,  isoformas  basicas  extremas

ban sido relacionadas al proceso de rigidizaci6n de pared celular (Ma6Adam y col.,  1992)

y  en  plantulas  de  mani,  la  inhibici6n  de  estas  isoformas  en  la pared  celular provoc6  un

incremento  de  la  elongaci6n  del  hipocotilo  (Zheng y  van  Huystee,  1992a).  De  hecho,

isoformas  basicas  (cati6nicas,  con  carga  superficial  .neta  positiva)  podrian  ser  unidas

efectivamente a la matriz negativa de pared celular, lo cual 6ontribuiria a la relevancia de

la FI en la oxidaci6n de E-FA para dar origen a puentes DFA y promover la rigidizaci6n

de  la  pared  (Fry,  1986;  MacAdam  y  col.,  1992).  Las  caracteristicas  cin6ticas  de  estas

isoformas basicas,  que indican una alta  eficiencia en la `utilizaci6n de  sustratos fen6licos

como  FA,  CA  y  de  H202  (Tabla  8)  estin  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  acumulaci6n  de la actividad  px  de la FI  por  sobre  la

actividad  px  de la FC,  precediendo  la  acumulaci6n  de DFA y  lignina  en  las  paredes  de

segmentos   de   coleoptilos   de   avena   en   crecinriento,   sugiere   una  relaci6n   funcional

importante  entre  las  pxs  de  la  FI  y  la  formaci6n  I.#  w.vo  de  estos  polimeros  fen61icos

(Figs.  7 y 8).  Grabber y Hatfield  (1995) han propuesto que la formaci6n de DFA en I;s

paredes primarias estaria limitada por el aporte de H202 mas que por la abundancia de la
\

actividad  px  asociada  a  la  pared;  sin  embargo,  yo  estimo  que  ambos  factores  estin

relacionados y que la mayor inducci6n  de la actividad px de la FI  durante el tiempo  de

incubaci6n  de los  segmentos  de  coleoptilos Q7ig.  7),  sen'a funcionalmente importante  en
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la formaci6n de DFA y lignina,  debido a un efectivo  aporte de H202 en la pared celular

asociado a la FI mediante la oxidaci6n de NADH. En concordancia con estos resultados,

durante la respuesta hipersensible a P€/ccz.7„.cr coro"Jcr f.sp. en hojas de avena, se-observ6

un  incremento  en  la  actividad  px  contenida  en  la  FI junto  con  un  incremento  en  los

niveles de DFA asociado a las paredes celulares (Ikegawa 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 riveles 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

acumulaci6n de fenoles en la pared celular de segmentos de coleoptilos, sugiere para esta

clase   de   pxs   un   importante   pape.1   en   la   limitaci6n   del   crecimiento   a   trav6s   del

entrecruzamiento fen6lico en la pared. De hecho, se ha observado que la actividad px en

la FI aumenta hacia los segmentos de menor crecimiento a lo largo del hipocotilo etiolado

de poroto (Goldberg y col.,1986,1987). Esta correlaci6n no se observ6 con la actividad

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

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

La  disminuci6n  de la actividad  px  asociada  a la pared  celular de  coleoptilos  de

avena tratados con AIA fue una respuesta rapida,  que se observ6 desde la primera hora

de  tratamiento  Gig.  12  A-C).  Este  efecto  ocurri6  en  paralelo  con  la  estimulaci6n  del

crecimiento  del. coleoptilo  de avena por AIA Gig.  12 A-B). En hipocotilos de poroto y

lupino se ha observado que el AIA inhibe rapidamente la actividad px en los primeros 15-
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30 min de tratamiento Q4orrow y Jones,  1986; Ros Barcel6 y col.,  1989),  en tanto  que

en  coleoptilos  de  avena  se  ha  descrito  que  los  primeros  cambios  en  la  elongaci6n  del

tejido por efecto de la auxina,  ocurren despu6s de  15  a 20 min de tratariento (Cleland,

1995). Estos antecedentes sugieren que la inhibici6n de la actividad px inducida por AIA

podria tener mayor relaci6n con las etapas tardias que mantienen el efecto hormonal, que

con  alg`in  proceso  temprano  que  inicie  la  elongaci6n  del  tejido.  La  principal  activi.dad

enzimatica que cataliza la oxidaci6n del AIA es la de px,  en un mecanismo que utiliza 02

como  oxidante  en  forma  analoga  a  la  oxidaci6n  de  NADH  ¢edrefio  y  col.,   1988;

Gazarian y col.,  1996).  Asi podria pensarse `que una de las primeras respuestas del tejido

tratado con AIA, es la inhibici6n de la actividad px de pared para evitar la destrucci6n de

la hormona y asi permitirle ejercei sus efectos fisiol6gicos, al parecer desencadenados en

l<i uni6n con un receptor de membrana (L6bler y Klambdt,  1985; Barbier-Brygoo y col.,

1989; Taiz y Zeigler,1991).

Como  sea,  la  disminuci6n  de  la  actividad  px  de  pared  celular  parece  ser  un

fen6meno 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  aios  Barcel6  y  col.,

1989).

4.3.  Participacidn  del  AIA  en  los  procesos  de  la  pared  celular  que  determinan  la

elongaci6n cehilar y su relaci6n con la actividad perouidasa.

