
Acto bioi. Colomb., Vol. 12 No.2, 2007 81 - 94

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION
DE UNA POLIFENOLOXIDASA RELACIONADA

CON LA TOLERANCIA DEL CLAVEL (Dianthus caryophyllus)
A Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2

Isolation and Characterization of a Polyphenoloxidase Related
with Carnation (Dianthus caryophyllus) Resistence to

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2

VIANA ROQUESA MAYORGA\ M.Sc. Ciencias-Bioqufmica;

BLANCA L1GIAHIGUERA M\ Dr.5c. Ciencias-Qufmica
, Departamento de Qufmica, Faculrad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota,
ciudad universitaria, Carrera 30 No. 45-03. AA. 14490.
Bogota, Colombia. blhiguerad@unal.edu.co

Presentado 4 de diciembre de 2006, aceptado 8 de marzo 2007, correcciones 28 de mayo de 2007.

RESUMEN

5e purific6 y caracterizo bioquimicamente la enzima polifenoloxidasa (PFO) inducida
en tallos de c1avel (Dianthus caryophyllus L) de variedad tolerance par inoculaci6n can
el parogeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2 (F002), causante del rnarchica-
miento vasc.ular. La purificaci6n se logr6 a craves de procesos sucesivos de cromato-
grana en columna de intercambio i6nico, de inceracci6n hidrofobica y de exclusi6n
molecular. A craves de estes se logr6 un factor de pu-ificacion de 314 veces con res-
pecto al extracto inicial. La protelna purificada mostr6 actividad PFO y una unica
banda en 50S-PAGE carrespondience a 40 kOa. Usanda carecol como sustrato, se de-
termin6 su temperatura optima en 45°C Ysu pH 6ptimo en 7,5. La enzima present6
una cinetica ripe Michaelis-Mencen con un valor Km de 249 mM y vmax 322 Ujmin.
EIpunto isoelectrico (Pl= 5,0) permiti6 esrablecer que se trata de una protein a de tipo
acido. Con la enzima purificada se realizaron ensayos in vitro de actividad fungit6xica,
usando sus productos de reacci6n enfrentados al hongo FOD2, encontrandose una
actividad inhibitoria importance de cerca del 57% a las 24 horas, 10 que permite pos-
tular su papel en los mecanismos de defensa del c1avel contra este pat6geno vascular.

Palabras clave: polifenoloxidasa, PPO, c1avel, Fusarium oxysporum, proremas
purificaci6n.

ABSTRACT

Polyphenoloxidase (PPO) was isolated and purified from stems of carnation (Dianthus
caryophyllus L) after the inoculation with Fusarium oxyspo,um f. sp. dianthi race 2 (F002)
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of a tolerant variety. Purification was performed using column chromatography of
ionic exchange, hydrophobic interaction and molecular exclusion. With these suc-
cessive steps, a factor of 314 fold purification was achieved. The 50S-PAGE analysis
showed one band of 40 kOa. The purified enzyme was partially characterized using
cathecol as substrate and determined the optimal temperature as 45°C and 7.5 as
optimal pH. The enzyme showed a Michaelis-Menten kinetic with Km of249 mM and
Vmax 322 U/min. The IP was 5.0 indicating the acidic character ofthis protein. Using
the purified enzyme and its reaction products, in vitro fungitoxic assays were realized
indicating an important inhibitory activity against F002 of 57% at 24 hours. Then, it
is possible to postulate that this enzyme is activated as a part of the defense mecha-
nisms in this interaction model.

Key words: Polyphenol oxidase, carnation, Fusarium oxysporum, proteins purification.

INTRODUCCION

EI clave! (Dianthus caryophyllus L.) hace parte del gran mereado de las flores en el mun-
do. Colombia tiene un papel importance en la producci6n de flores, siendo el segun-
do exportador mundial despues de Holanda y el primero en claveles'. Es por ello que
el estudio de las enfer'medades que Ilegan a afectar la producci6n de esta flor reviste
particular importancia, especialmente el marchicamiento vascular ocasionado por el
hongo F002, que ataca de manera agresiva este cultivo dejando perdidas anuales sig-
nificativas a los cultivadores en todo el mundo. Estudios anteriores del grupo en este
modele ( Higuera, 2001; Ardila e Higuera, 2005) han permitido determinar que en la
inreraccion del c1avel de variedad tolerante con el hongo F002, ocurren una serie de
eventos que estan siendo investigados en detalle, entre los cuales se destaca la
producci6n de compuestos fenolicos (fitoalexinas) que contribuyen a la defensa de la
planta (Higuera, 2001). Se ha encontrado tam bien que se produce una importante
induccion de la enzima polifenoloxidasa, inducci6n que fue observada a un tiempo
temprano despues de la infeccion de una varied ad tolerante con el pat6geno F002,
indicando su posible papel en la defensa vegetal en esre modele de interacci6n (Ardila
e Higuera, 2005).

