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RESUMEN

En este trabajo se analiz6 la actividad de las enzimas relacionadas con el
metabolismo de las especies reactivas de oxigeno (catalasa, peroxidasa y
superoxido dismutasa) en tejido de fruto de aguacate dafiado por herida.

De acuerdo a nuestros experimentos se observé una disminucién en la
actividad de la catalasa a partir de los 15 minutos hasta las 72 h. La actividad de la
peroxidasa increment6 a partir de las 8 h hasta las 72 h. En el mesocarpio de tejido
de aguacate se encontraron 8 isoenzimas de la peroxidasa incrementandose la
actividad de las peroxidasas basicas en respuesta a este estimulo. La actividad de
la superéxido dismutasa disminuy6 a partir de las 4 hasta las 12 h, y se detectaron
3 isoenzimas las cuales fueron identificadas como 2 de Cu-Zn SOD y 1 Mn-SOD.
Estos resultados nos sugieren que las enzimas son afectadas diferencialmente en

respuesta al dafo por herida.
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1. ANTECEDENTES.

1.1 MECANISMO DE DEFENSA EN PLANTAS.

Durante la evolucidn, las plantas han desarrollado mecanismos de defensa
efectivos contra el ataque de los microorganismos presentes en el medio ambiente
a los que estin constantemente expuestos. Dichos mecanismos les confieren
resistencia a las enfermedades, y estos pueden ser pasivos o activos. Los
mecanismos pasivos forman parte de las caracteristicas de desarrollo de la planta,
es decir son barreras anatémicas o quimicas que impiden el establecimiento de un
patégeno en el hospedero, tales como la cuticula o la pared celular (Figura 1A);
mientras que los mecanismos activos requieren de la activacion del metabolismo
del hospedero y son inducidos después del contacto con un microorganismo
invasor, por lo tanto, no son detectables en plantas sanas (Figura 1B) (Dickinson y
Lucas, 1987).

Para que los mecanismos de defensa inducibles se activen de manera
eficiente, es necesario que las células expuestas a un patdégeno cuenten con un
sistema de vigilancia capaz de reconocer una amenaza externa, una ruta de
transducciéon de la sefial y una respuesta usualmente regulada a nivel de
transcripcién genética por medio de la expresiéon de genes relacionados con la
defensa de la planta tales como los que participan en la sintesis de fitoalexinas,

quitinasas e inhibidores de proteasas (Lamb y et al., 1989).

UMSNH 11QB 1
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A) Pasivos o constitutivos

Espora Tubo germinativo

Cuticula
Pared celular

B) Inducibles

Pared celular

Estimulador
Hifa

Citoplasma

— —>

Fitoalexinas
Quitinasas

Figura 1. Mecanismos de defensa en plantas. A). Mecanismos de defensa constitutivos
(constituidos por los componentes estructurales de la célula, tales como la cuticula y la
pared celular). B). Mecanismos de defensa inducibles (constituidos por compuestos
antimicrobianos como las fitoalexinas y enzimas liticas). Los mecanismos de defensa
inducibles se activan en respuesta a la produccion de moléculas derivadas del patégeno o
de la degradacion de los componentes de la pared celular vegetal (estimuladores) como
producto de la interacciéon entre ambos organismos. Estas moléculas son reconocidas por
receptores (proteinas de resistencia) localizados en la membrana plasmatica, los cuales
transmiten la sefial hacia el interior de la célula, activando la sintesis de enzimas
involucradas en la produccién de compuestos antimicrobianos. Tomado de De Wit (1992).
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1.2 MECANISMOS DE DEFENSA EN RESPUESTA AL DANO POR HERIDA

Los primeros eventos detectados en respuesta al dafio por herida, incluyen
la activacion de un péptido de 18 aminoacidos llamado sistemina, el cual tiene un
receptor en la membrana plasmatica. Una vez acoplados se encienden rutas de
transduccion de senales hacia el interior de la célula. Por un lado, se estimula la
apertura de canales de Ca*?, cuando incrementa el calcio intracelular se activan las
MAP cinasas (proteinas activadas por mitégenos) las cuales pueden tomar dos
vias: una de ellas puede encender cascadas de sefializacion que lleguen al ntcleo y
la otra puede fosforilar la enzima NADPH oxidasa que se encuentra en la
membrana plasmatica. Una vez fosforilada, utiliza como sustrato al oxigeno
molecular (O2) y lo convierte en anién superéxido (Oz’). El O generado puede ser
convertido a H2O2> mediante la actividad de la enzima superéxido dismutasa, el
H>O, generado puede atravesar la membrana plasmética y en ntcleo activar

algunos genes de defensa o también puede reaccionar con metales tales como el

Fe*2 para forma el radical hidroxilo (OH -). Por otra parte se activa la fosfolipasa A,

la cual libera el acido linolénico de la membrana plasmaética hacia el citosol en
donde es utilizado como sustrato por la enzima lipooxigenasa (LOX) que cataliza
la oxigenacion del acido graso. Al final de esta ruta se obtiene el dcido jasmoénico, el
cual puede activar directamente genes de defensa tales como: proteinas

relacionadas con la patogénesis (proteinas RP), la fenilalaninamonioliasa (PAL) y

UMSNH 11QB 3
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la chalcona sintasa (CHS) (Figura 2) (De Bruxelles y Roberts 2001). Estos procesos
parecen estar conservados en todas las plantas analizadas y estan asociados con la
generacion de sefiales intracelulares para activar las respuestas de defensa. Se han
identificado algunos elicitores en respuesta a herida; los de mayor importancia
incluyen glicanos de la pared celular tales como los oligogalacturonidos (OGAs), y
en solandceas la sistemina. Estos elicitores de respuesta a herida pueden ser sefiales
primarias después del dafio celular, o pueden funcionar para amplificar la

respuesta en las hojas no dafiadas (De Bruxelles y Roberts 2001).

1.2.1 RECEPTORES

En las rutas de traduccion de senales, el primer paso en la respuesta a una
herida, puede ser la percepcién de la sefial por un receptor especifico. A la fecha se
han identificado y parcialmente caracterizado una proteina de union a sistemina
en células de tomate (Schaller y Oecking, 1999) y una fosfoproteina que une a la
uridina y esta asociada a la membrana (Reymond y Farmer 1998), pero su funcion
en la sefializaciéon a herida permanece incierta. La proteina de unién a sistemina
parece tener actividad de proteasa y puede estar involucrada en la degradacién de
la sistemina después de haber realizado su funcién. Sin embargo, no se ha
identificado un receptor para 4cido jasmoénico, uno de los principales inductores de

activacion de genes de defensa en respuesta a herida.
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Sistemina

Figura 2. Esquema general de la respuesta a herida. La herida induce la activacién de la
expresion de genes de defensa tanto en zonas dafiadas como en las no dafiadas. Con
flechas se indican las rutas de sehalizacion que se activan hacia el interior de la célula
hasta llegar al nicleo para activar algunos genes relacionados con la defensa. PC pared
celular, MP membrana plasmatica, E estimulador, R receptor, FLP fosfolipasa, AJ acido
jasmoénico, LOX lipooxigenasa (Esquema modificado De Bruxelles y Roberts 2001).
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1.2.2 ION CALCIO

El ion Ca*? estad involucrado en reacciones de sefalizacion en respuesta a la
herida como segundo mensajero en eucariotas. Varios estudios han mostrado un
rdpido incremento de las concentraciones de Cat*? citoplasmico después de la
herida (Knight et al., 1993) o con la aplicacién de estimuladores (Mathieu et al.,
1991). Se ha demostrado que bloqueadores de canales de calcio, ionoforos de
calcio, y agentes que movilizan Ca*? de almacenes intracelulares, modulan la
expresion de genes de defensa cuando son inducidos por un estimulador, lo que
sugiere que tiene un papel en la sefializacion (Messiaen y Van Cutsem, 1994; Le6n
et al., 1998). Estas evidencias sugieren un papel para el Ca*? en la sefializacién en

respuesta al dafio por herida.

1.2.3 FOSFORILACION DE PROTEINAS

Se han identificado varias proteinas cinasas que son inducidas por herida,
en términos de incremento de actividad o en incremento de la expresion de genes.
Las MAP cinasas son proteinas que regulan la sefializacion en respuesta a factores
que controlan la divisién celular y en respuesta a estrés. La actividad de proteinas
cinasas inducidas por herida se identificé por primera vez en el tabaco (Usami et
al., 1995), a través de una clona de cDNA representante de un homologo de MAP

cinasa cuyo mRNA se acumula en respuesta a la herida y durante la infeccién por
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patogenos (Seo et al., 1999). También se han identificado actividades similares de
MAP cinasas que son inducidas rdpidamente, pocos minutos después, de la herida
en Arabidopsis, alfalfa y tomate (Mizoguchi et al.,, 1996; Bogre et al., 1997;

Stratmann y Ryan, 1997).

1.2.4 ACIDO JASMONICO

El 4cido jasmonico (AJ) es un derivado ciclopentanona del 4acido linolénico
que presenta las caracteristicas de una hormona en plantas (Sembdner y Partiré,
1993); sus niveles enddgenos aumentan por una sintesis de novo cuando se produce
un dafio mecanico, lo cual provoca la activacién transcripcional de diversos genes
inducibles por herida (Creelman et al., 1992). Entre esos se encuentran genes que
codifican para inhibidores de proteasas, y genes que codifican para enzimas de la
via fenilpropanoide (CHS, PAL) (Dittich et al., 1992; Creelman et al., 1992), estos
altimos participan en la sintesis de fitoalexinas, los cuales son compuestos
antimicrobianos de bajo peso molecular que se sintetizan y se acumulan en las
plantas después de la exposicién a microorganismos. Esto dltimo establece una
relacion entre las repuestas de defensa por lesién y el ataque por patdgenos. La
aplicaciéon de jasmonato exégeno a las plantas produce grandes cambios en la
transduccién, transcripcion y en las poblaciones de mRNA (Sembdner y Partiré,
1993). En estudios realizados en hojas de cebada tratadas con AJ, se observé una
reduccién en la sintesis de las subunidades de rubisco asi como de otras proteinas

(Weidhase et al., 1987). También se ha demostrado que el AJ aplicado en hojas
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disminuye la expresion de genes involucrados en la fotosintesis y causa clorosis
(Bunker et al., 1995), lo que sugiere que este compuesto juega un papel en la
senescencia de las plantas (Ueda y kato, 1980).

El AJ también tiene diversos papeles en el desarrollo normal de las plantas,
por ejemplo, en la tuberizaciéon de la papa (Pelacho y Mingo-Castel, 1991),
induciendo en hojas la acumulacién de proteinas de almacenamiento vegetativo
que actdian como reservorios transitorios de nitrégeno en plantas (Mason y Mullet,
1990). La caracterizacion reciente de mutantes de Arabidopsis thaliana insensibles a
AJ o deficientes en la produccién de AJ también sugiere que esta implicado en la
produccién de polen (Feys et al., 1994). En la actualidad se conoce muy poco sobre

la forma en que el JA es percibido por la célula.

