Edilene Ramirez!, Sixta T. Martinez""

Laboratorio Estudio de actividades metabolicas vegetales-Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogot4 D. C, Colombia.

Autor para correspondencia: stmartinezp@unal.edu.co

Recibido: 12 de Mayo de 2016. Aceptado: 7 de Junio de 2016.

Determinacion del
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intracelular de algunas
enzimas liticas
relacionadas con pared
celular en raices de
clavel (Dianthus
caryophyllus L.)
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L.) root cell wall

Determinacao do
conteudo extra e
intracelular de algumas
enzimas liticas
relacionadas com a
parede celular em raizes
de cravo (Dianthus
caryophyllus L.)

Resumen

Abstract

Resumo

En el presente trabajo se verificd la presencia
de algunas enzimas relacionadas con la pared
celular vegetal (poligalacturonasa, pectato
liasa, proteasa y xilanasa) en raices de clavel
(Dianthus caryophyllus L.). Asi mismo, se
determinaron los niveles de actividad de las
mismas. Estos niveles se analizaron en
diferentes espacios celulares: en el fluido
intercelular que hace parte del apoplasto, en el
simplasto y en el tejido total de las raices de
clavel (apoplasto y simplasto).

Para extraer el fluido intercelular, se
ensayaron dos metodologias. Para obtener el
contenido intracelular (simplasto) y el
extracto total (apoplasto y simplasto) en raices
de clavel se ensayaron tres metodologias que
utilizaban como solucion i) extractante buffer
fosfato, ii) buffer fosfato con PVPP y iii)
lavados con acetona a las raices de clavel,
antes de la extraccion con buffer fosfatos. Los
resultados mostraron el efecto de las
diferentes soluciones en las actividades
enzimaticas y en el contenido de proteina. Se
propuso una de estas metodologias para
extraer las cuatro enzimas en un Unico paso y
realizar andlisis comparativo de actividad
enzimatica.

The presence of some enzymes related to
cell wall (polygalacturonase, the pectate
lyase, protease and xylanase) in carnation
(Dianthus caryophyllus L.) roots as well as
the activity levels were determined. These
levels were analyzed in different cellular
places: the intercellular fluid that is part of
the apoplast, the symplast, and the total
level (apoplast and symplast) in carnation
roots.

Two methods were tested to extract the
intercellular ~ fluid. To obtain the
intracellular content (symplast) and total
extract (apoplastt+symplast), three methods
were tested, using as extracting solution 1)
phosphate buffer, ii) phosphate buffer +
PVPP, iii) before the extraction with
phosphate buffer, the carnation roots were
washed with acetone. The results showed
the effect of different extracting solutions
in the enzymatic activities and in the
protein content. A new only one step
method is proposed to extract the four
enzymes and make the comparative
analysis of enzymatic activity.

No presente trabalho foi evidenciada a
presenga de algumas enzimas relacionadas
com a parede celular vegetal:
poligalacturonasa, pectato liasa, proteasa e
xilanasa e se determinaram seus niveis de
atividade, em raizes de cravo (Dianthus
caryophyllus L.). Os niveis se analisaram em
diferentes espagos celulares: no fluido
intercelular que faz parte do apoplasto, no
simplasto e no tecido total das raizes de cravo
(apoplasto e simplasto). Foram avaliadas duas
metodologias para extrair o fluido intercelular.
Para obter o contetido intracelular
(simplasto) e o extrato total (apoplasto e
simplasto) se avaliaram trés metodologias que
utilizavam como solug@o extratora i) buffer
fosfato, ii) buffer fosfato com PVPP e iii)
lavados com acetona as raizes de cravo, antes
da extragdo com buffer fosfato. Os resultados
mostraram o efeito das diferentes soluciones
nas atividades enzimaticas e no contetdo de
proteina. Se propdoem uma de estas
metodologias para extrair as quatro enzimas
num Unico passo e realizar a analise
comparativa da atividade enzimatica.
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extracto intracelular, actividad enzimatica,
poligalacturonasa, pectato liasa, proteasa,
xilanasa.
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Introduccion

Las células de las plantas constan de dos compartimentos separados
por una membrana plasmatica continua, uno intracelular, conocido
como simplasto, y otro extracelular, conocido como apoplasto,
compuesto por las paredes celulares, los espacios intercelulares, el
fluido intracelular (IFW por sus siglas en inglés), las células muertas
vacias de los tubos del xilema y el agua contenida en el mismo (7).

