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Estrés oxidativo en fruto de aguacate

1. RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) peréxido de hidrogeno y anién
superoxido son producidas a todos los niveles de las reacciones de resistencia en
las plantas. El estrés oxidativo en plantas es causado por factores bioticos
(patégenos como: virus, bacterias y hongos) y abidticos (alta intensidad de luz,

radiacion UV o temperaturas extremas).

Se observd un incremento en la acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en el fruto maduro de aguacate y una disminucién en la actividad de la
enzima superoxido dismutasa (SOD), la cual participa en la destoxificacion de
ERO, con respecto al fruto verde. Por otro lado, el perfil de acidos grasos no
mostré cambios en su acumulacién durante el estadio maduro, en tanto que la
peroxidaciéon de lipidos se observé aumentada. El efecto de las temperaturas de
almacenaje (4°C y 24°C) en el fruto mostré incremento en la acumulacién de ERO
y un decremento en la actividad de SOD. Bajo estas condiciones, el perfil de
acidos grasos mostro incremento en la concentracion de acido oléico (18:1) y la
deteccion del acido estearico (18:0) en el tratamiento a 4°C.

La acumulacion de ERO en el mesocarpo de aguacate aumentd durante el dafio
por herida y al tratamiento con el hongo fitopatégeno Colletotrichum
gloesporioides, ademas de incrementar la actividad de la enzima SOD. Utilizando
al inhibidor de la enzima SOD, difenil ioduro, se sugiere a la enzima NADPH
oxidasa de membrana plasmatica como la fuente principal de produccién de ERO
durante el dafio por herida en fruto de aguacate. El perfil de acidos grasos durante
el estrés por herida y la infeccién por C. gloeosporioides se modificd con respecto
al fruto no tratado, sobresaliendo la deteccion de los acidos estearico (18:0) y
gadolénico (20:1), sugiriendo que estos acidos grasos podrian producirse durante

estos tipos de estrés.
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2. ABSTRACT

The reactive oxygen species (ROS) as hydrogen peroxide (H2O3) and superoxide
anion (O;") are produced at all levels of the resistence reactions in the plants The
oxidative stress in plants is caused by biotic (pathogens as: virus, bacteria, and

fungi) and abiotic factors (high intensity, UV light, or extreme temperatures).

An increase in the accumulation of reactive oxygen species (ROS) and decrease in
the superoxide dismutase enzyme activity (SOD), which is involved in the
detoxification of ROS, were observed in mature avocado fruit compared with unripe
fruit. On the other hand, the fatty acids profile showed no changes in their
accumulation in the mature stage, whereas lipid peroxidation increased. Fruits of
storaged different temperatures (4°C y 24°C) showed an increase in the
accumulation of ROS and a decrease in the SOD activity. Under same conditions,
the fattys acid profile showed an increase in the accumulation of oleic acid (18:1) in
the 4°C.

The ROS accumulation in the mesocarp of avocado increased in response to
wounding and treatment by the phytopathogenic fungus Colletotrichum
gloeosporioides, besides an increase in SOD enzyme activity. Using the SOD
inhibitor, diphenylene iodonium, an NADPH oxidase enzyme of plasma membrane
was suggested as the principal source of ROS production in response to wounding
in avocado fruit. The fatty acids profile were modified in response to wounding and
pathogen’s infection in relation to untreated fruit; being the stearic acid (18:0) and
gadoleic acid (20:1) predominantly detected, suggesting that these fatty acids

could be produced during these types of stress.
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3. INTRODUCCION
3.1 Mecanismos de defensa en plantas

Las plantas como organismos sésiles estan expuestas a factores ambientales
como temperaturas extremas, alta intensidad de luz y/o sequia o a factores
bidticos como virus, bacterias u hongos. Para tales dafos las plantas cuentan con

mecanismos para percibir y responder.

Asi como los patogenos han evolucionado para colonizar a las plantas, éstas
también han desarrollado medidas para prevenir o tolerar su presencia. Muchas
plantas son resistentes a diversos microorganismos y generalmente sélo algunos
de ellos han desarrollado la capacidad de sobrepasar las defensas de la planta.
Clasicamente se han definido dos niveles de resistencia: la resistencia no huésped
y la resistencia huésped (Mishina y Zeier, 2007). La resistencia no huésped es en
la cual una especie de planta o género es resistente y por lo tanto no es huésped
para un patdégeno en particular. Por ejemplo: el trigo no es infectado por el
oomiceto P. infestans patégeno de la papa, por lo que el trigo es un “no huésped”.
Por otro lado la resistencia huésped es en la cual dentro de una especie de
individuos han desarrollado genéticamente rutas metabdlicas para defenderse
contra un organismo que causa enfermedad en otros individuos dentro de la
misma especie de la planta. Por ejemplo, el trigo es infectado por Phytophthora
striiformis, pero ciertos genotipos seran resistentes a razas especificas del
oomiceto. Los mecanismos de resistencia en plantas pueden ser subdivididos en
dos categorias: pasivos (constitutivos) y activos (inducidos) (Ent y Koornnef,
2009). Los mecanismos pasivos involucran elementos estructurales tales como la
cuticula y los bordes celulares de la raiz, asi como compuestos quimicos
antimicrobianos preformados dentro de la planta denominados fitoanticipinas. Esta
forma inicial de proteccion es una barrera contra el ataque de microorganismos.
Una vez que esta barrera es traspasada, la planta cuenta con mecanismos de
respuesta inducibles o activos dentro de los que se incluyen la respuesta
hipersensible (muerte celular localizada de células de la planta) y la induccién

especifica de la expresion de genes de la planta, incluyendo genes involucrados
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en el reforzamiento de la pared celular y/o reparacion de estructuras de defensa,
genes para la biosintesis de compuestos antimicrobianos adicionales a los
preexistentes y la induccion de genes que codifican para enzimas hidroliticas y
otras proteinas relacionadas con la defensa. En adicion a la induccién de
respuestas de defensa, hay mecanismos que inducen resistencia en otras partes
de la planta a través de sefales sistémicas como la resistencia sistémica adquirida
(SAR por sus siglas en inglés) (Shah, 2009) y la resistencia sistémica inducida
(IRS de sus siglas en inglés). Las plantas pueden transmitir su sefial a las plantas

vecinas a través de compuestos volatiles (Park y Peak, 2007).

3.1.1 Defensas preformadas
3.1.1.1 Barreras estructurales

La primera barrera pasiva que defiende a la planta contra los microorganismos es
la capa de cera presente en la cuticula de las hojas y frutos, que forma una
superficie repelente al agua y que previene la formacion de estancamientos de
agua necesarios para el ingreso de las bacterias y la posterior germinacién de
esporas. Los pelos en la superficie de las hojas poseen una funcién similar. La
capa de la cuticula compuesta de cutina, celulosa y pectina en combinacion con la
pared o células epidérmicas, forman adicionalmente otra barrera contra todos los
patdogenos. Las aperturas naturales de las hojas como los estomas, son las
estructuras mas débiles y algunos hongos esperan a la apertura de éstos para
ingresar a la planta (Guest y Brown, 1997).

3.1.1.2 Bordes de las células de la raiz

Las puntas de la raiz se elongan y se dirigen hacia donde se encuentran los
nutrientes y el agua en el suelo. El rapido crecimiento, la sintesis de nuevo tejido y
la capacidad de dafo abrasivo la hace vulnerable al ataque de microorganismos.
En estas células, las defensas inducibles tales como la muerte celular programada
podria no ser una defensa efectiva ya que podria terminar con el crecimiento de la

raiz. Sin embargo, la punta de la raiz ha desarrollado mecanismos de defensa
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como las células que rodean a la punta de la raiz que son células somaticas
denominadas “células borde”, y que efectivamente guardan la punta de la raiz del
ataque de patogenos (Dickinson, 2003)

3.1.1.3 Barreras quimicas

Las barreras quimicas en plantas han sido generalmente clasificadas como
fitoanticipinas o fitoalexinas dependiendo de si son preformadas o son producto de
la sintesis de novo seguida del ataque por patdgenos; sin embargo, esta distincion
es algunas veces arbitraria porque pueden ser compuestos que en una planta son

preexistentes y en otra son inducidos (Nurnberger y Lipka, 2005).
3.1.2 Respuestas inducidas

Las respuestas inducidas en plantas pueden ser activadas por un amplio numero
de factores y la naturaleza exacta de la respuesta varia dependiendo del factor.
Hay evidencia de que algunas defensas son inducidas por la presencia fisica de
esporas de hongo en la superficie de la hoja, y otras donde se requiere que el
patdgeno penetre la superficie antes de la induccién. La induccién de la respuesta
puede ser por activadores no especificos (respuesta inmune innata) o puede
seqguir la resistencia gen por gen, del modelo clasico descrito por Flor (1940),
modelo que experimenta la resistencia no huésped, donde la resistencia inducible
es producida por el reconocimiento del producto del gen especifico de resistencia
en la planta, a un estimulador especifico proveniente del patégeno. Este induce
respuestas de resistencia que pueden ser muy similares a las respuestas que
ocurren cuando la planta es danada por herida, pero no son idénticas (Park y
Paek, 2007).

3.1.2.1. Seiales locales

Una de las primeras respuestas activadas en muchas interacciones incompatibles
antes de la induccion de la expresion de genes y la sintesis de proteinas, es el
flujo de iones, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), la

produccién de oxido nitrico (ON) y las cascadas de sefializacién. Estas son



Estrés oxidativo en fruto de aguacate

reconocidas como importantes mecanismos de sefalizacibn en muchos
organismos (Ry, 2005; Shah, 2009).

3.1.2.2 Muerte celular programada

Unas de las mas visibles respuestas de las plantas al ataque por patdégenos es la
respuesta hipersensible (RH), que es la muerte celular localizada en las células de
la planta. Este es un mecanismo espacial y temporalmente coordinado que limita
la cantidad de tejido huésped invadido por el patégeno. Ademas de que restringe
el ingreso de patdgenos bidtrofos que requieren células vivas como su fuente de
nutrientes. La muerte celular programada generalmente se describe como la
induccion de la muerte suicida de células que ocurre en el organismo. Se ha
mostrado este fendmeno que ocurre como parte de la respuesta hipersensible en
plantas (Park y Peak, 2007).

3.1.2.3 Barreras estructurales inducidas

Las plantas tienen un numero de barreras estructurales inducidas, la primera de
estas es el citoesqueleto, basada en rechazar el ataque de patdégenos potenciales
antes de la penetraciéon de éstos, involucra la percepcion del desarrollo del
patdgeno en la superficie de la planta. Este mecanismo ha sido observado en el
moho de la cebada, en el sistema arroz-Botrytis spp. y arroz-M. grisea (Park y
Peak, 2007).

3.1.2.4 Fitoalexinas

Las fitoalexinas son compuestos antimicrobianos que incluyen una diversa serie
de metabolitos secundarios de bajo peso molecular (estos no son esenciales para
el metabolismo basico) y generalmente actuan en contra de un amplio rango de
patdgenos. Dentro de estos compuestos se incluyen a los derivados terpenoides
(sesquiterpenos), saponinas, derivados de acidos alifaticos, fenoles vy
fenilpropanoides, alcaloides (sintetizados a partir de aminoacidos) y compuestos
inorganicos que contienen sulfuro. Muchos de estos compuestos son derivados de

las rutas de isoprenoides, fenilpropanoides, alcaloides o acidos grasos/policétidos.
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Algunos genes que codifican para enzimas involucradas en estas rutas, son la
fenilalanina amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés) y la chalcona sintasa
(CHS) que han mostrado ser inducidas durante la respuesta de defensa en
asociacion con la respuesta hipersensible (Hammond-Kosack, y Jones, 1996).
Ademas, algunas especies de plantas dentro de una misma familia tienden a
utilizar la misma estructura quimica como antimicrobiano, por ejemplo: los
sesquiterpenos son ampliamente encontrados en Solanaceae. Muchos
compuestos antimicrobianos se encuentran almacenados en la planta como
precursores inactivos o0 son sintetizados y acumulados en vesiculas
especializadas que son liberadas en el sitio de la infeccion microbiana, algunos
antimicrobianos son secretados fuera de la célula a través de transportadores ABC
(de Wit, 2007).

3.1.2.5 Proteinas relacionadas con la patogénesis

Adicionalmente a la muerte celular programada, el reforzamiento de defensas
estructurales y la produccion de fitoalexinas, varias proteinas son inducidas
durante el ataque por patdgenos, éstas son denominadas como proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR). Estas proteinas son expresadas a bajos
niveles cuando la planta se encuentra sana, pero ciertas isoenzimas son inducidas
durante el ataque por patégenos local y sistémicamente; hay evidencia de que
secuencias especificas en las regiones promotoras de los genes que codifican
para estas son importantes para la induccion (Ent y Koornneef, 2009). Las
proteinas inducidas han sido agrupadas en 14 clases de PRs acorde a su
serologia y homologia aunque no todas son inducibles en todas las interacciones
ni en todas las especies de plantas. La funcién bioquimica de muchas de estas
proteinas han sido determinadas; por ejemplo: las quitinasas (PR-3, PR-4, PR-8,
PR-11), las cuales han sido clasificadas por su actividad especifica en diferentes
sustratos, hidrolizan quitina de la pared celular de hongos. Otras proteinas
relacionadas con defensa incluyen a las lectinas y se postula que éstas se unen a

quitina (Odjakova y Hadjiivanova, 2001).
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3.1.2.6 Patrones moleculares asociados con el patégeno (PAMPs)

Las plantas estan expuestas a microorganismos potencialmente patégenos, pero
éstas poseen un sistema de inmunidad innata que eficientemente detecta y dirige
las defensas contra el microorganismo potencialmente patégeno. La primera parte
de este sistema esta basado en la percepcidén del patégeno o de los patrones
moleculares asociados con el patégeno (PAMPs o MAMPs, por sus siglas en
inglés) a través de receptores de reconocimiento a patrones moleculares
asociados a patdégenos (PRRs, de sus siglas en inglés) en la superficie de las
células de la planta (Vlot et al., 2009). Asi, la inmunidad disparada por PAMPs
(PTI) formalmente llamada resistencia basal, confiere niveles bajos de resistencia
a patégenos virulentos. Sin embargo, las plantas también poseen una inmunidad
disparada por efectores (ETI, por sus siglas en inglés), formalmente denominada
resistencia mediada por genes R. Una de las manifestaciones de la ETI es la
respuesta hipersensible (HR, por sus siglas en inglés), en donde se desarrollan
lesiones necraticas en el sitio de entrada al patogeno. ETI es usualmente asociada
con la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la activacion de
diversos grupos de genes relacionados con la defensa, incluyendo varias familias
de genes que codifican para proteinas relacionadas con la patogénesis (PR, por
sus siglas en inglés); después del desarrollo de RH y la expresion de genes PR se
presenta el desarrollo de la resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en
inglés) (Vlot et al., 2009).

3.2 Produccién de especies reactivas de oxigeno en plantas

Las plantas como organismos seésiles estan sujetas a condiciones de estrés por
factores ambientales tales como intensidad de luz, sequia, exceso de agua,
herbicidas, dafio mecanico y el ataque por patégenos. Para su sobrevivencia, las
plantas cuentan con mecanismos para percibir y responder a diversos tipos de
estrés, tanto bidtico (virus, bacterias y hongos) como abidtico (temperaturas
extremas, daino mecanico, luz UV entre otros). Generalmente el estrés abidtico es
cronico por la exposicién prolongada o recurrente por un largo periodo de tiempo

(Apel y Hirt, 2004). Las respuestas celulares a estrés son un mecanismo universal
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que representa las reacciones de defensa de la célula al dano causado por el
ambiente. La exposicion a un agente estresante frecuentemente dispara
mecanismos de defensa que protegeran a la planta o alterara su respuesta a
subsecuentes estreses, alterando su metabolismo e involucrando varios
mecanismos de defensa entre los que se encuentra la produccion de especies
reactivas de oxigeno (llamado explosion oxidativa) tales como anion superéxido
(02"7), peréxido de hidrogeno (H20>) y radical hidroxilo (OH’) entre otros (Ahmad
et al., 2008). Las ERO son constantemente producidas durante procesos
metabdlicos como la fotosintesis o la glicdlisis. La produccion de ERO en altas
concentraciones ha sido descrita como letal para la integridad celular. Sin
embargo altos niveles de ERO son también necesarios para la defensa en la
planta (explosion oxidativa, necrosis) (Imlay, 2008). Las especies reactivas de
oxigeno tienen un papel multifacético dentro de la sefalizacion mediante el
establecimiento de multiples respuestas como moléculas sefal durante el
crecimiento celular, el control del cierre de estomas (Pei et al., 2000), en las
interaccién planta-patégeno (Apel y Hirt, 2004), la muerte celular programada
(Gechev y Hille, 2005) y respuestas a estrés en plantas (Laloi et al., 2007; Miller et
al., 2008).

ERO tales como O,", H,O, y OH" son producidas en todos los organismos
aerobios y normalmente existe en la célula un balance entre las especies reactivas
de oxigeno y los moléculas antioxidantes. El estrés oxidativo ocurre cuando el
balance critico se interrumpe debido a la disminucion de antioxidantes o al exceso
en la acumulacion de ERO o ambos. Un claro y rapido indicador de estrés
oxidativo es la induccion de respuestas antioxidantes y un incremento en los
niveles de ERO enddgenos. La produccion de ERO puede ser acelerada como
consecuencia de varios tipos de estrés como la radiacion de luz UV, alta
intensidad de luz, exposicion a herbicidas, temperaturas extremas, toxinas como
aflatoxinas, contaminantes en el aire, metales, dafio por herida y xenobidticos.
Muchos de los inductores de estrés oxidativo son conocidos como carcinégenos,
mutagenos y toxinas. La produccion de ERO y su acumulacion es un comun

denominador en muchas enfermedades y dafos severos del ambiente que
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conducen a severos danos celulares, disfuncidén fisioldgica y muerte celular
(Ahmad et al., 2008).

Aunque el metabolismo del oxigeno es similar en plantas y animales, hay varios
aspectos unicos en las plantas, como el transporte de electrones durante la
fotosintesis y que durante el metabolismo normal se producen especies reactivas
de oxigeno. En la fotosintesis, los carotenioides del cloroplasto son importantes
para la regulacion de los niveles del singulete de oxigeno (O); bajas
concentraciones de peroxido de hidrégeno y anion superdxido son esenciales para
mantener la actividad fotosintética. Otros procesos unicos en plantas que
involucran la participaciéon de ERO son: la lignificacién de la pared celular que es
importante durante el crecimiento, durante la patogénesis y en la senescencia. Las
ERO son esenciales, durante la maduracién del fruto y produccion de semilla. La
explosion oxidativa en plantas estresadas fue considerada como una sefal del
sistema innato de inmunidad en la planta ya que las ERO se producen durante el
estrés por patdogenos y el estrés abiotico como la radiacion UV y herida entre otros
(Liu et al., 2005).

3.3 Produccién de ERO durante la patogénesis

Las plantas han desarrollado sofisticados sistemas de defensa para el
reconocimiento de patdégenos o de patrones moleculares asociados al patdégeno
Los patégenos a su vez utilizan diferentes vias para acceder al tejido de la planta;
las bacterias comunmente ingresan a través de heridas y estomas, mientras que
los hongos ingresan a través del haustorio penetrando la epidermis. El resultado
es la respuesta de defensa, la cual ha sido clasificada en: defensas preexistentes
y/o activadas; ambas incluyen la produccién de ERO. Ademas, las ERO estan
también involucradas durante la respuesta hipersensible y respuesta sistémica
adquirida (Bolwell y Daudi, 2009).

El oxigeno reactivo es producido en células de plantas en reconocimiento a
patdgenos invasores. La produccion de especies reactivas de oxigeno ha sido
monitoreada en varios tejidos de la planta incluyendo hojas intactas, células en

10
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suspension y protoplastos. Durante la patogénesis las principales ERO son el
anion superoxido y el peréxido de hidrogeno. Las células vegetales han mostrado
la producciéon de ERO durante interacciones con hongos, bacterias y virus con
varias similitudes entre varias interacciones microbianas. La produccion de
superéxido en hojas de papa inoculadas con P. infestans muestra una
acumulacion antes de la penetracion del hongo al tejido de la hoja y una segunda
acumulacion ocurre solo si la interaccion es incompatible (reconocimieto del
patdogeno por parte de la planta huésped y activacién de los mecanismos de
defensa de la planta, en tanto la interaccion compatible resulta en la infeccion) , lo
que resulta en la respuesta hipersensible; caracterizada por la rapida muerte
celular de las células adyacentes al patdogeno y es una respuesta efectiva de
resistencia, que resulta en la necrosis localizada pero no permite el desarrollo de
los sintomas de la enfermedad en el tejido de la planta. Una amplia variedad de
componentes de microorganismos han demostrado estimular la produccion de
ERO en células de plantas (Chai y Doke, 1987; Lamb y Dixon 1997; Baker y
Orlandi, 1999; Torres et al., 2006).

3.3.1 Funciéon de las ERO durante la patogénesis

Las ERO pueden interactuar con componentes celulares, actuando como una
senal a las reacciones de estimulacion durante la interaccion planta-patégeno. Las
ERO ademas son antimicrobianos y se sugiere que tengan una funcién en la
limitacion del ingreso de patogenos, el peroxido de hidrogeno adicionado
exogenamente o generado artificialmente ha mostrado limitar el crecimiento de
hongos y bacterias patégenas. Sin embargo, no estd claro como las ERO
producidas endégenamente tienen una funcidon antimicrobiana durante la

patogénesis (Kultz, 2005).