Polifenoloxidasa (E.c. 1.10.3.1) es una oxido-reductase dependiente de cobre, que
cataliza la reaccion entre catecol y oxfgeno para dar benzoquinona y otras quinonas,
productos que interactuan con otras molecules formando, entre otros, compuestos
coloreados responsables del pardeamiento vegetal, muy estudiado en frutas y produc-
tos agrfcolas y a los que se ha atribuido efecto texico hacia cierros microorganism os.
Adernas, dichas oxidasas pueden estar involucradas con la producci6n de compues-
tos fen6licos, precursores de la stntesis de lignina para el reforzamiento de paredes
vegetales, proceso este que tiene un papel importance en las respuestas de defensa de
las plantas. La caracterizacion molecular de diversas PFO se ha Ilevado a cabo desde
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los an os 70 (Mayer y Harel, 1979), encontrandose rasgos interesantes como la acti-
vacion de una proroenzima que esta sujeta a las membranas de los tilacoides (PM:
67-65 kDa) y que por acci6n de proteasas toma su forma activa (PM: 45-30 kDa)
(Gelder et al., 1997). La diversidad entre las PFO puede ser explicada en parte por esre
fen6meno. Se reporta tambien variaci6n en cuanto a sus parametres cineticos. espe-
cificidad de sustratos (catecol, Ldopa, acido clorogenico, entre otros), temperatura
6ptima (20-50 "C), pH 6ptimo (5,0-9,0) y PI (5,0-10,0). EIestudio de esca enzima ha
tornado importancia en model os de inceraccion planra-insecto (Consrabel et al.,
2000), en los cuales la proteccion de la plama contra herbfvoros parece darse debido
al mal sabor que presenran las hojas por su alto conrenido de quinonas, las cuales
son producidas por dichas enzimas. Sin embargo, son muy escasos los reportes de
PFO involucradas en interacciones planta-hongo y no se conocen, hasta ahora, enzi-
mas de este tipo relacionadas con la defensa del clavel. Dada su posible participacion
en las respuestas del c1avel frente a F002, en este trabajo se aisle y se caracrerizo una
PFO inducida en plantas de variedad tolerante por inoculaci6n con el pat6geno, con
miras a contribuir a la elucidacion de los mecanismos de defensa en este modelo,
conocimiento que es basico para poder plancear esrrategias futuras de control de la
enfermedad marchitamiento vascular.

MATERIALES Y MET-ODOS

MATERIAL VEGETAL

Se realiz6 un ensayo in vivo con 150 esquejes de clavel de la variedad Carolina, toleran-
te a F002, de nueve semanas, provenientes de propagaci6n in vitro y certificados para
ausencia de pat6genos. Se usaron adernas esquejes de la variedad Uconn, susceptible
a FOD2, como control positive de la infecci6n.

INOCULACI6N

Un aislamiento del pat6geno F002 fue suministrado por la empresa America Flor S.A.
Este fue rnantenido en medic solido Czapeck Broth® a 25°C Yposterior-mente recul-
tivado en medio lfquido Czapeck Broth®, a 25°C, con agitaci6n con stante (80 rpm),
hasta que la concentraci6n de conidias fue la adecuada para obtener, despues de fil-
trar a craves de gasa esteril, una suspension de 1 x 106 conidias/mt.. Los esquejes (tan-
to de la variedad tolerante como susceptible) fueron inoculados segun procedimiento
implementado en un trabajo anterior (Higuera, 2001), el cual consistic en realizarles
una pequefia herida con una cuchilla esteril en el tallo y posteriormente sumergirlos
par 30 s en la suspensi6n de conidias. Se sembraron luego en recipientes que
contenfan un sustrato arcilloso y ague:. esteriles.