La pared celular de las plantas (PC) determina el tamafio y la
forma de las células. Asi mismo, constituye el primer obstaculo que
los patégenos deben superar para acceder a ésta (2). Es una
estructura altamente compleja, compuesta por polisacaridos que
comprenden celulosa, hemicelulosa, pectina, proteinas y lignina,
entre otras (3). De igual modo, la PC que rodea el protoplasto no es
una estructura estatica, sino que se remodela y reorganiza durante el
crecimiento y desarrollo de la célula. También, la PC se desarticula
durante los procesos terminales como absicion de organos y
maduraciéon de frutos; es fuente de nutrientes y una barrera que
limita el acceso de patdgenos al contenido celular (4).

Asi, con el fin de tener acceso a la planta, los patdgenos secretan
numerosas enzimas que degradan la pared celular, y que, en algunos
casos, llegan a ser factores de virulencia (2, 4). En el IFW los
patdgenos secretan sustancias para colonizar al huésped y se dan los
procesos de defensa por parte de las plantas (/, 5). Por tanto, ha sido
estudiado para conocer las proteinas presentes, relacionadas y
secretadas por la planta y el patégeno en el inicio de una interaccion
planta-patdgeno (3, 6).

Especificamente para el clavel (Dianthus caryophyllus L.),
algunos estudios sefialan que los hongos producen una serie de
enzimas depolimerizantes que degradan la pectina presente en la PC,
como consecuencia taponan los vasos del xilema y reducen el flujo
vascular originando stress hidrico y en algunos casos pudricion de la
planta (7). Micoorganismos como los Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi, secretan proteasa, xilanasa, poligalacturonasa y pectato liasa
en el IFW a tiempos de infeccion tempranos (8). La secrecion de
estas enzimas liticas puede inducir una respuesta de defensa por la
liberacion de oligogalacturonidos de la PC de la planta (3, 9, 13).

De este modo, las enzimas liticas permiten al patégeno la
penetracion y expansion dentro de los tejidos vegetales y el uso de la
PC como fuente de carbono. A su vez, estas enzimas son utilizadas
por la planta para remodelacion de la PC, entre otras funciones (4).
Se han desarrollado algunas revisiones (/4, /5) y se encuentra que la
matriz de la PC de las plantas posee mas de 20 actividades glicosil
hidrolasas (GH), las cuales incluyen glicosidasas y glicanasas que
hidrolizan la mayoria de enlaces glicosidicos de los polisacaridos
presentes en esta.

En la clasificacion por familias reportada por Frankova y Fry
(14), aparece en la familia GH10 la f1-4 xilanasa, en la GH28 la
endopoligalacturonasa y en la PL1 la pectato liasa. De manera
general, y sin especificar un tejido en particular, estas enzimas son
asociadas con expansion celular, diferenciacion, maduracion y
reparacion de pared (/6). Las proteasas, por ejemplo, son
reguladores clave de una variedad de procesos biologicos, se
expresan en tiempos y espacios especificos y se acumulan segin su
funcidn en diferentes compartimientos subcelulares (/7).

Puesto que las enzimas liticas asociadas a la PC son comunes a
ambos organismos (planta y hongo), pero de funciones tanto
bioquimica como fisioldgicamente distintas para cada una, resultan
de interés en estudios de interaccion huésped-patdgeno (4).

Estas se han estudiado utilizando aproximaciones bioquimicas y
de genética molecular. La aproximacion bioquimica consiste en la
extraccion y posterior purificacion de las enzimas de la pared celular,
lo cual permite, entre otros, realizar estudios de actividad (15).
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Por tanto, en el presente trabajo se siguid la aproximacion
bioquimica y se determind la actividad de las enzimas proteasa
(PRT), xilanasa (XL), pectato liasa (PL) y poligalacturonasa (PG) en
el IFW, en el simplasto del residuo vegetal de raices de clavel
(Dianthus caryophyllus L.), luego de extraer el fluido intercelular, y
en el tejido total (IFW + simplasto). Para este proposito se ensayaron
varias metodologias que permitieron la extraccion de las cuatro
enzimas en los diferentes espacios celulares seleccionados.