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

pared que acompafia a la elongaci6n celular (Cleland,1971; Hohl y Schopfer,1992; Hohl
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y col.,  1995).  La primera etapa es la relajaci6.n o  aflojamiento  de la estructura de pared,

mediante el rompimiento  y reordenamiento  de  enlaces entre los polimeros  estructurales

de la pared. Esta relajaci6n reduce la tensi6n en la pared y el turgor celular, 1o cual induce

la entrada de agua y la extensi6n elastica (reversible) de la pared celular. Una vez que la

estructura de pared ha sido  distendida,  se incorporan nuevas unidades estructurales y la

nueva  conformaci6n  es  fijada  a  trav6s  de  entrequzamientos  covalentes  en  un  proceso
\

dependiente  de H202 y peroxidasa  (Hohl y col.,  1995).  Este  mecanismo  pro~porciona la

irreversibilidad al fen6meno  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   soste.ner   la   estructura   expandida

(Cosgrove,   l`993b;   Hohl   y   col.,.1995).   A  pesar   de  que   ambos   procesos   operarian

constantemente  durante  todo  el  crecimiento,  el  aumento  de  la  actividad  px  hacia  el

t6rmino 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 maghitud  del  proceso  reversible  (extensi6n  elastica inducida

por el turgor) (Hohl y Schopfer,  1992; Hohl y col.,1995). En coleoptilos donde el turgor

celular  ha  sido  disminuido  incubindolos  en una  soluci6n  de  polietilenglicol  Q'EG),  un

osm6tico  no  permeable,  la  magnitud  de  la  extensibilidad  elastica  inducida  por  el  AIA

disminuy6  considerablemente  con  respecto  a  coleoptilos  thrgidos  mantenidos  en  .agua

destilada   (Hohl   y   col.,    1995).    Consecuentemente,    el   incremento   del   crecimiento
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irreversible  disminuy6  proporcionalmente al grado  de extensi6n  elastica indtlcida por el

AIA (Hohl `y col.,1995), lo cual se manifest6 con una menor acumulaci6n de fenoles ¢-

FA, DFA) y celulosa en la pared celular de coleoptilos mantenidos en PEG (Wakabayashi

y col.,  1997).  Dado  que los  niveles  de fenoles  O]A y DFA)  y  de celulosa correlacionan

fuertemente en forma inversa con la extensibilidad mecinica de la pared celular, se puede

pensar que. estos coleoptilos estresados osm6ticamente presentan una disminuida etapa de

fijaci6n  de  la  estructura  de  pared,  proporcional  a  una  tambi6n  disminuida  etapa  de

extensibilidad elastica condicionada por el turgor celular.

EI  AIA  induce  la  extensibilidad  elastica  de  la  pared  (Talz,   1984;  Kutschera  y

Schopfer,   1986b;  Hohl  y  Schopfer,  1992),  relajando  su  estructura  a trav6s  del  corte  y

uni6n  de  xiloglucanos  (Talbott  .y  Ray,   1992).   En  consecuencia,   segdn  lo   discutido

anteriormente,  la  etapa irreversible  de  rigidizaci6n  deberia  ser considerablemente  mayor

en los coleoptilos tratados  con AIA con respecto al  control no tratado.  Sin embargo,  la

hormona indujo s6lo un leve aumento de DFA despu6s de 22 h, cuando ya ha ocurrido la

maxima estimulaci6n  del  crecimiento  en el  coleoptilo  Gig.  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  intexpretarse  como  el

resultado   de   la   extensiva   disminuci6n   de   la   actividad   px   presente   en   la   pared,

especialmente de aquella contenida en la FI, ,fracci6n que es eficiente en la utilizaci6n de

sustratos fen6licos y H202 (Fig.  12 B-C). Este menor grado de fijaci6n 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 despu6s de 22 h seria el remanente

de  un  proceso  irreversible  retrasado  por `la  disminuci6n  de  la  actividad  px,  que  sigue

fijando la pared despu6s de su extensiva relajaci6n inducida por la hormona.  Ademas,  la

pared extendida puede ser reforzada por la deposici6n de nuevos materiales estructurales

como  la  celulosa  (Bret-Harte  y  col.,   1991;  Cleland,   1995;  Wakabayashi  y  col.,,  1997).

Debido a que la s{ntesis de celulosa es independiente de la actividad px,  es posible que el

mayor aumento  de peso  seco  en  coleoptilos tratados  con AIA.Q7ig.118)  represente la

acumulaci6n efectiva de celulosa para reforzar las paredes de estos c`oleoptilos.

A pesar de la respuesta de.disminuci6n de la actividad px de pared, el tratamiento

cori AIA indujo  el  aumento  de actividad de dos isoformas basicas en la FI (pl 8,0 y 9,6,

Fig.   13)  que,  a juzgar  por  este  comportamiento  y  sus  caracteristicas  cin6ticas  de  alta  :i

eficiencia en la utilizaci6n de FA,  CA y H202 (Tabla 8),  participan'an activamente en el

proceso irreversible de extensi6n de la pared. Sin embargo, la actividad px contehida en la

FC  podria  igualmente  contribuir  en  este  proceso  de  fijaci6n  de  pared,  considerando  el

menor grado  de disminuci6n de actividad px en esta fracci6n 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 tambi6n una disrpinuci6n de

los niveles de fenoles esterificados a la pared celular Gig.  17). Este fen6meno 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   discusi6n. explica   de   acuerdo   a   los   resultados   obtenidos,   las

consecuencias  de  la  disminuci6n  de  la  actividad  px  de  pared  celular  en  coleoptilos

tratadc>s con AIA; sin embargo, a continuaci6n se discute un posible origen del fen6meno

con algunas relevantes implicancias fisiol6gicas relacionadas con el creciiniento vegetal.