1.2.5 ETILENO.

El etileno es una hormona que esta involucrada en el desarrollo de la planta
y es producida en respuesta a estrés (Kende, 1993). La produccién de etileno
inducido por herida es el resultado de la activacion de las enzimas involucradas en
su biosintesis como la 1- aminociclopropano-1-carboxilasa sintasa (ACS) y la 1-
aminociclopropano-1-carboxilasa oxidasa (ACO). Los genes que codifican para las
isoformas basicas de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), son
generalmente inducidos tanto por la aplicacion de etileno y herida, lo cual sugiere
que el etileno puede ser el mecanismo para su activaciéon por herida (O Donnell et

al., 1996).
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1.2.6 SENALES SISTEMICAS Y SU RUTA DE TRANSMISION.

Las senales sistémicas requieren de conexiones vasculares y la amplitud de
la expresion sistémica de genes esté relacionada con conexiones vasculares entre el
sitio herido y el sitio no dafiado (Jones et al., 1993). Algunos reportes sugieren que
esas sefales sistémicas podrian viajar a través del floema (Rhodes et al., 1996). Los
primeros estudios con la transmision eléctrica inducida por herida sugieren que
ésta puede ser la sefial responsable de la expresion de genes. Ademas, la
acumulaciéon sistémica de inhibidores de proteasas correlaciona con la sefal
eléctrica (Wildon et al.,, 1992). Esas senales eléctricas consisten en ondas de

despolarizacion de la membrana, las cuales se transmiten de célula a célula.

1.2.7 SISTEMINA, UN PEPTIDO IMPLICADO EN LA SENALIZACION SISTEMICA.

La sistemina es un péptido de 18 aminoacidos que fue identificado como un
factor importante en la induccién de proteinasas en hojas de tomate (Pearce et al.,
1991). Desde entonces varios reportes sugieren que la sistemina es una sefal
sistémica movil en heridas (Ryan y Pearce, 1998 y Ryan, 2000). La sistemina se
expresa en plantas como un precursor de 200 aminoacidos conocido como
prosistemina (McGurl et al., 1992). El gen de la prosistemina se expresa
principalmente en las regiones vasculares de las partes aéreas de las plantas y es
por si mismo inducible por herida (Jacinto et al., 1997). Su importancia y su funcién

han sido estudiadas mediante el uso de plantas de tomate transgénicas. Plantas
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transgénicas en las cuales la expresion del gen de prosistemina es suprimido via la
expresion antisentido de su mRNA las cuales exhiben una reduccién sistémica
significante en la expresiéon del gen Pin que codifica para inhibidores de proteasas
en respuesta a la herida (McGurl et al., 1992). Por otro lado, plantas transgénicas en
donde se sobre expresa prosistemina bajo el control del promotor constitutivo
CaMV 355, se muestran altos niveles de la expresion del gen Pin a través de la
planta (McGurl et al., 1994). Experimentos detallados con andlogos de sistemina
sintética que contenian sustituciones o deleciones de aminoacidos mostraron que
se requiere el péptido completo para su actividad biolégica y que algunos
residuos del extremo C-terminal son importantes en la induccién de genes de
defensa, y que la region N- terminal parece ser esencial para la interaccion con su

receptor (Meindl et al., 1998).

1.2.8 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO).

1.2.8.1 RADICAL ANION SUPEROXIDO.

La produccién del anion superéxido (Or) en las plantas se realiza mediante
una reacciéon que involucra a la enzima NADPH oxidasa, localizada en la
membrana plasmatica de las células. Por el sitio donde se genera, reacciona con
facilidad con los lipidos que componen la membrana plasmatica, generalmente
rompiendo y generando dafios irreversibles a esta estructura. Este radical puede

actuar como oxidante o como agente reductor y por lo tanto puede ser capaz de
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oxidar una gran variedad de moléculas organicas tales como: proteinas,
carbohidratos y lipidos. El O2 se puede dismutar en H.O, y O. (Figura 3)

(Scandalios, 2005).

1.2.8.2 PEROXIDO DE HIDROGENO.

El peréxido de hidrégeno (H.0,) es un oxidante relativamente estable, tiene
una capacidad més baja que el Oy para reaccionar con moléculas biolégicas y es
capaz de cruzar las membranas celulares debido a la ausencia de carga eléctrica de
su molécula (Scandalios, 2005). Se considera que la mayoria del peréxido de
hidrégeno presente en una célula proviene de la dismutaciéon del Oz, aunque
también se puede generar por la adiciéon directa de dos electrones al oxigeno
molecular a través de algunas reacciones enzimadticas. Esta molécula se ha
considerado como un metabolito celular toxico. Sin embargo, ahora se sabe que
estd involucrada en la transduccién de sefales derivadas de estimulos tanto de
origen ambiental como de origen biético al interior de la célula.

Se ha reportado que el peréxido de hidrégeno modula la expresion de varios genes
relacionados con la defensa de las plantas (Scandalios, 2005). Ademas, a través de
reacciones de lignificaciéon participa en el reforzamiento de la pared celular de
células vegetales que han sido atacadas por patégenos o sufrido una herida. El
peréxido de hidrégeno puede oxidar directamente metales de transicién tales
como el Fe?* a través de la reaccion de Fenton y producir el radical hidroxilo

(Figura 3).
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El peréxido de hidrégeno puede actuar como una sefial local para la muerte
celular y ademds como una sefial difusible para la induccién de genes en células
adyacentes (Alvarez et al., 1998). Similarmente, en plantas transgénicas de tabaco
en donde se disminuyeron los niveles de antioxidantes, se observaron niveles altos
constitutivos e inducibles de H>O, y proteinas relacionadas con la patogénesis (PR)
junto con un incremento en la resistencia general a infecciones por patégenos

(Chamnongpol et al., 1998; Mittler et al ., 1999).

1.2.8.3 RADICAL HIDROXILO.

El radical hidroxilo (OH) es un agente altamente oxidante (tiene alta
afinidad por atomos de hidrégeno) y se genera por la adiciéon de un electrén al
perdxido de hidrégeno (Scandalios, 2005) (Figura 3). Es el derivado reactivo de
oxigeno mas toéxico que se produce. Tiene una vida media que no rebasa el margen
de microsegundos debido a que reacciona con cualquier tipo de biomolécula
cercana y por su corta existencia ha sido dificil de estudiarlo con detalle. Los acidos
grasos no saturados, de gran importancia biolégica por ser los constituyentes
principales de las membranas celulares, son particularmente susceptibles a la
oxidacion por parte del radical hidroxilo. Cuando reacciona con los lipidos de las
membranas, genera degradacion de los acidos grasos, lo que repercute en la
pérdida de la integridad de la membrana y, finalmente, muerte celular (Esterbauer

etal., 1991).
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Puesto que las especies reactivas de oxigeno reaccionan de la misma manera
con cualquier tipo de biomolécula, sus efectos toxicos sobre los microorganismos
patégenos son muy importantes como mecanismos de defensa para la planta. Con
el objeto de controlar la toxicidad hacia sus propios componentes, la planta ha
desarrollado algunos mecanismos de destoxificaciéon para eliminarlos cuando estos

ya no sean requeridos (Foyer y Noctor, 2005).

1.3 LAS ERO INDUCEN LA MUERTE CELULAR EN PLANTAS.

La muerte celular es un proceso esencial en el ciclo de vida de las plantas.
Dos efectos principales han sido descritos en plantas: muerte celular programada
(MCP) y necrosis. La MCP es genéticamente programada y comparte algunas
caracteristicas con la muerte celular apoptoética en células animales, tales como la
condensacion del citoplasma, la condensacion de la cromatina y la fragmentacién
del DNA. La muerte celular se ha estudiado en plantas durante la respuesta
hipersensible (RH), la cual es tipica de una interacciéon incompatible planta-
patégeno. Durante la RH, una explosién oxidativa coincide con la muerte celular
en el sitio del ataque del patégeno. Esta muerte celular localizada limita la invasiéon
del patégeno. La fuente de la explosiéon oxidativa se debe principalmente al
complejo NADPH oxidasa y a las peroxidasas de la pared celular dependientes

del pH (Lamb y Dixon, 1997; Bolwell y Wojtaszek 1997).
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Anion superoxido Oz

Perdxido de hidrégeno  H,0O,

e- Reaccioén de Fenton

Radical hidroxilo OH -

e-

H>O

Figura 3. Reacciones secuenciales para la producciéon de ERO, a partir del oxigeno
molecular (Scandalios, 2005).
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1.4 INTERACCION ENTRE ERO Y OTROS COMPONENTES DE
SENALIZACION.

Es dificil imaginar que solamente el HxO: es el responsable de las diversas
respuestas, mientras que una interaccién con otras rutas de sefalizaciéon es un
escenario mas realista. El etileno, el acido salicilico (AS), el acido jasménico (A]) y
el 6xido nitrico (ON) son otras moléculas que juegan un papel importante en la
induccion de la respuesta de defensa en plantas en contra del estrés bidtico y
abiotico. El AS se asocia principalmente con el establecimiento de la resistencia
sistémica adquirida (RSA), porque después de la infecciéon de un patdgeno, los
niveles de AS se incrementan en hojas infectadas y no infectadas y las plantas
pueden llegar a ser mds resistentes a una subsecuente infeccién. El etileno es otra
molécula sefial bien establecida en cuanto a la respuesta al estrés en plantas.
Recientemente, la activacién especifica de la biosintesis y funcion del etileno se ha
demostrado que se requiere para la acumulacion de Oz y la muerte celular
(Overmyer et al., 2000).
El 6xido nitrico promueve la expansiéon de hojas, germinaciéon de semillas, y de-
etiolacion pero ademads, inhibe la elongacion de hipocotilos y de internados,
induce genes de defensa y produccion de fitoalexinas y potencia la induccién de la
muerte celular (Beligni y Lamattina, 2000).

El 4cido jasmonico es una hormona involucrada en la respuesta al estrés por

herida. En comparacion con el etileno, el acido salicilico tiene un efecto opuesto en

UMSNH 11QB 15



szzrzm 0z- :ﬁ taz

la muerte celular. El 4cido jasmoénico induce la sintesis de glutation reducido
(GSH), por lo tanto, limita la acumulacion de las especies reactivas de oxigeno y la

consecuente muerte celular (Xiang y Oliver, 1998).

1.5 DANOS CELULARES OCASIONADOS POR LAS ERO.

1.5.1 PEROXIDACION DE LiPIDOS

El radical hidroxilo (OH") ataca a los acidos grasos constituyentes de los

triacilgliceroles o de los fosfoacilgliceroles. La interaccién del radical libre va
dirigida al carbono adyacente en donde se encuentra un doble enlace, ocasionando
un rompimiento homolitico al sustraer el hidrégeno que forma agua al unirse al
radical, mientras que el 4cido graso forma un radical libre en el carbono afectado
por el hidroxilo (Figura 4). Una vez que a un fosfolipido se le arrebata un electrén,
éste busca estabilizar su estructura quimica y toma el electréon de una molécula
vecina, generandose asi una reaccion en cadena (Buege y Aust, 1978).