Materiales y métodos

Material Vegetal

Se emplearon raices de esquejes de clavel (Dianthus caryophyllus
L.) de tres semanas de enraizamiento. La variedad usada fue
Moonlight. El material fue donado por la empresa floricultora QFC-
SAS ubicada en Gachancipa.

Extraccion de fluido intercelular (IFW)

Para la extraccion del fluido de lavado intercelular, fueron evaluadas
dos metodologias reportadas por Olivieri et al. (18) y Van Pelt-
Heerschap (19).

Para desarrollar el procedimiento descrito por Van Pelt-Heerschap
(19), denominado fluido intercelular sin vacio (IFW-SV), se
utilizaron 2,5 g de raices de clavel, se lavaron con agua destilada y se
cortaron en piezas de 0,5 a 1 cm; el tejido se lavo con 5 mL de buffer
tris-HC1 50 mM pH 7.,5; se seco y se centrifugd durante 20 min a
2000 x g en una centrifuga (Hettich, modelo Universal 320R)
empleando un tubo con un adaptador (Figura 1) que fue disefiado
para permitir separar el IFW de las raices.

—— Adaptador

——Fluido Intercelular

Figura 1. Tubo de centriguga con adaptador, utilizado para separar el fluido intercelular de las
raices de clavel (Dianthus Caryophillus L.)

En el procedimiento reportado por Olivieri et al. (18),
denominado fluido intercelular con vacio (IFW-CV), se empleo la
misma cantidad de material vegetal, se lavo y se cortd como se
describi6 anteriormente. El tejido se sumergio en 5 mL de buffer Tris-
HCI 50 mM, pH 7,5; NaCl 0,6 M y 2-mercaptoetanol 0,1% (v/v), se
sometid a vacio durante tres periodos de 10 s, separados por
intervalos de 30 s y se seco sobre papel filtro. La muestra se coloco
en un tubo con adaptador (Figura 1) que permitié separar el IFW de
las raices, por centrifugacion (Centrifuga Hettich, modelo Universal
320R) durante 20 min a 3000 x g. El fluido obtenido (1 mL) se
almacend a -20 °C.

Se realizaron cuatro réplicas para cada uno de los métodos
ensayados. El contenido de proteina se cuantificd usando el método
de Bradford y la linealizacion reportada por Zor y Selinger (20).
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Una vez seleccionada la metodologia para la extraccion del
fluido intercelular, se aplicd para obtener el extracto con el que se
determinaron las diferentes actividades enzimaticas. Para lo anterior,
se aumentaron a cinco las réplicas biologicas, se eliminaron los
compuestos de bajo peso molecular mediante microdialisis
(Membrana SigmaD-9277. 10Kd) a 4 °C, usando buffer fosfatos 10
mM pH 6,5; realizando tres cambios cada 2 h.

Obtencidén de extracto intracelular (EIn)

Para la obtencion del material soluble presente en el espacio
intracelular (simplasto), se extrajo el IFW y en el tejido sobrante se
ensayaron tres metodologias: un tratamiento que utiliz6 como
solucion extractante buffer fosfato 100 mM pH 6,5 (Eln) (27), un
segundo tratamiento que usd polivinilpolipirrolidona (EIn-PVPP)
(23) y finalmente uno en donde se empled un tratamiento previo con
polvos de acetona (EIn-AC) (22).

Obtencion del extracto intracelular usando buffer
fosfato (EIn)

Se pesaron las raices (2,5 g), se trituraron con nitrogeno liquido y se
resuspendieron en buffer fosfatos 100 mM pH 6,5 en relacion 1:2 (p/
v); se mantuvieron en agitacion sobre hielo por 1 h. Finalizado el
tiempo, la mezcla se centrifugd a 11000 x g por 30 min (Centrifuga
Hettich, modelo Universal 320R) (21).