Una vez que se da el reconocimiento del patégeno, o se ha dado el dafo
mecanico, las células vegetales experimentan una explosion oxidativa. Dentro de
las fuentes de la produccidén de especies reactivas de oxigeno esta involucrada a
una NADPH/NADH oxidasa de membrana plasmatica (NOX). La NOX, que

también referida como una oxidasa de explosion respiratoria que genera anion
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superoéxido. En plantas se ha encontrado un homologo a la NADPH oxidasa de
mamiferos o una peroxidasa localizada en pared celular que puede generar
peréxido de hidrogeno directamente. La reaccion catalizada por NADPH oxidasa
es inhibida por DPI (Difenil yoduro por sus siglas en inglés). La generacién de
H,O, a través de peroxidasas de pared celular involucra una alcalinizacion del

apoplasto generado por la salida de K* (Glyan’ko y Ischenko, 2010).

La produccion de ERO es regulada en cuanto a su acumulacion y éstas tienen
funciones criticas, particularmente el O,” y H,O, que actian como moléculas
senal dentro de la célula. Las ERO activan el factor nuclear kB (NF- kB) y al
activador de la proteina-1 (AP-1), los cuales tienen funcion critica en la
proliferacion, diferenciacion y morfogénesis que resulta de la estimulacion por
diversos agentes procedentes a través de una ruta en comun que involucra la
generacion de ERO (Gessler et al., 2007). La generacion de ERO intra y
extracelulares son capaces de modular la expresion de genes. Bajas dosis de
H20, (<20 pM) puede estimular cambios en la fosforilacion de proteinas
regulatorias especificas como a la proteina cinasa B. Asi mismo, regulan la
expresion de genes antioxidantes a través de elementos de respuesta antioxidante
como ARE (TGACTCA), NF- kB y elementos a respuesta a acido abscisico 2
(ACGT) en los promotores de los genes resposivos (Ausubel, 2005). En adicién a
la expresion de genes de defensa, otras funciones de las ERO en plantas incluyen
directamente la muerte de patdégenos, en donde se involucran a la pared celular y
la muerte celular programada. En levaduras y en células animales las ERO han
mostrado inducir una disminucion en la division celular y progresion del ciclo
celular en condiciones de estrés oxidativo. El O, tiene un papel importante contra
los patégenos invasores, semejante al de un antibiotico de amplio espectro. En
respuesta a la invasiéon de patdégenos las plantas producen grandes cantidades de
ERO (llamada explosion oxidativa). Asi, las ERO producidas durante diferentes
procesos celulares juegan un papel diferente y aun roles opuestos, lo que
ocasiona un cambio redox en la célula. El potencial redox actia como una sefal
que regula la casacada de sefializacidén a la respuesta celular a estrés, como un

segundo mensajero en células expuestas a éste. Ademas se ha propuesto que la
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produccion de H,O, durante la patogénesis tenga un papel en el reforzamiento de
la pared celular, por otro lado puede ser esencial en la formaciéon de lignina
durante condiciones normales y de estrés. Adicionalmente el H,O, producido
durante la interaccion planta-bacteria inmoviliza proteinas de pared celular de la

planta a través de la oxidacion de las mismas (Gessler et al., 2007).

La tolerancia al estrés ambiental es ampliamente dependiente de la especie
(genoma), del tipo celular y estado de diferenciacion (proteoma). Debido a que las
ERO pueden interactuar y alterar muchas de los componentes de la célula, tienen
diferentes funciones durante la patogénesis. Se ha sugerido que tienen efecto
directo en los componentes celulares y en procesos en los que actian como una

sefal o estimulan reacciones secundarias (Kultz, 2005).
3.4 Produccion de ERO durante el daio por herida en plantas

Las plantas también son sensibles a cambios en el medio como la osmoloridad y
el dafio mecanico, ocasionando la produccién de especies reactivas de oxigeno.
Estas han sido documentadas en una amplia variedad de estrés tanto biéticos
como abidticos. Las plantas responden y se adaptan al estrés ambiental al alterar
su metabolismo celular e involucrando varios mecanismos de defensa. Durante el
dano por herida o el ataque por herbivoria se produce un incremento en la
generacion de ERO. Por otro lado, un importante regulador de la respuesta de
defensa al estrés por herida o al ataque por herbivoros es el acido jasmoénico (AJ);
durante el dafo por herida se induce un incremento de acido jasmoénico o de
metiljasmonato en plantas. El AJ induce el incremento de la expresion de genes
de defensa que incluyen la activacion genes inhibidores de proteinasas y el gen de
la fenil alanina amonioliasa. Las ERO entre ellas el H,O,, se incrementan ante el
dafio por herida o a la aplicacion de exdégena de AJ. Ademas, la aplicacion de
exdgena de AJ dispara la acumulacion rapida y masiva de H,O», sugiriendo asi la
participacion de éste como una molécula sefal en plantas en respuesta a herida
(Liu et al., 2008).
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Se han prpuesto diferentes rutas de transduccion de sefiales para la activacion en
la produccion de ERO en células vegetales. Los componentes de la ruta de
transduccion de la sefal parece ser que varian dependiendo del patégeno o del
estimulo usado. Sin embargo, un proceso que parece ser requerido en la
estimulacion de ERO es la fosforilacion de proteinas. Hay varias fuentes
potenciales de H,0,, las hay intracelulares como la mitocondria y peroxisomas,
NADPH oxidasa de membrana plasmatica, peroxidasas de pared celular y

aminooxidasas (Bolwell y Daudi, 2009).

Durante la patogénesis se han involucrado varias enzimas como la fuente de
produccion de ERO, las cuales incluyen a la NADPH oxidasa de membrana
plasmatica, peroxidasas, xantina oxidasa y lipoxigenasas. La mayoria de los
estudios de ERO se han enfocado a la participacion de la enzima NADPH oxidasa
similar a la encontrada en neutrofilos humanos. Ademas la produccién de ERO es
blogueada por los mismos inhibidores como DPI, que es un unhibidor de NADPH

oxidasa (Glyan’ko y Ischenko, 2010).

3.5 Produccion de ERO por PAMPs

Se ha mostrado que una amplia variedad de componentes microbianos estimula la
produccion de ERO en células de vegetales. Muchos de estos estimuladores son
preparados a partir de extractos crudos de hifas de hongos o fluidos intracelulares
de tejidos de plantas infectadas. Los componentes activos de estos extractos son
generalmente carbohidratos o glicoproteinas. Estudios con estimuladores
microbianos altamente purificados han mostrado que una amplia variedad de
compuestos tienen el potencial de disparar la producciéon de ERO durante las
interacciones planta-patégeno, como los galactoglucomananos de Pyrucularia
oryzae (Haga et al., 1995). Y la proteina harpina g5 de Erwinia amylovora (Baker
et al., 1993a). Ademas de los estimuladores provenientes de componentes
microbianos las plantas han mostrado producir ERO en respuesta a fragmentos de

pared celular (Boller y He, 2009).
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3.6 Produccion de ERO por efecto de bajas temperatura

Durante el estrés causado por factores bibticos y abidticos las plantas responden
al remodelar la fluidez de la membrana liberando acido linolénico (18:3) de los
lipidos de membrana. La modificacién en la fluidez de la membrana mantiene la

integridad de las proteinas de membrana (Upchurch, 2008).

Durante el danfo causado por temperaturas congelantes, los sistemas
membranales son los principales sitios afectados. A temperaturas menores a 0°C,
la formacion de hielo se inicia en espacios intracelulares provocando una
disminuciéon de solutos, deshidratacion, lisis provocada por expansion y la
desnaturalizacion de proteinas. También se ha documentado la produccion de
especies reactivas de oxigeno que contribuyen al dafo de lipidos de las
membranas; ademas, de contribuir a que el hielo formado en los espacios
intracelulares ocasione adhesiones a la pared celular provocando ruptura celular
(Zhou et al., 2007).

En frutos de aguacate sometidos a bajas temperaturas se encontré6 un cambio en
el plasmalema (Platt-Aloia y Thomson, 1987). El dafio a las membranas causado
por efectos fisicos o estrés ambiental en células esta asociado con la alteracion de
la tension de la membrana o flexibilidad, cambios en la permeabilidad, reajuste de
lipidos, cambios en el potencial transmembranal y formacién de lipidos
peroxidados. La peroxidacion de lipidos en la membrana es un dafio comun a la
respuesta a estrés, resultado de la auto oxidacion o catalisis de lipooxigenasas
(LOX) o del sistema del citocromo P-450 (Kultz, 2005). Tales productos incluyen
isoprostanos de acidos araquidonico, eicosapentaendico y docosahexaendico;
oxiesteroles de colesterol esterificado y no esterificado; otros acidos grasos
hidroxiperoxidados y un amplio espectro de aldehidos. Estos dafios ocasionados
en membranas representan una sefal potencial en la red de la respuesta a estrés
celular y multiples mecanismos para la traduccion de dafios de membranas en la
activacion de rutas de senalizacion en respuesta al estrés celular. Por ejemplo, la
actividad de la fosofolipasa A, (PLA2) depende de la integridad y densidad de la

membrana; ademas, es activada durante el estrés. Esta enzima cataliza la
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hidrdlisis de glicerofosfolipidos de membrana, resultando en la liberacion de acido
araquiddnico, una importante molécula sefial en la célula. Otro ejemplo es la
protedlisis intermembranal y la consiguiente liberacion y activacion de factores de
trascripcion, como ell factor SPT23 dependiente del proteosoma el cual es
regulado por una poza de acidos grasos, SPT23 puede funcionar percibiendo la
composicion de la membrana o la fluidez. Adicionalmente, cambios en la
permeabilidad de la membrana y la actividad de canales mecano-sensibles a iones

durante estrés promueven el influjo de Ca* (Kiiltz, 2005).
3.7 Destoxificacion de ERO en plantas

Todas las células tienen sistemas de destoxificacion de radicales libres para
minimizar y reparar el dafio oxidativo que incluyen compuestos como ascorbato,
glutation, tiorredoxina y varias enzimas antioxidantes. Las ERO pueden tener
efecto directo en la sefalizacidn de proteinas e indirecta alteracion de las rutas de
sefalizacion por proteinas especializadas en percibir el estado redox. Un efecto
directo es la alteracién de proteinas involucradas en sefializacion como MAPKs
(cinasas de proteina activada por mitégenos) y factores de transcripcién (Jones y
Dangl, 2006).

El anion superoxido es destoxificado en la reaccion de desprotonacion catalizada
por superdxido dismutasa que resulta en la produccion de peréxido de hidrogeno.
Esta enzima se considera la primera linea de defensa contra el estrés oxidativo.
En plantas se han encontrado tres tipos de superdxido dismutasas dependiendo
del metal presente en su grupo prostético: CuZn, Mn y Fe. Las plantas usualmente
tienen CuZn-SOD en el citosol, Mn-SOD en la mitocondria y CuZn-SOD y/o Fe-
SOD en el cloroplasto. La SOD juega un papel muy importante en la reduccion de
los niveles de anién superdxido en el cloroplasto. Asada (1994) sugiere que SOD
reduce los niveles de superéxido de ~22 yM a ~2.4 uyM en el estroma y lumen del
cloroplasto, reduciendo asi significativamente el dafio oxidativo. La presencia de
SOD extracelulares sélo habian sido descritas en mamiferos sin embargo,
estudios en hipocotilos de Pinus sylvestris sugieren la presencia de CuZn-SOD en

el apoplasto (Baker y Orlandi, 1999).
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4. JUSTIFICACION

El fruto de aguacate es considerado una mantequilla vegetal por su alto contenido
de acidos grasos presentes en el mesocarpo, comparado con otros frutos; es
ademas considerado como una fuente de energia y el aceite de aguacate es
también utilizado en la fabricacion de cosméticos. Una vez que el fruto ha sido
cosechado en estado inmaduro, este puede ser afectado durante su manipulacion,
transporte y almacenaje causando danos por herida o el ataque por patégenos
postcosecha como Colletotrichum gloeosporioides. También, las temperaturas de
almacenaje (refrigeracion) pueden conducir al deterioro en la calidad del fruto y
por consecuencia ocasionar pérdidas econémicas. Una vez ocasionados estos
dafos se pueden producir especies reactivas de oxigeno, las cuales pueden
modificar la composicion de acidos grasos del mesocarpo del fruto, teniendo una
repercusion en el color, sabor y calidad del fruto, por lo que el andlisis de la
produccion de especies reactivas de oxigeno, su regulacion y su relacion con los

lipidos del fruto son un aspecto importante a investigar en este fruto.
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5. HIPOTESIS

El dafo por herida, al ataque por Colletotrichum gloeosporioides, las temperaturas
de almacenamiento y la madurez en el fruto de aguacate producen estrés
oxidativo ocasionando cambios que afectan la composicion de lipidos,

disminuyendo la calidad del fruto.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General: Analizar el estrés oxidativo en fruto de aguacate en

diferentes condiciones de estrés.
6.2. Objetivos particulares

1. Analizar la produccién de anién superdxido y perdxido de hidrogeno en
mesocarpo de aguacate tratado por herida, Colletotrichum gloeosporioides,

almacenamiento a 4°C y maduracion.

2. Analizar la actividad de las SODs y caracterizar las isoenzimas de SOD en

extractos totales y apoplasticos involucradas en el dafio por herida.

3. Analizar la actividad de SODs en fruto de aguacate tratados con

Colletotrichum gloeosporioides, 4°C y maduracion.

4. Analizar el perfil de lipidos en los diferentes tipos de estrés en mesocarpo

de frutos de aguacate.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Frutos de aguacate

|

Determinacion de madurez por ta actividad de las enzimas
celulasa y poligalacturonasa

!

Frutos de aguacate

Inmaduras
Herida C. gloeosporioides Madurez Almacenaje
l k4 W
Determinacionde ERO Actividad de SCD Perfit de ipidos
{C, , H,O,;, peroxidacion
de lipidos) en
mesccarpo

!

Analisis de la fuente de
ERQC por el uso de
inhibidares (DPI, n-propil
gaiato, KCN)
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8. RESULTADOS
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CAPITULO |
ESTRES OXIDATIVO EN FRUTO DE AGUACATE DURANTE EL DANO
POR HERIDA'Y TRATAMIENTO CON C. gloeosporioides.
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infection on oxidative stress and the content of lipids in avocado fruit).

Araceli Arreola Cortés, Elda Castro Mercado, Ernesto Garcia Pineda, Laboratorio de
Bioquimica de Plantas, Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas, Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, Edif. B1, Ciudad Universitaria, Morelia,

Michoacan, CP 58040, México. Correspondencia: egpineda@umich.mx

24



Estrés oxidativo en fruto de aguacate

Resumen. En este trabajo se analizo la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
y el contenido de 4cidos grasos en el mesocarpio del fruto de aguacate en respuesta a dos
tipo de estrés: herida o infeccion con el patdogeno del fruto Colletotrichum gloeosporioides.
Se observd una acumulacion de anion superoxido (O;7) y de perdxido de hidrogeno
(H,07) 30 min después de ambos tratamientos. La enzima superdxido dismutasa (SOD)
incremento su actividad desde los 7 min y alcanzo su méaximo a los 30 min después de la
herida. En el andlisis isoenzimatico se pudieron distinguir 4 isoenzimas para SOD y de
acuerdo a su caracterizacion con inhibidores especificos tres correspondieron a SOD de
CuZn y una a SOD de Mn. También se observo una acumulacion de O,” y de H,O; en
respuesta a la infeccion por patdgeno. No se observaron cambios en el patrén de isoenzimas
para SOD durante la infeccion. El perfil de 4cidos grasos se modifico notablemente en
respuesta a ambos tipos de estrés, observandose una disminucion en la concentracion de la

mayoria de los acidos grasos analizados.

Palabras clave: Especies reactivas de oxigeno, aguacate, superoxido dismutasa, herida,

Colletotrichum gloeosporioides.

Abstract. The production of reactive oxygen species (ERO) and the fatty acids content was
analyzed in the avocado mesocarp in this work in response to two kinds of stress: wounding
or infection with the avocado fruit pathogen Colletotrichum gloeosporioides. Superoxide
anion (O,") and hydrogen peroxide (H,O,) production was observed 30 min after both
treatments. The superoxide dismutase enzyme (SOD) increased its activity at 7 min and
reached its maximum 30 min after wounding treatment. Four isoenzymes to SOD were
distinguished and using specific inhibitors to its characterization three corresponded to
CuZn SOD and one to MN SOD. Also, O," and H,O, accumulation was observed in
response to pathogen infection. No changes were observed in the SOD isoenzymes pattern
during infection. The fatty acids profile was notably modify in response to both kinds of

stress, a decrease in the concentration of the most fatty acids analyzed was observed.
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Additional keywords: Reactive oxygen species, avocado, superoxide dismutase,

wounding, Colletotrichum gloesporioides.

El fruto de aguacate es de gran importancia econdmica y nutricional. El aceite del fruto se
utiliza en la fabricacion de productos cosméticos para el pelo y para mejorar la elasticidad
de la piel. Por su alto valor nutritivo es importante en la dieta por su alto contenido en
acidos grasos insaturados tales como los acidos oleico, linoléico y linolénico y su baja
concentracion de acidos grasos saturados, en comparacién con otros aceites vegetales
(Landhal et al., 2009). Los frutos se cosechan verdes-maduros y durante su manipulacion,
transporte y almacenamiento son susceptibles a heridas o ataque por patéogenos de pos
cosecha. Uno de los patogenos mas importantes pos cosecha de este fruto es Colletotrichum
gloeosporioides (Beno-Moualem y Prusky, 2000).

Una de las primeras respuestas a la herida y al ataque por patégenos es la produccion
y acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales incluyen al anion
superoxido (0,"7), al perdxido de hidrogeno (H,0,), y al radical hidroxilo (HO®). Las ERO
tienen un papel importante en la sefializacion celular y en el establecimiento de respuestas
de defensa, donde participan en reacciones bioquimicas tales como el entrecruzamiento
oxidativo de proteinas, la formacion de polimeros de lignina, la produccion de fitoalexinas
y la muerte celular programada (Shetty et al., 2008 ).

La produccion de ERO comienza en el espacio extracelular de la membrana
plasmatica por la reduccion por un electron del oxigeno molecular. La posible fuente
principal de produccion es el complejo enzimatico llamado NADPH oxidasa, el cual esta
involucrado en la produccion de ERO durante la infeccion de plantas por patégenos o la
exposicion a factores abidticos, incluyendo dafio por herida. Otra fuente de ERO en el
apoplasto son las enzimas peroxidasas de pared celular dependientes del pH (Glyan’k e
Ischenko, 2010).

Existe un balance entre la producciéon de ERO y su remocidén por sistemas
antioxidantes que incluyen a enzimas tales como la superoxido dismutasa (SOD; EC
1.15.1.1). Esta enzima es una de las primeras lineas enzimaticas de defensa en contra del

estrés oxidativo; es una metaloproteina que cataliza la dismutaciéon de los radicales
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superoxido a peroxido de hidrogeno y oxigeno. Esta enzima ha sido clasificada en las
plantas por su localizacion celular y el metal catalitico que requiere en los siguientes tipos:
si contiene cobre-zinc se clasifica como superoxido dismutasa de cobre-zinc (CuZn-SOD).
Este tipo de enzima se localiza en el citosol, en el cloroplasto y en el espacio extracelular.
Si contiene fierro se clasifica como superoxido dismutasa de fierro (Fe-SOD), esta se
localiza en los cloroplastos, y si contiene manganeso se clasifica como una superoxido
dismutasa de manganeso (Mn-SOD) y se localiza en la mitocondria y en los peroxisomas
(Alsher, 2002).

Por otro lado, los acidos grasos del aguacate son susceptibles de formar lipidos
hidroperéxidos durante el estrés oxidativo, lo cual podria dafar a los lipidos de las
membranas celulares y a los principales acidos grasos de almacén del fruto, como el oleico
y el linoléico. Por lo tanto la produccion de ERO podria tener efecto sobre la calidad
nutritiva del fruto. Se ha reportado la produccion de ERO en frutos de aguacate después del
dafio por herida o inoculacion del tejido del pericarpio con Colletotrichum gloeosporioides
(Beno-Moualem y Prusky, 2000), sin embargo, su efecto sobre la actividad de la enzima
SOD y la composicion de los acidos del mesocarpio del fruto no se conoce.

El objetivo de esta investigacion fue analizar el efecto de la herida y de la infeccion
por patdgeno sobre el estrés oxidativo, la actividad de la enzima SOD y la composicion de

los acidos grasos del mesocarpio del fruto de aguacate.

MATERIALES Y METODOS. Material vegetal y tratamientos experimentales. Todos
los experimentos fueron realizados con frutos verdes de aguacate (Persea americana Mill
cv Hass), obtenidos de mercados locales y usados inmediatamente para la experimentacion.
Para los experimentos por herida, frutos de aguacate fueron cortados en piezas de 0.5 g
cada una e incubadas durante diferentes tiempos a temperatura ambiente. Después de la
incubacion el tejido se congelo en nitrogeno liquido y se almacen6 a -80°C hasta su uso.
Para la infeccion por patdogeno, se utilizé un aislado de C. gloeosporioides donado
amablemente por el Dr. Rafael Salgado Garciglia del Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, México, el cual fue
obtenido de frutos de aguacate con sintomas de infeccion. El hongo normalmente fue

mantenido a 23°C en cajas Petri conteniendo papa-dextrosa-agar. Para la inoculacion,
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frutos de aguacate se desinfectaron con etanol al 70% durante 15 min y se lavaron con agua
estéril. El patdgeno se inoculo sobre el pericarpio del fruto con una suspension de esporas
(1 x 10° esporas por ml) y se incubo a temperatura ambiente durante diferentes tiempos
(Beno-Moualem y Prusky, 2000). Como control, frutos fueron desinfectados e inoculados
con agua estéril.