Los productos de la lipoperoxidacién son aldehidos, cetonas, ésteres, y
alcoholes. Este proceso repetitivo conduce a que la membrana pierda sus
propiedades fisicoquimicos, lo que culmina en la muerte celular (Buege y Aust,

1978).
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del &cido graso

Figura 4. Peroxidacion de lipidos ocasionado por las especies reactivas de oxigeno
(Buege y Aust, 1978).

1.5.2 OXIDACION DE PROTEINAS

Todas las cadenas laterales de los aminoacidos que forman parte de las
proteinas son susceptibles de ser atacadas por el radical hidroxilo, aunque algunas
son mas vulnerables que otras, como es el caso de las cadenas laterales de la
tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina, metionina y la cisteina (Droge, 2002). En
consecuencia, la exposiciéon de proteinas a sistemas generadores de radicales libres
conduce a modificaciones en la estructura terciaria, que puede acompanarse de
una fragmentacion quimica, un incremento en la susceptibilidad al ataque

proteolitico y a la pérdida de funcién bioldgica (Beckman y Ames, 1998).

1.5.3 OXIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La importancia biolégica de los 4cidos nucleicos nos obliga a considerar
como un efecto de gran repercusion el que se presenten modificaciones o

deleciones de las bases de la molécula de ADN causadas por la presencia de
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radicales libres (Droge, 2002). A semejanza de las proteinas, parece existir una muy
baja posibilidad del establecimiento de reacciones en cadena; sin embargo, el dafio
puede ser mas significativo, aunque sea muy limitado en extension y localizacion.
La interacciéon de radicales libres con el ADN causa cambios conformacionales,
alteracion de bases y ruptura de una o de la doble cadena y pérdida de
nucleétidos, eludiendo al sistema de reparacion al presentar una mutacién antes de
la replicaciéon. Esto conduce a la produccion de genes mutados y, por ende, de
proteinas disfuncionales. Las modificaciones de las bases se deben, en gran parte a
los metales de transicion, fundamentalmente al i6n ferroso (Fe?*), que se encuentra
unido al ADN y que, en presencia del peréxido de hidrégeno, genera hidroxilo,

modifica las bases del mismo (Beckman y Ames, 1998).

1.6 SISTEMAS ANTIOXIDANTES EN PLANTAS

Debido a la naturaleza altamente toxica de las ERO, sus niveles deben estar
bajo un control estricto. De acuerdo con esta idea, las plantas poseen eficientes
sistemas de defensa antioxidantes enziméticos y no enziméticos que evitan el dafio
oxidativo (Figura 5). Estos sistemas forman una unidad versatil de control de la
acumulaciéon de ERO en espacio y tiempo, como resultado de sus propiedades
bioquimicas y de su induccion a nivel enzimaético y genético (Alscher y Hess, 1993).
Durante el estrés en plantas el incremento en la producciéon de ERO, puede ser

resultado del incremento y/o de la expresion genética de las enzimas generadoras
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(NADPH oxidasa, peroxidasa, oxalato oxidasa, etc.), desactivacién y/o inhibicién
de la expresion de enzimas antioxidantes (catalasa, glutation peroxidasa,
superoxido dismutasa) y decremento en componentes antioxidantes no
enzimaéticos (ascorbato, glutation, etc). Por ejemplo, en el incremento del AS se ha
implicado la desactivacion de catalasa y ascorbato peroxidasa (Chamnongpol et al.,
1998). De esta manera, dependiendo del modelo de estudio (planta, agente-
estresante), la producciéon de ERO puede ser regulada por una o varias enzimas
citosélicas y/o apoplasticas y amortiguada por uno o varios de los sistemas

antioxidantes.

Superéxido dismutasa (SOD)
Enzimaticos Peroxidasa (POD)

Catalasa (CAT)

Glutation reductasa (GR)

Acido ascorbico
No enziméaticos Tocoferol
Carotenoides

Flavonoides

Figura 5. Sistemas antioxidantes en plantas (Alscher y Hess, 1993).
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1.7 MECANISMOS ENZIMATICOS

1.7.1 CATALASA (CAT).

La catalasa (EC 1.11.1.6; H2O2:H>O> oxidoreductasa; CAT) es una enzima
tetramérica antioxidante que contiene el grupo hemo, y se encuentra en todos los
organismos aerébios. Las catalasas tienen una funcién clave en la proteccién de las

células contra el estrés oxidativo porque realizan la siguiente reaccion catalitica:

HO, + HDO, _— J 2HO + O

Se han reportado 74 secuencias de genes que codifican para catalasas, las
cuales incluyen a 29 de bacterias, 8 fungicas, 30 de plantas, y solamente 7
secuencias animales. En las plantas, la catalasa atrapa al H>O> que se forma
durante el curso de la fotorespiracién y de la oxidacién de acidos grasos. Se han
encontrado multiples isoformas de la catalasa en muchas especies de plantas, entre
las que se incluyen el maiz, tabaco, calabaza, arroz, algodon y Arabidopsis thaliana.

La funcién protectora de la catalasa se ha estudiado bajo condiciones de
estrés abidtico y en interacciones planta-patégeno. Los genes de la catalasa se
expresan diferencialmente durante el desarrollo de la planta y también responden

diferencialmente a la aplicaciéon de los 4cidos abcisico y salicilico (Rao et al., 1997).
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1.7.2 PEROXIDASA (POD).

Las peroxidasas son enzimas que se encuentran en tejidos de animales,
plantas y microorganismos, catalizan la oxidorreducciéon entre HxO. y varios
agentes reductores:

HO, + AHh, ———» 2H,O + A

En plantas, la superfamilia de peroxidasas son un grupo de proteinas
ubicuas, las cuales pueden ser clasificadas en base a sus dominios conservados
como peroxidasas secretoras de clase III para distinguirlas de las ascorbato
peroxidasas de clase I, que ademds se encuentran en plantas, y peroxidasas de
clase II de hongos. Estas proteinas se clasifican en formas cationicas y anidnicas en
base a sus propiedades de enfoque isoeléctrico, pero esto puede tener poca
relevancia para su funcién. Se localizan en el compartimiento vacuolar y
apoplastico, aunque han sido purificadas de membranas (Rodgers et al., 1993).
Ejemplos de todos estos tipos pueden ser encontradas en Arabidopsis la cual tiene
un numero estimado de al menos 40 genes que codifican para estas enzimas
(Ostergaard et al., 1998).

Las POD se han involucrado en la lignificaciéon (Lewis, 1999), respuestas a
heridas (Bernards et al., 1999) y ataque por patégenos, incluyendo el
entrecruzamiento de proteinas de la pared celular (Wojtaszek et al., 1997) y en

aspectos de regulacion del crecimiento de las plantas (Gazarian et al., 1988).
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Aunque las peroxidasas son una familia de proteinas bien estudiadas, estas
aparentemente pueden llegar a ser un subgrupo capaz de tener actividad oxidativa
a pH fisiolégico en adicién a su actividad usual peroxidativa. Asi, durante la
explosion oxidativa en defensa de la planta, se ha descrito que las peroxidasas
pueden oxidar un sustrato o un reductor para producir H>O> en el apoplasto
(Bolwell et al., 1995, Bolwell, 1996, y 1999).

La induccién de la actividad de POD en plantas ocurre en respuesta a
numerosos estimulos bidticos y abiéticos, incluyendo la exposiciéon a patégenos,
elicitores, agentes oxidantes quimicos y estimulos mecanicos (Hammerschmidt et
al., 1982). La generalidad de estas respuestas estd probablemente relacionada con
las funciones de POD durante el desarrollo normal de la planta y durante la
induccién por elicitores biéticos y abiéticos (Lagrimini y Rothstein, 1987). Por
ejemplo, se cree que las POD juegan un papel en el catabolismo de auxinas, en la
oxidacién de fenoles para la formacion de lignina, en el entrecruzamiento de
glicoproteinas ricas en hidroxiprolinas en la pared celular de las planta asi como en
la producciéon y descomposicion del peréxido de hidrégeno y otras especies
reactivas de oxigeno (Fry, 1988, Legendre et al., 1993, Klotz y Lagrimini, 1996).
Estas funciones pueden ser un factor importante en la respuesta de defensa
integrada de las plantas para una variedad de estrés (Hammerschmidt et al. 1982).
Los cambios bioquimicos inducidos por la perturbacién mecanica en plantas son
usualmente acompafiados por la inhibiciéon del crecimiento, el incremento del

crecimiento radial y la reduccion del drea foliar, un fenémeno conocido como
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“trigomorfogénesis “(Jaffe, 1973). Puesto que en células de frijol el estimulo
mecénico induce inmediatamente la produccién de especies reactivas de oxigeno
tal como H>O> (Legendre et al., 1993, Yahraus et al., 1995), la actividad inducida de
POD puede funcionar como antioxidante para librar a las células de estos

compuestos toxicos.

1.7.3 SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD).

Las superdxido dismutasas son un grupo de metaloenzimas que catalizan la

transformacion de radicales superéxido (O2) a H2O y Oo.

Oy + Oy +2H 3 HXO+ O

Estas enzimas constituyen una defensa primaria de las células en contra del
Oz, y por consiguiente reducen la proporcion de especies reactivas de oxigeno en
las células (Palma et al., 1986). E1 O» es producido donde la cadena de transporte
de electrones esta presente y por lo tanto, la activaciéon del oxigeno puede ocurrir
en diferentes compartimentos de la célula (Elstner, 1991), incluyendo Ila
mitocondria, cloroplastos, microsomas, glioxisomas, peroxisomas, apoplasto y en
el citosol. No es sorprendente por lo tanto que las SODs estén presentes en todos
esos compartimentos de la célula. Se ha demostrado que la membrana es

impermeable a moléculas con carga como el O, (Takahashi y Asada, 1983), por lo
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tanto, es crucial que las SODs estén presentes para remover el Ox en los
compartimentos donde se forma (Takahashi y Asada, 1983).

Las SODs se clasifican en tres tipos distintos. De acuerdo a su cofactor
metalico pueden ser de Mn, Fe o Cu-Zn. Las Fe-SOD se encuentran en cloroplastos,
las SODs de Cu-Zn son las mas abundantes en los organismos eucariontes y se
localizan principalmente en el citosol, cloroplastos y apoplasto, y la de Mn-SOD se
encuentra en las mitocondrias. En adicién a su actividad normal en plantas, las
SODs estan también asociadas con diversos tipos de estrés. Se ha estudiado la
regulaciéon de SODs en plantas de Nicotiana bajo diversas condiciones de estrés
ambiental y se ha reportado la presencia de ARNm que codifica para diferentes
SODs (Palma et al., 1986). De acuerdo a Perl et al., (1993) la actividad de SOD en
plantas debe reducir los niveles téxicos de superéxido por transformacién de este
en peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular. El peréxido de hidrégeno
resultante es atrapado por enzimas tales como la ascorbato peroxidasa, la glutatiéon

reductasa o la catalasa que contribuyen a disminuir sus niveles.