EXTRACC,6N DE LA ENZIMA POLIFENOLOXIDASA (E.C. 1.10.3.1)
A las 12 horas post-inoculaci6n (Ardila e Higuera, 2005), los esquejes de la variedad
toleranre fueron cosechados, lavados, marcados y congelados para realizar la
extracci6n. Para esta, los tallos fueron macerados con N] Ifquido y el polva resultante
fue extrardo por tres veces con acetona frfa. EI pellet obtenido fue tratado con buffer
fosfatos 0,1 M, pH 7,0 que contenra 3% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). La extracci6n
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se realize a 4 °C por 1 h, con agitacion con stante. EI sobrenadante fue recobrado por
centrifugaci6n (11.000 rpm) par 30 min a 4"C (Ardila e Higuera, 2005). De este, se
romaron alrcuotas de 1 mL para realizar la cuantificaci6n tanto de proterna como de
actividad PFO. EI extracto sobrante fue congelado a -20 °C Yposceriormenre liofilizado
para realizar el aislamienw de la enzima, usando la metodologra que se describe mas
adelante.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad PFO fue determinada segun el protocolo establecido en un trabajo previa
(Ardila e Higuera, 2005). Se usc como sustrato catecol 0,1 M en buffer fosfatos 0,1
MpH 7,0 can piruvato de sodio (1,64 mg/mL) y 50 ~L de proteina. La absorbancia
fue lefda a 420 nm desde el momenro de la adicion del catecol hasta 30 s, con un in-
tervalo de lectura cada 5 s. Una unidad enzirnacica fue definida como la cantidad de
enzima que causa un incremento en la absorbancia de 0,001/min a 37 "C. Todas las
medidas de actividad se hicieron mfnimo por duplicado.

DETERMINACION DE PROTEIN A

EI contenido de protefna fue determinado en todos los casas segun el merodo de
Bradford, modificado por Zor y Selinger (1996), usando albumina de suero bovino
(BSA) como patron para las curvas de calibraci6n con concentraciones entre a y 14
pg/mt . Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.

PROCESO DE PURIFICACION DE LA ENZIMA PFO
Para la purificaci6n de la enzima PFO extrafda de los tallos de c1avel, se ensayaron
iniciajmente diversos procesos de cromatografla de filtracion en gel sobre Sephadex
G75 y Biogel P100. Estes ensayos no dieron buenos resultados, teniendose tiempos
de eluci6n muy largos para el caso de Sephadex G75, debido a [a compactaci6n y dis-
minuci6n significative del flujo, 10 que ocasionaba frecuente inactivacion de la enzi-
rna. En cuanro al Biogel P100, no se obtuvo separaci6n efectiva de las protefnas de
inreres. Ensayos siguientes condujeron a obrener mejores resultados en el proceso
de purificacion, segun se describe a continuacion.

EI extracto liofilizado fue resuspendido en buffer fosfatos 10 mM y cargado en una
columna empacada con DEAE celulosa (15 x 2 em) la cual fue previamente equilibrada
con el mismo buffer. Las prorefnas rerenidas fueron elurdas con un gradiente de NaCi
de a a 1 M en buffer fosfaros 0,01 M, con un flujo de 1 mL/min. Se recogieron frac-
ciones de 1,5 mL, las cuales fueron lerdas a 280 nm (Fig. 1A). Las fracciones fueron
reunidas en no retenidas (F1) Yretenidas (F2). Se determino luego la actividad PFO a
estas, asf como tambien la cantidad de protefna. Una vez realizada la reunion de frac-
ciones con actividad, se dializaron contra agua destilada durante toda la noche a 4 °C,
luego fueron congeladas a -20 °C Yliofilizadas. Las fracciones F2 que mostraron aeti-
vidad PFO, fueron resuspendidas en sulfato de amonio 0,5 M en buffer fosfatos 10
mM pH 7,0 Ycolocadas en una columna empacada con fenil sepharosa CL-4B (10 x 1
em), la cual fue previamente equilibrada en el buffer iniciaL Las protefnas fueron
elufdas con un gradiente lineal de 0,5 a a mM de sulfato de amonio, seguido par agua
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desionizada y final mente etilenglicol al 50%. EI flujo fue 1 mL/min y codas las frac-
ciones (1,5 mL) fueron leidas a 280 nm. Las que presentaron actividad PFO (F2, Fig.
1B), fueron reunidas y se les determin6 actividad enzimatica y cantidad de protefna.
Luego fueron dializadas durante toda la noche a 4°C contra agua, congeladas y liofi-
lizadas. Continuando con el proceso de puriflcacion. se resuspendic el liofilizado en
buffer fosfatos 10 mM y se separo en una columna empacada con biogel-P30 (12 x 1
cm), obteniendo una fraccion no retenida (BF1) con actividad PFO, mientras que la
fracci6n retenida no presento acrividad PFO. Todo el proceso de punficacion fue
realizado a 4 °C Yseguido a r-aves de elecrroforesis 50S-PAGE.
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Figura 1. A. Cromatograma obrenido para la separacion por DEAEcelulosa del excracro crude de
PFO (Columna 15 x 2 ern: elucion buffer fosfatos 0,01 M pH 7,0 Ygradiente discontinuo de 0-1M de
NaCi para eluir las protein as rerenidas: flujo: 1 mLjmin). B. Cromatograma obcenido para la
separaci6n de PFO por fenil sepharosa CL-4B (Columna lOx 1cm; elucicn buffer fosfatos 0,02M pH
7,0 Y sulfate de amonio en gradieme discontinuo de 0,5-0 M. Las protetnas rerenidas se eluyeron con
agua desionizada; flujo: 1 mL/min).

ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Las electroforesis fueron realizadas en geles de bisacrilamida y acrilamida tanto en con-
diciones denaturantes como nativas. Las muestras fueron denaturadas por calor y par
adici6n de SOS al 10%_Las electroforesis se llevaron a cabo a 200 V en el gel de concen-
rraci6n (5%) y a 150 V en el gel de separacion (12,5%). Los geles fueron renidos con
azul de Coomassie R. Los marcadores de peso molecular usados (SIGMAMARKEWM)
fueron: c-lacroalbumina de leche bovina (14,2 kDa), inhibidor de tripsina de soya (20
kDa), cripsinogeno de pancreas de bovina (24 kOa), anhidrasa carb6nica (29 kDa),
gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa (36 kDa), gfuramico deshidrogenasa (55 kDa)
y albumina de suero bovino (66 kDa). Se us6 tambien rincion con plata y tincion espe-
cffica para PFO, implementada en este trabajo, usando 2,4-dinirrofenilhidrazina en
etanol para detectar las quinonas formadas.

CARACTERIZACI6N BIOQufMICA

ESTIMACION DEl PESO MOLECULAR

EIpeso molecular (PM) de la enzirna purificada fue esrimado interpolando en graficas
realizadas con las movilidades electroforeticas relativas de cada prorefna patron versus
ellog del PM.
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EFECTO DEL pH Y DE LA TEMPERATURA

EI efecro del pH en la actividad de [a enzima PFO fue determinado bajo las condi-
ciones del ensayo enzimatico descritas, usando diversas soluciones buffer de concen-
traci6n 0,1 M: acetate de sodio (pH 3,0-6,0), fosfatos de sodio (pH 6,0-8,0) Y tris-
Hel (pH 8,5-10,0) a 37 "c. EI pH 6ptimo obtenido en este ensayo fue usado luego
en el estudio de la temperatura optima. Esta ultima fue determinada usando como
sustrato catecol , en e! intervale entre 25 a 60 "C, empleando las condiciones para la
determinacion de actividad ya descritas.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMA.TICA CON OTROS SUSTRATOS

Para evaluar la actividad de la enzima purificada se ensayaron como sustratos catecol
(0,1 M) con lectura a 420 nm, acido clorogenico (0,005 M) Y L-dopa (0,005 M) con
lecturas a 41 ° nm, manteniendo constantes las condiciones establecidas en cuanto al
buffer fosfatos 0,1 M, pH 7,5 Y45°C. Se tomaron siempre medidas de actividad por
duplicado.

CONCENTRACION OPTIMA DE SUSTRATO

Se usaron diferentes concentraciones del sustrato (catecol), el cual habra sido esta-
blecido previamente como el mas adecuado. Las evaluadas fueron: 0,005, 0,01, 0,02,
0,025,0,050,0,075,0,1,0,15,0,2 Y0,25 M. Se us6 buffer fosfatos 0,1 MpH 7,5 a
45°C Y la actividad fue medida usando las condiciones previamente establecidas.
Cada ensayo enzimarico se realize por duplicado.

DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

Para [a determinacion del punto isoelectrico (PI), se realizaron experimentos de isoelec-
troenfoque en condiciones nativas, usando una corrienre de 400 vatios por espacio de
4 h, luego de las cuales se realize la neutralizaci6n de anfolitos con acido tricloroacetico
al 10%. Los geles fueron tenidos con azul de Commassie R. El valor del PI se dedujo por
interpolaci6n usando los marcadores de anfolitos entre los intervalos de pH de 3 a 9.