Ensayo para las especies reactivas de oxigeno. Para analizar la produccién de O, , a 0.5
g de tejido de mesocarpio se le adicioné una concentracion final de 0.5 mM de XTT
(sodium 3" -[1-[phenylamino-carbonyl] -  3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6nitro)
benzenesulfonic acid hydrate; Sigma, St. Louis, MO). Las muestras fueron incubadas
durante 10 min a temperatura ambiente. Después de la incubacion se tomo 1 ml del
sobrenadante y se leyd su absorbencia a 470 nm en un espectrofotometro (DU 680
spectrophotometer, Fullerton, CA, USA). Esta técnica se basa en la formacion de formazan
de XTT por la presencia del O, (Able et al., 1998).

La produccion de peroxido de hidrogeno de analizd de la siguiente manera: 0.5 g de
tejido de fruto de aguacate se sumergié durante 10 min en 1 ml de agua desionizada.
Después de este tiempo se tomo una muestra de 500 pl y se incubo con un volumen igual
con una mezcla de reaccion que contenia: guayacol al 0.05% y peroxidasa de rabano (2,500
U/ml) disueltos en buffer de fosfato de sodio 25 mM, pH 7.0. La reaccion se incubo durante
15 min en oscuridad a temperatura ambiente. La reaccion adquiere una coloracion café y su
absorbencia se mide inmediatamente a 450 nm (DU 680 spectrophotometer, Fullerton, CA,
USA). El célculo de concentracioén se hace a través de una curva estandar realizada con
H,0; comercial (Tiedemann, 1997).

Para analizar la posible fuente de ERO su usaron diferentes concentraciones de los
compuestos N-propil galato, un inhibidor de las peroxidasas y difenil ioduro (DPI), un
inhibidor del complejo enzimatico NADPH oxidasa. 0.5 g de tejido se sumergieron en una
solucion con los inhibidores durante 30 min y después se analizo la produccion de H,O,.
Ensayo enziméatico para la enzima superoxido dismutasa. La actividad enzimatica se
analiz6 de acuerdo a la técnica descrita por Beauchamp y Fridovich (1971). La actividad se
determino por la habilidad de la enzima superéxido dismutasa para inhibir la reduccion de
azul de nitrotetrazolio (NBT) por el anidon superdxido. La mezcla de reaccion del ensayo

enzimatico estd compuesta de: buffer de fosfato 67 mM, pH 7.8, EDTA 100 mM,
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riboflavina 120 mM, NBT 1.5 mM vy extracto enzimatico. La reaccion se ilumina durante
10 min con una lampara de 40 watts de luz fluorescente e inmediatamente se lee su
absorbencia a 560 nm.
Ensayo en gel de la actividad superoxido dismutasa. Las proteinas de extractos de tejido
de aguacate (100 pg por carril) se separaron en un gel nativo de electroforesis en
poliacrilamida al 12% (p/v) (PAGE), bajo condiciones no desnaturalizantes a 50 V y 4°C.
La actividad enzimatica se detecto en el gel revelando de la siguiente manera: el gel se
incubo en una solucién compuesta de riboflavina 28 uM, TEMED 28 mM preparados en
buffer de KPO4 32 mM, pH 7.8 durante 30 min en agitacioén, después se sustituyo la
solucioén por otra que contenia NBT 2 mM preparado en buffer de KPO4 36 mM y se
incubo durante 30 min en una lampara de 40 watts. La actividad enzimatica se observo
como bandas acromaticas en el fondo azul intenso del gel (Beauchamps and Fridovich,
1971). El tamano de las isoenzimas se estimo utilizando un estdndar de marcador para
proteinas nativas (Invitrogen). Ademas, las diferentes isoenzimas se identificaron con
inhibidores especificos: KCN inhibe las enzimas que contienen Fe y Cu, y el H,O; inhibe
las que contienen CuZn (Alscher et al., 2002). Para el ensayo con los inhibidores, después
de la separacion de las proteinas los geles fueron incubados con los diferentes inhibidores
durante 30 min a temperatura ambiente y después se revelo la actividad como se describio
anteriormente.
Analisis del contenido de acidos grasos. La extraccion de lipidos se realizé de acuerdo a
Ortiz (2003). El fruto de aguacate fue previamente lavado con detergente y agua, después
se retiro manualmente la cdscara, se removid la semilla y la pulpa (300g) se distribuy6 en
un recipiente para microondas en una capa uniforme de ~5 mm de espesor. Se encendio el
microondas por 3 min a la méxima potencia. La muestra se removié del microondas y los
lipidos se extrajeron por presionar el tejido manualmente a través de una malla de gasa.

Los 4cidos grasos fueron preparados para su analisis por transesterificacion con
trifloruro de boro (BF3) al 15 % en metanol (Tekanega et al., 2008).

El contenido y la identificacién de los acidos grasos se analizd por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (Agilent 6850 Series II; Agilent, Foster City, CA,
U.S.A.) con un detector de ionizacion de flama y una columna HP-5MS, usando un

programa de temperatura de temperatura inicial de 150°C por 3 min con un gradiente de
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5°C/min a 270°C. El gas acarreador utilizado fue helio ultrapuro (1 ml/min). Los acidos
grasos fueron identificados por comparacion con los espectros de masa de la libreria
NIST/EPA/NIH, ChemStation Agilent Technologies Rev. D.04.00 2002.

Analisis Estadistico. Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces
utilizando cinco muestras en cada experimento. Las datos se expresan como media y

desviacion estandar.

RESULTADOS. Produccion de especies reactivas de oxigeno en respuesta al dafio por
herida. El estrés por herida en el mesocarpio del fruto indujo un incremento en la
produccion de anion superoxido, su cinética de acumulacion mostré un incremento de tres
veces en su acumulaciéon 30 min después de la herida y después de este tiempo su
acumulacion decrecid hasta alcanzar el valor de control (Fig. 1A). La acumulacion de H,O,
mostroé un comportamiento de acumulacion similar al del O, ", se observé un incremento 15

min después de la herida y después decrecio (Fig. 1B).

Para analizar la posible fuente de produccion de ERO se utilizaron los inhibidores
DPI, el cual inhibe el complejo enzimatico NADPH oxidasa, y n-propil galato, el cual
inhibe a la enzima peroxidasa. Cuando se aplico el DPI se observo un decremento notable
en la acumulacion de H,O,, pero no se observd cambio en su acumulaciéon cuando se
aplico el n-propil galato (Fig. 2), este resultado sugiere que el complejo enzimatico
NADPH oxidasa participa en la produccion de ERO durante la herida en el mesocarpio del
fruto de aguacate.

Por otro lado, se observo un incremento en actividad para la enzima SOD a los 15y
30 min después del tratamiento por herida, después de estos tiempos su actividad bajo 1 h
después del tratamiento al nivel del control y a las 2 y 4 h se observo un ligero incremento
en relacion al control (Fig . 3).

El andlisis isoenzimatico para la enzima SOD revelo al menos cuatro bandas de
actividad bien definidas, y de acuerdo a su tamafio y orden de migracion en el gel no
desnaturalizante se nombraron: SODI1, 2, 3 y 4. Las cuatro bandas de actividad fueron
observadas durante todo el tiempo de experimentacion, pero la SOD2 mostr6é una banda de

actividad mas intensa (Fig. 4A). La caracterizacion del tipo de isoenzima utilizando los
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inhibidores especificos para cada isoforma nos permitié distinguir que las SOD1,3 y 4
probablemente corresponden SOD que contienen CuZn en su estructura molecular y SOD2
corresponde a una SOD que contiene Mn (Fig 4B), porque no fue inhibida por ninguno de
los compuestos inhibidores y esta es una caracteristica ya conocida para este tipo de
isoforma.

Produccion de especies reactivas de oxigeno durante la infeccion con C.
gloeosporioides. Se analizo la produccion de ERO en respuesta a la infeccion en el tejido
de mesocarpio del fruto de aguacate. Se observo un incremento en la acumulacion de O,
1h después de la inoculacidén con esporas del patdogeno y este incremento se mantuvo hasta
las 48 h. Los controles tratados con H,O mantuvieron niveles basales de acumulacion en
todos los tiempos de experimentacion (Fig. SA). El anélisis de H,O, mostr6 una cinética de
acumulacion de dos fases, la primera fase se observo entre las 2 y las 3 h después de la
inoculacion y la segunda fase entre las 12 y las 48 h después de la inoculacion (Fig. 5B).
Analisis isoenzimatico en tejido inoculado con C. gloeosporioides. Este analisis mostr6 el
mismo patrén isoenzimatico que en el tratamiento por herida, es decir, en el tratamiento por
infeccion se observaron las 4 isoenzimas para SOD, pero a diferencia de la herida se
observo una disminucion de actividad en las 4 isoenzimas cuando se incremento el tiempo
de tratamiento (Fig. 6).

Contenido de acidos grasos en respuesta a herida o infeccion por patogeno. Para
realizar un estudio de acercamiento para saber si la herida o la infeccion pudieran tener un
efecto en el perfil de lipidos en el mesocarpio del fruto de aguacate, se extrajeron los
lipidos considerando los tiempos de maxima produccion de ERO observados en los
tratamientos por herida o infeccion por patdgeno. La herida modifico notablemente el
contenido de acidos grasos 15 min después del tratamiento, el mismo efecto se observo
para la infeccion por patdégeno pero 3h y 12h después del tratamiento. Los acidos grasos
que mostraron una disminucioén drasticos en su acumulacion después de la herida o la
infeccion, fueron los siguientes: palmitoléico, palmitico, oléico y linoléico. En contraste, se
indujo la acumulacion de los acidos grasos estedrico y gadoleico en respuesta a ambos

tratamientos (Tabla 1).
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DISCUSION. Nuestros datos muestran que la herida estimulo la produccion de ERO en el
mesocarpio del fruto de aguacate e identificamos que la posible fuente de produccion es el
complejo enzimatico NADPH oxidasa, de acuerdo a los resultados obtenidos con el uso de
inhibidores de las posibles fuentes de produccion. Se ha reportado que la NADPH oxidasa
es la fuente mas importante de produccion de ERO durante la explosion oxidativa en
plantas. Esta enzima se localiza en la membrana plasmatica y reduce el O, molecular
utilizando el NADPH para formar O,", el cual es utilizado como el compuesto inicial para
la sintesis de otras especies reactivas de oxigeno como el H,O,, el ONOO'™ (peroxinitrito),
el OH® (radical hidroxilo), entre otros. Las ERO formadas a través de este mecanismo
protegen a la planta en contra de patdogenos activando una reaccion hipersensible, la
resistencia sistémica adquirida y el reforzamiento de la pared celular, formando una barrera
mecanica para evitar la invasion del tejido (Glyan’ko et al., 2010).

El incremento observado en la actividad de la enzima SOD pudiera tener un papel
dual durante la aplicacion de los dos tratamientos: por un lado es un mecanismo enzimatico
importante para proteger al tejido en contra del estrés oxidativo metabolizando el O;", el
cual es una molécula altamente oxidante, por otro lado puede contribuir a la produccion de
H,0O; el cual se utiliza por otras enzimas, como las peroxidasas, para sintetizar compuestos
que refuerzan las barreras fisicas, como la lignina.

Por otra parte, se ha reportado que la explosion oxidativa es una de las primeras
respuestas al ataque por patdgenos en plantas. En este trabajo observamos una producciéon
de H,0O, en dos fases en respuesta a la inoculacion con el patdgeno, en contraste en el
pericarpio de aguacate verde inoculado con C. gloeosporioides, se observo una sola
produccion de H,O; 2 h después del tratamiento (Beno-Moualem y Prusky 2000). Se ha
reportado que patogenos avirulentos normalmente inducen una acumulacion bifasica de
ERO con una primera fase corta y transitoria, seguida por una fase continua de mayor
intensidad que correlaciona con la resistencia a la enfermedad (Lamb y Dixon, 1997; Torres
et al., 2006). El H,O; se ha implicado en muchos procesos durante las interacciones de
patogenos con las plantas. En las fases iniciales de la interaccion esta involucrado en las
reacciones de defensa, posiblemente participando en rutas de sefializacion para activar los

mecanismos de defensa, tales como la expresion de genes de defensa que codifican para
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proteinas relacionadas a patogénesis (PR), enzimas involucradas en la sintesis de
fitoalexinas y lignificacion, entre otras (Alvarez et al., 1998; Apel y Hirt, 2004).

Colletotrichum gloeosporioides pertenece al grupo de patdégenos conocidos como
hemibiotroficos, estos patdgenos son un grupo diverso de organismos con una fase inicial
biotréfica cuando se establece la infeccion, seguida por una fase necrotrofica que es cuando
el patdégeno completa su ciclo de vida (Oliver e Ipcho, 2004). Se ha establecido una
correlacion entre el crecimiento del patogeno en los estados tardios de su ciclo de vida y la
acumulacion de grandes cantidades de H,O, durante este tipo de interaccion. La habilidad
para colonizar y proliferar en un medio ambiente con altas concentraciones de ERO
muestran que los patdgenos tienen sistemas eficientes que los capacitan para protegerse en
contra de un medio ambiente adverso durante la patogénesis. De acuerdo con esto Goodwin
et al. (2001) que clonaron un gen de catalasa de C. gloeosporioides f. sp. malvae. Se
sugiere que este tipo de genes se activan durante la fase necrotréfica de crecimiento para
protegerlo de los efectos toxicos del H,O».

Finalmente, observamos cambios en la composicion de lipidos en respuesta a los
tratamientos por herida e infeccion por patdégeno. Algunos de los lipidos analizados forman
parte importante de la composicion de la membrana plasmatica. Los lipidos de la
membrana no solo funcionan como barreras pasivas hidrofobicas para la separacion del
contenido celular del medio externo, sino que juegan un papel importante y activo en
algunos procesos celulares. En las plantas estos procesos incluyen el anclaje de proteinas de
membrana (Morita et al., 1996), mediacion en las cascadas de sefializacion celular (Munnik
et al., 1998) y activacion de enzimas ubicadas en o cerca de la membrana (Munnik et al.,
1998). Especificamente, los acidos grasos durante el estrés parecen contribuir a la
liberacion de acido linoléico, el cual funciona como un modulador de la expresion de genes
de defensa (Upchurch, 2008). La liberacion de acidos grasos de las membranas y su
metabolismo para participar en cascadas de transduccién de sefiales que conduce a la
activacion de respuestas de defensa es realizada por enzimas llamadas fosfolipasas (FL).
Por ejemplo, la produccion de éacido jasmonico en tejido vegetal herido procede del
metabolismo del acido linolénico, el cual se considera que se libera de los lipidos de la
membrana por la accion de una enzima FL del tipo A (Creelman y Mullet, 1997). Otras

evidencias indican que los tres tipos de FL que se conocen (FLA, FLC y FLD) estan
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involucradas en la percepcion de patogenos por las células vegetales, si bien no se conoce

con detalle como se coordina el proceso (Low y Schoeder, 1997).
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Leyenda de figuras

Fig. 1. Cinética de acumulacion de especies reactivas de oxigeno después de la herida en

mesocarpio de fruto de aguacate. A. Anidn superdxido. B. Perdxido de hidrégeno.

Fig. 2. Caracterizacion de la fuente de produccion de especies reactivas de oxigeno. El
tejido de mesocarpio se trato previamente con herida durante 30 min. A. Inhibidor de Ia

enzima NADPH oxidasa. B. Inhibidor de la enzima peroxidasa.

Fig. 3. Actividad total de la enzima superdxido dismutasa en respuesta al tratamiento por

herida.

Fig. 4. Caracterizacion isoenzimadtica de superoxido dismutasas en tejido de mesocarpio en
respuesta a la herida. A. Analisis isoenzimdtico en respuesta a la herida. B. Identificacion

del tipo de enzima utilizando inhibidores especificos.

Fig. 5. Cinética de produccion de especies reactivas de oxigeno en mesocarpio en respuesta
a la infeccién por Colletotrichum gloeosporioides (1X10° esporas por ml). A. Anién
superoxido. B. Peroxido de hidrogeno. Barra negras, frutos inoculados; Barras, blancas,

controles inoculados con agua destilada estéril.

Fig. 6. Andlisis isoenzimatico de superoxido dismutasas en tejido de mesocarpio en

respuesta a la infeccion con Colletotrichum gloeosporioides (1X10° esporas por ml).
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Fig.3
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Fig. 6
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Tabla *. Composicidn de acidos grasos en Trulo de aguacate en respuesta al ratamiento por
herlda o inoculacidn con Cofletotrichum gloeosporioides (pgi PFY.

Herida . glososporinides
a 0.25 3 12h

Acido graso

Falmitoleice  16:1 82829 + 1011 21.21+1.4] 118 £4.72 2045575
Falmitico 160 189383 212725 o082+ 1345 7068 2647 7086 £9.26

Cleico 181  33B5602 28269 19745 +G2.74 1572414027 2702122075
Linoliecs 182 FI1.2319276 18.54 £ 20.00 ML HD
Estesrico 18:0 ML 241 +£0.93 361 +£048 320 £0865
Gadoleico 201 MO 163 £0.05 174 +0.18 1.27 £0.24

" Los valores representan |s media de fres experimentos independientes +[a desviacion
estandar, MD = Mo detectads,
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CAPITULO I
ESTRES OXIDATIVO EN FRUTO DE AGUACATE DURANTE
ALMACENAMIENTO Y MADURACION
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Abstract: The hydrogen peroxide (H,0,), superoxide anion (O,") and fatty acids content
during ripening and refrigerated storage was investigated in avocado fruit. Ripening
induced an increase in the H,O, production in time up to 72 h; in contrast levels of O,
were similar until 48 h, but 72 h after ripening an important increase in O, production was
observed. SOD activity of all isoenzymes observed notably decreased 72 h of ripening.
Refrigerated storage stimulated the production of both, H,O, and O,", after incubation at
4°C. In this condition, the level of H,O; notably increased at 24 h and thereafter decreased
to basal level at 72 h and the concentration of O,  was high in all times assayed. The
content of fatty acid decreased in ripe fruit but not changes were observed during

refrigerated storage.

Keywords Hydrogen peroxide, superoxide anion, avocado, ripening, cold storage.

INTRODUCTION

The avocado (Persea americana Mill. cv. Hass) is an important fruit cultivated in many
tropical and subtropical countries. Increasing evidence of health benefits of the avocado is
both driving increased consumption and stimulating research on potential health benefits
[1]. One of its outstanding characteristics is its high lipid content. Monounsaturated fatty
acids are the principal components of the lipid fraction, representing about 71% of total
fatty acids [2]. High dietary intake of these fatty acids has been related to decreased risk of
cardiovascular disease. In addition, avocados are a rich source of bioactive phytochemicals
such as vitamin E, some carotenoids, vitamin C, phenols, and sterols (mainly B-sitosterol),
among others [3].

The avocado fruit starts to ripen only after being detached from the tree. After harvest, the
most obvious ripening change is the rapid transition of the mesocarp from a hard to a soft,
butter-like consistency with an apparent total loss of structural integrity [4] Fruit ripening is
accompanied by deterioration of cell membranes [5], but while loss of membrane integrity
during ripening is well documented, the effect of ripening or cold storage, one of the most

used methods to extend shelf life, on oxidative metabolism and fatty acids content has not

47



Estrés oxidativo en fruto de aguacate

been studied on avocado fruit. Therefore, the aim of this work was to study the changes on

oxidative burst and fatty acid content in avocado fruit during ripening and cold storage.

MATERIALS AND METHODS

Fresh avocado fruits (Persea americana Mill. cv Hass) were obtained from a local market
and used immediately. Fruits free of visual defects and uniform in color and size were
selected. To analyze the effect of ripening or refrigerated storage on oxidative burst and
fatty acid content avocado fruits were incubated different times at room temperature (20-
23°C) or different times at 4°C then were cut at 0.5g following frozen in liquid nitrogen,
and stored at -80°C until the assays.

To superoxide anion assay the tissue (0.5 g) was incubated in 0.5 mM XTT (sodium 3°-[1-
[phenylamino-carbonyl]-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro)  benzenesulfonic acid
hydrate; Sigma, St. Luis. MO) for 10 min at room temperature and then the absorbance was
read at 470 nm. This procedure is based in the reduction of the XTT sodium salt by
superoxide anion to formazan hidrosoluble (orange) [6].

To assay H,O; production, tissue (0.5 g) was incubated in 1 mL deionised water for 10 min
and then 500 pL were incubated with mixture reaction (0.05% guaiacol (440 pl LY,
horseradish peroxidase (350 pL/L; 2500 U/ml) in 25 mM sodium phosphate pH 7.0 for 15
min in the dark and then the absorbance was read to 450 nm. The concentration of H,O» in
the samples was determinated by a standard curve of commercial H,O, [7].

SOD isoenzymes were separated by native PAGE on 10% acrylamide gels and visualized
by a photochemical method which is based on the inhibition by SOD of the reduction of
nitroblue tetrazolium by superoxide radicals producing achromatic bands in the gel [8].