1.8 MECANISMOS NO ENZIMATICOS.

El &cido ascorbico y el glutation son excelentes antioxidantes que se
distribuyen en grandes cantidades en toda la célula vegetal (Jiménez et al., 1998).
Pueden interactuar directamente con el radical hidroxilo y el anién superéxido,

respectivamente. El tocoferol y los carotenos se localizan en la regién de la bicapa
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de lipidos de las membranas y pueden reaccionar con el radical hidroxilo
protegiéndolas de la peroxidacion de lipidos, evitando un dafio irreversible a su
estructura (Packer et al., 2001). En adicién, algunas investigaciones revelan que
numerosos compuestos flavonoides pueden reaccionar con O y de la misma

manera prevenir la degradacién de lipidos (Arora et al., 2000).

2. MODELO DE ESTUDIO.

El aguacate es una fruta que pertenece a la familia de las laurdceas y a las
especies Persea gratisima 'y Persea americana Mill. Las partes altas del Centro y Este
central de México correspondiente a los estados de Nuevo Ledén, Michoacén,
Veracruz y Puebla asi como Guatemala y las Antillas se han considerado como el
centro de origen de esta planta (Barrientos, 1989).

Las variedades apropiadas para la producciéon a escala comercial se
clasifican en tres grupos ecolégicos o razas basicas: la raza mexicana, la
guatemalteca y la antillana, a partir de las cuales se han realizado cruzas inducidas
e investigaciones de mejoramiento genético, principalmente en California E. U. A.
donde se han obtenido una gran cantidad de variedades. De algunos hibridos
importantes de las razas Mexicana-Guatemalteca se obtuvieron las variedades:
Fuerte, Ettinger, Rincén, Robusta, Lula (de la Antillana-Guatemalteca), Gema y

Choquette (Aguilar, 2003).
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La variedad Hass, particularmente importante por su alta comercializacion,
se obtuvo en la Habra, Heights, California por Rudolph G. Hass entre una
poblacién de segregantes y se considera que es un producto de cruza entre la raza
guatemalteca y la raza mexicana (Figura 6). Fue liberada comercialmente como
variedad en 1936 (Barrientos, 1989). Esta variedad tiene forma redonda, es de
cascara rugosa y tiene mas de 75% de pulpa, sin fibra, contenido de aceite de
23.7%, semilla pequefia y adherida a la cavidad, su fruta se puede mantener por

algunos meses después de su madurez fisiolégica (Olavarrieta, 1993).

2.1 DESCRIPCION BOTANICA

El aguacate es un fruto dicotiledéneo perteneciente al orden de las Ranales
y a la_familia de las Lauraceas. Fue clasificado por Gaetner como Persea gratisima y
como Persea americana por Mill. El aguacate es un arbol que en su hébitat natural
puede alcanzar de 8 a 15 m de altura; sus hojas son enteras pubescentes y rojizas
cuando son jovenes, volviéndose lisas, coridceas y verde obscura al madurar. Las
tlores son hermafroditas, simétricas, agrupadas en paniculas (racimos de racimos)
axiales y terminales. Cada flor consta de un perigonio con dos verticilos trimeros y
12 estambres insertos debajo o alrededor del ovario. De estos estambres solo 9 son
funcionales. El gineceo posee un solo pistilo, un ovario stipero (situado por encima
del pedinculo), es unilocular y con un solo évulo. El fruto es una baya de forma

piriforme, esférica u oval, de tamafio medio. El color del pericarpio es variable y
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puede ser verde, rojizo o violaceo. La forma normal de reproduccién del aguacate
es por semillas (reproduccién sexual), de las cuales se obtienen los patrones que
luego se injertan en las variedades deseadas (Olavarrieta, 1993).

Se reconocen tres razas ecoldgicas (subespecies): mexicana, guatemalteca y
antillana (Yahia y Baez, 1992). Las tres especies se encuentran clasificadas como
subtropicales, semitropicales y tropicales, respectivamente. Las diferencias
fisiolégicas entre especies son de importancia comercial y se encuentran
relacionadas con la temporada de maduracion, tamafo del fruto, textura de la
céscara, sabor, contenido de aceite, tolerancia a las enfermedades, caracteristicas de

almacenamiento, adaptacion al clima y tolerancia al frio por parte del arbol.

Figura 6. Fruto de aguacate (Persea americana Mill cv Hass)
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2.2 DETECCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO) EN FRUTO DE

AGUACATE DANADO POR HERIDA.

2.2.1 ANION SUPEROXIDO (O;).

En el laboratorio de bioquimica y biologia molecular de plantas en un
trabajo previo, se analiz6 la produccién de especies reactivas de oxigeno en
respuesta al dafio por herida en tejido de fruto de aguacate verde. Para la deteccion
de anién superdxido se utilizo el reactivo NBT el cual se reduce en presencia del
anioén y forma un pigmento azul. Como se observa en la Figura 7A, a un tiempo de
0 horas se detect6 una produccion basal del compuesto, la cual se increment6
notablemente hasta alcanzar un maximo a los 15 minutos del tratamiento. Después
de este tiempo se observé una disminucién en su producciéon hasta las dos horas,
pero se acumul6 de nuevo a las 6 horas, para mantenerse constante hasta las 24
horas. Asi, claramente se observé una doble tendencia de acumulacién del anioén
superoxido en respuesta al dafio por herida, la primera a tiempos cortos (5y 15

minutos) y la segunda a tiempos mas largos (6 horas) (Castro-Mercado, 2006).

2.2.2 PEROXIDO DE HIDROGENO (H;O»).

Para el andlisis de la produccién de hidrégeno se utiliz6 el reactivo DAB

(diaminobenzidina) el cual se oxida en presencia de perdxido de hidrégeno y
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forma un precipitado insoluble café que se acumula en el sitio de produccién. En la
Figura 7B se observa que a 0 horas no hay produccién de peréxido de hidrégeno,
pero este se comenzé a acumular a partir de los 15 minutos y continué
acumuldndose de manera proporcional al tiempo de tratamiento, de manera que a

mayor tiempo de tratamiento se observé una mayor acumulacion de peréxido

(Fig. 6B)( Castro-Mercado, 2006).

A)
0 0.08 0.25 0.5 1 2 6 24
Tiempo (h)
B)

0 0.25 1 6 15 24

Tiempo (h)

Figura 7. Deteccion de ERO en fruto de aguacate dafiado por herida. A) Detecciéon de Oy,
se cortaron circulos de tejido de aguacate verde y fueron incubados a diferentes tiempos
de 0- 24 h en una solucién que contenia NBT (Nitro blue tretazolium). El principio del
método esta basado en la deteccion del O por la reducciéon del NBT al formarse un
precipitado azul insoluble. B) Detecciéon de H>O,. Se cortaron circulos de tejido de
aguacate incubado a diferentes tiempos de 0-24 h en una solucién que contenia DAB. El
principio del método esta basado en la oxidacién de DAB por el H>O> y como producto de
la reaccion se forma un precipitado café. Datos no publicados (Castro-Mercado, 2006).
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3. JUSTIFICACION

Debido a que en el fruto de aguacate se generan especies reactivas de
oxigeno en respuesta al dafio por herida, resulta interesante conocer la

actividad de las enzimas antioxidantes.
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4. HIPOTESIS

El dafio por herida en frutos de aguacate produce cambios en las
actividades de las enzimas relacionadas con el metabolismo de

especies reactivas de oxigeno.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa, peroxidasa y
superdxido dismutasa en fruto de aguacate en respuesta al dafio por herida.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Analizar la actividad por espectrofotometria de las enzimas catalasa, peroxidasa
y superdxido dismutasa en fruto de aguacate tratados por herida a diferentes
tiempos.

2.- Analizar la actividad en gel no desnaturalizante de las enzimas catalasa,
peroxidasa y superéxido dismutasa en fruto de aguacate tratados por herida a
diferentes tiempos.

3.- Analizar por enfoque isoeléctrico las enzimas catalasa, peroxidasa y superéxido
dismutasa en frutos de aguacate tratados por herida a diferentes tiempos.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Los frutos de aguacate verde (Persea americana Mill cv. Hass), fueron

adquiridos de los mercados locales de Morelia, Michoacan.

6.2 REACTIVOS.

Fosfato de potasio, fosfato de sodio, citrato de sodio, cloruro de potasio,
EDTA (acido etilen diamino tetracético), riboflavina, polivinilpolipirrolidona
(PVPP), NBT (de sus siglas en inglés nitro blue tetrazolium), guaiacol,
diaminobenzidina, catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD), peroxidasa
(POD), riboflavina, isopropanol, todos de la marca Sigma (St. Louis, MO, USA).
Tris, glicina, glicerol, acrilamida, Bis-acrilamida, TEMED, Ditiotreitol, glicerol, de
la marca GibcoBRL (Grand Island, N.Y). Bradford (BIO RAD). Peréxido de
hidrégeno (H202) 30% de la marca Caledon laboratories LDT (Georgetown, Ont.,
Canada), persulfato de amonio, fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), de la marca

Promega (Grand Island, N.Y).
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6.3 PROCEDIMIENTO GENERAL.

El tejido del mesocarpio de aguacate fue incubado a diferentes tiempos,

posteriormente las muestras fueron molidas con N2 liquido, después fueron

centrifugadas a 4 °C y se obtuvo el sobrenadante, el cual fue utilizado para realizar

el andlisis por espectrofotometria, en gel nativo y por enfoque isoeléctrico

(Figura 8).

Incubacién del tejido a diferentes tiempos

A

Molienda con N liquido

A

Centrifugacion

A

Obtencion del sobrenadante

A

Analisis de
las enzimas

_AN—

-

Actividad por
espectrofotometria

Figura 8. Esquema general del procedimiento realizado en este trabajo.

|

Actividad en gel nativo

~

Enfoque isoeléctrico
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6.4 EXTRACCION DE ENZIMAS

6.4.1 CATALASA

Esta técnica se desarrolld de acuerdo al protocolo reportado por De Gara et
al., (2000). Para la extracciéon de la enzima, 0.5 g de tejido de mesocarpio de
aguacate fueron incubados a diferentes tiempos (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y
72 h) a temperatura ambiente, después las muestras se molieron en un mortero
con nitrégeno liquido, y después se resuspendieron en 1 ml de amortiguador de
homogenizacién que contiene los siguientes reactivos:

Tris-HCl 50 mM, pH 7.8
Manitol 0.3 M

PMSF 1 mM

EDTA 1 mM

Posteriormente se homogenizaron con un vortex durante 20 segundos. Las
muestras se centrifugaron a 10,000 g durante 30 minutos a 4 °C en una centrifuga
Eppendorf modelo 5415D (NY, USA), y se recuper6 el sobrenadante el cual fue

utilizado para los diferentes ensayos enzimaticos.