4.4. Potencitil dafto oxidativo en el tejido tratado con AIA.

Los  tejidos j6venes  en  activo  desarrollo  y  crecimiento  presentan  altas  tasas  de

respiraci6n  celular  (Lambers,   1985),  asi  tambi6n  como  altas  concentraciones  de  AIA

debido  a la existencia de un gradiente de concentraci6n que aumenta hacia las regiones

mas apicales,  cercanas a los tejidos meristematicos donde se sintetiza la hormona (Talz y

Zeigler,  1991).  De este modo,  es posible pensar que la regi6n 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 end6geno de la hormona. Las especies radicalarias de

origen mitocondrial se producen durante la reducci6n univalente de ubiquinonas durante

el  transporte  electr6nico,  las  cuales  reaccionan  con  oxigeno  para formar  radicales  02.-

(Comporti,   1985)  En  tanto   en  la   oxidaci6n  del   AIA  por  pxs   se  generan   especies

radicalarias  y'H202  en  un  mecanismo  mediado  por  el  CIII  y  estimulado  por  hth+2  y

monofenoles, similar a la oxidaci6n de NADH (Smith y col.,  1982; Pedrefio y col.,  1988;
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Gazari`an,  1996).  Mas  aun,  se ha informado  de dafio  oxidativo  en lipidos  de membranas

de  liposomas  y  neutrofilos  mediado  por  la  actividad  px  durante  la  oxidaci6n  del  AiA

(Candeias  y  col.,  1996;  de  Melo  y  col.,  1997).  En  este  contexto,  la  disminuci6n  de  la
1

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 oxidaci6n del AIA. En

consecuencia  con  esta  proposici6n,  la  actividad  px  es  minima  en  los  tejidos  j6venes

(Ferrer y col.,  1991; Taiz y Zeigler,  1991; Valero y col.,  1991).  Asi,1a disminuci6n de la

actividad  px  en la pared  contribuiria a mantener la integridad  funcional  de  la  c6lula,  al

disminuir el potencial dafio oxidativo en. Ia membrana,  estrechamente asociada a la pared

celular.  La integridad  estructural  de la membrana celular  es  particularmente importante

para el  efecto  auxinico  de elongaci6n celular,  pues  el  mecahismo  de transducci6n  de la

serial hormonal comprende la uni6n del AIA a un receptor, que puede ser una proteina de

membrana  Q6bler  y  Klambdt,   1985;  Barbier-Brygoo,   1989),   ademas   de  un  rapido

recambio de fosfatidilinositoles estmcturales de membrana a]ttlinger y Lehle,  1988)  que

activarian  otras  sefiales  intracelulares,  como  la  liberaci6n  de  Ca+2  y  la  activaci6n  de

calmodulina (Taiz y Zeigler, ,1991).

El  potencial   dafio   oxidativo   durante  las  fases  activas   del   crecimiento  podria

tambi6n afectar a las proteinas,  incluyendo  pxs.  Ros Barcel6 y col.  (1989)  han  sugerido

que  el  AIA  promoveria  una  asociaci6n  de  pxs  a  la  pare.d  celular  que  las  protegeria

durante  esta  nociva  condici6n  celular.  Esta  proposici6n  concuerda  con  los  resultados

obtenidos en esta tesis, donde se observ6 que el tratamiento con AIA redujo la actividad

px  en la FI y Fint  en mayor proporci6n que en la FC  Gig.  12 B-C).  De este modo,  es
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posible  pensar  que  ademas  de  la  inhibici6n  general  de  la  actividad  px  de  pared,  la

hormona promueve un proceso  de insolubilizaci6n de px desde la FI y Fint hacia la FC.

Este   proceso   po.dria   insolubilizar   especificamente   isoformas   fundamentales   para   la

estructura de pared,  como aquellas afines a la oxidaci6n de CA y NADH Gig.  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 insolubilizaci6n de pxs podria estar mediado  por
I

corrientes intracelulares  de  Ca+2,  las  cuales han  sido  detectadas  en tejidos tratados AIA

(Taiz y Zeigler, ,1991) y en estados oxidativos de tejidos tratados con H202 ¢rice y col.,

1994).  El  aumento  de Ca+2  intracelular fa`vorecen'a la  asociaci6n  de pxs  a polisacaridos

pectinicos de pared (Penel  1991,  i994), asi como la condensaci6n 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 pared.