To oil extraction, avocado pulp (300 g) was spread on the rotator plate of a domestic
microwave to form a uniform layer of ~ 5 mm thick. The sample was removed from de
plate and the oil extracted by squeezing, pressing the pulp manually through a cloth mesh
[9]. Fatty acid methyl esters were prepared by transesferification with 15%-BF3 (Boron
triflouride) in methanol using C;7:0 (SIGMA Aldrich USA) as standard [10]. Fatty acids
were analyzed by gas chromatography (Agilent 6850 Series II; Agilent, Foster City, CA,
U.S.A.) coupled to a mass spectrometer (Agilent 5973). The compounds were identified by
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comparison with mass spectra from the library (NIST/EPA/NIH, “ChemStation” Agilent
Technologies Rev. D.04.00 2002).

RESULTS AND DISCUSSION

Ripening enhanced the levels of both, H,O, and O, , reaching the maximum level at 72 h
of ripening (Fig 1A, B), when the fruit is soft and the skin fully dark. At least 4 isoenzymes
to SOD were observed by native gel electrophoresis and their activity notably decreased 72
h of ripening (Fig 1C).

There was a significant increase in H,O, and O, production (Fig 1D and 1E) 12 h after
refrigerated storage at 4°C. Hydrogen peroxide production showed an additional increase at
24 h and thereafter decreased to control levels. Superoxide anion production was
maintained higher than control during the experiment, 72 h at 4°C.

We analyze if ripening or refrigerated storage affects the concentration of saturated and
unsaturated fatty acids (Table 1). Changes in concentration of some fatty acids were
observed between unripe and ripe stages, but just slightly decreases in concentration to the
same fatty acid were observed in ripe fruit. Oleic (C18:1) acid was found to be the major
fatty acid in avocado, followed by palmitic (C16), linoleic (C18:2) and palmitoleic (C16:1)
acids. When the content of fatty acid was compared between refrigerated storage and room
temperature no changes in the profile and the concentration of fatty acids were observed.
The study of the oxidative metabolism and fatty acid content in avocado fruit during
ripening and refrigerated storage is important because the nutritional value of the fruit is
dependent of the quality of their fatty acid which could be affected by the ripening process
or refrigerated storage. In our study we observed that although the oxidant species
hydrogen peroxide and superoxide anion increased during ripening or refrigerated storage

did not affect either the profile or concentrations of fatty acids.
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Figure legends

Fig. 1. Oxidative stress during ripening and refrigerated storage in avocado fruit. H,O, (A),
and O, (B) production and SOD activity (C) at different times of ripening, and H,O, (D)
and O,  (E) production at different times of refrigerated storage. Each bar represents the

mean of three independent experiments with SE.
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Table 1. Fatty acid composition of avocado fruit during ripening and refrigerated storage at 4°C {ug/g WF)*.

Fatty acid unripe ripe 4°C 24°C
Palmitoleic acid 161 939.296 + 101.416 761.723 £ 72539 935549 + 135612 952776 £ 72.312
Palmitic acid 16:0 1893 835 £ 127252 1537.045 + 202,665 1951863 £ 185776 1852163 £ 73.375
Cleic acid 18:1n9 3385602 + 282 691 2679226 + 613.852 3482273 + 495 486 3801768 + 470,927
Linoleic acid 18:2n9,12  731.234 + 92263 477736 + 64.048 849,736 + 141.770 790454 + 124 224

18:1n7 55720+ 12.031 ND 463594 + 56.650 521.226 + 30.329
Estearic acid 18:0 ND ND 57706 £ 15.319 55720 £ 12.031

#alues are the mean of three independent determinations + standard deviation. ND = No detected.
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CAPITULO IlI
SUPEROXIDO DISMUTASA EN FRUTO DE AGUACATE DURANTE EL
DANO POR HERIDA
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ISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN ADNc
QUE CODIFICA PARA UNA SUPEROXIDO DISMUTASA
DE FRUTOS AGUACATE (Persea americana Mill. cv Hass)
TRATADO POR HERIDA.
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RESUMEN

Las superdxida dismutazas (S0D) son una familia de metaloenzimas que catalizan la
dismutacitn de anidn superdxido (O;) a perdxido de hidrégena (H:0;) v oxigena (Og),
constituyen la primer linea de defensa contra el estrés oxidative, Hay tres tipos de S0D, de
acuarde al metal cofactor prezenta an su sitic active: de fierre (Fa-20D), de manganese (Mn-
200), ¥ de cobre y zing (CuZn-S00). En plantas superiores se han boalizado Boenzimas
de SO0 en dferentes comparimentos celulares. La iscenzima Mn-S0O0D se encuenira en
mitocondrias y parovisomas, |a de Fe-500 en cloropastos y peroxisomas y [ de CuZn-500
en cloroplastes, clesel, peroxisorms y apoplasto. Durante fa herida en plantas hay una
producciin transitoria de especies reactivas de oxigeno (ERO) v la enzima Cudn-S0D
podria participar durante su produccidn en el apoplasto. Un ADNc parcial de 340 pb fue
alslade por RT-PCR de frutos de aguacate tratados por herida usando oliganuciedtidos
especificos disehados de regiones conservadas de CuZn-200, Bl fragmento clonado tuvo
hemolegia para una CuZn-sod de plantas. Al mencs dos genes fueron observados por
analisis Southern blot. Por otro lado se disefaron oligonucledtidos espacificos para llevar a
cabo ol analisis de la expresion del gen por medio de RT-PCR en iempo real mostrande un
aumente del transcritc a las dos horas deaspués del tratamiente. En mesccarpe de frutos de
aguacate se absernd una disminucidn de la actividad enzimdtica en extractos totales y en
extractos del fluide apoplastico una hora después del tratarmiento cen herida.

Palabras claves: Superdwide dismutasa, especles reactivas de oxigeno v aguacate.

INTRODUCCION

La enzima superdvado dismutasa ¢l metal cofactor usado por la enzima, las
constituye la primer linga de delensa SCMY s ¢ clasilican ¢n tres grupos: SO0
conbra ¢l cstrés oxidalive, cataliza la de ficrro (Fe-80D), 80D de manganeso
conversion de anidn superdxido (02) a (Mn=800D) v 80D de Cu mas Zn (Codn-
perdxide de oxigens (Ha0:), Ha sido SO, las tres son localizadus en diferentes
aisleda v caracterizada de unn amplis compartimentos  celulures  en plantas
variedad de organismos. Basdndoss en superiores: Fe-800% son localizadas en

Ciancla Micolaita MNo. Ezpecial 2010 [Pdpina 1)

55



i
o

[

cloropdnstes, Mp-5CTy e ln
milmondria v pirexisemas ¥ Cudn-
SO en lex cloroplasie, citneal v
prsiblemente 2n 2] eapacio axiracalilar
Tax S07Ys% exiracelulires han pidn
dercniles  proviameme cn oflolas
ammaics, pere on plantas.poca sc sabe
accrea de calas mzimas, z¢ hen descriio
EYHCELG  wh SpInkcas, pino ¥
algodin (Kim o of,, 2008)

Deztro e o vecindad iedints
a un sitio & hevida anusada por dado
taechnive o por harblveros s acrivan
unn safie o reacclottas  tnatabdlicas
talacionadas con o respoeda a2
mispia. Adialmente s¢osabe oo 2]
tefidn #énen lejane al wiin de herida
también percibe y responds a Lss seflales
penerades por In heride {Hruselies v
Roberts, 2001). ilay un amplic mimera
de paldgenos oporlmisles de planley
Yue v capaves de imgreser a luves del
uitie d¢ heride. por lo gue uoa de e
mancpales fmoiones de das oflules
imzctar alrcdedor del dres daflada ex
tormar una harrera fisica para resiringir
la  invasibn  del padpens. 1K
reforzamijentn dz lz pered cefular es
activide mipidemeniec s revls e e
oxidacidn de las proleius existenies oo
la pured welular, o voul solv toma uoos
wuazytos paiulos Jesjries de ln heside

Mres  pespuesios ke debemsa
locolizadrs en la heride invhuven la
preduccian de polimenos detivodos de
compuesios  Iendlicos lales como la
linina v subcring  que  exfdn
ipvehurados oo el cigme del =irin e
herids pars evitar fa infeccisn y la
pordida de apun. [ 2= cétulas localizadas
alrededor de I3 hends  sinbetizan
ionwediziamunie polimeros de cellosa B
1.3-glucanc. La oxprosidn the genes do
defimsa ¢ medicdn primeciemenle por
la sitesis v wovidn de Soide jesndnio,

Estrés oxidativo en fruto de aguacate

Arretda-Cartde ot al
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de wna CuZn-50D involucrada en el
dafio por herida en frutos de apuacate,

MATERIALES ¥ METODOS

Frutps de apuscate (Fersea
americanag Mill ov  Hass), fueron
obienidos en los mercados locales.
Tejido del mesocarpo del frdo de
aguacate fue corado en trozos de 50 mg
v se dejo incubar a diferentes tiempos
(0, 15, 30 y 120 minutos) 4 lemperatura
ambiente. El RNA s¢ extrajo con
RNeasy Plant Mimi Kit de la marea
Qiagen  (Valencia, CA, USA) del
mesocarpo de fruto de apuacate despucs
del tratamiento de  estimulacion  por
herida.

Las reacciones de RT-PCR se
realizaron con el SuperSeript  First-
Strand Synthesis  Svstem RT-FCR
{Invitragen, CA, UUSA), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Haciendo
un alineamiento de secuencias de Codn-
sod genes del Gene Bank se diseiiaron
oligonucledtida en hase a las regiones
conservadas  DSodl: AAG AAA GCT
GTT GCAT GTI CTT  (directo),
RSod2: GGl CCA GT1 ANGT/A GG
AT ATC TG (reverso). Los cuales s¢
utilizaron para hacer reacciones de RT-
PCH de ARNm de futos de aguacatle a
diferentes tiempos despuds de la herida,
los PCR se realizaron con PCR
SuperMix Migh Fidelity  (Invitrogen,
CA, USA) bajo  las  siguientes
condiciones: 94°C por 5 min., 35 ciclos;
2470w mima, 50°C por un minmo v
72°C por un minuto, (inalmenle una
extensién a 72°C por 5 mumutos. 1l
fragmento amplificado fue clonado en
Zero Blunt TOPO para productos de
PCR (Invitrogen, CA, USA), la reaccidn
g2 llevd a cabo  signiendn  las
indicaciones del fabricante.
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El ADN fue extraido con Dineasy
Plant Midi Kit de Qiagen (Valencia CA,
EUA) de acverdo a las instrucciones del
labricanie. Muesiras de 30 pg de AN
fueron digeridas con las enzimas de
restriccion FeoRl, HBamHI vy Pstl, los
fragmentos fueron fraccionados en un gel
de aparosa al D8 %, transferidos en una
membrang  Hybond-N+  {Amersham
pharmacia biotech, Irlanda) ¢ hibridado
con el fragmento  clonado  marcado
radigctivamente. El marcaje radiactivo del
fraomento  clonade se  realizd  con
Rediprime 11 Random pnimer Labelling
Syntem (Amersham UR)

Extraclos enzimiticos se obtuvieron
de mesocarpo de fnito de aguacate después
del tratamiento con herida (0, 0.5, 1 y 2
horas) de acuerdo al protocolo establecido
por Gupta et al, (1993), para la extraceion
del fluido apoplastico se realizd con
algunas  modificaciones de  acuerdn a
Cordoba er al. (1996). se cuantifico el
contemido de proteinag de los exiractos
enzimaticos obtenidos utilizando el método
de Bradford v la actividad enzimdtica de
superdxido  dismulasa se determind  de
acuerdo  al  protocolo  reportado  en

ww wortlungntong-
biochem.com/SODBE assay. himl,

La actividad para glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa fue determinada como un
control de contaminacion cilosOlica para
los  extractos  obtenidos  del  fluido
apoplistico. Para ¢l  andlisis dec  las
isoenzimas s realizaron  geles  de
poligerilamida no desnaturalizante al 12 %
en donde se aplicaron 100 pg de proteina,
para determinar la actividad el gel se
sumergid en una soluciim que conlenia
KH:POy 32 mM, pH 7.8, riboflavina 28
uM v TEMELD 28 mM durante 30 minutos
en agitacion, ¢l liquido se reemplazd por la

solucidn de KHsPOy 36 mM, pH 7.8 NRBT

2 mM incubindolo por 30 minutos
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medenionde el gol ilumitade et una
lampars da H Wans hasia Lo sparicion
de bandas acromdticar caracterisiicas de
Ia -actividad &2 euperdvide disnutasa
(Conzalag or af 1998).

5¢ identificaron las Bocnzimas
dc aupcraxido dismatasa trelando loa
gl dc poliacrilantida no
cernalimalizasto  con bes  drthibidones
RCN vy H0n mcubands lod geles por
30 nueauios ¥ revelaedo sy solvidad, o
andlisis de low oot 5¢ bosd o a
inhihicibn diferetcial de 1o actividad de
sipardyide dismugazn: KON inhibe s
Ci-Zn 307 y &l fraetiva I Cu-In SOD
¥ I Fe-S00 {Alschet of of, 2002),

RESULTADOSR ¥V DISCUSION

S¢ amplificd un fragmeao de
342 pb por KT-PCR gumec minulos
despuéy del tralumicnle von henidu (Fig.
1A) El Imgmenle lue clonads oo
TORD Zere  blumt, secuenciade ¥
denonttnado  Sodpe (Fig. 111 R
apdlisis de la secuencin mostrd 1eper
homuolopia con una Cwdnbed (Tahie 1)
Il andliziz de 1a expresién par RI-PCR
en Liempe roal mestré un sumonts de e
avurmalaeion del Iniscrilo 2 las dos horas
depuds del tralamienle oo handa (Fig.
22 De acserdo u 1o repeniody paoe wha
Cudn-500 ¢ apoplesio de chiclurs
dencminadn P 5001 Ia
acwniglecion del Irnserilo e indocido
por herida despirds de lax ires horas al
tradamicnlo (Kasai of o, 2006), adernds
e Cudn-S00 de cotiledones de Fimes
spheasirin danominads hipl-S0D A
inducida 4 partic de Iz hoz y muedia
degpufs del tralaniemo con  hertda
{Karpinska e af., 2001).

El  irapmcnie  clonade  Tuc
ulilizasdy parn bacer o andliviy de
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Southern bl Se observaron af menos dos
copias det gene {Fig. 3). Eo Arabidopsis
thaliaa re repomiaron des Cudn-S00D
dapominadex TR v CED2 v por sndlisic
Sauther hilod se cnoopiraron doX copiak
pera cada wna {Alseher et of. 2002). El
aguacale, al ipual que lo observado oo
olras plantar, contione més ds i gen para
SO0 Achmhporte ol o procse e
obtenoidn del ADNG completo paea 2 gen,
wst conie 1a swrmcharizosibn de sy expresidn
b estinatilacidn pur lrida,

Durante el ientarabdita por herida so
ahtgrvaron  cuding JEoeagimns de
spcrixkide dismigasa en forma de handas
ncromdlicas en gz de paliscrilamida 2n
condiciones no deanaturshzantes,
denominadas SO0 1, SO0D 2, 50D 3 v
SO0 4 {Fig. 4A) observiindos: extas cualroe
isememmas o oy exiracles toleks, Lu
mayor adividud s¢ observd o b 30
mztites despudy dol tratroicnto con Bende
en Ios edeectos totales, Buide apoplichion
¥ en ¢l wjido dende re evtrajo el fluido
apopidsticn, ademis de ohrervarse wma
disminnciin & I hora  despoés  del
tratamierto (Mg 44 40 y S4) las
isocnzimay  observedes en ool [uide
apoplistice fucron rss 300 |, 501 2 &
SO 4 Pam mmulizar ¢l grade de
conbaniacion  citosdlica  del  Muide
apaplastiee = determn® la actividad de la
onzimn  glugose-S-fosfinto  deshidroganase
en el fluide epolplistico ¥ no se obsérvd
actividad de esta (daios no mustrados). por
alre lado los andlisis de la acibvidad em 1
tzidn donde sz extalo o Huide
apaplAstico muceran 125 4 isasnzimak,
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Tabla 1. Porcentaje de identidad entre Sodpa v diferentes secuencias de Cudn sed

Organismo Gene (No. Deacceso) % de Identidad
Mesembryanthemum crystallinum 5002 (AF03483.1) 16
Popuius treenuls hipkSOD1 CuZn SOD (AJ278671.1) 75
Arabidopsis thalians CSDI(NM_1218153) 70
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Regulation of defence responses in avocado roots infected
with Phytophthora cinnamomi (Rands)
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Abstract Phytophthora cinnamomi occurs world-
wide and has a host range in excess of 1,000 plant
species. Avocados (Persea americana Mill) have
been described as highly susceptible to this soil-
bome pathogen. Here, the regulation of defence
responses in avocado root seedlings inoculated with
P cinnamomi mycelia is described. A burst of
reactive oxygen species (ROS) was observed 4 days
after inoculation. The higher physiological concentra-
tion of H,05 induced by P cinnamomi on avocado
roots had no effect on in vitro growth of the oomycete.
Total phenols and epicathecin content showed a
significant decrease, but lignin and pyocianidins
exhibited no changes afier inoculation. Also, increased
nitric oxide (NO) production was observed 72 h after
treatment. We studied the effects of one NO donor
[sodium nittoprusside (SNP)], and one NO scavenger
[2- to 4-carboxyphenyl-4,4,5 5-tetramethylimidazole-1-
oxyl-3-oxide (CPTIO)] to determine the role of NO
during root colonisation by P ecinnamomi mycelia.
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Pretreatment of the roots with CPTIO, but not with
SNP, inhibited root colonisation suggesting an impor-
tant role for NO production during the avocado
P cinpamomi interaction. Our data suggest that
although defence responses are activated in avocado
roots in response o P cinnamomi infection, these are
not sufficient to avoid pathogen invasion.

Keywords Phytophthora cinnamomi - Avocado -
Reactive oxygen species - Nitric oxide

Abbreviations

APX Ascorbate peroxidase

CAT Catalase

CPTIO 2- to 4-carboxyphenyl-4.4,5,

S-tetramethylimidazole-1-oxyl-3-oxide
GPX Guaiacol peroxidase
H.0, Hydrogen peroxide
MAMPs Microbe associated molecular patterns
NO Nitrie oxide
O, Superoxide anion
PAMPs  Pathogen associated molecular patterns
POD Peroxidase

ROS Reactive oxygen species
SNP Sodium nitroprusside
SOD Superoxide dismutase
TBARS  Thiobarbituric acid

XTT Sodium 3' [ 1-[phenylamino-carbonyl]-3,
4-tetrazolium |-bis(4-methoxy-6nitro)
benzene-sulfonic acid hydrate
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Also, non-enzyrmatic mechanisms o regalate ROS
production play an impottant role during plant
pathogen interactions. Flavonoids, which include
various groups of plant metabolites such as chaleones,
anrones, flavonones, isoflavonoids, flavones, flavo-
nols, catechins, and anthocyanins, are powertul ant-
oxidants in vitro by virtue of the reducing properties
of thetr phenolic hydroxyl groups, in combination
with the stability of the flavonoid phenoxyl radicals
(Hutchenson  1998). Specifically, epicatechin flavo-
noid has been shown to affect disease resistance by
mosdulating levels of preformed antifungal compounds
in avoecado fruil peel (Prasky et al. 1985), bat its role
in avocado plants against 2 cimnamomi remains
unknown.

To date, it rernaips anclear how B cinnamomi
avoids the onset of innate immunity, which is
frigpered by the recognition of PAMPs. The aim of
the present study was to investigate ROS formation
and amtioxidant reactions as well as the role of NO
daring initial tesponses of avocado apainst the
mvading hemibiotrophic pathogen P cinnamomi, the
causal organizm of avocado roof rot.

Materials and methods
Plant material and soil

These studies were performed nsing seedlings of a
commercial avocado rootstock, Persea americana
Mill var. Drymifolia, which is susceptible to avocado
root rot. Four-month old seedlings were planted in
s0il that had been inocalated with P cinnamom:
ag follows: fen Petri dishes containing mycelia of
P cinnamomi (provided by R. Salgado-Garciglia from
the Universidad Michoacana de San Nicolds de
Hidaigo, México, and isolated from avocado root
plants showing characteristiic symptoms of the dis-
cage) and grown for 7 days in V& juice agar medium
were homogenised by blending for 1 min with a
Hamilton Beach blender (Hamilion Beach/Proctor-
Silex, hup:/Avwwhamiltonbeach.com), mixed with
sterilised soil Miracle-Gro (2 kg), and irigated as
needed (Messenger et al. 2000). AL least five plants
were used per ireatment. Replicate experiments were
performed and always included control plants that
were mock-inocolated appropriately with sterile dis-
tilled water.

All biochemical analyses were performed with
feeder avocado roots harvested from incculated plants
at different times of incubation, washed in water, and
uged immediately. All experiments were condueted at
room temperataze (23-25°C), with four replicates per
treatment. P cinnamomi was cultured in liquid
medium wsing V8 juice mediom without agar, as
deseribed by Chen and Wang (2005).