6.4.2 PEROXIDASA

La extraccion de la enzima se realiz6 de acuerdo al protocolo establecido por
Cipollini (1998). Se pes6 0.5 g de tejido los cuales fueron incubados a diferentes

tiempos (0, 0.25, 0.5, 1, 2,4, 8, 12, 24, 48 y 72 h), posteriormente las muestras fueron
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trituradas en un mortero con nitrégeno liquido, el macerado se resuspendi6 en 1
ml de amortiguador de fosfato de sodio 100 mM, pH 7. Posteriormente, se
homogenizaron con un vortex durante 20 segundos. Las muestras fueron
centrifugadas a 10,000 g durante 20 minutos a 4 °C, y se recuper6 el sobrenadante

el cual fue utilizado para los diferentes ensayos enzimaticos.

6.4.3 SUPEROXIDO DISMUTASA

Esta enzima se extrajo de acuerdo al protocolo establecido por Gupta et al.,
(1993). El tejido de mesocarpio de aguacate (0.5 g) se incub6 a diferentes tiempos
(0,0.25,05,1, 2,4, 8,12 y 24 h), a temperatura ambiente, posteriormente el tejido
fue triturado en un mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, las
muestras se resuspendieron en un 1 ml de amortiguador de homogenizacién que
contiene los siguientes reactivos:

KH2PO450 mM, pH 7
EDTA 0.1 mM
PVPP (p/v)al 1%

Posteriormente se homogenizé en un vortex durante 20 segundos. Para
obtener la proteina soluble total, el extracto se centrifugdé durante 5 minutos a
10,000 g a 4 °C y se recuper6 el sobrenadante, el cual fue utilizado para los

diferentes ensayos enzimaticos.
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6.5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR ESPECTROFOTOMETRIA.

6.5.1 CATALASA

La medicién de la actividad enzimatica se realiz6 de acuerdo al protocolo
reportado por De Gara et al.,, (2000) en un volumen final de 1 ml en un tubo
Eppendorf, en una mezcla de reaccién conteniendo lo siguiente:

10 ul del extracto de la enzima.

630 pl agua destilada desionizada estéril.
326 ul KH2PO4 50 mM, pH 7.

4 pl de H.02 0.118 M.

La actividad se midi6 por una disminucién en la absorvencia leida a 240 nm
en un espectrofotémetro Beckman DU Serie 500 (CA, USA) durante 3 minutos a
intervalos de 30 segundos. La actividad especifica se calculé con la siguiente

féormula:

Unit/mg= _AA240/minX1000
43.6X mg de proteina/ ml de la mezcla de reaccion

El experimento se realizé por cuadruplicado. Como control se utilizé6 una
catalasa comercial de higado de bovino (cat.1.11.1.6). Los resultados se graficaron

con media aritmética y desviacién estandar.
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6.5.2 PEROXIDASA

La actividad de peroxidasa fue analizada por la formacion del tetraguaiacol
(Cipollini, 1998). Cada mezcla de reaccién (1 ml) consistié de 10 pl del extracto de
la enzima y 990 pl de una solucién de guaiacol que contiene lo siguiente:

Guaiacol al 0.25 %
NaH2PO4 10 mM pH 6.0
H>O2 al 0.125 %

La actividad se midi6 por un incremento en la absorvencia leida a 470 nm
durante 3 minutos, en un intervalo de 30 segundos. La actividad especifica se
calcul6 con la siguiente férmula:

v=_AA e= 26600 mol/cm
el/ At [=1cm
t= 3 minutos
El experimento se realizé por cuadruplicado. Los resultados se graficaron

con media aritmética y desviacion estandar.

6.5.3 SUPEROXIDO DISMUTASA

Para la mediciéon de la actividad se mezclaron en un tubo Eppendorf los
siguientes reactivos en volumen final de 1 ml (http: //www.Worthington-

biochem.com.):
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600 ul KH2POy, 0.067 M, pH 7.8
40 Wl EDTA0.1M

20 ul NBT 1.5 mM

10 ul Extracto de proteina

50 ul Riboflavina 0.12 mM

Posteriormente, esta mezcla se expuso a una lampara incandescente de 40
W' durante 10 minutos, pasado este tiempo se midi6 la absorvencia a 560 nm. La
actividad de la enzima fue determinada por la inhibicién de la reducciéon del NBT.
Una unidad se define como: la cantidad de enzima capaz de inhibir el 50 % de la
reduccion de NBT. El experimento se realizé por cuadruplicado. Los resultados se

graficaron con media aritmética y desviacién estandar.

6.6 ANALISIS ESTADISTICO.

Los calculos y el analisis estadistico se efectuaron con el paquete estadistico
STATISTICA (Data analysis software system, statsoft Inc. Version 6, 2001),
empleando la prueba de la diferencia minima significativa (LSD) para la

comparacion de medias.
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6.7 ACTIVIDAD ENZIMATICA EN GEL DE POLIACRILMIDA NO
DESNATURALIZANTE.

6.7.1 CATALASA

Una vez obtenidos los extractos, la concentraciéon de proteina se determiné
por el método de Bradford (1976). Se aplicaron 20 pg de proteina en el gel y la
electroforesis se realiz6 a voltaje constante (200 V) durante 8 h a 4 °C en una fuente
de poder Modelo EC 105. Para detectar la actividad, el gel fue lavado
rapidamente con agua destilada, desionizada y estéril, después se sumergié en un
amortiguador de KHxPOs 50 mM, pH 7, conteniendo peroxidasa (50 pg/ml),
durante 45 minutos en agitaciéon a temperatura ambiente, pasado este tiempo la
solucion fue reemplazada por el mismo amortiguador conteniendo HO2 15 mM y
se incub6 durante 10 minutos, después se enjuagoé rapidamente con agua destilada,
y finalmente se sumergié en un amortiguador de KH:POs que contenia
diaminobenzidina (5 mg), hasta observar las bandas acromaéticas caracteristicas de
la actividad de la enzima. Esta técnica se realiz6 de acuerdo al protocolo reportado
por Bestwick (2001). Se tomaron fotos de los geles y estas se presentan como

resultados experimentales.
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6.7.2 PEROXIDASA

Una vez obtenidos los extractos, la concentracion de proteina fue
determinada por el método de Bradford (1976). Se aplicaron 30 pug de proteina en el
gel y la electroforesis se realiz6 a voltaje constante (100 V) durante 8 horas a 4 °C en
una fuente de poder Modelo EC 105. Para detectar la actividad, el gel fue
sumergido en un amortiguador de citrato de sodio 50 mM, pH 5.5, durante 30
minutos en agitacién a temperatura ambiente. Después, el liquido se reemplazé
por el mismo amortiguador conteniendo diaminobenzidina 1 mM y 0.03 % de
H>O,, hasta observar bandas de color café caracteristica de la actividad de la
enzima. Este procedimiento se realizé de acuerdo al protocolo reportado por
Christense et al. (1998). Se tomaron fotos de los geles y éstas se presentan como

resultados experimentales.

6.7.3 SUPEROXIDO DISMUTASA

Una vez obtenidos los extractos, la concentracion de proteina fue
determinada por el método de Bradford (1976).

Se aplicaron 125 pg de proteina en el gel y la electroforesis se realiz6 a
voltaje constante (200 V) durante 8 horas a 4 °C en una fuente de poder Modelo EC
105. Para detectar la actividad el gel se sumergié en 50 ml de un amortiguador de
KHoPO4 32 mM, pH 7.8, riboflavina 28 pM y TEMED 28 mM durante 25 minutos

en agitacion, después, el liquido se reemplazé con 50 ml de una solucién de
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amortiguador de KH>PO4 36 mM, pH 7.8 conteniendo NBT 2 mM y se incubé
durante 30 minutos, pasado este tiempo manteniéndose en el amortiguador, el gel
fue iluminado con una lampara de 40 W durante 15 minutos o hasta observar las
bandas acrométicas caracteristicas de la actividad de la enzima, después la
solucién se sustituyé nuevamente por un amortiguador de KH>PO4 36 mM, pH
7.8, y se colocé nuevamente en la luz para continuar la reacciéon mds lentamente.
Este procedimiento se realizé de acuerdo al protocolo reportado por Gonzéles et
al., (1998). El experimento se realizé por cuadruplicado. Se tomaron fotos de los

geles y estas se presentan como resultados experimentales.

6.7.3.1 IDENTIFICACION DE ISOENZIMAS DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA

Para la identificacion de las isoenzimas de la superdxido dismutasa, se
utilizaron muestras de 0 h de las cuales se extrajo la enzima como se mencioné
anteriormente. Los geles fueron tratados con KCN 50 mM y se incubaron a 4 °C, o
con H>O2 10 mM y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. El
método se bas6é en la inhibiciéon diferencial de la actividad de la superéxido
dismutasa: el KCN inhibe la Cu-Zn SOD y el H2Oz inhibe la Cu-Zn SOD vy la
Fe-SOD (Bestwick, 2001). Utilizando esos mismos extractos se midi6 la actividad
de la enzima por espectrofotometria en presencia de estos inhibidores y fue
expresada en porcentaje. Se tomaron fotos de los geles y éstas se presentan como

resultados experimentales.
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6.8 ENFOQUE ISOELECTRICO

El enfoque isoeléctrico se realiz6 de la siguiente manera:

Los extractos de proteina se mezclaron en una proporcién 1:1 con el buffer de
carga. El buffer de carga contiene lo siguiente (5 ml):

3 ml de glicerol

200 pl anfolina en un rango de pH de3.5a9.5

1.8 ml agua destilada y desionizada estéril.

La mezcla se centrifugd durante 5 minutos a 10,000 g a temperatura
ambiente. Para el desarrollo del enfoque isoeléctrico se adicionaron catolitos
(NaOH 20 mM) en la cdmara superior y anolitos (HsPOs4 10 mM) en la camara
inferior. Las condiciones de desarrollo del enfoque para la superéxido dismutasa
fueron de 2.5 h a 200 V, y para la peroxidasa de 100 V, 200 V ambos durante 15
minutos y 450 V durante 60 minutos. Después de la electroforesis el gel fue
revelado de manera especifica para detectar la actividad de las enzimas
anteriormente mencionadas. La determinacién del gradiente de pH se realiz6é de
acuerdo al “Instruction Manual BIO-RAD, Model III Mini IEF cell ( Catalog
Numbers 170-2975 y 170-2976)”, para lo cual se cort6 una tira longitudinal del gel
en rebanadas de 1 cm, las cuales fueron sumergidas por separado en 3 ml de KCl
10 mM y se incubaron durante 30 minutos, después se midi6 el pH a la solucién
de KCl. El experimento se realiz6 por cuadruplicado y los datos se reportaron con

fotografias de los zimogramas.
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7. RESULTADOS

7.1 CATALASA

La actividad especifica de la catalasa se midi6 a diferentes tiempos de
estimulaciéon por herida en fruto verde de aguacate. En un primer ensayo se
observé una disminucion de la actividad a partir de las 0.25 h, la disminucién
permanecié hasta las 24 h (Figura 9A). Se realizé6 un analisis de la actividad a
tiempos largos para conocer el comportamiento de la actividad, la cual se mantuvo
disminuida hasta las 72 h después del dafio por herida (Figura 9B).