Interesante es mencionar que como un posible complemento de estas repuestas de

protecci6n, se ha observado que el AIA induce rapidamente (en minutos) la exprgsi6n de

genes  que  codifican para proteina's  con actividad glutati6n transferasa (GST)  @roog y

col.,1993). La actividad GST partibipa en la protecci6n del dafio oxidativo, reduciendo la

capacidad t6xica de una gran variedad de electr6filos hidrofobicos tales como  derivados

oxidados de   lipidos y DNA,  al catalizar su  conjugaci6n  a SSH Orarrs,  1996; Foyer y

col.,    1997).    Tambi6n   se   ha   observado   que   algunas   proteinas   solubles   con   alta

especificidad  en  la  uni6n  por  auxinas  presentan  actividad  GST  @ilang  y  col.,   1993).
\.

Estas observaciones sugieren la existencia de un mecanismo dedicado a proteger la c6lula
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del dafio oxidativo en tejidos j6venes expuestos a AIA,  de las especies t6xicas derivadas

del   catabolismo   de   la   hormona,   o   bien   dirigido   a  regular   su   concentraci6n   en   la

`conjugaci6n (e ina6tivaci6n) con GSH (Marrs,  1996).

Las caracteristicas cin6ticas de las isoformas acidas de la FI revelan que ellas son

mas relevantes que las isoformas basicas en la utilizaci6n de AIA (Tabla 8) y, por tanto,

potencialmente mas dafiinas para la integridad celular a trav6s de la formaci6n de H202 y

especies   radicalarias.   Este   argumento   podria   explicar   la   inhibici6n   preferencial   de

isoperoxidasas acidas en paredes de coleoptilos tratados con AIA Gigs.13  a 15), a trav6s

de la inhibici6n de su sintesis, traducci6n, transporte hacia la pared o bien a un aumento
'

de su degradaci6n.  Recientemente, Klotz y Lagrimini  (19.96) ham informado  que el AIA

suprime la expresi6n del promotof de una px acida en tabaco. En ese estudio, la supresi6n

de la expresi6n fue tambi6n posible con el acido or-naftilac6tico,  una auxina sint6tica;  sin

embargo,   otras  hormonas  vegetales  como  benciladenina,   etileno,   giberelinas  y  acido

abcisico,  no  afectaron el nivel de expresi6n del promotor (Klotz y Lagrimiri,  1996).  La

concentraci6n de AIA requerida para lograr la mitad de la maxima supresi6n de expresi6n

fue   de   30   LLM,   del   mismo   orden   de   la   concentraci6n   usada   en   los   experimentos

infprmados  en  esta  tesis  (40   LLM).   De  este  modo,   la  inhibic`i6n  de  la  expresi6n  de

isoformas  acidas  parece  ser un  efecto  especifico  de  auxinas y  explicaria la disminuci6n

preferencial de la actividad  px  en estas isoformas  observdda en mis experimentos (Figs.

13  a  15).

En sintesis, la respuesta del coleoptilo frente al AIA comprende la disminuci6n de

la  actividad  px  de  pared,  posiblemente  dirigido  a  evitar la  oxidaci6n  de  la mol6cula  de
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AIA.  Este  fen6meno  contribuiria  a minimizar el  dafio  celular  derivado  del  catabolismo

oxidativo   que   regula   su   concentraci6n   y,   por   otro   lado,   mantendn'a   intacta   lan
/

potencialidad  de  la  mol6cula  para  desencadenar  la  serie  de  eventos  bioquimicos  que

determinan  la elongaci6n  del  tejido.  Este mecanismo  podn'a  ser  complementado  con  la

inhibici6n preferencial de las isoformas mas eficientes en la oxidaci6n de AIA,  asi   como

con la activaci6n de un proceso de protecci6n (insolubilizaci6n) de isoformas relevantes
\

en las propiedades mecanicas de la pared que regulan el crecimiento. La participaci6n de

la actividad px en estos mecanismos constitnye un interesante aspecto en la regulaci6n del

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

este sistema enzimatico.

4.5. Papel del DIMBOA en la actividad perouidasq de pared cehilar y la relaci6n con su
'

Ofecto de inhibici6n del crecimiento.

Los  resultados  presentados   aqui  muestran  que  el  DIMBOA  es  un   eficiente

estimulador de la oxidaci6n de NADH catalizada por pxs de pared celular del coleoptilo

de avena. La reacci6n estimulada por DIMBOA involucra la. participaci6n del radical 02.-

y la formaci6n de H202 (Tabla  10 y Fig.  20),  el cual puede ser utilizado  en la oxidaci6n

de NADH o en la polimeri.zaci6n de fenoles a nivel de la pared celular. El mecanismo de

estimulaci6n incluye el  aumento  de la velocidad  de descomposici6n  del  CIII  Q7igs.  23  y

24A),  una  forma  oxiferrosa  cataliticamente  inactiva  de  la  enzima  formada  durante  la

reacci6n  (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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oxidaci6n  de NADH se  detiene  despu6s  de un  ciclo  catalitico,  pues  la  descomposici6n

espontinea del  CIII  es lenta,  con una constante  cin6tica de 2xl0-3  s-I  (Aguda y Larter,

1990). La descomposici6n del CIII genera radicales 02.-, los cuales en presencia de hth+2

y  NADH  formarian  el  H202  producido  en  la  reacci6n  (Yokota  y  Yamazaki,   1977;

Halliwell,  1978;  Aguda y Larter,  1990).  Tambi6n se ha informado  que la oxidaci6n  del

CIII  puede  generar  directamente H202 y un  estado  mas  oxidado  de  l'.a  emima,  el  CH

(Dunford y Stillman,  1976).  Como  sea,  el H202 formado puede ser utilizado  en el  ciclo

peroxidativo de la enzima para la oxidaci6n del NADH o del compuesto estimulador de la

descomposici6n del CIII Q7ig.1) (Halliwell,1978; Pedrefio y col.,1987; Aguda y Larter,

1990). Estas reacciones explicarian la inhibici6n de la oxidaci6n de NADH por catalasa y.