Analysis of ROS production

To assay Qs production, a final concentration of
0.5 mM XTT (sodinm 3° -[1-|phenylamino-carbonyl]-
3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6nitro} benzene-
sulfonic acid hydrate; Sigma, St. Louis, MO) was
added fo (L5 g root tissue from plants inocalated at
different times with £ cinnamomi mycelium or with
water as a control. The samples were incubated for
10 min and 1 ml supematant was collected for
spectrophotometric analysis of XTT formazan pro-
duction at the peak A,z (Able et al. 1998). The direct
release of hydrogen peroxide from 0.5 g root tissue
immersed for 10 min in 10 ml deionised water was
measared at different times after treatment. The assay
was modified using peroxidase as a catalyst and
guaiacol as a substrate (Cakmak and Marschner
1692). The reagent mixture contained 0.05% guajacol
(440 pl L ), and horseradish peroxidase (350 pl L %
2,500 U ml ') dissolved in 25 mM sodium phosphate
buffer (pH 7.0). Hydrogen peroxide in the medinm
was measwed by incubating 100 uL with same
volume reagent mixture for 15 min at room temper-
anre in the dartk. The teaction twms the reagent
mixtare an unstable brown colour and absorbance was
measnred immediately at 430 nm. Commercial HyO4
was used to construct a standard eurve.

Lipid peroxidation was monitored via the spectro-
photometric determination of malondialdebyde nsing
thioharbitaric acid (Phillips et al. 1987). Briefly, 0.5 ¢
root tissue was homogenised in 1 ml trichloroacetic
acid (TCA; 10%, wiv) and centrifuged at 15,000 g for
20 min. A 125 ml aliquot of crude extract was added
o 125 mL TCA (10%, wiv) plus 500 mL thiobarbi-
mric acid (0.2%, wA) in TCA (10%). The mixture
was boiled at 95°C for 5 min and cocled on ice for
5 min. After centrifogation at 10,000 g for 10 min, the
Asgzs of supematant was determined and the Aagp
nonspecific value was subtracted. The concentration
of thioharbitaric acid (TBARS) was caleulated by
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using the extinction coefficient of 155 mM ' em !,
and results were expressed as nanomols TBARS per
gram fresh weight (FW).

Assay of catalase activity

Catalage was extracted from lquid medium as
previously described (Barret and Gonzalez 1994)
and determined by following decrease of absorbance
at 240 nm at pH 7.0 in a mixture composed of ¢.1 M
phosphate buffer, pH 7.0, 50-100 mg protein and
18 mM H,0, (extinction coefficient 23.5 mM em 1
De Gara et al. 2000).

Total peroxidase assay

Roots from plants (0.5 g) were crushed in liquid
nifrogen with a mortar and pestle. The resulting
powder was homogenised in 10 mM sodinm phos-
phate, pII 6.0, containing 1 M NaCl using a Vortex
homopeniser for 3¢ s. The homogenate was stirred on
ice for 1 b, filtered though nylon cloth and centrifuged
at 20,000 g for 20 min. The supematant was used for
assays of peroxidase (POD; Svalheim and Robertsen
1990). Soluble POTY activity was analysed by follow-
ing the formation of tetragusiacol in a Beckman DU
7400 spectrophotometer (Beckman Instruments, Full-
erton, CA). Each reaction mixtire (1 mL) consisted of
10 pL enzyme extract and 930 pl. guajacol solation
containing 0.25% guaiacol (v/v) in 10 mM sodinm
phosphate buffer pH 6.0 and 0.125% H,0, (v/v).
PO activity in the extracts was measnred as an
increase in absorbance at 470 nm. The reaction was
linear with time and followed for 1 min. Protein con-
tent of exiracts wag determined (Bradford 1576) alter
using the Bio-Rad dye reagent (Bio-Rad, Hercules,
CA) with bovine serun albumin as the standard.

Extraction of epicatechin and proanthocyaniding

Epicatechi was extracted from a 1.0 g sampie of root
tissue, as previously described (Prusky et al. 1988).
Tissue was homogenised by vortexing in 5% ethanol
after grinding in liquid nitrogen. The ethanol extract
was dried in & rotary evaporator at 40°C under
vacuurmn. The dried ethanol extract after tissue
extraction was dissolved in 10 mL 1 M NaCl and
extracted twice with 90 ml ethyl acetate. The
epicatechin content of the samples was quanfified

£} Springer

using & comunercial standard at 275 nm (Sigma).
Procyaniding were extacted from a 100-myg sampie of
ot tissue, as previously desctibed (Dong et al
2001). Tissue was homogenised in 1 mL 1% {v/v)
HCL in methanol and boiled in a water bath for
30 min. Isoamyl alcobol (200 pl) was added and
shaken thoroughly. After mixing, the organic and
agueous phases were separated and used to assay
procyanidins at 515 nm.

Lignin measurement

Lignin was assayed quantitatively by derivatisation
with thioglycolic acid fom alcohol-insoluble resi-
dues. Root tissue {1 2) was ground in liguid nitrogen
and homogenised in 10 mL methanol for 1 min,
followed by centrifugation at 30,000 g for 10 min ar
room lemperatare. The residue was transferred to a
glass heaker for drying (24 h at 60°C). The resuiting
aleohol-insoluble residue was used for lignin deter-
mination. To 50 mg residue in glass screw-cap mbes
was added 3 ml. 2 N HCI and 0.5 mi. thioglycolic
acid. The sealed tubes were placed in a boiling water
bath and shaken initially to hydrate the residae. After
4 h at 100°C, the tubes were cooled and the contents
transferred fo polypropylene centrifuge tubes. Fol-
lowing centrifugation at 30,000 g for 10 min at toom
temperature, the supernatant was discarded and the
peliet was resuspended in 5 ml 0.5 ¥ NaQOH, sealed
with Parafilin, and gently agitated at 25°C for 18 h
to extract the lignin thioglicolate. The samples
were centrifaged at 30,000 g for 10 min at room
temperatare and the supernatant transferred to glass
conical centrifage tubes. Concentrated JICL (1 ml)
was added (o each tobe and the lignin thioglyeolic
acid allowed to precipitate at 4°C for 4 h. Following
centrifagation (10,000 g for 10 min), the orange-
brown pellets were dissolved in 10 ml 0.5 N NaOH,
and the absorbance at 2RO nm was measorved (Broce
and West 1989).

‘Toial phenols content

Total phenols content was based on Folin-Ciocalten
(Kaluza et al. 1980). Root tissue (0.5 g) was ground in
1 mL 50% methanol and water (v/v). The samples
were cenfrifuged at 10,000 g for 5 min and the
supernatant solutions were used immediately to assay
total phenolic concentrations by spectrophotometry.
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The reaction mixture confained 250 pl extract,
250 pl. Folin-Ciocalteu reagent {Sigma) and 500 pl.
satprated sodium carbonate solution, and tobes were
shaken. The mixture wag centrifuged at 10,000 g for
5 min and the absorbance of the sample was read at
725 nm.

In vityo sensitivity assay

Avacado root epicathecin, commercial epicatechin or
Hz02 were added at different concentrations to plates
containing actoclaved VB juice agar (15 g/L). Plates
were ingeulated with plugs of agar containing 7-day-
old myeelium of £ cinramomi with the mycelium
facing up. Mycelial prowth on these plates was
measured every 24 h as colony radius (Schouten
et al. 2002). Metalaxyl, a systermic fungicide, was
used as a negative confrol for P einnamomi mycelia
growth.

Nitri¢ oxide content

Nitric oxide content was determined using the method
described by Zhou et al. (2003) with slight modifica-
tons. Avocado roots were thoroughly washed free of
soil, and four (l-cm-long) root fips were excised.
Root tissue (0.1 g) was gronnd in a mottar and pestle
in 1 mL 50 mM cool acetic acid buifer (pH 3.6,
containing 4% zinc diacetate). The homogenates were
centrifuged at 10,000 g for 15 min at 4°C. The
supernatant was collected, and the pellet washed with
1 mL extraction buffer and centrifuged as before. The
two supeimatants were combined and 0.1 g charcoal
was added. After vortex and filtration, the fiitrate was
leached amd collected. The mixtare of | mL flteate
and 1 ml. Greiss reagent was incabated at room
temperatare for 30 min. Absorbance was determined
at 540 nm. NO content was calculated by compatison
o a standard curve of NalNO-.

For experiments with chemicals, foar (1-cm-long)
root tips were cxecised and incnbated for 4 h
with 0.1 mM CPIIO [2-4{carboxyphenyl) 44,5,
S-tetramethylimidazole-1-oxyl-3-oxide potassium
salt; Sigma-Aldrich], 0.05 mM SNP (sodiom nitro-
prasside; Sigma-Aldrich) or water (controls) and then
infected in vitro by dipping info a mycelial aqueous
solution (10 mil), incubated for 24 h and planted on a
mediom selective for Phytephthorae spp. (Gess
and Coffey 1989) containing (per litre of com meal

agar). 10 mg piramicin, 250 mg ampicillin, 1¢ mg
rifampicin, 100 mg pentachloroniteobenzene, and
75 mg hymexazol. After 2 days, the root tips were
scored for infection based on the growth of
P cinnamomi. To prepare the inoculum, B cinnamomi
mycelia from one Peti dish grown for 7 days in V8
juice agar medium was collected with 5 mL sterilised
distilled water. The optical density (ODgeo) of the
inocalam was adjusted 0 1.5-2 to obtain 2 uniform
mycelium eoncentration (Chen and Wang 2005).

In vitre elicitor treaiments

Four avocado root segments (0.5 cm) were immersed
in elicitor solution (10 mL) containing cellulase
(1 mg) or salicylic acid (8A; 5 mM) for 4 h, and
then moculated with £ cimmamomi mycelia (ODggp
1.5 to 2.0), incubaied for 24 h and transferred onto
medium selective for Phytophthora spp. Atter 2 days,
the root tips were scored for infection based on the
growth of P cirnamomi. In vilro sensitivity 1o
cellulase or $A was assayed on plates containing
autoclaved V8 juice agar (15 g/L.).

Data analysis and photography

All expetiments were performed at least twice with
tlree to four replicates. Values are expressed as
means with standard deviation. The significance of
differences between mean values obtained from
imoculated and noninoculated (controls) samples
produced in three experiments was analysed follow-
ing ANOVA test. Seedlings were photographed with 2
Canon digita] camera (PowerShot A630), and micro-
seopic photography of root tissue used a Leica MZ&
stereomicroscope.

Results

Characterisation of infection of avocado seedlings
with P cirnemomi

Symptoms in avocado seedlings after inocalation with
P cirnamomi were analysed visually (Fig. 1), Avo-
cado seedling [oliage became wilted after 2 days, and
leaves fell 4 days after inoculation with £ cinnamomi
myceliom (Fig. 1b). Roots showed brownish lesions
(Fig. 1d), in contrast with seedlings treated with water,
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and the presence of the pathogen was confimmed by
microscopic examination (Fig. 11). Because at early
timepoints the infection could damage the seedlings
significantly due to water stress, defence responses
were not assayed until 4 days after infection.

Effects of P cinnamomi on ROS production

To further characterise the responses of avocado roots
to pathogen, we measured the production of ROS
(Fig. 2). The production of Oz , H0,, and lipid
peroxidation started within 2 days afier treatment,
with maximum production at 4 days.

+ P. cinnamomi

Days postinoculation

Fig. 1 Disease symptoms in avocado seedlings after inoculation
with Plytophthora cinnamemi mycelia. a, ¢, e Non inoculated
seedlings; b, d, [ advanced symptoms of the disease in seedlings
4 days after inoculation. a, b Foliage; ¢, d feeder root; e, f feeder
rool tissue. Bars ¢, d 2 mm; e, [ 20 pm
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Fig. 2 Kinetics of accumulation of reactive oxygen species
(ROS) induced in avocado seedling after infection with
P cinnamomi. a Oy accumulation measured by XTT [sodium
3 -[1-[phenylamino-carbonyl]-3, 4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-
6nitro) benzene-sulfonic acid hydrate] reduction. b H.0,
accumulation. ¢ Lipid peroxidation measured as TBARS
(thicharbituric acid). White bars Non inoculated seedlings, grey
bars seedlings treated with water, black bars seedlings inoculated
with P cinnamomi. Data are meansSD of three replicates.
Asterisks Significant difference between inoculated and nom-
inoculated samples (P<0.05)

Sensitivity of P cinnamomi to H;O5

Inoculation of P cinnamomi induced an oxidative
burst in avocado roots. There is evidence that
necrotrophic pathogens are able to survive against
damage caused by the accumulation of H:0,. To
analyse the sensitivity of P cinnamomi to H;0,,
mycelium was grown in Petri dishes in the presence
of two externally added H;O; concentrations:
300 pM, which was the highest physiological
concentration observed 4 days after infection; and
20 mM, a concentration reported to inhibit the growth
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of the necrotrophic fungal pathogen Botrytis cingrea
{Schouten et al. 2002). Radial growth was measared
daily (Fig. 3a). Cur results show that 300 pM HaO
had no influence on B einnamomi radial growth in
vitro while 20 saM of Hz0O4 inhibited growth only
slightly. Apparently, growth-inhibiting concentrations
proved to be fungistatic rather than lethal. Total
inhibition of growth was observed with metalaxyl
(0.5 ¢/L), & systemic fungicide fo control plant
diseases caused by oomyeete pathogens. In addition,
catalase enzyme activity was detected in ligquid
medinm where £ cinnamomi was caltured for 7 days
(Fig. 3b). The presence of this enzyme in the culture
medium showed that £ cinnamomi was able to
contend with host-produced ROS.

Liffects of 2 cinnamomi on peroxidase enzyme
activity and protective anfioxidant compounds

To investigate whether >0, accumulation in re-
sponse to P cinramomi could play a role in the
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Fig. 3 Effect of HyO; on P cinnemomi mycelia growth (a) and
catalage activity (b} in liquid media over a 7-day culture period.
Data are means3D of three replicales

activation of defence responses, PO activity was
agsayed. This enzyme catalyses the final step in the
synthesis of lignin ftom the oxidation of cinnamyl
alechols, using HoO, 8¢ the ultimate electron aceep-
tor. Infection with the pathogen caused an increase in
POD activity in avocade roots (Fig. 4). The greatest
POD sctivity in comparison to the control was
observed 4 days after treatment.

Subsequently, other experiments were conducted
to deteymine the effect of root infection on phenolic
antioxidants content. Epicatechin significantly de-
creased upon infection when compared with healthy
tissues. A threefold reduction in epicathechin
levels was observed 4 days after infection. Lignin
content was similar at all fismes assayed. Analysis
of procyanidins content showed a slight decrease
4 days after infection. However, total phenolic
content decreased in the inoculated plant roots
(Table 1).

To firther study the role of epicatechin during root
infection, in vitte growth of P cimngmomi was
analysed in the presence of different epicatechin
concenfrations isolated from avocado roots, using
commercial epicatechin from green tea as a control
{Table 2). It was observed that avocado root epica-
techin had no influence on £ cinnamomi growth in
vitro at the concentrations analysed.

NO is indaced by P cinnagmami in avocado roots

Phytophithora cinnamomi-mduced NO generation by
avocado oots was measured using the Griess reagent,
which is one of the methods most fiequently used for
the determination of NO released from plant tissnes
(Fig. 5). NO in avocado roots increased 24 b ailer
P cinnamomi inoculation, reaching a maximum at
72 h (Fig. 5a). Maximwn concentration of NO
reflected about an 8-fold increase above the Jevel of
control tissue (0 h of treatment). To further analyse
the putative role of NOC during infection, avocado
roots were treated with one NO donot (SNP) and one
NO scavenger {CPT10D), and root colonisation was
analysed 24 h afier infeetion (Fig. 5b). Visual
inspection indicated that SNP had no cffect on root
colonisation whereas no colonisation was obsecved
with CPTIO. That neither SNP or CPTIO had any
direct effect on P, cinnamomi was shown by in vitro
growth of the oomycete in the presence of these
compounds (data not shown).
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Fig. 4 Fffect of 2 cinnomomi on peroxidage (PODY} activity in
gvocade seedlinge. Root tissue was harvested from seedlings
inoculated with P i mycelian and assaved for POD
enzyme activity. Whate bars Seedlings treated with water, black
bars seedlings innenlated with P cimnamomi. The results are
means=SD of three replicates. dsterisks Significant difference
between inoenlated and noninoculated samples (P<{.03)

Effects of cellulase and SA on root colonisation

Two defence response elicitors in plants (SA and
cellulase) were used to smdy their effect on toot
colonisation by P cinnamomi (Fig. 6). Cellulase
treatment shown no cffect on root eolonisation com-
pared with the conirol freated with wafer, while SA
notably inhibited root colonisation (Fig. 6a). These
compounds had no direct effect on £ cinnamond
prowing in vitro in V8 juice agar medium (Fig. 6b)

Discussion

The effects of P cinnamomi infection on defence
responses In avocadoe root seedlings were studied,
because little is known about the biochemical changes
during this interaction.

Inoculaiion of avocade roots with P einnamomi
caused marked increases in ROS levels, but this

Table 1 Effects of Phyophit

T im0l BOme protect]

Table 2 In vime effecl of commercizl and avocado oot
epicatechin on growth of £ ci ;. Dhata p d are the
averages of at leagt three independent experinents (means 4 SD).
ECQ Commercial epicatechin

Treatment Radial growth {cm}
Control 383011
Ethylacetate 380000
BCQ

&0 ng 337005

100 pg 347026
Avecads eplcatechin

00 pg 3.55+033

100 ng 385005
Metalaxyl (0.5 /1) 060008

response did not contribute to resistance to pathogen
attack because disease symptoms were observed in
seedlings 4 days after inoculation. P cinnamemt is a
pathogen that has evolved imechanisms to peneirate
cells and 1o spread within plant tissue. This oomycete
has been classified by its lifestyle as a hemibiotrophic
pathogen (Latijnhouvers et al. 2003), i.c., a pathogen
with a neerotrophic growth phase that can use
pathogen- or plant-derived toxic compounds 1o
colenise plant tissue (van Kan 2006). The production
of ROS in these interactions seems to be impottant as
they weaken the host tissue af early stages of infection
arxl, consequently, enhance growth and development
of the pathogen (Govrin and Levine 2000).

We found catalase enzyme activity, which readily
converts HaOs into HzO and Oy, in lignid mediom in
which P cinnamomi was cultured by 7 days, supgesting
an important roke of this enzyme in coping with ROS
prodiced by avocado roots during plant infection. In
vitro tolerance of P eirramoms to high concentrations
of HyO, was zlso observed. This behaviour may
contribute to the ability of the pathogen to colonise
root tissue and cause disease in avocado seedlings.

antioxidants in avocado eeedlings. Diata presented are the aversges of

ot leasl tuee independent expenmenis {mean & S0} FIF Fresh weight

Time alter infection (days) Ligmin (A Epicatechin (ugfg FW) Procyaniding (Ag15) Total phemals (Ayss)
4 1.606:£0.58 264.230+42.32 1.3050.45 2.3780.4]

2 1.406x0.28 16¢.879%17.96 nd* 2.493:0.]18

4 1.681:=0.04 84.704 %532 11904019 1.817:40.19

*Net determined
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Fig. 5 Nitric oxide (NO) production in avocado roots afler infec-
tion with P cinnamemi and eflect on oot tissue colonisation. a
Roots of avocado seedlings inoculated with P cinnamoni mycelia
for different times were harvested and the NO content assayed
immediately. The results are means + SD of three replicates. White
bars Seedlings treated with water, black bars seedlings inoculated
with P cinnamomi. Asterisks Significant difference between
inoculated and noninoculated samples (P<0.05), b Root tissue
(0.5 cm} was treated for 4 h with sodium nitroprusside (SNP) or
2- to 4-carboxyphenyl-4.4, 5, 5-tetramethylimidazole-1 -oxyl-3-oxide
(CPTIO) and root colonisation was analysed 24 h after incubation
on selective media with P cinnamomi. Experiments were repeated
at least three times with the same results

Peroxidase enzyme activity increased notably in
avocado root seedlings 4 days after infection. Perox-
idases have been reported to be involved in oxidising

phenolic compounds, resulting in tissue browning
through the oxidative polymerisation of hydroxycin-
namyl alcohols to yield lignin (Vance et al. 1980).
Peroxidase also generates free radicals and H,0,
(Peng and Kuc 1992), which could inhibit fungal
activity. However, in our study no significant changes
in lignin content were observed in avocado roots
infected with P cinnamomi, suggesting that the
increase in peroxidase activity was not involved in
lignin aceumulation, but could contribute to H>O-
accumulation. Experiments using specific inhibitors
of POD enzyme and the analysis of ROS production
in infected seedlings could answer this question.
Epicathechin—a flavan 3-ol—decreased in avoca-
do roots afier inoculation with P cinnamomi. Flavo-
noids, like epicatechin, are powerful antioxidants by
virtue of the reducing properties of their phenolic
hydroxyl groups (Duthie et al. 1997). The results
presented here suggest that the decrease in epicatechin
content in avocado roots after infection could result in
a lower redox state, and therefore in a reduced
capacity for the scavenging of ROS, triggering
cell death and thus increasing susceptibility to
P cinnamomi. These findings imply that any reduc-
tion in epicathechin content in response to pathogen
infection would have an effect on ROS production.
Epicatechin is present in high concentrations in the
pericarp of unripe avocado fruits, and has been shown
to affect disease resistance by modulating levels of
preformed antifungal compounds in avocado peel
(Prusky et al. 1985). Also, epicathechin inhibited the
maceration ability of the enzyme pectate lyase
produced by Colletotrichum glocosporioides (Wattad
et al. 1994), which causes anthracnose, the most
important  postharvest disease of ripening avocado
fiuits. These authors concluded that enltivar resistance
is related to the amount of epicathechin in the avocado
peel, and noted that fruit became susceptible to
aloeasporioides during fruit ripening, when epicate-
chin levels decreased. In the same way, levels of (—)-
epicatechin in tea cultivars resistant to blister blight leaf
disease were significantly higher than those in suscep-
tible cultivars (Punyasiri et al. 2003), suggesting that
epicatechin was involved in the resistance mechanism.
It has been suggested that catechins condense
with flavan-3,4-diols to give procyanidins, which are
known to be fungitoxic (Winkel-Shirley 2002). In our
study, procyanidin levels in avocado roots inoculated
with P cinnamomi remained essentially constant,
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Fig. 6 Effect of defence
response elicitors on avoca-
do root colonisation by
Phytophthora cinnamoimi.

a Avocado roots (0.5 cm)
were treated with cellulase
(1 mg) or salicylic acid (SA:
5 mM) for 4 h and root
colonisation was then
analysed 24 h afler incuba-
tion on selective medium.
Experiments were repeated
at least three times with the
same results. b Agar

=3

Cellulase Salicylic acid

plugs with mycelium of 4.0
P cinnamomi were placed
on agar plates containing 3501
cellulase (1 mg) or SA = 304
(5 mM). Radial growth was E
measured at 24 h intervals : 25 4
for 6 days. The results are %
means + 5D of three repli- % 2.0 4
cates. Pc P cinnamomi = o
g
& 1.0 1
05 1
0.0

—o—Contral (Water)
—f— Salicylic acid
=—dr—Cellulase

indicating that the decrease in epicatechin content had
no influence on procyanidin synthesis.