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA in vitro
Una vez aislada y purificada la enzima PFO, se procedio a Ilevar a cabo la reaccion
con 50 ~L de la enzima pura (0,21 ug) sobre 400 ~L de sustrato que concenra 37,6 ~g
catecol, 5,6 ~g de piruvato de sodio y 3 mL de buffer fosfatos 0,1 MpH 7,5. En un
ensayo continuo espectroforomerrico, se siguio la forrnacion de las respectivas quino-
nas, las cuales fueron despues conservadas en oscuridad, para realizar el ensayo anti-
fungico in vitro (Broekaert et al., 1990), que consistio en enfrentar a estos productos
un in6culo del hongo F002 (1 x 10' conidias/mL). Para ello, los productos obtenidos
en la reacci6n se filtraron (0,22 j..Jm,Pharmacia®), luego se tome una placa de Elisa
de 96 pozos, para sembrar 80 j..JLdel inoculo y 20 j..JLde dichos productos. Como uno
de los controles se usa los productos de reacci6n previamente expuestos por 10 min
a 80 °C as! como pozos sin adici6n de estos. La placa se incuba a 25°C. La lectura
control se efectua a los 30 min empleando un lector de microplacas BIO-RAD® mo-
delo 680 a 595 nm. Este valor constituyo el factor de correccion para el anal isis, tanto
para los controles como para las muestras. A las 24 h se realiz6 una segunda lectura
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ya las S4 h una tercera y ultima lectura, en las mismas condiciones que las iniciales.
A partir de los resultados obtenidos, se evalu6 la actividad enrifungica de los produc-
cos de reacci6n de la enzima. EI porcentaje de inhibici6n se definio ast:

AbsS95.",c""rrol-AbsS95''''fIo..,.,
%lnhibici6n~1 OOX -----------=---

Los valores corregidos se tomaron como:
AbsS95,,,, = Abs14h•rD• - Abs30nliM

Para el porcentaje de inhibici6n a las 54 h se realiz6 la misma operaci6n que en la
ecuaci6n anterior, solamente cambiando por la lecture realizada a las 54 h.

TINCION CON AZUL DE LAcrOFENOL

Para evaluar algunos efectos de los productos de la enzima PFO sobre la morfologra
de las conidies, se realize tinci6n de los microcultivos con una soluci6n de azul de lac-
tofenol 0,1%. Las muestras fueron colocadas en laminas portaobjeros. para ser obser-
vadas por un microscopic de luz transmitida a 1.250X.

RESULTADOS Y DISCUSION

EXTRACCl6N Y PURIFICACION DE PFO
EI resumen del proceso seguido para la purificaci6n de la PFO extrafda de clave! e indu-
cida por inoculaci6n, se muestra en la tabla 1. Como se observa, se logr6 una notable
purificaci6n de la enzima correspondiente a 314 veces con relaci6n al extracto inicial.

Volumen ,Protelna T"p'~~'t~'i~'~"t~'tafT"A'c'ti';';Td~d"'~~p'~~rfi~ai .."p'~~iii'~~~'i'6~"""i

j obtenido (mL): (m_¥!.~._9 ' (~.?t ;"..(6 420n.~.!..~.~.~.:.~.~)! ~.~..?: ~: ..~.:.~.~.~.~..J
Extracto crude! 20 0,147 2,940 1,54 1,=c .,'c,':.,..,.:, , ;........= :.'.' ..:.:,.:.., ,.... . , ··..··· i

DEAEcelulos~ ; ~.~ ;.... 0,028 ~.~.~.~..~ _..7 ??.~.~.~ ,.... 15 .. ~

Y.~_~__i!_"s._ep.~.aE?~.~.L. 10 ..??g.~g ~.... .~~.~g.~ ?". 1O?.'~.~ , ~.~ ~
BiegelP30' 60,O?6?,036L. 484,52 314

PROCESO

Tabla 1. Resumen del preceso de purificacion de polifenoloxidasa de c1avel (Oianthuscaryophyllus) in-
ducida en la interacci6n can F002.

Varios metodos y soportes han sido empleados para la purificaci6n de diversas PFO,
como son filtracion en gel sobre sephadex G75, para el caso de tabaco (Chuncua etal.,
2001), nfspero (Ding et a!., 1998), pifia (Das et al., 1997). Para el caso de la PFO extraf-
da de tallos de clave! este soporte no fue exitoso, al igual que el usa de [a precipiracion
can sulfate de amonio de 30~70% de saturaci6n, tecnica muy comun en los procesos
de purificaci6n reportados, pero que para el presente estudio result6 en una perdida
significativa de actividad debido a la notable labilidad de la enzima. Es as! que, previen-
do la perdida de actividad durante el proceso de purificaci6n, se acondicionaron tecni-
cas que permitieran una separaci6n rapida y efectiva de la protefna, realizando adem as
coda la experimentaci6n a 4 °C para mantener su actividad. Se usaron soportes como
DEAE celulosa que permiti6 tiempos de eluci6n cortes (Fig. 1A) Yun soporte de inte-
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racci6n hidrofobica fenil sepharosa CL-4B (Fig. 1B) que, segun se reporta para PFO de
otras Fuentes vegetales, permite la retenci6n efectiva de esta enzima, como es el caso de
pica (Das et al., 1997) y cafe (Mazzafera y Robinson, 2000). EIseguimiento del proceso
de purificaci6n por electroforesis permiti6 determinar que era necesario realizar un paso
adicional, por 10 cue! fue sometida la fracci6n de inreres a cromatograffa por biogel P30
(Fig. 2). Despues de este, la protefna demostr6 estar pura dado que se obtuvo una unica
banda en diversas SDS-PAGE (Fig. 3A).