SOD (Tabla 10 y Fig. 20), al atrajar el H202 y el` 02.-que participa como intermediario en

esta reacci6n.

Cuando  la  erzima  funciona  en  el  ciclo  peroxidativo,  usando  parte  del  H202

generado  en  la  etapa  oxidativa,  la  oxidaci6n  de  NADH  genera  radicales  NAD.  en  la

reducci6n  del  CI y CII.  Estos  radicales  reaccionan rapidamente  con  oxigeno  molecular

para generar radicales  02.-  (k =  2xl09 Mrs-1)  que tienen  dos  posibilidades  de reacci6n:

con  PxFe+3  para  formar  CIII  o  bien  con  NADH  para  formar  mas  H202  (Yokota  y

Yamazaki,  1977;  Aguda y Larter,  1990). La primera reacci6n ocurre con una constante

de  velocidad  de  3,2xl07  M-[s-]`,   mientras  que  para  la  segunda  se  ha  estimado  una

constante k = 6xl04 M[s-I (Aguda y Larter,  1990). Esta dltima reacci6n no enzimatica es

dependiente  de  Mn+2  (Yokota  y  Yamazaki,   1977;  Halliwell,   1978)  y,  aun  cuando  la

respectiva  constante  de  velocidad  en  presencia  de  Mn+2  no  ha  sido  determinada,  ella
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deberia competir con la reacci6n de formaci6n de CIII por los radicales 02.-.  Como sea,,

durante  la  oxidaci6n  de  NADH  en  presencia  de  DIMBOA  existe  la  posibilidad  de

regenerar   constantemente   el   CIII,   potenciando   la   acumulaci6n   de  H202.   Hasta   el

momento, no se conoce evidencia experimental alguna que descarte o reste importancia a

la oxidaci6n de NADH como fuente del H202 en la pared celular. Por el contrario, existen

antecedentes independientes que apoyan esta hip6tesis.  Goldberg y col.  (1985,1987) han

demostrado mediante pruebas citoquimicas que el sistema generador de H202 en la pared

celular coincide en localizaci6n y caracteristicas con pxs  que utilizan NADH.  Shinkle y

col.  (1992),  detectaron  la presencia  de NADqu)  en  el  fluido  apoplastico,  mientras  que

Gross (1977) report6 la presencia de una malato  deshidrogenasa fuertemente unida a la

pared,  la   cual  reduce  especificaniente  el NAD  a expensas  de la oxidaci6n  de malato  a

oxalacetato, reciclando asi constantemente el NADH en la pared a3lstner y Heupel,  1976;

Gross 1977; Mader y Schloss,  1979).

EI   DIMBOA   es   tin   poderoso   agente   generador   de   H202   a   trav6s   de   la

estimulaci6n de la oxidaci6n de NADH, pues es un sustrato pobremente utilizado por las

pxs en presencia de H202. La Vmax de peroxidaci6n de DIMBOA es 38 y 898 veces menor

que la Vmax obtehida para la oxidaci6n de NADH estimulada por DIMBOA con las FI y

FC, respectivamente (Tablas 9 y  11). Estas diferencias explicarian la utilizaci6n casi nula
?

del DIM30A durante la estimulaci6n de la oxidaci6n de NADH Q]ig. 21), aun cuando la

competencia   de  NADH  por  el   CI  tambi6n   podria  contribuir  a   este  resultado.   La

utilizaci6n  del  DIMBOA  por  pxs  en  presencia  de  H202  tambi6n  es  menor  que  la

utilizaci6n  peroxidativa  de  los  sustratos  fen6licos  .(CA  y  E-FA),  por  lo  cual  el  H202
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producido y acumulado  en la oxidaci6n de NADH estimulada por DIMBOA podria ser

efectivamente  utilizado  por las  pxs  en  la  sintesis  de DFA y  lighina  en.  Ia pared  celular

Q?edrefio  y  col.,   1995).  El  aporte  de  H202  inducido  por  DIMBOA  en  una  reacci6n

catalizada por pxs de pared operaria tambi6n z.J? vz.vo, pues existe una notoria acumulaci6n

transitoria de DFA y lignina en los coleoptilos tratados con DIMBOA Gigs. 25 y 26). No

hay evidencia,  ni  se ha propuesto otro mecanismo para la formaci6n de estos polimeros

fen6licos en la pared que no sea aquel mediado por pxs y H202 Q4arkwalder y Neukom,

1976;  Fry,   1986;  Iyama  y  col.,   1994).  Por  lo  tanto,  el  aumento  de  DFA  y  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 estimulaci6n en la okidaci6n de NADH en presencia de DIMBOA (Tabla 9)

y en la utilizaci6n de sustratos fen6licos CA y E-FA (Tabla 4).