We demonstrated that in vitro inoculation of avocado
seedling roots with P cinnamomi induced a sharp
increase in NO content 72 afier treatment. Delledonne
et al. (2001) demonstrated that NO and ROS produced
during a pathogen-induced hypersensitive response
(HR) cooperate to activate cell death. They proposed
that the reaction of NO with H,0); is required to elicit
cell death in soybean cells (Delledonne et al. 2001).
We investigated whether NO modulates root colonisa-
tion using SNP or CPTIO as donor and scavenger of
NO, respectively. SNP had no effect on root colonisa-
tion, whereas CPTIO qualitatively inhibited root
colonisation. These data support the suggestion that
hypersensitive cell death may facilitate colonisation of
the host tissue by this pathogen. Govrin and Levine
(2000) showed that, although hypersensitive cell death
is efficient against biotrophic pathogens, it does not
protect plants against infection by necrotrophic patho-
gens like B. cinerea and 8. sclerotiorm. In fact,
B. cinerea triggers HR, which facilitates its colonisa-
tion of plants. Hence, these fungi can exploit a host

4) Springer
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defence mechanism for their pathogenicity. In spite of
their distinct evolutionary origins, fungi and comycetes
both might use similar infection strategies.

Using cellulase and SA as plant defence activators,
we observed that only SA inhibited avocado root
colonisation. SA induces defence against biotrophic
pathogens that feed and reproduce on live host
cells (Kessler and Baldwin 2002; Glazebrook
2005). Exogenously supplied SA also induces various
defence-associated responses, including an increase in
cytosolic calcium levels in tobacco suspension cells
(Kawano et al. 1998), activation of mitogen-activated
protein kinase SIPK in tobaceo plamts (Zhang and
Klessig 1997), and induction of many defence genes,
including those encoding pathogenesis-related pro-
teins (Durner et al. 1997; Dempsey et al. 1999), In
addition, 1f SA is provided before, or at the time of,
pathogen infection or elicitor challenge, it can
potentiate various defence responses, such as the
generation of ROS (Kauss and Jeblick 1995; Shirasu
et al. 1997), activation of hypersensitive cell death
(Tenhaken and Riibel 1997), and expression of certain
defence genes (Kauss et al. 1992; Thulke and Conrath
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[598), To élucidate the mechumsms through which
54 mduees delenee responses, several putaiive
eftector profems have been adentified, The first,
termed sulicylie scid-binding protein (SABP) 5 o
eytosolie (perowisomal) tobacen catalase (CAT) that
reversibly binds BA (Chen and Klessig 1997 Chen et
wl, [993) SA and iy functionn] unmlogs minbit the
Hab=degrading activity of CAT, whereas biologecally
inpctive analogs do not (Conmth et ol 15995;
Anderson et ul. 1998), Thus, it wos hypothesised thui
SA-medinted imbiton of CAT might generare the
HAY borst wking plice. durmg HE (Chen et al
Lig),

MO was shown o couse SA scoumulation (Dumer
etal. 1998} but 1o suppress defemee signalling regolated
by IA, wiuch wctivates defonee agunst nocotmophas
puthogens (Oroeco-Cardenos amd Byan 2002; Huang
et al, 20043,

Experiments are corrently wder way o inveshgade
the muduction of defence mechamsms such os in-
creised  production of antimcrobial - compounds, n
ovocndo poats reated] with SA
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4.1 Introduccion

Las plantas son organismos sésiles, puesse encuentran
ancladas al suelo a través de su sistema radicular para
la adquisicidn de nutrientes y agua. Son desafiadas en
cualquier momento de su crecimiento y en cualquiera de
sus organos (raiz, tallo, hojas, ete.) por microorganismos,
hetbivoros o insectos. Ante la presencia de estos
desafios han desarrollado una serie de estrategias de
defensa basadas en sus barreras estructurales (la cuticula
y la pared celular), en sus respuestas quimicas y en
sus respuestas metabélicas activas, estas tltimas son
inducibles, pues se activan después del contacto conun
patégeno o del tratamiento con estimuladores, Cuando
un patégeno lleva a cabo un ciclo de infeccién exitoso
{(incculacién, penetracién, invasion, colonizacion y
diseminacién) en la planta de manera eficaz, se presenta
la enfermedad. Las plantas responden con un conjunto
de reacciones de defensa asociadas a la pared celular,
dentro de las cuales se encuentra la llamada “explosién
axidativa®, la aual incluye la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) en el sitio de invasién por
el patégeno. Las ERO comprenden la produccién de:
anién superdxido (O,7), peraxido de hidrégeno (H.O.)
y radical hidréxilo (OH®). La preduccién de O, se ha
reportado en un amplio rango de interacciones entre
plantas y patégenos tales como bacterias avirulentas,
hongos y virus, El dano producido porinsectos también
conduce a la produccion de ERO (Apel y Hirt, 2004;
Hiickelhoven 2007). Ademds, las respuestas inducidas
por herida son dirigidas a la reparacion del tejido
danado y a la activacion de mecanismos de defensa
para la prevencion de futuros dafios. Muchas de las
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respuestas pueden oaurrir en los primeros 5 minutos
o varias horas después del dafio, estas incluyen la
generacién/liberacién, percepcién y transduccién de
sefales especificas para la subsecuente activacién de
genes relacionados a la defensa por herida. Las proteinas
que codifican los genes inducidos por herida tienen las
siguientes funciones: 1) reparar el tejido dafado, 2)
produccion de sustancias que inhiben el crecimiento
del insecto predador {por ejemplo: produccion de
toxinas o la baja digestibilidad del tejido de la planta),
3) participacion en la activacion de rutas de senalizacion
por herida y 4) ajustar el metabolismo de la planta ante
las demandas nutricionales (Ledn e al, 2001),

Por otro lado, los procesos aerdbicos tales como
la respiracion y la fotosintesis  inevitablemente
conducen a la produccién ERO en mitocondrias,
cloroplastos y peroxisomas. Sin embargo, su produccidn
y destoxificacién se encuentran en equilibric pero
este puede ser perturbado por factores abiéticos de
estrés tales como luz, sequia, bajas temperaturas, altas
temperaturas y estrés mecinico (Apely Hirt, 2004).

4.2 Produccion de especies
reactivas de oxigeno

El oxigeno molecular (O,) es el primer aceptor de
electrones biolagico y tiene funciones fundamentales en
las células, sin embargo también se producen especies
reactivas de axigeno (ERO) tales comao anién superéxido
(O,), peraxido de hidrégeno (H,O,) y radical hidraxilo

+e +e e
- —’ . -
02 02 " H202 " *OH i 'HZO
H* H H H
Figura 4.1. Rutas de reduccién univalente del oxigeno 2 agua que conducen a la peneracidn de especies reactivas de oxigeno intermediarias

(Tomado de Scandalios, 2005).
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o35 Celulares:
Pérdida de funciones de los organelos
Reduccion en la eficiencia meiabdlica

Celular

Reduccion en la fijacion de carbono
Pérdida de elecirdlitos
Mulaciones

J

Figura 4.2. Esquema que rmaestra algunos de los iniciadores (tipos de estrés) de espeties reactivas de oxigeno y Ias consequenaas fisioldgicns que

conducen a la muerte cehilar Modificado de Scandalios, 2005,

{OI1*) comao consecuencia del metabolisme aerobio,
generalmente  como  bioproductes  de  reacciones
enzimiticas, por ejerplo: durante la actividad catalitica
de la glicolaio oxidasz en los peroxisomas durante la
fotorespiracién, o en la mitocondria cn la cadenz de
transporte de electrones (Figura 4.1) (Moller & 2/,
2007).

En plantas, las ERO sc producen continuamente
como bioproductos de varias rutas  metabélicas
localizadas en diferentes compartimentos celulares, en
condiciones fisiolégicas, estas moléenlas son removidas
por diferentes defemsas antioxidantes. El cquilibrie
entre la produccién y destoxificacién puede ser
perturbrado por diferentes factores ambientales adversos,
lo que conduce al aumento de ERO. Las condiciones

adversas que afectan a las plantas pueden ser de origen
biético o abibtico (Figura 4.2). Una de las rcacciones
tempramas de defensa en plantas ante el ataque por
patégenos es lz llamada explosidn oxidativa, que
constituye la produccién de anién superéxide y perdxido
de hidrdgeno en el sitio de invasidn (Scandalios, 2005).

La NADPH oxidasa es una enzima que se localiza
en la membrana plascodtica y estd implicada en la
generacién de ERO en plantas. Esta enzima cataliza
la reduccién con un electrén del oxigeno molecular
para producir anién superdxido, usando al NADPII
como donador de clectrones. El O, generado por csta
enzima sirve como material inicial para una amplia
varigdad de oxidantes reactivos que incluyen radicales
libres y oxigeno. El O, puede ser convertide a T1.0,
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Figura 4.3. Produccién de especies reactivas de oxigeno por la NMADPH oxidass en la membrana plasmatica de las plantas,

por la superéxido dismutasa y el [1.0, producir OF'1*
a través de la reaccion de Fenton, que es catalizada
principalmente por iones metilicos de transicion
(Figura 4.3) (Moller et af., 2007). La célula vegetal ha
desarrollado mecanismos enzimiticos y no enzimiticos
para la remocion de las ERO, estos incluyen glutation,
ascorbato y alfa tocoferol; catalasas y peroxidasa, las
cuales remueven ¢l FLO, y superdxido dismutasa que

convierte O, a HO, (Moller e af., 2007).

4.3 Superoxido dismutasas

Las SOD son metaloproteinas que catalizan la
dismutacion del radical superdxido a oxigeno molecular
y FLO, Esta actividad fue descrita por primera vez por

Pared celular Cu-Zn SOL/Mn SCD

MecCord y Fridovich con una proteina de cobre-zine de
eritrocitos bovinos. Las SOD son ubicuas en todos los
organismos aerobios, anaerobios y algunos anacrobios
obligados, virtualmente en todos los organismos que
consumen oxigeno. Mutantes deficientes en SO son
hipersensibles a oxigeno (Fink y Scandalios, 2002). El
anién superoxido es una molécula reactiva que no puede
cruzar las membranas biologicas, consecuentemente el
anion superdxido producido en un lugar en particular
tiene que ser eliminado por una SOD en ¢l sitio de su
produccién (Fink y Scandalios, 2002). Estas enzimas
s¢ han aislado de una amplia variedad de organismos
y en plantas se han identificado tres grupos en base al
cofactor metdlico que usan: SOD de fierro (Fe SOD),
SOD de manganeso (Mn SOD) y 50D de cobre y
zine (Cu-Zn SOD). La isoenzima Fe SOD se localiza
en los cloroplastos, Ta Mn SOD en la mitocondria y
peroxisomas v Ia Cu-Zn SOD en el citosol, cloroplasto
y espacio extracelular (Figura 4.4). Las
plantas tienen miltiples formas de cada
una de las clases y son codificadas por
mis de un gen (Fink y Scandalios, 2002).

Figurad 4. Localizacion de los diferentes tipos de
superéxido dismutasas en plantas. Modificado de
Alscher ef al, 2002
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Comparando las secuencias de aminodcidos de estos
tres tipos de isoenzimas se sugiere que las que contienen
Mn y Fe son las mds ancestrales y probablemente
provienen de un ancestre en comniin, mientras que las
que contienen Cu-Zn no tienen secuencias similares a
las de Mn y Fe. Se sugiere que 1a razén de su evelucidn
separada sea debido a la disponibilidad de los merales
en la bioslera con reladdn ol contenido de oxigeno en
la atmosfera en las diferentes eras geoldgicas (Alscher e
al,, 2002, Kim et al,, 2008).

4.4 Superéxido dismutasas de
fierro

50D
probablemente constituyen el grupo més ancestral de las

SOD. Se ha sugerido que el fierro fue probablemente el

Las isoenzimas que conticnen Fe

primer metal usade como cofactor de la primera SOD
debido a suabundancia en forma soluble, Fe {I1). Cuzndo
los niveles de 02 en ¢l ambiente se incrementaron, los
componentes minerales del ambiente fueron oxidadoes,
provocande un cambio en la dispenibilidad de fierro
soluble Fe (11} por ¢l metal mis disponible, ¢ Mn {(I1I)
(Alscher ¢f a/., 2002). Estas isoenzimas s¢ encuentran en
organisimos procationtes y eucariontes, en eucariontes
se han aislado de Fuglena gracifisy de plantas superiores.
Se inactivan por H,Q, y son resistentes a la inhibicién
por KCN. En las especies de plantas examinadas se
ha localizado en los cloroplastos, usando anticuerpos
policlonales, ademds se ha encontrade una secuencia
blanco para cloroplasto de una Fe SOD en frijol de
soya, La ausencia de Fe SOD en animales sugiere
que el gen de Fe 80D se origing en los plastidios y se
movié al genoma nuclear durante la evolucién, regiones
conservadas en plantas y clanobacterias de secuendas
de Fe SOD apoyan esta teorfa. Por otro lado, estas
iscenzimas no estdn presentes en todas las plantas
(Alsher ef 2/, 2002).

Hay dos distintos grapes de Fe SOD. El primer
grupo es un homodimero formado por dos subunidades
proteicas idénticas de 20 kDa, con 1-2 dtomos-gramo
de fierro en el sitio activo. Este tipo de Fe SOD se
ha aislado de Escherichia colt, Photobacterium sepia v P!

Estrés oxidativo en fruto de aguacate

leisgnathi; de anaerobios facultativos comeo Thickacillus
denstrificans, de especies de plaﬂtas, Ginkgo biloba,
Brassiea campestris y Nup bar luteum. El segundo grupoe de
Fe SOD se encuentra en muchas plantas superiores, ¢s
un tetrdmero de cuatro subunidades iguales con un peso
molecular de 80-90 kDa (Figura 4.5A). Los miembros
de este grapo contienen 2-4 dromo-gramo de fierro
en el sitio activo. Las protefnas en este grupo han sido
aisladas de tres procariotas: Mwwbacterinm tuberavloris,
Thermoplasma acidopbilum y Methanobacteruem bryantis
en adicion 2 una eucarionta Titrabymena pyriformis

{Alsher ef al, 2002).

4.5 Superéxido dismutasa de
Manganeso

Cuandolos niveles de O, en el ambiente aumentaron,
la cantidad de Fe (II) en €l ambiente decrecis, causando
un cambio por el meral mds dispomble, el manganeso
Mn (III). Como consecuencia IMn SOD es la segunda
SOD ancestral. Estas 1soenzimas se han encontradoe en
la mitocondria y peroxisornas y poseen sélo un dremo del
metal per subunidad. Esta enzima no puede funcionar
sin el dtomo de Vn en el sitio active. Adn cuando tienen
gran similitud en su estrucrura primaria con las Fe SOD
yMn SOD, estas enzimas han divergido lo suficiente de
tal maneraque el Fe (I} no puede restablecer la actividad
de Mn SOD y viceversa (Fridovich, 1986). Su catélisis
es a través de la atraccion de las moléculas de O, al
sitte active formado por amincdcidos positivamente
cargados presentes en la enzima, El metal presente en
el sitio active dona un electrdn directamente al O,
reduciendo una moléenla de O, € cual forma HO,
al reaccionar con un protén {Asada, 1994; Bowler ¢f af.,
1994).

Las Mn SOD son enzimas
homotetraméricas con un dtomeo de Mn (11D por
subunidad (Figura 4.5 B}). La enzima no es inhibida por
danuro de potasio (KCN) ni es inactivada por HzC)2 ¥

homodiméricas u

estd presente tanto en organismos eucariontes como en
procariontes. Las Mn SOD de plantas tienen un 65% de
similitud en secuenda, ademds presentan alta similitud
con las Mn SOD de bacterias (Bowler ef &, 1994).
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Figum4 .5 Estructura de las superdxido dismutasas. A F& SOD, B: Mn SOD y C: Cu-Zn 30D Tomado de Bordo efal,, 1994y Fink y Scandalios,

2002,

Aunque se han localizado en mitocondrias de células
eucariontas, también se han encontrado en peroxisomas
y en ¢l espacio extracelular. En maiz se han reportado
cuatro genes que codifican para Mn SOD. Ademas del
maiz, se han encontrado en mitocondrias de tabaco
(Nicotiana fabacuny, Bowler ef al, 1994), pifia, claveles
(Dianthus caryophylias, chicharo (Pisum sativuns, Foster
v Edwards, 1980} v espinacas (Spinaceia oleracea), entre
otras. Finalmente, se han reportado en las membranas
de los tilacoides de algas verdes y cianobacterias (Alsher
et al., 2002).

4.6 Superoxido dismutasa de
cobre y zinc

Cuando los niveles de O, aumentaron en la
atmésfera, el Fe (II) ya no estuvo disponible y ¢l Cu
(1) fue convertido a su forma soluble Cu (I1). En este
estado el Cu (I} comenz6 a ser usado como cofactor en
el sitio activo de la enzima. Las isoenzimas de Fey las de
Mn tienen propiedades eléctricas similares, la transicién
del uso de Fe al uso del Mn requirié pocos cambios en
la estructura de la proteina. Asi las SOD de Fe y Mn son
estructuralmente similares. Sin embargo, las propiedades

eléctricas de las SODS Cu-Zn difieren ampliamente de

las de Fe y Mn. Por lo tanto hubo un cambio mayor
en la estructura de la proteina después de que el Cu se
usé como el metal cofactor. Las SOD de Fe y Mn estin
presentes en procariontes y eucariontes mientras que
la de Cu-Zn estd presente sélo en eucariontes, si bien
estas tltimas se han reportado en algunas bacterias por
ejemplo: Caulobacter crescetus v Pseudomonas (Alscher ef
al., 2002).

Hay tres tipos diferentes de Cu-Zn SOD, el primero
consiste de formas citopldsmicas y peripldsmicas, las
cuales son homodiméricas. E1 segundo grupo de Cu-
Zn SOD son cloropldsticas v extracelulares las cuales
son homotetraméricas (Figura 4.5C). Los sitios activos
de cada subunidad funcionan independientemente.
Cuando estas subunidades son separadas y después
acopladas a una subunidad inactiva, nuevamente la
enzima muestra su actividad completa, lo cual provee
evidencia de que las interacciones funcionales entre las
subunidades no son esenciales parala actividad catalitica
completa (Fridovich, 1986).

La isoenzima extracelular habia sido reportada
exclusivamente en mamiferos, dicha enzima es una
glicoproteina y es localizada principalmente en la matriz
intersticial de tejidos y en ¢l glicocalix de la superficie
celular, anclada a  proteoglicanos. Sin embargo, hay
evidencia de la ubicacién extracelular de una iscenzima
de Cu-Zn en plantas (Ogawa ef al.; 1996; Kim ef al,
2006).
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La secuencia de aminodcidos de las isoformas
citosélicas y cloropldsticas presentan apreximadamente
un 68% de similitud, mientras que dentro de las
cloropldsticas hay un 90% se similitud y 80-90 % de
similitud entre las citoslicas (Ogawa et 4/, 1996).
En espinaca se han identificade las dos isoformas
(Asada y Kiso 1973; Asada 1973). Estudios de
inmunclocalizacién realizados con anticuerpos para
Cu-Zn SQD cloropléastica de espinaca mostraron que
ésta se localiza en el estroma de la cara membranal
del tilacoide {Ogawa e al., 1995) donde se encuentra
el fotosistema I. Las otras dos enzimas Cu-Zn SOD
son consideradas citoplasmicas debide a que no se
han detectade en cleroplastos intactos. Sin embargo,
experimentos de localizaciéon mostraron que  estas
enzimas estdn presentes en el nicleo y en el apoplasto;
mas del 409 fueron localizadas en el apoplasto y
aproximadamente el 25% estan presentes en el nicleo
(Ogawa £ af.,1996). La presencia de estas Cu-Zn SOD
en el apoplaste sugiere su partidpadén en procesos de
lignificacién y en el nidcleo podrian proteger a la célula
de muraciones causadas por O {Ogawa ot 4/, 1997).