Buffer Fosfatos 0,01 M pH 7,0
0,14· --------'----..
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02°.J----~--''-.....,~,~,~,~,~,~--~,° 5 10 15 20

__ 220 nm ....__ 280 nm

No. de fraccion

Figura 2. Cromatagrama obtenida para la separacion de PFO sabre biagel P30 de las fi-acciones obre-
nidas en fenil sepharosa (Columna 12 x 1 em; eluei6n buffer fosfatos 0,01 MpH 7,0; flujo: 1 mLj
2min).

PESO MOLECULAR

La fracci6n purificada migr6 en 50S-PAGE como una banda con una masa molecular
(PM) estimada en 40 kOa, (Fig. 3A). Este valor concuerda con 10 reportado para cafe
(Mazzafera y Robinson, 2000) y alamo (Wang y Constabel, 2003). Cabe destacar la
diversidad en los PM de PFOs de Fuentes vegetales; para citar algunos casas: alamo
45 kDa (Constabel et a!., 2000), nispero 58 kDa (Ding et at., 1998), pica 104 kDa
(Das et al., 1997), papa 69 kDa (Thygesen et a!., 1994), Duranta plumieri 14 kDa (Roy
et al., 2001), Hevea brasilensis 32 y 34 kDa (Wititsuwannakul et al., 2002), morera 65
kOa (Arslan et 01.,2004). Segun los reportes en la literacura, es muy probable que la
enzima se local ice en los tilacoides de los c1oroplastas unida a la membrana y que su
acnvacion sea realizada por la accion de una proteasa sobre un zimogeno de 65 KOa
que da como resultado una protefna act iva de cerca de 40 kOa y otra de 14 kDa
(Constabel etal., 2000). Este hecho se pudo evidenciar tarnbien en este estudio a tra-
ves de diversas electroforesis realizadas, en las cuales mediante tinci6n con plata se
evidenciaron estas 3 band as (datos no mostrados).

PUNTO ISOElECTRICO

A craves de diversos procesos de isoelectroenfoque se determine que el punta isoelec-
trico de la protefna purificada fue 5,0 (Fig. 3B). La naturaleza acida de esra protefna
se ha observado en PFOs aisladas de marula (PI 5,43; Mdluli, 2005) y de papa (PI 6,5;
Marri et aI., 2003), entre otras. La particularidad del PI fue evidenciada durante los
procesos de purificacion a traves del so porte anionico, en el que fue retenida per·
mitiendo su purificaci6n parcial.

DETERMINACION DEl pH 6PTIMO

La enzima PFO proveniente de tallos de clavel de la varied ad tolerante tuvo su maxima
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actividad a pH 7,5 (Fig. 4A) can un decremento significativo en pH 6 Y8,5. EIvalor de
pH 6ptimo difiere ampliamente entre PFOs aisladas de diferentes fuentes vegetales.
Protefnas con pHs acidos han sido encontradas en ruspero, pH 4,5 (Ding etal., 1998),
pifia y papa pH 6,0 (Das et ot., 1997; Thygesen et al., 1994), marula pH 4,0 (Arslan et
ai, 2004), pH 7,0 Y 7,5 para tabaco (Chuncua et al., 2001), cafe (Mazzafera y
Robinson, 2000), alamo (Wang y Constabel, 2003), Hevea brasilensis
(Wititsuwannakul et aI., 2002). uva cairnarona (Narvaez y Restrepo, 2002) y pera
(Smith y Montgomery, 1985). Las variaciones del pH 6ptimo entre PFO de diversas
Fuentes vegetales puede deberse, entre otras causas, a los diversos sustratos usados
para la evaluaci6n, asf como ala localizaci6n de la enzima en la planra 0 en la misma
celula. EI intervalo de pH determinado permite evidenciar un desempefio similar de la
enzima PFO en rutas metab61icas secundarias comunes en plantas como 10 es e!
pardeamiento vegetal, proceso que es muy reportado con la participncion de oxidasas
(Narvaez y Restrepo, 2002).
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Figura 3. A. Electroforesis (50S-PAGE) de la enzima PFO. 1. Marcador de peso molecular (MP; 10
I-Ig); 2. Fracciones (81) de biogel P30 (5 I-Ig). B. Determinacion del PI de la enzima PFO can tinci6n
azul de Coomassie. 1. Marcadores de PI (algunas bandas no son derectadas; O,5I-1g); 2. 81 biogel P30
(1,5 I-Ig);3. 52 fenil sepharosa (2,0 I-Ig);4.81 biogel P30, banda no derecrada (D,S I-Ig); 5. B1 biogel