4.6. EI DIMBOA impide la continiiidad del proceso de elongaci6n celular. Inducci6n de

un estado de estr6s oxidativo.

Si  se  piensa  en  el  modelo  de  extensibilidad  de  pared  celular  postulado  para

explicar el crecimiento,  como un fen6meno continuo de relajaci6n, elasticidad (co,nducida

por el turgor) y fijaci6n covalente de la estructura distendida, entonces es esperable que la

temprana acumulaci6n de DFA y ligrina deprima la posterior relajaci6n y elongaci6n de

la pared  celular,  limitando  con  ello  el  crecimiento.  Si  la relajaci6n  esta limitada por una

pared mas rigida, tambi6n se limita la entrada de mas agua, 1a distensi6n de la pared que

acompafia  al  turgor y,  por tanto,  disminuye  el  grado  de  fijaci6n  covalente  en  la  pared
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celular.   Las   curvas   de   acumulaci6n   de   fenoles   y   lignina   en   paredes   celulares   de

coleoptilos  tratados  con  DIMBOA,  muestran  que  despu6s  del  pico  ihicial  de  DFA  y

lignina a las 5 h, el proceso no es s6lo inhibido sino tambi6n retardado hasta el final de las

48 h,  donde los niveles de fenoles alcanzan valore.s cercanos a los del control (Fig.  25 y

26). Asi, el retardo en la acumulaci6n 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   distensi6n   de   la   pared   despu6s   de   la   temprana   acumulaci6n

transitoria de DFA y lignina.
'

La fuerza motriz en el proceso de elongaci6n de la c6lula vegetal es la entrada de

agua  (Cosgrove,   1986,   1993b;  Cleland,   1995).  De  este  modo,  si  no  existe  suficiente

presi6n de turgor que ejerza presi.6n sobre la pared para permitir la entrada de mss agua,

podria  esperarse,  en  consecuencia,  como  antes  un  retardo  o  disminuci6n  del  proceso

reversible e irreversible de la extensi6n de la pared celular (Cosgrove,  1993b; Hohl y col.,

1995).   As{   entonces,   el   DlmeoA   tambi6n   podria   interferir   con   alguna   actividad

metabolica  celular  de  tal  modo  de  deprimir  el  turgor  celular.  Diversas  observaciones

microsc6picas e histol6gicas han demostrado que el DREOA (en altas concentraciones

del  orden  de  5   mM)     provoca  dafios  celulares  como  plasm61isis  y  colapso   celular,

acompafiado de una inevitab.Ie p6rdida 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  fotosint6ticos.  Ademas,  los  efectos  t6xicos  antes

mencionados han sido demostrados s6lo 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

concentraci6n usada en los experimentos  con segmentos de colegptilos  (75  a  100  LM).

Adn  a  concentraciones  de  75  a  100  [iM  de  DlrmoA,  los  efectos  de  inhibici6n  de  la

actividad  mitocondrial  o  cloroplastica  son  solo  de un  5  a  10  %  (Queirolo  y  col.,  1983;

Massardo y col.,1994).  Asi entonces,  si el furgor tambi6n es afectado por el DIMBOA,

la  alteraci6n  de  otras  actividades  celulares  deben  dar  cuenta  de  est.e  efecto,  como  se

discute a continuaci6n.

La  capacidad   de  estimulaci6n   de  la  oxidaci6n  de  NADH  promovida  por  el

DIMBOA no  s6lo  esta restringid; a pxs  de pared celular,  sino  que se presenta tambi6n

con las pxs intracelulares no asociadas a la pared (resultados no presentados). Este efecto

conduciria a la estimulaci6n de la oxidaci6n de NADH en otros compartimentos,  ademas

de la pared celular,  con la consecuente acumulaci6n de un exceso de H202 y radicales de

02  para  conformar  un  estado  de  estr6s  oxidativo  celular.  Esta  hip6tesis  fue  abordada

analizando  la  actividad  de  enzimas  implicadas  en  la  defensa  antioxidante  celular  en

coleoptilos tratados con DIM30A. Dos de ellas, la ascpx y catalasa, fueron notablemente

inhibidas   desde   el   ihicio   del   tratamiento   con   DIMBOA   Gig.   27).   Las   catalasas

descomponen el H202 hasta agua y oxigeno y estin ampliamente distribuidas en la c6lula

vegetal,  solubles  en  el  citosol,  asi  como  en  peroxisomas  y glioxisomas  (Tolbert,  .1981;

Hernindez-Ruiz y  col.,  1996).  La ascpx remueve  el  exceso  de H202  a  expensas  de  la

oxidaci6n  de  ascorbato  (Asada,  1991;  De  Gara y  col.,  1996)  y  se  encuentra localizada
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tanto en cloroplastos como soluble en el citosol Ouyake y Asada,  1992; Hemandez-Ruiz,

1996).  Se  ha  descrito  que  ambas  enzimas  presentan  tanto  inhibici6n  (reversible)  c.omo

inactivaci6n  (irreversible)  por  H202  Ouyake  y  Asada,   1996;  Lardinois  y  col.,   1996).