Obtencion del extracto intracelular usando buffer
fosfato mas polivinilpolipirrolidona (EIn-PVPP)

Se trituraron las raices (2,5 g) con nitrogeno liquido y se
resuspendieron en buffer fosfatos 100 mM pH 6,5 con
polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 1% (p/v), y NaCl 1 M en relacion
1:2 (p/v), un compuesto utilizado para eliminar polifenoles y evitar
asi la unién de estos con las proteinas, (24) ; se mantuvieron en
agitacion sobre hielo por 1 h. Finalmente la mezcla se centrifugd a
11000 x g por 30 min (Centrifuga Hettich, modelo Universal 320R)
(23).

Obtencion del extracto intracelular utilizando
tratamiento previo con polvos de acetona (EIn-AC)

Se trituraron las raices (2,5 g) con nitrogeno liquido, el material
vegetal se lavo tres veces con acetona a -20 °C por 1 min en una
relacion 1:2 (p/v); se resuspendi6 en buffer fosfatos 100 mM pH 6,5
manteniendo la misma relacion de los lavados con acetona y se agitd
sobre hielo por una hora. Finalmente la mezcla se centrifugd a 11000
x g por 30 min (Centrifuga Hettich, modelo Universal 320R) (22).

Una vez obtenidos los extractos con cada una de las metodologias
anteriores, se eliminaron los compuestos de bajo peso molecular,
mediante microdialisis (Membrana Sigma D-9277, 10Kd) a 4 °C,
usando buffer fosfatos 10 mM pH 6,5 y realizando tres cambios cada
dos horas. Las muestras obtenidas se congelaron a -20 °C y se
utilizaron para determinar las actividades enzimadticas y cuantificar
proteina por el método de Bradford y la linealizacion reportada (20).
Los resultados de cada tratamiento son producto de cinco réplicas
biologicas.

Obtencion de extractos crudos (EC)

Para obtener los extractos crudos o totales, con todo el contenido
celular (IFW + simplasto), se emplearon las tres metodologias
utilizadas en el paso anterior. Para obtener el extracto crudo, se utilizd
todo el tejido vegetal sin extraer previamente el fluido intercelular.
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Determinacion de actividad a-manosidasa en el fluido
de lavado intercelular (IFW) y en el extracto
intracelular (EIn)

La integridad del material intracelular (5) se determin6d midiendo la
actividad de la enzima a-manosidasa descrita por Boller (24). Como
sustrato se utilizd p-nitrofenol-a-manopirandsido SmM, disuelto en
buffer acetato 0,01M pH 4,0. Se tomaron 100 pL, se incubaron con
20 pL de los extractos de IFW y Eln durante 2 h a 37 °C. La reaccion
se detuvo con 1,1 mL de Na,CO; 0,2 M y se midi6 la absorbancia a
420 nm. Una unidad de actividad equivale a un nmol de p-nitrofenol
liberado por min. La unidad de actividad se defini6 como un
incremento con respecto al blanco de 0,01 unidades de absorbancia a
420 nm por minuto por mL de mezcla de reaccion en las condiciones
del ensayo. Cada ensayo se realizé por triplicado.

Determinacion de actividad proteasa (PRT)

Se empled la técnica descrita por Hiibner (25), ensayo basado en la
determinacién de aminodcidos aromaticos de los péptidos liberados
en la hidrdlisis de la caseina. Se tomaron 100 pL de extracto y 400 puL
de caseina al 0,1 % (p/v) disuelta en buffer Tris-HCI 0,01 M pH 8. La
mezcla se incubd a 50 °C por 30 min, y la reaccion se detuvo con 1
mL de &cido tricloroacético (ATA) al 10% (v/v). Se centrifugd por 5
min a 10000 x g, a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia del
sobrenadante a 280 nm. El blanco enzima-sustrato, se prepard
adicionando al extracto enzimatico que contenia el sustrato 1 mL de
ATA al 10% (p/v) y se realiz6 el mismo tratamiento. El ensayo se
realiz6 por quintuplicado. La unidad de actividad se definié como la
cantidad de enzima que cataliza la formacion de un nanomol de
tirosina por segundo (nKat) en las condiciones de la reaccion. La
cuantificacion se realizo usando una curva de calibracion, elaborada
con L-tirosina como patrén en concentraciones de 0 a 180 pg/mL.