Con la finalidad de conocer el niimero de isoenzimas que estaban presentes
en el tejido de mesocarpio de aguacate se realizd un andlisis en gel de
poliacrilamida bajo condiciones nativas. Como resultado de este experimento se
detectaron barridos en los diferentes tiempos analizados (Figura 10) y su

intensidad coincidi6 con el analisis realizado por espectrofotometria (Figura 9B).
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Figura 9. Actividad de catalasa del mesocarpio de aguacate dafiado por herida. A).
Tiempos cortos de 0-24 h. B). Tiempos largos de 0-72 h. La actividad de catalasa fue
medida por el consumo de HxO». Las letras iguales indican que no existe diferencia
significativa y letras diferentes indican que si existe diferencia significativa. Los datos son
representativos de cuatro experimentos independientes. P< 0.05.
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Figura 10. Actividad de catalasa en gel de poliacrilamida no desnaturalizante. El tejido del
mesocarpio del fruto de aguacate fue incubado a diferentes tiempos. Se aplicaron 20 pg
de proteina en todos los tiempos analizados. Como control se utilizé catalasa comercial.
Los datos son representativos de cuatro experimentos independientes.
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7.2 PEROXIDASA

Para determinar el comportamiento de la peroxidasas se midié la actividad
enzimadtica por espectrofotometria a diferentes tiempos del dafio por herida. Se
observo un incremento en la actividad a partir de las 8 h hasta las 24 h (Figura 11).
El anélisis por espectrofotometria realizado en este experimento indica la accién
combinada de las diferentes isoenzimas que pudieran estar presentes en el tejido
del fruto, puesto que se ha reportado que en células de plantas existen maltiples
isoenzimas de peroxidasas, por lo tanto, para conocer la composiciéon de las
diferentes isoenzimas en este fruto se realiz6 una separacion en gel de
poliacrilamida no desnaturalizante y los resultados observados se describen en la
Figura 12.

En esta Figura se observan 6 isoenzimas en mesocarpio de fruto de aguacate
en los diferentes tiempos analizados de 0-24 h, y fueron designadas como POD 1, 2,
3,4, 5 y 6 en orden de incremento en su movilidad. La intensidad de algunas
bandas varia con respecto al tiempo de tratamiento. La intensidad de la banda de
POD 6 disminuy6é con respecto al tiempo de tratamiento. POD 3, 4 y 5 no
mostraron cambios en su intensidad. La intensidad de POD 2 mostr6é un ligero
incremento en relacion al tiempo de tratamiento. En la banda correspondiente a
POD 1 se observé un notable incremento en su intensidad partir de las 8 h hasta
las 24 h (Figura 12). Este incremento en intensidad, que refleja un incremento en la

actividad enzimatica, y correlaciona con el incremento en la actividad observada
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con el anélisis espectrofotométrico. De acuerdo con los resultados observados con
POD 1 es probable que esta isoenzima pudiera ser la responsable del incremento
de actividad obtenido por espectrofotometria.

También se realiz6 un andlisis por enfoque isoeléctrico para separar las
isoenzimas de acuerdo a su punto isoeléctrico (Figura 13). En este anélisis se
detectaron 8 isoenzimas distribuidas en un rango de pH de 9.4 a 5.9, es decir, que
al parecer existen 2 isoenzimas con el mismo peso molecular. Las isoenzimas que
incrementaron su actividad fueron las peroxidasas basicas.

Para conocer el comportamiento de la actividad enzimatica a tiempos
largos, se realizaron ensayos enzimaticos hasta las 72 h de tratamiento, y se obtuvo
un incremento constante de la actividad hasta el final del tiempo analizado
(Figura 14), ademas, en el analisis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante se
observé un patréon de bandeo similar a los obtenidos en tiempos cortos.
Interesantemente la intensidad de la banda correspondiente a POD 1 continué
incrementandose hasta las 72 h (Figura 15), este resultado nos sugiere nuevamente
que esta isoenzima podria ser la responsable del incremento de la actividad

observada por espectrofotometria.
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Figura 11. Efecto del dafio por herida sobre la actividad de peroxidasa. El tejido fue
incubado a diferentes tiempos. Las letras iguales indican que no existe diferencia
significativa y letras diferentes indican que si existe diferencia significativa. Los datos son
representativos de cuatro experimentos independientes. P< 0.05.
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Figura 12. Gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 12 % tefiido para detectar la
actividad de peroxidasa. Se aplicaron 30 pg de proteina en todos los tiempos analizados.
Las isoenzimas fueron numeradas en orden de incremento de su movilidad. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes.
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Figura 13. Enfoque isoeléctrico de peroxidasa en un rango de pH 3.5 -9.5. El extracto de
proteina (30 pg) fueron cargadas en todos los tiempos analizados. El gel fue tefiido para
detectar la actividad de la enzima. Los datos son representativos de tres experimentos
independientes.
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Figura 14. Efecto del dafio por herida sobre la actividad de peroxidasa. El tejido fue
incubado a diferentes tiempos. Las letras iguales indican que no existe diferencia
significativa y letras diferentes indican que si existe diferencia significativa. Los datos son
representativos de cuatro experimentos independientes. P< 0.05.

Tiempo (h)

POD 1

Figura 15. Gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 12% tefiido para detectar la
actividad de la peroxidasa, como se describi6é en materiales y métodos. Se aplicaron 30 pg
de proteina en todos los tiempos analizados. Las isoenzimas fueron numeradas en orden
de incremento de su movilidad. Los datos son representativos de tres experimentos
independientes.
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7.3 SUPEROXIDO DISMUTASA.

Se determiné la actividad de la superéxido dismutasa por
espectrofotometria a diferentes tiempos (de 0-12 h) después del tratamiento con
herida. En los resultados se observé una disminucién de la actividad a partir de las

4 h hasta las 12 h (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad de superéxido dismutasa de mesocarpio de aguacate en

respuesta al dafio por herida.

Tiempo Actividad de Superdxido dismutasa
(h) (%) Unidades/ mg de prot.
0 100 2817 +£49.341 a
0.25 107 3017 £71.270 a
1 108 3057 £160.947 a
2 97 2747 +£108.287 a
4 83 2512 £151.436 b
12 64 1061 +157.482 ¢

El tejido del mesocarpio de aguacate se incubé de 0-12 h a temperatura ambiente. Las
letras iguales indican que no hay diferencia significativa y las letras diferentes que si existe
diferencia significativa. Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes. P< 0.05
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El analisis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante mostré 3 isoenzimas
designadas SOD 1, 2 y 3 en orden de incremento de su movilidad (Figura 16).
Estas tres bandas se observaron a lo largo de todo el experimento y su intensidad
fue diferente. La SOD 1 aparece como una banda tenue, la SOD 2 como una banda
definida y la SOD 3 como una banda ancha, su tamafio en KD fue de 40, 32 y 28,
respectivamente. Ademads, la intensidad de las bandas disminuyé de manera
proporcional con respecto al tiempo de tratamiento, este efecto se observé maés
claramente en la SOD 1y SOD 3. (Figura 16).

Se realiz6 un andlisis por enfoque isoeléctrico para separar a las isoenzimas
de acuerdo a su punto isoeléctrico. Se detectaron solamente 2 bandas que se
nombraron como SOD 1 y SOD 2, las cuales migraron hasta un pH de 6.4 y 6.0,
respectivamente, por lo tanto esto sugiere que posiblemente existen dos

isoenzimas con un pl muy parecido (Figura 17).

UMSNH 11QB 53



ﬂrz{nez- ﬁz’a.z

Tiempo (h)

KD 0 0.25 0.5 1 2 8 12

SOD1
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Figura 16. Electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 12% tefiido para
detectar la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) de mesocarpio de fruto de
aguacate dafiado por herida. Se cargaron 125 pg de proteina en todos los tiempos
analizados. Las bandas acromaticas indican la actividad de la enzima y son numeradas en
orden de su incremento de movilidad. Los datos son representativos de tres experimentos
independientes.

pH 0 0.25 0.5 1 2 8 12

Figura 17. Enfoque isoeléctrico de la superéxido dismutasa (SOD) en un rango de pH de
3.5 a9.5. Se cargaron 60 pg de extracto de proteina en todos los tiempos analizados. El gel
fue tefiido para detectar la actividad de la enzima. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes
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7.3.1 IDENTIFICACION DE ISOENZIMAS DE SUPEROXIDO DISMUTASA.

La enzima SOD es una de los primeros mecanismos enzimaticos que utiliza
la célula para destoxificar a las especies reactivas de oxigeno, por lo tanto, resulté
interesante identificar a las 3 isoenzimas que se observaron con el andlisis en gel no
desnaturalizante. =~ Para su identificacién se utilizaron extractos sin ningin
tratamiento y diferentes inhibidores especificos de las diferentes isoenzimas: el
KCN (50 mM) inhibe a la SOD de Cu-Zn, mientras que el HxO (10 mM) inhibe
parcialmente a las SOD de Cu-ZnSODy Fe.

Las isoenzimas 1 y 3 fueron inhibidas con KCN y H2O;, por lo tanto, fueron
identificadas como SOD Cu-Zn, mientras que la isoenzima 2 fue identificada como
Mn-SOD porque no mostré sensibilidad a estos inhibidores (Figura 18). Ademas,
también se midi6 la actividad enzimatica por espectrofotometria en presencia de
estos inhibidores. En el control, la actividad de la enzima SOD fue del 100 %.
Cuando la muestra fue tratada con KCN la actividad disminuyé a 54 %, mientras

que en presencia de H>O; la actividad fue del 69 %.
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Actividad (%) 100 54 69

Figura 18. Identificacion de isoenzimas de la superéxido dismutasa en gel de
poliacrilamida no desnaturalizante al 12 %. Se cargé 125 pg de extracto de proteina por
linea y el gel fue tefiido para detectar la actividad de la superéxido dismutasa. Las
isoenzimas fueron diferenciadas en base a su sensibilidad a diferentes inhibidores. C,
control;, KCN (50 mM); H>O, (10 mM). En la parte inferior se muestran los datos en
porcentaje de la actividad enzimatica en presencia de los inhibidores. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes.
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8. DISCUSION.