4.7 Actividad y expresién de
SOD bajo condiciones de estrés
oxidativo.

Los Herbicidas del tipe bipiridium pueden unirse
a la membrana del dlacoide de los cloroplastos y
transferir electrones al O, en una reaccién en cadena
causande una formacién continua de Q.. Como
resultado, el NADP* no puede ser reducide durante
la fotosintesis y cesa la fijacién de carbono., El metil
viologeno {1,1-dimetil4,4'-clorure de bipiridilium})
es un herbicida tipe bipiridium ampliamente usado
en plantas para estudiar los danos en ¢l cloroplasto
(Dodge, 1994). El metil viclageno también afecta las
reaccones de transduccén de electrones en el reticulo
endopldsmico y en la mitocondria, asi come los niveles
de SOD cloropléstica, mitocondrial y citosélica {Dodge,
1994; Van Camp «f 4/, 1994). En plantulas de 16 dias
de edad de drabidopses thaliana bajo tratamientos con

Estrés oxidativo en fruto de aguacate

metil vielogeno se determiné la aetividad enzimdtica y
los niveles de protefna, mostrindose un incremento en
la actividad de Fe SOD 5 horas después del tratamiento
{Alscher e af,, 2002).

En estudios sobre el efecto de la luz UV B y la
exposicidn a ozono en angiospermas, se ha sugerido
que el ozono entra 4 las células del mesdfilo a través
delos estomss y éste es convertido a anidn superdsido,
radical hidréxilo y peréxido de hidrégeno. En plantas
de Arabidopsis thaliana expuestas 4 ozono se induce la
actividad de las isoformas de Cu-Zn SOD, los niveles de
expresion de RNAm de CuZn 30D se incrementan y
los niveles de Fe SOD disminuyen, durante la adaptacdién
al tratamiento con ozeno. Estas respuestas indican que
la regulacién al estrés oxidativo estd influenciada por
componentes ambientales. Debido a que las isoformas
de S0OD estan compartimentalizadas en diferentes
organelos, los niveles de RNAm de SOD indican que
cada estrés afecta diferentes compartimentos celulares,
El efecto de la luz blanca sobre la abundancia de
transcritos de SOD en hojas etioladas y verdes revela
que las Fe SOD cloroplasticas son mds afecradas por luz
blanca. Durante la iluminacién, los radicales de oxigeno
se generan principalmente por la pérdida de clectrones
del fotosisternaly dela ferrodoxina {Apel y Hirr, 2004).

Induccién de SOD por temperatura.

Estudiando €l efecto de la temperatura sobre la
SOD se ha observado que el ARNm que codifica
para una Cu-Zn SOD se acumula durante este tipo
de estrés v durante el periodo de recuperacién después
del estrés por fric. Sugiriende que durante el estrés
por frio el dtosol es el sitio de formacién de radicales,
posiblemente un exceso en la actividad de Cu-Zn SOD
ctopldsmica aumente los niveles de H,O, durante el
choque térmico lo que puede activar los mecanismos de
defensa de la célula {Sen y Xing, 2000). Por otro lado el
nivel de expresién de Mn-50D en plintulas de trigo
durante estrés por frio aurnents a las tres semanas del
tratarniento {Baek y Skiner, 2006).
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Cambio en la expresiin de SOD
durante el desarrollo.

La fundén de estas enzimas para combatir los
efectos réxicos de las ERO, muestra que son reguladas
durante procesos de desarrollo tales como la floracién y
la germinacién. En la matriz extracelular o apoplasto,
estabiliza la estructura fisica del tejido de la planta.
Este tiene una funcidn en e control del crecimiento,
diferenciacidn, reparacién de heridas y la resistencia ala
invasién por patégenos. El ndmero de enzimas en este
compartimento ¢s bajo, comparado con d citoplasma
y cousiste principalmente en hidroxilasas, peroxidasas,
lacasas y otras oxidoreductasas. Las reducciones
monovalentes o divalentes del exigeno forman especies
reactivas de exigeno dentre de la matriz extracelular y ¢l
principal producto es ¢l peréxido de hidrégene, el cual
estd involuerado en la lignificadén de la pared celular,
reacciones de defensa contra infecdones microbianas y
el entrecruzamiento de proteinas estructurales de pared
celular. La enzima SOD fue inidalmente localizada
como una enzima intracelular en plantas, pero también
se ha enconrrado en marrices exrracelulares. Por ejemplo,
se halocalizado en el apoplasto de nédulos de pino por
medio de lapurificadién de fluides extracelulares (Streller
y Winsgle, 1994), ademds de su inmunolocalizacién
en espinaca (Ogawa e 4/, 1996). Las CuZn-SODs
extracelulares se expresan durante el desarrollo en fibras
de dlgodon sugiriendo su partidpacion en la formacién
de lignina durante los procesos de desarrollo (Kim o

al., 2008).

4.8 Perspectivas

Las SOD se encuentran distribuidas en todas las
células vegetales y constituyen elementos importantes
para el metabolismo de las especies reactivas de oxigeno,
tanto bajo condiciones nermales de desarrollo como
durante situacicnes de estrés provocado por diferentes
factores bisticos y abidticos. El estudio de estas enzimas
en €l apoplasto en situacién de estrés nos permitird
conocer ¢ mecanismo de respuesta primario de las
células ante diferentes factores ambientales y ataque por
patdgenos, ya que el apoplasto es la regién de contacto

Asada
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inicial de las células con su medio ambiente.,
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The exighative burst wnd the role of H0 in regolating the capsidiol seammulpiion were investigated in pepper frobi (Capeferam anmanin
Lo Imemediately after arachudone acad (AA) treatment an imatial baestof reactive oxygen specsss {ROS ) mocurmed, OF  radicals and g
peroxidation were evident an 30min and 4 b, respectively und the maximum H20: production was reached within &b, Treatment with the
PP inkubitor indicated that the puiniive source of ROS was o plisma membrane MADPH-dependent oxidase. Exogenous trenimen)
wills HyOz induced capsidool phytoakesin accumulation. Addition of lsophylline, an inlilstor of phospholipase 1, decreased capidiol
sccumulation in presence of AA, To investigite the invalvement of the redox metabolism during defense activation, we analyzed the
ellieet of AM on the nseorbate oxidase {APX ) octivity, which oo important enesme o detoxify a0, AFX octivity decressed after 4h
of AA tecatment, suggesting that Uks ensyime may be imponant bo regabate the H30s secamilation in pepper. bn addition 1o AA, other
eliciiors of plant defense resporses like cellubase and salicylic ackd were able to deerense the APX activity. The relevance and role af ROS
and redox metabolisn in pepper defense responses will be discussed.
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1. Introduction

Iimportant propresses lave been made im understanding e
mechinems by which plants detect and defend (hemselhves
aguingt external biotic aggressions, In response (o microbil
attick, plants activale i complex series of responses that baad
1o the bocal and systemic induction of a broad spectrum of
antimicrobial defenses. Recent sdvances include the clonimg
o charmctensation of plnt dissase esitamee gens mling
the mecogmtion of specific pathogen strins, and  the
idemification of components involved in the signul (rinsdu-
tion pathways coupling pathogen recognition 1o the activa-
tion of defense respanses [1].

Among the lurge vanety of defense reactions activated in
plant tesues or suspension ool cullunes mo meponse L
puthogen attack, reactive oxygen species {ROS) production

*Correspomding nwihor. Tel, Taw: + 5200 43 326578
Eannll aeldresy cppineda @ sows umich my (G-P. Ereesiog

UR L. AT65% - o Front manser 0 2007 Elsevier Lad. All rights nederved.
dow: 10, O penipep, 200707 102

1 erliest. This term includes the superoxide mdical (05},
hydrogen peroxide (Ha0:) and the hydnosy! rdical (OH").
They are produced by the sequentinl reduction of molecule
onygen. The HAO: s relutnaely stoble in solution but O s
unstuble and can dismutite to HaO» vin cither supcroxide
dismutaee (SOD) ensyme remction or non-eneymtically.
Thise oxvgen specics are highly réactive damaging membrane
fipacls, profeins, prgments and sucleic acids rewlting oo
dramatic reduction of growth and productivity and finally
resulting i plant death [2).

However, some evidence -suggests thut HAD, 5 abo
functioning as a plant signal mokocule [34]. Expression of
defense-related penes such as GST, enceding plutathione-5-
transfersse, and PAL encoding phenylalinine ammonia lyas,
btk e sl by HE) [5-7) Conserved sagnobing kinnses
such s mitogen-activited  proten kinwses  (MAPKs), that
modulate gene expression and transduce cellular responses 1o
extracellulir stimuli, anre alzo Ha0- activaned [B]. Furthermone,
several stibdies indicate thit HL0k: s a key fictor medinting
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programmmed  cell death (PCD) in response o pathogens,
elicitors, and hommones [@ 11].

Plants have evolved vanous protective mechanisms to
elimipate or reduce ROS damage like the enzymatic antiox-
idant system. This invelves the sequential and simultancous
action of some enzymes inchiding ascorbate peroxidase (APX),
superoide dismtase (SOD) and catalase (CAT). APX (E.C.
1.31.1.11} has been reported in chloroplasts and cytosol and is
the key enzyme of the ascorbate cycle. [t uses HyO- to convert
ascorbic acid to dehydroascorbate [12]. According to its Hy O
scavenging role, APX geng expression is induced in response to
many envivonmental stresses resulting in ROS accumulation
[13 15]. On the other hand, APX enzyme activity suppression
has beep suggested in omder to accurnulate HzO; during
hypersensitive response (HR), and activation of defense
responses [16]. Furthemoore, the expression of cytesolic APX
pene was post-transcriptionally suppresmed dunng  viral-
inducsd PCD in tobacco. This suppression should contribute
to a reduction in the capability of cells te scavenge HyO,,
which is ascummlated and then accelerating the PCD [17]. 3o,
the induction repression of APX pepes and respective
biochemical regulation of corresponding enzymes activities
seems te play a crucial role for the determinant consequences
of specific H;O; Jevels in the plant cell.

It is known that pepper fruits ape among the richest
regarding ascorbic acid levels and with high antioxidant
activity i general. The concentration and changes in
carotsnoids, flavonoids, total soluble reducing equivalents,
phenolic acids, ascorbic acid, and antioxidant activity in
different pepper types {Capsicun ansnan, Capsicion frutescens,
and Cupsictm chinenise) was increased as the pepper reached
maturity [18]. Regarding the particular chemical plant defense
response to microbial attack, the biosynthesis and induction
mechanisms of the sesquiterpencid phytoalkexin capsidicl
produced m green pepper [19] and tobacco [20] bad been
studied. Previous results from our Jaboratory showed that
capsidiol was induced in pepper fruits by treatment with
arachidomic acid (AA) [21]. Also, changes in pepper ascorbate
oxidass (AO) gene expression and enzyme actwity, which
catalyses ascorbate oxidation in the presence of exygen, were
obszrved after AA treatment [22).

Because capskliol biosynthesis is one of the important
defense mechanisms in pepper plants against pathogen attack
(23], we were interested to know: (1) which are the possible
mterrelationships between ROS production and capsudiol
biogynthesis in pepper fruits elicited by AA, and (2) how
changes the ascorbate metabolism, specifically APX activity, in
response to this elicitor. Some related vesults are shown and
discussed in this work.

2, Materials and methods
2.1 Plant material
Pepper fruits (C. aratan L. ov. Ancho San Luis) were

obtained from local market and used throwghout this
study. Commercially available green pepper seeds of cv.

Ancho San Luis (PETOSEED, San Quintin, BCN,
Mexico) were germinated in darkened trays of damp
vermiculite at 25/28 °C (might/day). On ¢merpence sach
seedling was transplanted into a pot of compost. Seedlings
were grown at 25/28°C nnder 8-h light and 16-h darkness
photoperiod. Experiments were performed on the leaves
from plants that were 3 months old (third leaf fully
expanded). Conditions for treatment of pepper fruits with
AA extraction and analysis of capsidiol phytoalexin were
as described previously [21].

22 Chemicaly

All chemicals were purchased from Sigma Chemical Co.
(5t. Louis, MI) and were of the highest purity (> 99%).

23 NBT siaining

Histochemical staining for O;~ production in whole
tissue was based on the ability of cells to reduce nitroblue
tetrazohum (NBT) as described [24]). Leaves were vacuum-
infiltrated after AA treatment with 0.05M sodinm phos-
phate buffer (pH 7.5) containing 0.05% NBT. After 15min
of staining at room temperature under light, the NBT-
treated tissues were placed in 96% {v/v) ethanol to stop
reaction, and soaked several times to temove chlorophyll,
and to preszrve tissue integrity.

2.4 Measurement of hydrogen peroxide

For hydrogen peroxide assay greea mature pepper fTuits
were slicad in 0.5 g pieces and incubated for different times
with 1mM AA at room temperature. The assay was
medified using peroxidase as catalyst and pgopaiacel as
substrate [25]. The reagent mixture contained 0.05%
guaiacol (#40pL™Y), and peroxidass from horseradish
(350pLY 2500UmL™") dissolved in 25mM sodium
phosphate buffer (pH 7.0). HyO: in the medium was
measured by meubating 100 ul with same volune reagent
mixture for 15min at room temperature in the dark. The
reactlon turns the reagent mixture to an uastable brown
color and absorbance was measured immediately at 450 pan.
Commercial hydrogen peroxide was used for standard
curve. Medium samples and non-treated controls were
assayed in the samne way as inoculated samples.

To analyze the inhibitory effect of the diphenyleneiodo-
nium (DPI) on Hy0, production, DPI was vacunm-
infiltrated into the pepper tissues in the same buffer for
0.5h before elicitor treatments.

2.5. Lipid peroxidation analysis

Lipid peroxidation was monitored with the spectrophoto-
metric determination of malondialdebyde nsing thiobarbitu-
ric acid [26]. Pieces of pepper fruit (0.5 fresh weight) were
imcubated to different times with 1mM AA, and then
collected to lipid perexidation assays. Briefly, pepper tissue
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was homogenized in 1 mL of trichloroacetic acid (10%, wiv)
and centrifuged at 15,000 x g for 20min. A 125 1L aliquot of
crude extract was added with 125 L of trichloroacetic acid
(10%, whv) plus 500 pL of thicbarbituric acid {0.2%, wfv) in
trichloreacetic acid (10%4). The mixture was boiled at 95°C
for 5 min and cooled on ice for Smin. After centrifugation at
10,000 x ¢ for 10min, the Asys of supermatant was deter-
mined and the Aogy nonspecific value was subtracted. The
concentration of thiebarbituric acid (TBARS) was calculated
by using the extinction coefficient of 155mM ™ an™!, and
results were expressed as nanomols TBARS per gram FW.

2.6. Capsidiol exfraction

Pepper fruits were incubated for 24 h with 1 mM AA or
different Ho(O» concentrations and the solution was
extracted twice with same volume of chloroform, the
combined extracts were dried in a fume hood. Residues
were diszolved in ethyl acetate and capsidiol was qualita-
tively assayed on TLC silica gel plates developed with
cyclohexane ethyl acetate (1:1). Color reachon was carned
out after spraying with vanillin Hz850, (2.8 vanillin in
100mL MeOH containing 0.5mM concentrated H,S0,)
and heating the plates at 80°C by 3 5Smin [23]. The
capsidiol identity was previously confinmed by gas chro-
mategraphy/mass spectromeiry of pure capsidiol. Liso-
phylline (100 pM), an inhibitor of phospholipase D, was
inaculated inte the pepper fruits, incubated by 2h and then
treated with 1mM AA for 24b. Phesphatidic acid
(100 pM) (PA) was inoculated and after 24h capsidiol
was extracted.

2.7, Ascorbare peroxidase enzyme activity

Apoplastic fluid was obtained from pepper fruit tissue
[27). Briefly, apoplastic soluble components wers obtained
from vacuum-infiltrated in medium composed of 0.1 M
phosphate buffer (pH 6.4), 0.3 M mannitol, 1 mM EDTA,
10mM MgCly, and 0.05% (w/v}) cysteine at 4 °C for Smin,
followed by centrifugation at 1500 x g for 5min. APX
enzyme activity was spectrophotometrically assayed fol-
lowing the H.O;-dependent oxidation of ascorbate (ASC)
at 265 mm in a reaction mixtere composed of 50 uM ASC,
0 HoOy, 30 100pg protein and 0.1 M phosphate
buffer, pH 6.4. The non-enzymatic HyO:-dependent
oxidation of ASC was subiracted (extinction coefficient
14mM ' e ™) [28). Protein measurement was performed
using BSA as standard (29].

The presence of glucose 6-phosphaie in the apoplast fluid
was used as a marker for cytaplasm contamination.

3. Results
3.1 Histochemicol localization of 03~

The accumulation of Q7™ in AA-treated pepper leaves
was analyzed over 6h period, using a direct in sim

detection with NBT. The addition of AA resulted in a
significant increase in the accwmulation of 037, reached a
maximum after 0.5h, and decreased thereafter (Fig. 1A), m
contrast O~ accumulation was low in control leaves.

Alse, AA treatment in pepper fruit tissues rzsulted in an
increage in the production of H;O, (Fig. 1B). Increase
started within 2h after treatment, reaching a maximum at
about 6h, and declined within 24h. Control fimit tissue
exhibited a baseline production of H,0, equivalent to
20 40uM. When the tissue was previously incubated
with different concentrations of DPI, HoQ: concentration
was reduced to the baseline level (Table 1). Hence, the
AA-induced increase of HyD» was presumably rose by a
plasma ruembrane MADPH oxidase.

The time course of lipid peroxidation was investigated in
pepper fruit tissne. Fig. 1C shows that change in lipid
peroxidation were observed 4h after AA treatment. Tn water-
infiltrated conteol  tissues, basal lipid peroxidation was
maintained for at least 24 h, whereas TBARS content was
sliphtly increased from 4 b until 24h after AA treatment.

3.2, Capsidiol induction by H,0,

Although H»0, has besn shown to be involved in a
number of plant defense response processes, no evidence
links HaQ; with phytoalexin accummulation directly in
pepper fruits. To study HyO, effect on capsidiol accumuia-
tion, different H.O. concentrations were exogenously
added to pepper fruits and capsidiol accumulation was
menitored 24h after treatment (Fig. 2). H>0O: induced
capsidiol accumulation and optimal induction was ob-
served with 0.20M HO; (Fig. 2A). These results are
consistent with a role, as a diffusible signal, for endogenous
H3O5 generated by elicitor treatment.

The time course of capsidiol accumulation was mvestigated
wsing 0.2mM HzD,, Fig 2B shows that capsidiol started to
accumulate 8 h after treatment, and increasing sharply during
the next 24h, the response to HAO; addition was similar to
that observed by AA treatment {data not shown).

Phospholipids play an important role in many signaling
pathways in animal and plant cells, specifically PA
generated by phospholipase D has been identified as an
important cellular messenger [3¢). To analyze if phospho-
lipase 1D was involved in the capsidiol production
exogenous PA and hsophylline, a phospholipase I enzyme
inhibitor, were added to pepper fruits before AA treatment
(Fig. 3). Capsidiol accumulaticn decreazed when lisophyl-
line was present and PA alone stimulated it. These results
showed that phospholipase D activity was involved m
capsidiol production.

33 Ascorbate peroxidase levels in the apoplast of pepper
Sruits

To determine whether APX is sensitive to AA treatment,
apoplastic Auid was prepared from AA-treated pepper
fimits and analyzed for APX activity (Fig. 4). There was a
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Fig. 1. ROS production in pepper by AA. (A) OF

production in leaves detected by NBT staining in situ. Pepper leaves were infiltrated with AA and

incubated for different times, then infiltrated with NBT at room temperature under light, NBT-treated tissues were placed in ethanol to stop reaction,
remove chlorophyll, and preserve tissue integrity. (B) Pepper fruit tissues wers incubated with AA solution and produced H,O. was measured in the
incubation medium. (C) Time course of lipid peroxidation in pepper fruit tissue in response to AA treatment. TBA-reactivity was measured after diftferent
times of mcubation. All experiments were repeated at least three tines. Data are means £8D; n = 4. (@) AA; (©) H0.

Table 1
Effect of diphenylengiodonium on H.O: production in pepper [ruits
treated with arachidome acid®

Treatment H0: (uM ! FW)
Control (H:0) 15-4+1.5
Avrachidonic acid 104420
Diphenyleneiodonium (M}

0.3 98420

1 25+1.8

5 5411

10 5+0.5

“Bxpenments were conduced as described in Material and Methods.

Media and SE are calculated for three independent experiments.

marked decrease of APX activity 4 h alter AA treatment,
reaching a 50% inhibition after 24 h treatment (Fig. 4A).
The APX enzyme activity assay used in this study was
specific for the apoplastic APX, since H,O» depletion
of buffer assay abolish the enzyme activity, as shown in
Fig. 4B. There was no detectable glucose 6-phosphate in
the apoplastic fluid. Thus, the previously described
procedure to oblain apoplastic luid was apparently not
contaminated with intracellular material (data not shown).
The ROS production is increased when plants are
exposed to various biotic and abiotic stresses [31]. In these
studies, the effect on APX enzyme activity of two plant

defense elicitors, cellulase and salicylic acid, was investi-
gated (Table 2). Interestingly, pepper fruit tissue treated
with both elicitors resulted in a significantly lower APX
activity than controls.

4. Discussion

In this work, we studied the oxidative burst elicited
by AA and its relation with capsidiol and the redox
metabolism in pepper fruit. The aim of the current work
was to find evidence that H,O, have a direct role to
activate defense mechanism in this plant and that
ascorbate metabolism is involved during this activation.
The accumulation of O3~ and H,O; started within
15min and 2h after AA treatment, respectively, and was
very pronounced, lasting for several hours.