Determinacion de actividad pectato liasa (PL)

La determinacion de actividad se realiz6 usando el método reportado
en Parra (26). Se tomaron 100 pL del extracto en el que estaba
presente la enzima, se le agregaron 700 pL de acido poligalacturonico
(APG) 0,1% (p/v), preparado en buffer tris-HCI 0,1 M pH 8,5 con
CaClI2 0,5 mM; la mezcla se incubd a 37 °C por 1 h. La reaccion se
detuvo con 1 mL de acido clorhidrico 1 M. Finalizado el ensayo se
determiné la actividad midiendo el incremento en la absorbancia a
232 nm (g = 4600 L/mol-cm), producido por la liberacion de urénidos
insaturados. La unidad de actividad fue definida como la cantidad de
enzima que cataliza la formacién de un nmol de urénidos insaturados
liberados por segundo (nKat) en las condiciones de la reaccion. Los
ensayos fueron realizados cinco veces.

Determinacion de actividad poligalacturonasa (PG)

Para la cuantificacion de los azucares reductores obtenidos como
productos de hidrolisis de la enzima PG sobre el sustrato acido
poligalacturénico (APG), se empled el método de Nelson-Somogyi
(27, 28). La cuantificacion de los azucares liberados se realizd por
medio de una curva de calibracion, usando como patrén glucosa en el
rango de 0-30 pg/mL (26, 27). La medida de actividad de la enzima
se realiz6 usando la siguiente mezcla de reaccion: 100 pL de extracto
enzimatico, 250 pL de APG 0,3% (p/v) en acido acético-acetato de
sodio 0,1 M pH 5,0; la mezcla de reaccion fue incubada a 30 °C por 1
h (26). La unidad de actividad PG fue definida como nmoles de
azlcares reductores generados por segundo/mL (nKat/mL). Los
ensayos fueron realizados cinco veces.
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Determinacién de actividad xilanasa (XL)

La cuantificacion de los azlcares reductores obtenidos como
productos de hidrélisis de la enzima xilanasa sobre el sustrato xilano
de madera de abedul, se realizd con el método de Nelson-Somogyi
(27, 28). Para la cuantificacién se realiz6 una curva de calibracion,
usando como patrén xilosa en el rango de 0 - 500 pg/mL (27- 29).
Para la medida de actividad de la enzima xilanasa se tomaron 100 pL
de extracto enzimatico y 250 pL de xilano de madera de abedul 0,5%
(p/v) en buffer Borato/HCl 100 mM pH 9,0; dicha mezcla fue
incubada a 45 °C por 20 min. La unidad de actividad XL fue definida
como nmoles de azlcares reductores generados/mL (nKat/mL). Los
ensayos fueron realizados cinco veces.

Estadistica

El analisis estadistico de los resultados se llevo a cabo mediante un
analisis de varianza (ANOVA) empleando un procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con ayuda de la
herramienta Statgraphics Centurion.

Resultados y discusion

Seleccion de la metodologia para la extraccion del
fluido intercelular

Para la extraccion del fluido de lavado intercelular (IFW) en raices
de clavel se ensayaron las metodologias propuestas por Van Pelt-
Heerschap (1/9) y Olivieri et al. (18). La eficiencia de estas se
determind midiendo la cantidad de proteina extraida. Los resultados
(Figura 2) indican que con el tratamiento en el cual se aplica vacio
(18) se incrementa la cantidad de proteina extraida. Este método
utiliza un buffer que contiene NaCl y B-mercaptoetanol, el cual se
infiltra en el tejido al aplicar vacio y asi aumenta la extraccion de
proteina. El efecto del NaCl es de tipo idénico ya que las cargas del
compuesto disociado interactiian con los aminoacidos cargados de
las proteinas. Esto puede facilitar el proceso de extraccion (30) que,
acompafiado del tratamiento con vacio, favorece la liberacion de las
proteinas del apoplasto, para luego, al ser centrifugadas, obtener un
extracto rico en proteinas (30). El resultado anterior permite afirmar
que el tratamiento reportado por Olivieri et al. (I8), para la
extraccion del fluido intercelular a partir de tubérculos de papa es el
mas adecuado para extraer una mayor cantidad de proteinas.
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Figura 2. Contenido de proteina presente en el fluido intercelular obtenido en los tratamientos sin
vacio (IFW-SV) y con vacio (IFW-CV) n=3.