Las plantas pueden sufrir dafio mecénico por diversos estimulos fisicos y
conduce a una amplia variedad de respuestas celulares. Fué de nuestro interés
estudiar las respuestas de las plantas ante el dafio por herida porque nos permite
conocer los mecanismos que han adquirido las plantas para enfrentarlo. En el
laboratorio en un trabajo previo se detect6 la generaciéon de ERO (O2-, H2O, y OH))
en respuesta a este dafio (Castro-Mercado, 2006). La produccién de ERO por un
lado puede ser benéfico para la planta ya que le ayuda a defenderse del dafio
ocasionado, pero por otro lado, cuando se incrementan sus concentraciones puede
existir toxicidad para la planta ya que los ERO wutilizan como sustrato a
biomoleculas tales como lipidos, proteinas y moléculas de ADN (Scandalios, 2005).
El incremento de ERO puede ser controlado a través de cambios en la actividad
de enzimas antioxidantes. Lo anterior, por lo tanto, justifica el estudio del
comportamiento de la actividad de enzimas antioxidantes en fruto de aguacate
dafiado por herida. Ademas, el aguacate tiene gran importancia econdémica en el
pais, y existe muy poca informacién acerca de las rutas bioquimicas relacionada

con la defensa.
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8.1 CATALASA

En nuestro estudio en tejido de aguacate dafiado por herida la actividad de
catalasa disminuy6 a partir de los 15 minutos hasta las 72 h después del
tratamiento (Figura 9A y 9B). En plantas, las catalasas son enzimas tetraméricas
que estan involucradas en regular la acumulacion de H2O, en la célula. Estan
presentes en todos los organismos aerobios y convierten el HxO2 en H>O y Oy, asi
protegen a la célula de los efectos dafiinos del H2O, (Sanchez-Casas y Klessing,
1994).

Se podria sugerir que debido a la disminucién de su actividad se acumula
H>O2 en la célula. Esto es apoyado por experimentos previos realizados en el
laboratorio por Castro-Mercado (2006) donde observé un incremento en la
acumulaciéon de H>O; con respecto al tiempo de estimulaciéon en fruto de aguacate
dafiado por herida. La acumulacion de H2O2 por si mismo puede crear un
ambiente antimicrobiano en el apoplasto (Peng y Kic, 1992; Legendre et al., 1993).
Ademas, el H>O» probablemente contribuye a mecanismos de sefializacion que
conducen a la produccién de fitoalexinas (Apostol et al., 1989; Degousée et al.,
1994). Medhy (1994) report6 que los tratamientos de células en suspensiéon con
H>0Oz inducen la acumulacién de mRNA que codifica para enzimas que participan
en la ruta fenilpropanoide tales como: la fenilalanina amonoliasa, la chalcona

isomerasa y la chalcona sintasa. Una disminucion en la actividad también se
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observd por Adam et al., (1995) en hojas de frijol inoculadas con Pseudomonas
syringae. Estos investigadores observaron una disminucién de la actividad a partir
de las 2 h hasta las 8 h después del la infeccion con Pseudomonas syringae.
Experimentos mas recientes en hojas de tabaco infectadas con virus del mosaico
del tabaco reportaron una disminucién de la actividad de catalasa que coincide con
la disminucién en el nivel de su transcrito. Estos autores mencionaron que la
represion del transcrito coincidié con el incremento en la acumulacién del acido
salicilico (Malamy et al., 1990). Los niveles enddégenos de acido salicilico
incrementan de 20 a 40 veces alrededor de la lesiéon en plantas de tabaco infectada
con el virus del mosaico del tabaco (Malamy et al., 1990). El acido salicilico sirve
como donador de electrones para la catalasa (Durner y Klessing, 1996) para
convertirlo en un intermediario oxidado inactivo (compuesto I) y un estado
parcialmente reducido (compuesto II). El acido salicilico dona un electrén al
compuesto I de la catalasa, convirtiéndose el acido salicilico en su forma oxidada.
De esta forma el 4acido salicilico inactiva a la catalasa por la quelacién del Fe y por
los cambios conformacionales ocasionados (Ruffer et al., 1995). Debido a que en
plantas existen familias de catalasas fue de nuestro interés conocer las isoenzimas
que estaban presentes en el tejido de mesocarpio de aguacate. El resultado de este
analisis no fue exitoso, sin embargo, se detectaron barridos en todos los tiempos
analizados (Figura 10). En relacién a esto en otros modelos de estudio tales como
en plantulas de frijol infectado con Pseudomonas syringae no lograron detectar las

isoenzimas de catalasa (Adam et al, 1995). En cambio en tejido de hojas de
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lechuga infectada con Pseudomonas syringae se detectaron dos isoenzimas de

catalasa (Bestwick et al., 2001).

8.2 PEROXIDASA

Se observé un incremento en la actividad de peroxidasa a partir de las 8 h
hasta las 72 h en repuesta al dafiado por herida (Figura 11 y 14). Este
comportamiento sugiere que la herida ocasionada en el tejido estimul6 el
incremento de la actividad de esta enzima y que este incremento le permiti6 a la
célula metabolizar las especies reactivas de oxigeno que se acumulan en respuesta
al dafio por herida.

En plantas, las peroxidasas se agrupan en una familia de proteinas, por lo
que en nuestra investigacion fue de interés conocer cuantas isoenzimas estaban
presentes en el mesocarpio de aguacate. Los resultados experimentales detectaron
6 isoenzimas y la intensidad de la banda de algunas de ellas varia con respecto al
tiempo de estimulacion (Figura 12). La banda de actividad de la POD 1 fue mas
intensa, este resultado demuestra que POD 1 es inducida en respuesta al dafio por
herida.

Se ha reportado que el incremento de la actividad de peroxidasa se debe a la
sintesis de novo de la proteina mas que por la activacién de la enzima (Lagrimini y
Rothstein, 1987). Ademads, son codificadas por una gran familia de genes. En

Arabidopsis mas de 100 secuencias expresadas codifican para diferentes isoenzimas
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(Hiraga et al., 2001). Las peroxidasas estan involucradas en multiples procesos
tisiol6gicos. Lagrimini y Rothstein (1987) reportaron que en tabaco existen
diferencias en el patréon de isoenzimas en Organos especificos; también
encontraron 13 isoenzimas en raiz, 5 en hojas y 8 en callo y éstas variarén con el
tipo de estrés ocasionado. En arroz, los genes de pox responden diferencialmente a
la infeccién por patégenos y al dafio por herida, el patréon de expresion fue de 21
genes, los cuales fueron altamente divergentes con respecto a su distribucién en
6rganos y la respuesta al estimulo ambiental (Hiraga et al., 2001).

En el analisis por enfoque isoeléctrico las peroxidasas bésicas de pl de 8.8 y
8.5 mostré una expresiéon predominante (Figura 13). Estos resultados nos sugieren
que las peroxidasas bdsicas son fuertemente inducidas en respuesta al dafio por
herida en fruto de aguacate. Se ha sugerido que las peroxidasa bdasicas estan
involucradas en la polimerizacién de compuestos fenélicos (Holm et al., 2003). El
tefiimiento histoquimico de la lignina mostré un incremento del area lignificada a
través del tiempo. La actividad de peroxidasa y el peroxido de hidrégeno se
localizaron en las mismas células que la lignificaciéon. Estos resultados mostraron
una co-localizacién de zonas lignificadas, actividad de peroxidasa y H2O», lo que
sugiere que el H>O> y las peroxidasas son requeridas para la polimerizaciéon (Holm
et al., 2003). Ademas, éstas han sido propuestas como candidatas a catalizar el
altimo paso en la polimerizacién de monolignoles como p-coumaroil alcohol,
coniferil alcohol, 5-hidroxiconiferil alcohol y sinafil alcohol (Campbell y Sederoff

1996, Hatfield y Vermerris, 2001). La acumulacién de esas macromoléculas
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refuerzan la pared celular, por lo tanto, restringen la expansion celular, la difusion
de nutrientes del hospedero, las toxinas microbianas, la invasiéon de patégenos

oportunistas y le confiere reforzamiento al cuerpo de la planta (Hiraga et al., 2001).

8.3 SUPEROXIDO DISMUTASA

La superdxido dismutasa es una enzima que utiliza como sustrato el Oz y
como producto se genera HxO». En este estudio se investigd la actividad de esta
enzima en respuesta al dafio por herida. En el andlisis de la actividad de la
superoxido dismutasa se observé una disminucién a partir de las 4 h hasta las 12 h
(Tabla 1).

El patréon de isoenzimas reveld que existen 3 isoenzimas en el mesocarpio
de tejido de aguacate dafiado por herida (Figura 16). En este mismo analisis
también se observo la disminucion de la intensidad de las 3 bandas a partir de las
4 h después del tratamiento (Figura 16), observdndose este efecto de manera mas
claro en la SOD 1 y la SOD 3. Se ha reportado que el H>O; inactiva a esta enzima
(Casano et al., 1997), por lo tanto, es posible que la disminucién de la actividad
observada en este estudio se deba a la acumulacién de H>O3, la cual se demostrd
por Castro-Mercado (2006), como respuesta al mismo tratamiento utilizado en este
trabajo.

En células animales la Cu-Zn SOD es inactivada y degradada por la acciéon

combinada de proteasas y las especies reactivas de oxigeno, las cuales hidrolizan
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proteinas por dafio oxidativo (Salo et al., 1990, Strack et al., 1996). Ademas, en
plantas de trigo también se reporté que el H2O; inhibe la Cu-Zn SOD (Casano et
al., 1997). El posible mecanismo mediante el cual el H>O; inhibe a la Cu-Zn SOD se

describe continuacion: el H>Oz puede reducir el Cu*? que estd unido a la enzima a

Cu*, el cual puede formar Cu*? y la formacioén del radical OH:, al adicionarle

HO». in situ, el OH' puede inactivar completamente a la enzima por

modificaciones oxidativas de residuos de histidina que se encuentran en el sitio
activo (Hodgson y Fridovich 1975). Este mecanismo podria explicar la disminucién
de la actividad de las isoenzimas SOD 1 y 3 que se observa en la Figura 15. En el
analisis por enfoque isoeléctrico se detectaron claramente 2 isoenzimas con pl de
6.4 y 6.0 (Figura 17). Este resultado nos indica que posiblemente existen 2
isoenzimas con un pl muy parecido. La identificacién de las isoenzimas por su
sensibilidad a KCN y a H2O» revelé que la SOD 1y la 3 fueron identificadas como
Cu-Zn SOD y SOD 2 como Mn-SOD (Figura 18).

De acuerdo a su presencia en distintos érganos, Pitcher et al., (1992) reportaron la
presencia de 1 Mn-SOD y 2 Cu-Zn SOD en las segundas hojas trifoliadas de frijol,
mientras que Buonario et al., (1987) reporté la presencia de dos Cu-Zn SOD y dos
Mn-SOD en hojas primarias de frijol. Aunque nosotros no detectamos actividad de
Fe-SOD, tal isoenzima ha sido reportada en Phaseolus (Kwiatowski y Kaniuga,

1984). Estos autores mencionarén que la diferencia de composiciéon de las
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isoenzimas observadas probablemente refleja la variaciéon entre cultivares y/o el
estado de desarrollo en el cual las hojas fueron examinadas.

Las isoenzimas de SOD se pueden distribuir en diferentes compartimentos
de la célula, y pueden remover el Oz en su sitio de generacion, y de esta manera
minimizar el dafio de los componentes celulares (Figura 19) (Alscher et al., 2002).
De acuerdo con este esquema las isoenzimas que se encontraron en el mesocarpio
de tejido de aguacate posiblemente se distribuyen de la siguiente manera: la Mn-
SOD puede ser localizada en mitocondria y las 2 isoenzimas de Cu-Zn SOD

pueden ser localizadas en el apoplasto, en el citosol o en los cloroplastos.