Particularmente, la inactivaci6n de la iascpx por H202 involucra la degradaci6n del CI de

la enzima a bajas  concentraciones  del  sustrato  ascorbato  (Miyake y Asada,  1996).  Esta

situaci6n  es  importante  en  un  estado  de  estr6s  oxidativo, 'pues  cuando  el  ascorbato  es

consumido, la enzima se torna sensible a la inactivaci6n por el exceso. de H202. Mas atn,
\

la ascpx,  a diferencia de la px de ral]ano  o la guaiacol px,  es extremadamente sensible a

especies  radicalarias  que  se  generan  en  condiciones  de  estr6s  oxidativo  (Asada,  1991;

Miyake y Asada,  1996).

El   dafio   celular   inducid6   por   el   DIMBOA   comprometi6   1a   integridad   de

estructuras particularmente sensibles al dafio oxidativo,  como proteinas y acidos grasos.

Las proteinas dafiadas oxidativamente, detectadas por un aumento de grupos carbonilo en

su  estructura,  son  sensibles  a  la  fragmentaci6n,  agregaci6n  y  degradaci6n  Q'acifici  y

Davies,   1990;  Stadtman,   1993),  deprimiendo  importantes  funciones  que  mantienen  la

dininica celular.  De hecho,  la disminuci6n del contenido  de grupos caibonilo,  luego  de

su acumulaci6n en el coleoptilo durante las primeras horas de tratamiento con DIMBOA,

sugiere el rapido  recambio  de estas proteinas  dafiadas  oxidativamente Gig.  30).  Por su

parte,  el  dafio  oxidativo  a acidos grasos insaturados  Q]ig.  29) favorece la desintegraci6n

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  disminuci6n  del  turgor  celular  en

coleoptilos tratados con DIMBOA.

El estado de estr6s oxidativo inducido por el DIMBOA sobrepas6 la capacidad de

algunos  elementos  del  sistema  de  defensa  antioxidante,   como  ascpx  y  catalasa;   sin

embargo,  la actividad SOD present6 un notable aumento  desde el ihicio  del tratamiento

con   el  DlmeoA  (Fig.   28).   La   SOD   esta  distribuida  en   el   citosol,   cloroplasto   y

mitocondrias,  presentando  una variedad  de isoenzimas relativamente resistentes  al  dafio

oxidativo  y  H202  (Bowler  y  col.,   1992).  Ademas,  radicales  02.-inducen  la  sintesis  de

77ovo de la enzima, 1os cuales son el sustrato que transforma hasta H202 y 02. Mas adn,

en   tejidos   etiolados,   como   los   coleoptilos   utilizados   en   este  trabajo,   se   acumulan

principalmente  las  isoenzimas  insansibles  a H202  (Kanematsu y Asada,  1989;  Bowler y

col.,  1992).  Asi,  el dafio  oxidativo inducido por DIMBOA podria estar mediado no s6lo

por H202, sino tambi6n por 02.-. Es interesante notar que el dafio oxidativo inducido por

DIMBOA  podria  estar  notablemente  potenciado   en   coleoptilos   con  una   capacidad

reducida de transforinar el H202, debido a la inhibici6n de ascpx y catalasa, ademas de la

inducci6n de la actividad SOD que acuinula H202 . En un extensivo dafio oxidativo como

al que estan sometidos los coleoptilos tratados con DIMBOA, la producci6n adicional de

H202 a trav6s de la actividad SOD podria representar un mecanismo para la activaci6n de

nuevas  defensas  antioxidantes  como  la  inducci6n  de  glutati6n  S-transferasa  a,evine  y

col.,1994; Foyer y col.,1997) y glutati6n peroxidasa (Willekens y col.,1997`).

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

esta  relacionada  con  la  presencia  del  taut6mero  de  cadena  abierta  (cetoaldehido),  un
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potente electr6filo,  en equilibrio .con la forma ciclica hemiacetalica Gig.  35) QTiemeyer y
'

col..,  1982,  1988). Esta forma reactiva ha sido implicada en la adici6n nucleofilica y en la

oxidaci6n  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   AIIX,   expresado   en   la   reducci6n   de   la   raz6n

GSII/GSSG  Q7igs.  32  y  34).  AI  parecer,  el  DlueoA  disminuiria  esta  raz6n  no  s61o

promoviendo la oxidaci6n del GSH,  sino tambi6n posiblemente mediante .la reducci6n de

su sintesis, o bien en la adici6n nucleofilica del GSH al DIMBOA Gigs. 31 y 33).

cH3O\er:r\OH=               OH

OiH\cyngeroTH,otr`
0

Cys, Lys, Ser, Arg

Figura 35  : Esquema de reactividad del grupo electr6filo en la forma abierta de DIMBOA

(8), en equilibrio con la forma hemiacetalica ciclica (A).
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Finalmente,  quisiera  hacer un  impolfante  alcance  de  los  resultados  presentados

aqui en relaci6n a los experimentos con DIM30A. EI DIMBOA ha sido postulado como

un factor de resistencia de cereales al ataque de insectos,  hongos y bacterias Oqiemeyer,

1988). En hojas de maiz y trigo, el gluc6sido de DINI30A y la enzima que lo hidroliza se

encuentran  compartimentalizados,  previniendo  asi  la  liberaci6n  de  la  aglicona  t.6xica