Seleccionado el método de extraccion, se verifico la integridad
del material intracelular para determinar que no se hubiera
presentado lisis celular; se usé como marcador la enzima o-
manosidasa, ubicada en la vacuola. Los resultados (Tabla 1)
presentan la mayor actividad de la enzima en el extracto intracelular
(EIn), la obtenida en el IFW representa el 0,68% de actividad, valor
comparable al obtenido por Olivieri et al. (18), quienes reportan
actividad o-manosidasa en el IFW de 0,45% respecto al extracto
intracelular. Estos resultados demuestran que en el proceso de
extraccion del fluido intercelular es minima la ruptura intracelular,
que la metodologia se realiz6 de manera adecuada y fue 1til para el
analisis deseado.

Tabla 1. Actividad o-manosidasa en fluido intercelular (IFW) y extracto intracelular (EIn)

Extracto | Unidades de actividad
(nmol/min-mL)
IFW 0,16 £ 0,1
EIn 23,5 +13

Seleccion de la metodologia para la extraccion del
contenido intracelular en raices de clavel

El contenido enzimatico celular, se puede evaluar en el tejido total de
la raiz (IFW+simplasto) denominado también extracto crudo (EC), o
separando primero el IFW y en el tejido sobrante realizar extraccion
del contenido intracelular (simplasto) (EIn), para asi obtener
diferentes extractos: el crudo (EC) y el intracelular (EIn) en los
cuales se determina el contenido de proteina y la actividad
enzimatica de las enzimas seleccionadas.

En la Figura 3 se observa que con los tres procedimientos de
extraccion ensayados es posible obtener cantidades diferenciales de
proteina a partir de las raices. Luego de extraer el IFW, los
tratamientos de extraccion presentaron un comportamiento similar en
el tejido total (EC) y en el tejido sobrante (EIn), La mayor cantidad
de proteina se extrajo con los procedimientos que utilizaron buffer
fosfatos y buffer fosfatos + PVPP, mientras que con el método que
utilizé lavados previos con acetona a las raices (EIn-AC y EC-AC)
se extrajo la menor cantidad.
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Figura 3. Resultados de la determinacion de la cantidad de proteina extraida usando extractos en raices
de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencion posterior de extracto intracelular con buffer fosfato
(EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtencion posterior de extracto intracelular con buffer fosfato
con polivinilpirrolidona (EInPVP), fluido intercelular (IFWAC) para obtencion posterior de extracto
intracelular con tratamiento previo usando acetona (EInAC) . Extracto crudo tratado con buffer fosfato
(EC), extracto crudo tratado con buffer fosfato mas polivinilpirrolidona (ECPVP), extracto crudo con
tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5
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El tratamiento con acetona contribuyé a la pérdida de un alto
contenido de proteina, probablemente por efecto de desnaturalizacion.
El PVPP tampoco presento el efecto descrito en la literatura (22, 23).
Los resultados presentaron coherencia en cuanto al contenido de
proteina, ya que su valor en el EC es aproximadamente la suma del
presente en el contenido intercelular y en el extracto intracelular.

La menor cantidad de proteina, estadisticamente significativa,
se presenta en el [IFW como se esperaba, ya que se aplico en todos la
metodologia previamente seleccionada para su obtencion. Los valores
de proteina presentes en el IFW obtenidos de raices de clavel
(Dianthus caryophyllus L.) se aproximan a los reportados en el [FW
obtenido en papa de 2 pg/mL (78).