Evidence on ROS production in response to elicitor
treatment in plants is well documented [32 35]. Based on
the use of DPI inhibitor, a suicide inhibitor of the
phagocyte plasma membrane NADPH-dependent oxidase
[36], it has been proposed that a membrane-bound enzyme
resembling the neutrophil NADPH oxidase likely con-
tributes to the pathogen-induced oxidative burst in plants
[37]. Our present results with pepper focused to study the
ROS origin using ditferent concentrations of DPI showed
that ROS production may derive from an NADPH-
dependent oxidase, because its production was abolished
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Fig. 2. Effect of Ha0; on capsidiol accumulation, (A) Induction of capsidiol phytoalexin by different concentrations of HaOg mjected into pepper fruits.
After incubation, capsidiol was extracted and detected by TLC. (B) Time course of capsidiol production in pepper fruits treated with 0.2 mM H.0,. The

experiments were repeated at least three times with smilar results.
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Fig. 3. Phosphatidic acid ind capsidiol pi tion. Pepper fruits were

treated as described in Material and Methods, after each treatment
capsidiol was extracted and analyzed by TLC. The results are
representatives of three independent experiments.

with pM levels of this inhibitor (Table 1). Although DPI
has also been shown to inhibit the H-0, generating activity
of peroxidases, it is only able to do so at mM concentra-
tions [38]. These results in addition with the recently cloned
oxidase showing high homology with human gp®*#%* from
tomato [39] and the fact that an oxidase was shown to rise
ROS in tobacco [40], support the indication that the
NADPH-dependent oxidase-mediated generation of ROS
is prevalent in Solanaceas. An additional support to
explain the ROS origin in this plant family was the
treatment of potato tubers with AA which caused a rapid
but weak transient accumulation of H»O», followed by a
massive oxidative burst 6 9h after treatment. This induced
the Strboh gene expression in potato tubers, which is the
homologous of gp917*** gene [41].

Increasing evidence indicates that H,O, functions as a
signaling molecule in plants. Hx0; generation during the
oxidative burst is one ol the earliest cellular responses to
pathogens and elicitor molecules [3], and it has been shown
to induce the expression of defense-related genes [5 8,42].
Our data with exogenously H.0» at various concentrations
added to pepper fruit demonstrated that physiological
doses of H50, induced capsidiol accumulation, indicating
its requirement for the activation of this defense response
in pepper (Fig. 2).

Using lisophylline, we have shown that phospholipase D
activity was also important during capsidiol accumulation
(Fig. 3). In plants. activation of this enzyme, which
hydrolyzes phospholipids into free head groups and PA,
is involved with osmotic stress, absicic acid treatment,

wounding and plant defense [43]. Intracellular PA levels
increase under various hiotic and abiotic stress conditions,
including pathogen elicitation [44.45] and wounding [46]. It
is suggested that a potential mechanism of PA action in
plant stress responses is the activation of an NADPH
oxidase that produces ROS, similar to the system in
neutrophils [47.48], and it has been shown that PA
promotes ROS formation in Arabidopsis [49].

Although in potato tuber evidence have been provided
which indicates that lipoxvgenase acts as a mediator of
AA-elicitation [50], and that 3-S-HPETE, the first product
of the action of 3-lipoxygenase on AA, is capable of
inducing phytoalexin accumulation at much lower con-
centrations than are required for AA [31], ours results
using lisophylline. suggest that another way involving PA
production also could be used by AA to activate capsidiol
accumulation. The generation of superoxide phosphatidic
acid-mediate, NADPH-dependent and sensitive to DPI in
Arabidopsis [52]. and the direct activation of NADPH
oxidase by PA in intact neutrophils [53] support this
possibility.

To test the possibility that during AA treatment a
decrease in activity of antioxidant enzymes may result in
ROS accumulation, APX activity from the apoplasto
pepper fruit was assaved. This enzyme detoxifies hydrogen
peroxide using ascorbate for reduction. A decrease in APX
enzyme activity was observed in response to AA addition
(Fig. 4). Increasing evidence points that the suppression of
H,0» scavenging activity probably contributes to the
accumulation of threshold levels of Ha0; or changes in
H,0, homeostasis, which are necessary for the activation
of plant defense responses [34]. In tobacco cells that
undergo a hypersensitive reaction upon infiltration with a
fungal elicitor, the accumulation of H»0s is correlated with
a decrease in CAT1 and CAT2 transcript and protein levels
together with a decrease in total catalase activity [55].
Similarly. viral- and pathogen-induced HR-like cell death
is accompanied by a post-transcriptional suppression of
cvtosolic APX production [18]. Also, it have been reported
that salicylic acid and the synthetic inducer of plant defense
responses, 2.6-dichloroisonicotinic acid inhibits APX.
Enzyme activity inactivation correlated with their ability
to induce defense-related genes in tobacco and enhance
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Fig. 4. Changes in APX enzyme activity in response to AA. (A) Pepper fruit tissues were incubated by different times with | mM AA and the APX enzyme
activity from the apoplastic fluid was determined, following the H,0;-dependent oxidation of ASC at 265nm. (B) APX enzyme requirement for Hy 05,
Enzyme activity was assayed from control pepper tissue with and without H,0, in the reaction buffer. Data are means +30; n = 4. (@] AA; (O] H,O.

Tahle 2
Effects of elicitors of plant defense responses on APX activity in pepper
fruits®

APX activity
(mMmin " mg " prot)

Treatment

Cellulase (_mgl’ru.ii“’}

0 1.02 40010
1 0.22+0.01
8 0.3240.03
15 0.34 40.02
Salicylic acid (mM)
1.02 £0.10
0.1 0.12 40,03
1 011 4+0.0
5 0.46 +0.06
“Pepper fruits were incubated [or 24 h with different concentrations of

cellulase or salicylic acid and then APX activity was assayed as described
in Material and Methods. Media and SE are calculated for three
independent experiments,

resistance to tobacco mosaic virus [16]. More recently was
reported that pepper ascorbate peroxidase-like (CAPOAL),
thioredoxin peroxidase-like (CAPOTI), and peroxidase-
like (CAPOI) mRNA were down regulated in pepper
leaves inoculated with avirulent strain Bv5-4a of Xantho-
monas campestris pv. Vesicatoria; suggesting that the
accumulation of H>O» during the PCD may be due to
the strong suppression of these genes [56].

In pepper. H2O; production in response to elicitor may
play a significant role during the activation of defense
responses because the redox mechanisms involving APX
and ascorbate oxidase [22] are regulated, perhaps to sustain
ROS levels.

The apoplast is the first part of the cell contacting
pathogen during a plant pathogen interaction. The apo-
plast is considered to be a bridge {rom the environment to
the symplast, but it is more likely to act as a fundamental
reservoir of metabolic information concerning the biotic
and abiotic environment that surrounds the cell [57], thus,
its redox state may be important in triggering the
physiological response. Many examples of redox-regulated

signal molecules, including receptor tyrosine kinase and
phosphatases, and one redox-regulated mitogen-activated
protein (MAP) kinase has been described in plants [38].
H-0, produced in the apoplast modulates the expression of
various genes, including those encoding antioxidant
enzymes and modulators of H.0, production indicating
the complex way in which intracellular H,0, concentra-
tions may be monitored and maintained at a constant level.
However, it is still unknown whether H,Os-regulated
transcription involves oxidative changes to transcription
factors (TFs), in either the cytoplasm or the nucleus or
other medifications such as phosphorylation that are
ultimately initiated by H.04 [39].
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9. DISCUSION

Las plantas se encuentran expuestas a factores abiéticos tales como bajas y altas
temperaturas, exposicion a sales, sequia y metales pesados asi como a factores
bidticos como el ataque de patdgenos e insectos y en algunas ocasiones
simultaneamente son afectadas por ambos factores. Aun cuando no se
encuentren deficiencias en la tierra y la practica de la agricultura sea la adecuada,
el impacto de estos factores puede reducir significativamente la productividad de
los cultivos. Las plantas durante su metabolismo normal producen especies
reactivas de oxigeno (O," y H,0;). Una vez que existe un desbalance entre la
produccion de ERO y su destoxificacién se presenta el estrés oxidativo. Las
especies reactivas de oxigeno son moléculas pequefias que no pueden ser
facilmente excluidas, pueden dafar proteinas (inactivacion de enzimas), causar la
oxidacion de los acidos nucleicos, de carbohidratos y la peroxidacion de lipidos.
Para tales dafios causados a la célula por el estrés oxidativo, ésta cuenta con
mecanismos de destoxificacion enzimaticos y no enzimaticos, dentro de los cuales
se involucra a la enzima superoxido dismutasa como la primera linea de defensa
en la destoxificacion de ERO por catalizar la reaccion de dismutacion de anién O5,”
a HyO; (Gessler et al., 2007; Ahmad et al., 2008).

En el caso del fruto de aguacate, al ser cosechado en estado inmaduro, esta
sujeto al daino mecanico, al almacenamiento (4°C), y al ataque por patégenos
postcosecha durante su transporte y hasta llegar a los anaqueles de venta, lo que
puede conducir a la pérdida de la calidad del fruto y por consecuencia a pérdidas

econdémicas.
9.1 Estrés oxidativo a bajas temperaturas (4°C).

Durante el almacenamiento del fruto de aguacate a 4°C se incrementd la
acumulacién de ERO a las 12 horas después de su almacenamiento, similar
efecto tuvo la exposicion a bajas temperaturas en Arabidopsis thaliana en donde
se acumulé H,0O, y aumentaron las actividades de enzimas antioxidantes como

ascorbato peroxidasa (O’kane et al., 1996). Contrariamente, en arroz aumenta la
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actividad de SOD cuando las plantas son transferidas de temperatura baja a
temperatura ambiente (Suruyama y Tanida, 1995). En tanto en el fruto de
aguacate disminuyo la actividad de la enzima SOD a los 24°C.

Las plantas experimentan un proceso de aclimatacion que involucra la
acumulacién de ERO vy los lipidos han sido foco de atencion durante este tipo de
estrés por ser el principal componente de membranas, ademas hay una relacion
interesante entre la tolerancia a bajas temperaturas y la biosintesis o re-arreglo de
biomembranas en respuesta a el cambio de temperatura (Upchurch, 2008).

Las bicapas de lipidos creadas artificialmente experimentan un cambio de alta
fluidez-fase cristalina a una fase gel-solida cuando la temperatura disminuye. Los
acidos grasos son componentes cruciales en las membranas celulares. La
suberina, la cutina y la cera proveen una barrera contra el ambiente; sin embargo,
también contribuyen a la resistencia inducida a través de la remodelacion en la
fluidez de la membrana (Iba, 2002). Por ejemplo, la liberacién de acido a-linoléico
por medio de la actividad de una lipasa y como moduladores de la expresion de

genes de defensa (Kachroo et al., 2001).

La habilidad del ajuste de la fluidez de la membrana por cambios de los niveles de
acidos grasos insaturados es una caracteristica de las plantas sometidas a la
aclimatacion. El acido linolénico libre es por si mismo una molécula sefal y
precursor de la biosintesis de oxilipina (Ble€, 2002). Ademas los niveles de acido
oléico (18:1n9) provenientes del cloroplasto son criticos para la respuesta de
defensa en plantas de Arabidopsis, ademas de incluir la muerte celular
programada y la resistencia sistémica adquirida (Wilson et al., 2004; Xue et al.,
2006).

En el mesocarpo de fruto de aguacate sometido a 4°C durante 12 horas no se
mostré cambio en la concentracion de acido oléico (18:1n9); sin embargo con los
datos analizados, el vaccénico o cis 11-octacaenoico (18:1n7) mostré aumento en
su acumulacion cuando el fruto fue sometido a 4°C. Sin embargo, el grado de
dafno durante el estrés por bajas temperaturas depende del tiempo de exposicion,
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lo que sugiere que a las 12 horas de almacenamiento a 4°C no influye en la

composicion de acidos grasos (Solanke y Sharma, 2008).

Sin embargo, a bajas temperaturas las membranas vegetales experimentan una
transicion de liquido-cristalino a una fase parecida a un gel que reduce la fluidez
de la membrana, provoca ademas una pérdida de iones y puede ocurrir la
desactivacion de proteinas de membrana. Se sugiere que a bajas temperaturas el
fosfatidil glicerol saturado contenido en las membranas del cloroplasto es liberado
y es relacionado con la adaptabilidad de las plantas a bajas temperaturas (Iba,
2002).

También, se ha relacionado el contenido de acidos grasos con la adaptabilidad a
bajas temperaturas. En plantas con contenidos menores al 20% toleran mejor el
frio que plantas que contienen 40% o mas de acidos grasos saturados (Murata et
al., 1992; Wolter et al., 1992). Asi se sugiere que el mesocarpo del fruto de
aguacate, al contener mayor cantidad de acidos grasos insaturados tolere el
estrés a bajas temperaturas, al no observarse un cambio en la composicion de

acidos grasos en el mesocarpo del fruto.

9.2 Estrés oxidativo causado por herida y por Colletotrichum

gloeosporioides en mesocarpo de fruto de aguacate

Una vez que el fruto de aguacate ha sido cosechado puede verse sujeto al dafio
por herida durante su transporte y manipulacion y/o al ataque postcosecha por
hongos como C. gloeosporiodes, estos tipos de estrés ocasionan la produccion de
especies reactivas de oxigeno (O, H,O, y OH"). En tanto que la acumulacion de
ERO en frutos de aguacate habia sido analizada en frutos de aguacate (Persea
americana Miller Cv. Fuerte), en donde el pericarpo fue aislado e inoculado con
esporas de C. gloeosporioides y se observo la acumulacién de anion superdxido a
1 hora después de la inoculacion y una segunda acumulacién a las 4 horas (Beno
y Prusky, 2000), en éste trabajo se utilizaron frutos completos, los cuales fueron

inoculados con la misma concentracion de esporas de C. gloeosporioides en
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dénde la acumulacién de ERO fue analizada en el mesocarpo del fruto, mostrando
una mayor acumulacion del anidn superoxido a la hora y otra a las 8 horas
después de la inoculacion. En cuanto a la acumulacion de H,O, en mesocarpo de
fruto de aguacate se observd a las 2 horas después de la inoculacién lo que
coincide con lo reportado por Beno-Moualem y Prusky (2000) en el pericarpo de
frutos de la cultivar fuerte. Una segunda acumulacion de H,O, fue observada lo
que sugiere una interaccion incompatible.

Varias fuentes enzimaticas han sido propuestas como la fuente en la produccion
de ERO durante las interacciones planta-patdégeno, las cuales incluyen la enzima
NADPH oxidasa de membrana plasmatica, peroxidasas, xantina oxidasas y
lipoxigenasas (Bolwell y Daudi, 2009). Varios reportes sugieren que la produccion
de ERO durante la interaccion con C. gloesporioides-Persea americana inician en
el espacio extracelular por la reduccion con un electron del oxigeno molecular por
la enzima NADPH oxidasa de membrana plasmatica asi se produce el anidn
superoéxido y éste es dismutado en el sitio de produccion sugiriendo que sea una
SOD de apoplasto la que se encargue de dismutarlo a la siguiente especie
reactiva H,0,. (fig. 1) (Beno y Prusky, 2000). Las SOD extracelulares habian sido
caracterizadas solo en mamiferos (Alsher et al., 2002); sin embargo se han
localizado inmunolégicamente SOD extracelulares en algodon (CuZn-SOD) y se
ha sugerido que estas participen durante la formacion de lignina en la pared
celular, en procesos de crecimiento y desarrollo en la pared celular (Kim et al.,
2008). Ademas, se ha encontrado que las CuZn-SOD extracelulares tienen
participacion durante la respuesta al estrés bidtico y abidtico (Kasai et al., 2006,
Zhang et al., 2008).
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Figura.1 Produccion de Especies reactivas de oxigeno después durante el
estimulo por herida o por C. gloeosporioides en Persea americana Mill. Cv. Hass

Por lo que se sugiere que los niveles encontrados de H,O, son regulados por la
produccion de O;™ que involucra la participacion de la enzima NADPH oxidasa de
membrana plasmatica y a la enzima SOD de apoplasto que dismuta al anion a

H,0O,. E: estimulo, R: receptor.
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Una vez que se presenta el estrés oxidativo en el mesocarpo, las ERO pueden
reaccionar con carbohidratos, acidos nucléicos, proteinas vy lipidos. El mesocarpo
del fruto de aguacate al tener altos contenidos de acidos grasos poliinsaturados
son susceptibles a la oxidacién. El analisis en el perfil de acidos grasos en el
mesocarpo mostré una disminucion de la concentraciéon de los mismos alas 3y 12
horas después de la interaccion con C. gloeosporioides, ademas de que el acido
linoléico (18:2n9,12) no fue determinado durante la interaccion; sin embargo los
acidos grasos estearico (18:0) y gadoléico (20:1n9) fueron detectados durante la
interaccion.

El &cido oleico (18:1n9) libre ha sido relacionado con la regulaciéon de la respuesta
de defensa en plantas a patogenos, incluyendo la muerte celular programada y la
resistencia sistémica adquirida (SAR). En plantas mutantes de A. thaliana que
acumulaban altos niveles de 18:1n9 se disminuian las respuestas de defensa
(Kachroo et al., 2004).

Una de las respuestas al estrés por herida en plantas es la acumulacion de ERO.
La produccion de las ERO en fruto de aguacate después del tratamiento con
herida se presenta conforme a lo reportado por Castro (2009). La produccion de
0O," se presenta a partir de los 10 minutos después del dafio, observandose la
maxima acumulacion a los 25 minutos. En tanto la acumulacion de H;0, se
observa a los 10 y 30 minutos después del tratamiento y al utilizar el inhibidor DPI,
la acumulacion de H,O», disminuye, lo que sugiere que la fuente de produccion de
ERO sea a través de la enzima NADPH oxidasa de membrana plasmatica (Fig.2).
Hay diferentes fuentes en la produccion de ERO incluyendo fuentes intracelulares
como la mitocondria y peroxisomas; extracelulares como peroxidasas de pared
celular, oxalato oxidasas de apoplasto, NADPH oxidasas de membrana plasmatica
y amino oxidasas. La enzima NADPH oxidasa transfiere electrones del citoplasma
de NADPH al O, extracelular para formar el O,", seguida por la dismutacion de
éste para formar el H,O,; la participacion de NADPH oxidasa de membrana
plasmatica ha sido implicada como la fuente de producciéon de ERO en varios tipos

de estrés; sin embargo, hay evidencia que esta implicada durante el dano por
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herida (Orozco-Cardenas et al.,1999; Liu et al., 2005; Sagi et al., 2004) o por

peroxidasas de pared celular como fuente de ERO.

Por otro lado la dismutacién del O,” puede darse espontaneamente pero se
requiere a la enzima superoxido dismutasa para que el proceso sea mas rapido;
las primeras SOD extracelulares descritas habian sido en mamifero; sin embargo
en plantas se describieron las SOD extracelulares que participaban en la
lignificacion de la pared celular en algodén (Kim et al., 2008). En el mesocarpo del
fruto de aguacate se analizd la posible participacion de alguna SOD extracelular
durante el estrés por herida, sugiriendo la actividad de SOD’s durante el dafio por
herida (Fig.1) y al utilizar los inhibidores de CuzZn-SOD (KCN y H,05) se muestra
una disminucion de la actividad total sugiriendo que la actividad de SOD proviene
de CuZn-SOD.

Durante el estrés oxidativo causado por C. gloeosporioides y por el dafio por
herida la fuente en la produccién de ERO se sugiere que sea la enzima NADPH
oxidasa de membrana plasmatica asi que como el metabolismo de destoxificacion
se continue con la actividad de la enzima superdxido dismutasa extracelular.

El perfil de acidos grasos durante el estrés por herida se analizé a los 15 minutos
después del tratamiento con herida, por ser el tiempo en el que se presentdé mayor
acumulacién de H,O, y mostrdé una disminucion en los niveles de acidos grasos
con respecto al control cero horas; sin embargo, hay un aumento en los niveles de
acido oléico (18:1n9) y deteccion del acido estearico (18:0) y el acido gadoleico
(20:1) con respecto al control. EI aumento de los niveles de el acido oleico
(18:1n9) esta implicado en la senalizacion de la respuesta de defensa en plantas
(Upchurch, 2008) pero la instauracion del acido graso de 18 carbonos se

encuentra en posicion diferente.

Dependiendo del tipo de estrés, la fuente de produccién de ERO puede ser
diferente, sin embargo durante el estrés por herida y la interaccion con C.
gloeosporioides-P. americana Mill. Cv. Hass se sugiere que puedan implicar a una
NADPH oxidasa de membrana plasmatica como fuente en la produccién de ERO.
La cinética de acumulacion de ERO es diferente entre los dos tipos de estimulos
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implicados, sugiriendo que sea diferente por el origen del estimulo para
desencadenar una respuesta diferente. En tanto el cambio en el perfil de acidos
grasos, disminuyendo estos en ambos estimulos y se detecten tanto el acido
estearico y el acido gadoleico; sin embargo en el estrés por herida aumenta la
acumulacién de acido cis 11-ocatacaenoico (18:1n7) que pudiera estar implicado

en la sefalizacion por este tipo de estrés.
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10. Conclusion

Los diferentes tipos de estrés aumentan la produccion de especies reactivas de
oxigeno, pero no todos tienen una influencia sobre la composicion de lipidos en el

mesocarpo de fruto de aguacate
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