/ Cu-Zn SOD apoplast(\
4 )

Cu-Zn SOD Mitocondria
Mn-SOD

cloroplasto
Fe, Cu-Zn SOD citosol

L /

Figura 19. Localizacién de superéxido dismutasa en células de plantas. Tomado de
Alscher et al., (2002).
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9. MODELO PROPUESTO

De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio se propone el
siguiente modelo hipotético para integrar dichos resultados.

Cuando el fruto de aguacate es dafiado por herida es posible que se active
algin estimulador que tiene un receptor en la membrana plasmatica y una vez
acoplados se encienden rutas de sefializacién hacia el interior de la célula. Por un
lado, se estimula la apertura de canales de calcio, cuando incrementan las
concentraciones de calcio intracelular se activan las MAP cinasas las cuales por un
lado pueden encender cascadas de sefalizaciéon que llegan al ntcleo para activar
algunos genes de defensa, por otra parte pueden fosforilar a la NADPH oxidasa
que se encuentra en la membrana plasmatica, una vez fosforilada oxida al O>
convirtiéndolo en Oz, este es a su vez convertido a peréxido de hidrégeno
mediante la actividad de la superéxido dismutasa.

En nuestro estudio se analiz6 la actividad de la superéxido dismutasa la
cual disminuye con respecto al tiempo de estimulacion. Dicho efecto posiblemente
se debio al incremento de peréxido de hidrégeno debido a que algunas isoenzimas
son sensibles a dicha especie reactiva. Por otra parte, cuando se incrementan las
concentraciones del peréxido de hidrégeno mas la presencia de agentes reductores,
se incrementa la actividad de las peroxidasas y como producto se obtiene el agente

reductor oxidado estimulando la polimerizacién de monolignoles para obtener
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finalmente la lignina, que sirve para sellar la herida evitando la invasién de
patégenos oportunistas.

Por otro lado, el dano ocasionado por herida también podria activar otra
ruta de sefalizacion que podria activar la fosfolipasa A que libera el &acido
linolénico de la membrana plasmaética hacia el citosol en donde es utilizado como
sustrato por las lipooxigenasa, obteniéndose como producto el acido graso
oxigenado el cual puede ser utilizado como sustrato por otras enzimas hasta
finalmente obtener el &cido jasmoénico que puede directamente activar genes de
defensa o puede activar la ruta fenilpropanoide en donde a partir de la fenilalanina
mediante la actividad de fenilalaninamonioliasa se obtiene el acido cindamico,
precursor de donde se sintetiza el acido salicilico, el cual puede unirse a la enzima
catalasa bloqueando el sitio activo ocasionando la disminucién de la actividad, por
lo tanto, se incrementan las concentraciones del peréxido de hidrégeno, el cual sale
de los peroxisomas para activar genes de defensa tales como inhibidores de
proteasas proteinas relacionadas con la patogénesis o enzimas que participan en la

ruta fenilpropanoide tales como PAL, y CHS (Figura 20).
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Figura 20. Modelo hipotético de la modulacion de la actividad de las

enzimas

antioxidantes en respuesta al dafio por herida en tejido de fruto de aguacate. Las flechas
indican las posibles cascadas de sefializacion que se encienden en respuesta al dafio

ocasionado.
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10. CONCLUSION

La actividad de enzimas antioxidantes analizadas en este trabajo se modifican
(CAT y SOD disminuyen y POD incrementa) en respuesta al dafio por herida en

frutos de aguacate.
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PROTOCOLOS PARA LA EXTRACCION DE ENZIMAS QUE
METABOLIZAN ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO.

1. CATALASA

1.1 Extracciéon

1. Se pes6 0.5 g de tejido y se incub6 a diferentes tiempos (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, §,
12, 24, 48 y 72 h) a temperatura ambiente.

2. La muestra fué triturada con N2 liquido.

2. Se resuspendi6é el macerado en 1 ml de buffer (Tris-Hcl 50 mM pH 7.8,
manitol 0.3 M, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM).

4. La muestra se homogeniz6 en un vortex durante 10 segundos.
5. Se centrifugé a 10,000 g durante 30 minutos a 4 °C.

6. Extracciéon del sobrenadante.

1.2 Actividad por espectrofotometria.

1. Para medir la actividad se mezclaron los siguientes reactivos en un tubo
Eppendorf (1 ml):

630 pl de H20

326.4 pl de KPOs (50 mM pH 7.5)

4 pl de H2Oz (tomarlo directo del frasco)
10 pl del extracto de la enzima

2. La mezcla se homogenizé en un vortex durante 2 segundos.

3. Leer absorbencia a 240 nm por 3 minutos a un intervalo de 30 segundos.

1.3 Deteccién de la actividad en gel de poliacrilamida no desnaturalizante

1.3.1 Preparacion del gel:

3.6 ml de H202

2.025 ml de acrilamida

1.875 ml de Tris-HCI pH 8.8

37.5 ul de persulfato de amonio al 10%
3.75 ul de TEMED
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1.3.2 Preparacion de la muestra y electroforesis.
1. Cuantificar proteina por el método de Bradford.
2. Cargar en el gel la misma cantidad de proteina en los diferentes tiempos.

3. La electroforesis se realizé6 a 200V 4 °C.

1.3.3 El revelado del gel

1. Lavar el gel rapidamente con agua destilada estéril.

2. Sumergirlo en 50 ml de amortiguador de KPO4 (50 mM pH 7), que contiene
peroxidasa (50 pg/ml) durante 45 minutos en agitacion a temperatura
ambiente.

3. Retirar el liquido.

4. Incubar en 50 ml de KPO; (50 mM pH 7), conteniendo H»0> (10 mM) durante
10 minutos.

5. Retirar el liquido.
6. Enjuagar rapidamente con agua destilada.
7. Incubar en 50 ml de KPO4 (50 mM pH 7), conteniendo DAB (5 mg/ml).

8. Dejar el gel en el buffer que contiene DAB hasta observar las bandas
acromaticas caracteristica de la actividad de la enzima.

2. PEROXIDASA

2.1 Extraccion

1. Se pes6 0.5 g de tejido y se incub¢ a diferentes tiempos (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8,
12, 24, 48 y 72 h) a temperatura ambiente.

2. Se tritur6 con N2 liquido a 4 °C.
3. El macerado se resuspendi6 en 1 ml de NaPO; (100 mM pH 7).

4. La muestra se centrifugé a 10, 000 g durante 30 minutos a 4 °C.
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5. Obtencion del sobrenadante.

2.2 Actividad por espectrofotometria.

1. Para medir la actividad se mezclaron los siguientes reactivos en un tubo
Eppendorf (1 ml):

990 pl de la mezcla de guaiacol
10 pl del extracto de la enzima

La mezcla de guaiacol contiene los siguientes reactivos:
0.25 % de guaiacol

0.25 % de NaPOs (10 mM pH 6.0)
0.125 % de HO2

2. Leer absorbencia a 470 nm durante 3 minutos a intervalos de 30 segundos.

2.3 Deteccion de la actividad en gel de poliacrilamida no desnaturalizante.
2.3.1. Preparacion de la muestra y electroforesis.
1. Cuantificar proteina por el método de Bradford.

2. Cargar en el gel la misma cantidad de proteina en los diferentes tiempos.

3. La electroforesis se realizé a100V 4 °C.

2.3.2 Revelado del gel.

1. Sumergir el gel en 50 ml de citrato de sodio (50 mM pH 5.5) durante 30
minutos en agitacion a temperatura ambiente.

2. Retirar el liquido.
3. Incubar con 50 ml de citrato de sodio (50 mM pH 5.5) conteniendo DAB (1

mM) y H202 (0.03 %), dejar el gel en esta solucién hasta observar las bandas de
color café caracteristica de la actividad de la enzima.
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3. SUPEROXIDO DISMUTASA.
3.1 Extraccion.

1. Se pes6 0.5 g de tejido y se incub6 a diferentes tiempos (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, §,
12, 24, 48 y 72 h) a temperatura ambiente.

2. Se tritur6 con N» liquido a 4 °C.

3. Resuspender el macerado en 1 ml de buffer de KPOs 50 mM pH 7 (0.1 mM
de EDTAy1 % de PVPP).

4. homogenizar la muestra con un vortex durante 10 segundos.

5. Centrifugar a 10, 000 g por 5 minutos a 4 °C.

6. Extraer el sobrenadante.

3.2 Actividad por espectrofotometria.

1. Para medir la actividad se mezclaron los siguientes reactivos en un tubo
Eppendorf (1 ml):

40 pl de EDTA (0.1 M)

20 pl de NBT (1.5 mM)

10 pl del extracto crudo de la enzima (sobrenadante)

600 pl de buffer (KH2POs 0.067 M, pH 7)

50 pl de riboflavina (0.12 mM)

2. Agitar la mezcla rdpidamente.

3. [luminar los tubos eppendorf con una lampara de 40 W durante 10 minutos.

4. Leer absorbencia a 560 nm.

3.3 Deteccion de la actividad en gel de poliacrilamida no desnaturalizante.
3.3.1 Preparacion de la muestra y electroforesis.

1.- Cuantificar proteina por el método de Bradford.
2.- Cargar en el gel la misma cantidad de proteina en los diferentes tiempos.

3.- correr las muestras a 200 V durante 6 h 4 °C.
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3.3.2 Revelado del gel.

1. El gel fué sumergido en 50 ml de buffer de KPOs (32 mM, pH 7.8), que
contiene riboflavina (28 pl) y TEMED (28 pl), durante 25 minutos en agitacion.
2. Retirar el liquido.

3. Incubar en 50 ml de buffer KPO4 (36 mM, pH 7.8) que contiene NBT (2 mM),
durante 30 minutos.

4. Iluminar el gel con una ldmpara de 40 W hasta observar las bandas
acromadticas caracteristica de la actividad de la enzima.

4. Enfoque isoeléctrico.

4.1 Preparacion del gel.

5.5 ml de agua

2 ml de acrilamida

2 ml de glicerol al 25 %

0.5 ml de anfolina (pH de 3.5-10)

50 pl de persulfato de amonio

20 pl TEMED

4.2 Preparacion de la muestra.

La muestra de proteina se mezclé con un volumen igual de buffer 2X, y se
centrifugé durante 5 minutos a 10,000 g a temperatura ambiente.

4.3 Preparacion del buffer de carga 2X (5 ml).

3 ml de glicerol

200 pl de anfolina

1.8 ml de H>O

4.4 Electroforesis.

1.- Adicionar catolitos en la camara superior (20 mM de hidréxido de sodio).

2.- Adicionar anolitos en la caAmara inferior (10 mM de acido fosférico).

3.-Correr a 200 V durante 2.5 h.
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4.5 Determinacion del gradiente de pH.
1.- Cortar una tira longitudinal del gel y se cort6 en trozos de 1 cm.
2. Sumergir cada trozo en 3 ml de KCL (10 mM) durante 30 minutos.

3.- Medir el pH a la solucién de KCL.
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