La Figura 4 corresponde a la actividad proteasa (PRT)
determinada en los diferentes extractos obtenidos de las raices de
clavel. Se observo actividad tanto en los extractos intracelulares (EIn)
que corresponden al simplasto, como en los extractos extracelulares
(IFW) correspondientes al apoplasto. En el fluido de lavado
intercelular (IFW, IFW-PVPP e IFW-AC), se presentaron diferencias
significativas, aunque no entre todos los tratamientos. Cuando se
comparan los tres tratamientos de extraccion evaluados en el material
vegetal sobrante (EIn), luego de extraer el fluido de lavado
intercelular, y en el tejido total de las raices (EC), se observé que la
actividad mas alta corresponde al extracto obtenido con un
tratamiento previo de lavados con acetona (EIn-AC). Este hecho se
atribuye a que el tratamiento con acetona puede estabilizar la enzima
o0 permite obtener un extracto mas puro de esta, debido a la reduccion

de agua y de pigmentos de la planta (37-33).
e
g

Figura 4. Resultados de la actividad proteasa obtenida usando extractos en raices de
plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencion posterior de extracto intracelular con
buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) Fara obtencion posterior de extracto
intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona (EInPVP) , fluido intercelular
(IFWAC) para obtencién posterior de extracto intracelular con tratamiento previo
usando acetona (EINAC). Extracto crudo tratado con buffer fosfato (EC), extracto
crudo tratado con buffer fosfato mas polivinilpirrolidona (ECPVP) , extracto crudo con
tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5
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Se encontraron valores similares (Figura 5) en la actividad
pectato liasa (PL) en los diferentes extractos, a excepcion del extracto
crudo tratado previamente con polvos de acetona (EC-AC), en donde
la actividad fue estadisticamente mayor, debido a la extraccion del
contenido total de la célula y a una posible estabilizacion de la
enzima con este tratamiento (32, 33), hecho que no se presenta al
realizar el mismo tratamiento al material residual luego de extraer el
IFW. De las enzimas analizadas, esta es la unica que presenta
aumento de actividad por la adiciéon de PVPP al buffer de extraccion,
aunque, si se compara con el método que usa solamente el buffer, no
se presentan grandes diferencias.
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Figura 5. Resultados de la actividad pectato liasa obtenida usando extractos en raices
de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencién posterior de extracto intracelular
con buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtencion posterior de
extracto intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona (EInPVP), fluido
intercelular (IFWAC) para obtencion posterior de extracto intracelular con tratamiento
previo usando acetona (EInAC). Extracto crudo tratado con buffer fosfato (EC), extracto
crudo tratado con buffer fosfato mas polivinilpirrolidona (ECPVP), extracto crudo con
tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5

La actividad poligalacturonasa (PG) (Figura 6) se observo en
todos los extractos trabajados (IFW, Eln y EC). De acuerdo a lo
esperado, la actividad en el IFW no presentd mayores diferencias, sus
valores son similares a los obtenidos en el extracto intracelular (Eln)
y en el extracto total (EC). En la extraccion de la enzima PG
intracelular (EIn y EC) el tratamiento que mejor funcioné fue el que
utilizé buffer fosfatos, mientras que la actividad mas baja se presentd
en los extractos que fueron tratados previamente con acetona (Eln-
AC y EC-ACQ). Esto podria indicar que con dicho tratamiento no se
estabiliza la enzima ni se extrae, mas bien podria desnaturalizarla.
Los mayores valores de actividad para la enzima se obtuvieron en el
EC obtenido con buffer fosfatos, cuando se le adiciono PVPP.

0,45 g
0,4
035 | o e e

0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

Unidades de Actividad (nKat/mL)

AW
IFWPVP |
IFWAC
Eln
EInPVP
emac | ©
&
ECPVP
ECAC

Figura 6. Resultados de la actividad poligalacturonasa obtenida usando extractos en
raices de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencion posterior de extracto
intracelular con buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtencion
posterior de extracto intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona (EInPVP) ,
fluido intercelular (IFWAC) para obtenciéon posterior de extracto intracelular con
tratamiento previo usando acetona (EInAC). Extracto crudo tratado con buffer fosfato
(EC), extracto crudo tratado con buffer fosfato mas polivinilpirrolidona (ECPVP) ,
extracto crudo con tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5