(Massardo y col.,  1994);  sin embargo,  cuando  el tejido es dafiado por la infecci6n de un

pat6geno o por el ataque de un insecto, la cQmpartimentalizaci6n se rompe provocando la

hidr61isis  enzimatica  del  gluc6sido  de  DIMBOA.  En  estas  condiciones,  el  DIMBOA

puede activar la oxidaci6n de NADH mediada por pxs y acumular H202,  como ha sido

presentado   en   este  trabajo.   Esta   reacci6n   nunca  ha   sido   considerada   antes   en   la

interacci6n planta-pat6geno y pod`ria representar un novedoso mecanismo por el cual las

plantas  con  AIIX  contrarresten  el  ataque  de  pat6genos.  EI  H202  puede  ser  utilizado

como agente antibi6tico  directamente o inducir el reforzamiento de las paredes celulares

del tejido atacado,  limitando el avance de la infecci6n. Mas ann,  en la regi6n afectada el

DIMBOA puede originar una extensiva cadena oxidativa que limita la sobrevivencia del
\

pat6geno.  A largo plazo  el H202.  asi como especies radicalarias formadas, podr{an servir

de sefial para inducir la sintesis de proteinas relacionadas a la patog6nesis (proteinas PR),

algunas  de  las  cuales  son  enzimas  hidroliticas  (glucanasas  y  quitinasas)  @umer y  col.,

1997),  necesarias  para  frenar  el  avance  del  pat6geno.  En  hojas  de  tabaco  inyectadas

directamente con H202  o  compuestos  que promueven su generaci6n (AMT,  paraquat o

glicolato),, se  observ6  la inducci6n  de  la  expresi6n  de genes PR-1  (Chen y  col.,  1993).

Del   mismo   modo,   plantas   transg6nicas   de  tabaco   deficientes   en   actividad   catalasa
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acumulan H202 junto  con  la rapida  expresi6n  de varias  proteinas PR  (Chamnongbol  y

col.,  1996).  Tambi6n,  per6xidos lipidicos lograron activar la expresi6n de genes PR-1  en

suspensiones celulares de tabaco (Klessig,1996).

En   sintesis,   los   logros   especificos   mas   importantes   alcanz.ados   durante   el

desarrollo  del  trabajo,  aportan  nuevos  antecedentes  sobre  t6picos  poco  considerados

acerca del papel funcional de las pxs de la pared celular en la regulaci6n del crecimiento

vegetal.  Se encontraron notables diferencias cin6ticas 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 formaci6n de polimeros fen6licos DFA

y lignina. El efecto de AIA sobre .las pxs de pared celular, \sugiere nuevos aspectos en el

cual estas enzimas participarian en la regulaci6n del crecimiento inducido por la hormona.

Por tiltimo,  el efecto del DIMBOA en las reacciones catalizadas por pxs permite dar una

coherente   explicaci6n   a   su   efecto   inhibitorio   sobre   el   crecimiento   vegetal,   cuyas

consecuencias  podrian  tener  interesantes  alcances  en  aspectos  de  la  interacci6n  planta-

pat6geno.



5.0 CONCLUSIONES

Las peroxidasas asociadas a la pared celular de coleoptilos de avena (unidas i6nica

y  covaientemente  a  la  par?d  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 oxidaci6n de

alcohol coniferilico y acido ferdlico  con H202,  asi como la oxidaci6n de NADH con 02

para, generar H202. Las fracciones de peroxidasas en la pared celular difieren en cuanto a

su composici6n isoenzimatica, velocidad de ut.ilizaci6n de sustrat6s fen6licos y de NADH

y,  posiblemente,  tambi6n  en  un  as.pecto  funcional.  Las peroxidasas  de la fracci6n i6nica

parecen ser mas importantes que las de la fracci6n covalente en la formaci6n de diferulato

y lignina y, por tanto, podrian regular mas directamente las propiedades fisicas y quimicas

de la pared que determinan la elongaci6n del tejido.

En concordancia con  su  participaci6h  en la modulaci6n  del  crecimiento vegetal,

las  peroxidasas  asociadas  a  la  pared  celular  fueron  alteradas  por  los  reguladores  del

crecimiento  AIA y DlunoA.  El tratamiento  de  coleoptilos  de avena con AIA lleva a

concluir que la disminuci6n 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 destrucci6n del AIA a fin de permitir ejercer sus efectos hormonales y evitar el

potencial  dafio  oxidativo  de  las  especies  derivadas  de  su  utilizaci6n  peroxidativa.  El

tratamiento de coleoptilos con DIMBOA permite concluir que la formaci6n y deposici6n
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de diferulato y lignina en la pared junto con inducci6n de un estado de estr6s oxidativo en

el tejido, resulta  de la efectiva formaci6n de H202 en la oxidaci6n de NADH estimulada

por DIMBOA y catalizada por peroxidasas.

Asi,  la  modulaci6n  del  crecimiento  por  compuestos  como  el  AIA y DIMB0A

parece  corresponder  a  procesos   especificos  en  los  cuales  las  peroxidasas  de  pared

participan  y  tambi6n  regulan  activamente.  Las  consecuencias  de  la  participaci6n  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

macromol6culas  (lipidos  y  proteinas),  todos  factores,  que  en  conjunto,  determinan  el

fen6meno del crecimiento.
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