P30 (2,0 "g); 6. Marcador de PI (2,0 "g); 7. BSA, (2,0 "g) .

TEMPERATURA OPTIMA

La temperatura optima deterrninada para la enzima PFO aislada de tallos de c1avel de
la variedad tolerante fue 45°C (Fig. 4B). La enzirna tuvo su mayor actividad en un
intervalo de temperatura entre 37 y 45°C declinando tal acrividad a temperaruras
superiores a 60°C y menores de 37°C. Este intervale de temperatura concuerda can
reportes de PFO de nrspero 35°C (Ding et al., 1998), Hevea brasilensis 45°C
(Witirsuwannakul et at. , 2002), morera 45 °C (Arslan et at., 2004), ferula 30 °C (Erar et
ai, 2005), menta 30 °C (Kavrayan y Aydemir, 2001) Ymanzana 40 °C, (Rocha y Morais,
2001), entre otras. La nororia disminuci6n de actividad a temperaturas superiores a
50°C confirrnan la labilidad de la enzima, al igual que por largos periodos de
almacenamiento y manipulaci6n, condiciones en las cuales la enzima pierde su
acrividad (Constabel etal., 2000; Mazzafera y Robinson, 2000).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA PFO CON OTROS SUSTRATOS

De acuerdo con fa Figura 5A, se obtuvieron los mayores valores de actividad cuando
se usa catecol como sustrato, empleando las mejores condiciones de temperatura y
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Figura 4. A. Dependencia con el pH de la actividad de la PFO extraida de tallos de c1avel de la
variedad tolerance inoculados con F002. Cad a valor es el promedio de dos replicas. B. Dependencia
con la temperatura de la actividad de PFO extratda de tallos de clavel de la variedad coleranre
inoculados con F002. Cada valor es el promedio de dos replicas.

pH previa mente dererminadas. El usa de estas mismas condiciones con los otros sus-
tratos se fundament6 en consulta bibliografica segun la cual los valores de pH y
temperatura para estes son similares a los aca usados (Aydemir, 2004; Gomez,
2002). Con los sustratos L-dopa y acido clorogenico no se present6 acrividad PFO
signiflcativa. Esta aparente especificidad por sustratos dihidroxilados can la posicion
1 J del anillo libre, da cuenta por una parte de la posible acci6n que puede estar
realizando al ser inducida en esta situacion particular de interacci6n y, por otra, de su
grado de aislamiento de otras oxidasas generalmente presentes en plantas. Es asf,
como en trabajos similares a este (Chuncua et a!., 2001; Mduli, 2005; Erat et aI.,
2005) el empleo de catecol dio rambien mejores resultados en cuanto a la actividad
de la prorema. Esto comprueba que la enzima aislada de clavel corresponde a una
PFO del tipo catecolasa, 10 cual coincide con el origen vegetal de la misma y su
afinidad par este tipo de sustrato (Mayer y Harel, 1979). Se obtuvo ademas la mayor
actividad PFO a una concentracion 0,1 M, tal como se muestra en la Figura 5B.
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Figura s. A. Actividad de la enzima PFO aislada de tallos de c1avel inoculados con F002, con arras
sustraros. Cada valor es el promedio de dos replicas. B. Determinacion de la concentraci6n optima
de sustraro (carecol) de la enzima PFO aislada de tallos de clave! inoculados con F002. Cad a dare
es el promedio de dos replicas.