El uso de acetona y PVPP en el extracto crudo y en el extracto
intracelular disminuye la actividad de la enzima (PG). Esto indica que
estos tratamientos, comunmente empleados para eliminar compuestos
fenodlicos interferentes, no son efectivos pues afectan la estabilidad
del extracto y, por lo tanto, la cantidad de enzima.
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Para la enzima xilanasa (XL) (Figura 7) se presentd un
comportamiento similar de los extrantantes al observado en el caso de
la PG (Figura 6), es decir, los mayores niveles de actividad se
presentaron cuando se realizo la extraccion con buffer fosfato y los
menores cuando se utilizo acetona. Lo que indica que estos
tratamientos para eliminar compuestos fendlicos interferentes afectan
la estabilidad (23, 33), y por lo tanto la cantidad de enzima o
presentan interferencias en el método de deteccion. La mayor
actividad encontrada para la enzima de estudio en el extracto crudo
tratado con buffer fosfatos (EC) concuerda aproximadamente, con la
suma de las actividades entre el fluido intercelular (IFW) y el extracto
intracelular tratado con buffer fosfatos (EIn). Para las muestras
tratadas con PVPP y acetona no se observa esta concordancia, lo que
indica pérdidas en la extraccion a partir del tejido total. Los métodos
de extraccion empleados para cada tejido presentaron diferencias
estadisticas, comportamiento que no habia sido observado en las
demas enzimas donde la extraccion con buffer fosfatos y buffer
fosfatos + PVPP presentaron niveles semejantes.
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Figura 7. Resultados de la actividad xilanasa obtenida usando extractos en raices
de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencion posterior de extracto
intracelular con buffer fosfato (Eln), fluido intercelular (IFWPVP) para obtencién
posterior de extracto intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona
(EInPVP), fluido intercelular (IFWAC) para obtencion posterior de extracto
intracelular con tratamiento previo usando acetona (EInAC). Extracto crudo
tratado con buffer fosfato (EC), extracto crudo tratado con buffer fosfato mas
polivinilpirrolidona (ECPVP), extracto crudo con tratamiento previo con acetona
ECAC) n=5.

Los resultados anteriores indican que el tratamiento previo con
acetona a las raices de clavel, si bien favorece la extraccion de PRT,
en otros casos genera una notable disminucion de la actividad. El
PVPP disminuye la actividad de las enzimas PG y XL y, en menor
grado, para las enzimas PRT y PL si se compara con el tratamiento
que usa Unicamente buffer fosfato. Sin embargo, esta disminucion es
menor que cuando se utiliza acetona.

Estos resultados son un aporte para la seleccion de una
metodologia de extraccidon para una enzima especifica, a partir de
raices de clavel. Sin embargo, si el interés estd dirigido al estudio de
las cuatro enzimas simultaneamente, se recomienda el uso del buffer
fosfatos como extractante, pues permite la obtencion de varias
enzimas en un Unico paso y, asi, un analisis comparativo de actividad
enzimatica.

Es importante destacar que en este estudio se reportan por
primera vez los niveles de actividad para las enzimas liticas PRT, PL,
PG y XL en raices clavel, tanto en el apoplasto como en el simplasto.

En el IFW se encuentran diferentes niveles de actividad para las
enzimas estudiadas, los mayores son para PG, XL y PRT y el mas
bajo lo presenta la enzima PL. Estas enzimas estan también
intracelularmente presentes con niveles que varian de acuerdo al
método de extraccion. Estos niveles de actividad pueden tener
variacion cuando un patégeno ingresa a la planta y utiliza estas
mismas enzimas en el proceso de colonizacion (8).

Conclusiones

Con los resultados presentados en el articulo, se determinaron los
efectos de diferentes soluciones extractantes en la actividad de las
enzimas PG, PL, XL ,PRT, presentes en el simplasto de raices de
clavel. Se aconsejo una metodologia sencilla y poco contaminante
que permite la extraccion de las cuatro enzimas estudiadas en un
Unico paso y asi determinar comparativamente niveles de actividad.
Se selecciond una metodologia para extraer el IFW en el mismo
tejido, con minima contaminacion del contenido intracelular. Se
determinaron los niveles de las cuatro enzimas en el apoplasto, en el
simplasto y en el extracto total de raices de clavel.
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