ESTUDIO DE LA C1NETICA ENZIMATICA DE LA POlIFENOlOXIDASA AISLADA DE TAllOS

DE CLAVEl INOCULADOS CON FODl
A partir de la variaci6n en la actividad de la PFO ya purificada, en funci6n de la can·
centracion de sustrato, se obtuvo un comportamiento similar al que plantea el mo-
delo de Michaelis-Menten. AI realizar el ajuste al modele lineal, segun el tratamiento
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de Lineweaver-Burk (Fig. 6), se estim6 la Km can un valor de 249 mM y la Vrnax de
322 Umin-l mg-l. AI campararla can PFOs reportadas para otras Fuentes vegetates
se tienen valores de Vmax que varian desde baja transfcrmacion del sustraro, como
en el caso de manzana Jonagored (1100 U/min) y Km de 230 mM (Rocha y Morais,
2001), hasta un alto recambio en Duranta plumieri (73,S UjmL) y Km de 7,1 mM (Roy
et al., 2001). La variaci6n se puede deber a la diversidad de sustratos fen6licos
naturales que esras enzimas encuentran en las planras y a la afinidad que presenren
con dicho sustrato. Es por esto que las medidas expresadas en cuanro a la cinetica
evaluada no indican necesariamente la actividad real que pueda esrar presenrando
can su sustrato natural.

y - 0,7983" + 0,0032
R2 ~ 0.9877

I"
\

l/ConcI'ntraci6n de sustrato ~

Figura 6. Ajuste al modelo lineal de Lineweaver-Burk de la actividad enzimatica de PFO exrrat a 21er ':.
clavel. Cad a date es e! promedio de dos determinaciones. \ ,~

ENSAYO ANTIFUNGICO ..; ~

Los resultados obtenidos (Figs. 7A y 7B) permitieron establecer que se produce cereal':) .
del 57% de inhibici6n del pat6geno al cabo de 24 h de escar sometido a la accion d los~ P; I
productos de reaccion de la enzima (quinonas) y 22% cuando se realizaron las rnedidaso >
al cabo de 54 h. Se destaca con este ensayo la posible capacidad de los producto:S d ;
reaccion de la enzima PFO sabre el susrrato catecol, de formar parte en la defensa vege
tal, postulando asf a las quinanas como fuertes inhibidores microbianos de crecimiento
de pat6genos, adicional a su papel en la formaci6n de precursores fen61icos que conlle-
van a la forrnacion de compuestos que terminan siendo parte de la ruta de lignificaci6n
de la planta 0 en srntesis de gomas, con el proposiro de ocluir el pat6geno, tal como se
ha postulado en diversos trabajos (valencones et ai, 2005; Bolanos y Mercado, 2004).
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CONCLUSIONES

EI presente estudio describe la purificaci6n y caracterizacicn parcial, no reportada an-
tes, de la enzima polifenoloxidasa obtenida de tallos de c1avel (Dianthus caryophyllus L.)
de una variedad tolerante, despues de la infecci6n can el hongo F002) agente causal
del marchitamiento vascular, enfermedad que ocasiona perdidas significarivas para la
ecanomia de los productores de clavel en Colombia yen el mundo. EI procedimiento
Ilevado a cabo permiti6 la obtenci6n de una protein a purificada de 40 KDa que
present6 actividad PFO. El pH Yla temperatura 6ptimos se determinaron en 7,5 y 45
°C Ypresent6 un PI de 5. Usando como sustrato carecol, los parametros cineticos de
la enzima purificada fueron estimados como Km 249 mM y Vmax 322 6.abs min-l *mg~
1 a las condiciones de pH y temperatura de maxima actividad. La evaluaci6n in vitro de
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la accion frenre a FOD2 de los producros formados durante la reacci6n de la enzima
aislada, sobre el sustraro catecol, permiti6 determinar que se produce 57% de inhi-
bicion del pat6geno a las 24 h, inhibicion que se mantiene en 22% a las 54 h. Ello
permire apoyar 10 postulado previa mente respecto a la posible participaci6n de esta
enzima en los mecanismos de defensa del clavel. La inesrabilidad de la enzima, con per-
dida total de actividad en diversas ocasiones, fue observada durante todo el trabajo,
10 cual hace complicado el proceso de purificaci6n y permite deducir que la PFO pro-
venience de rallos de davel parece ser mas labil que otras PFOs obrenidas de Fuentes
vegetales diferentes.

A B •

Figura 7. A. Microcultivo de conidias de F002 sornetido a la accion de los productos de reaccion de
la enzima PFO durante 24 'h, 1.250X. Se observa notable disminuci6n de conidias y alteracion en su
rnorfologfa. B. Microcultivo control de conidias de F002 a las 24 h, 1.250X. Se observa abundance
presencia de conidias can su morfologra caractenstica.
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