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Resumen Abstract Resumo

Mn el presente trabajo se verificó la presencia
de algunas enzimas relacionadas con la pared
celular vegetal ípoligalacturonasah pectato
liasah proteasa y xilanasaA en raíces de clavel
íDianthus caryophyllus LVAV 6sí mismoh se
determinaron los niveles de actividad de las
mismasV Mstos niveles se analizaron en
diferentes espacios celularesõ en el fluido
intercelular que hace parte del apoplastoh en el
simplasto y en el tejido total de las raíces de
clavel íapoplasto y simplastoAV

Para extraer el fluido intercelularh se
ensayaron dos metodologíasV Para obtener el
contenido intracelular ísimplastoA y el
extracto total íapoplasto y simplastoA en raíces
de clavel se ensayaron tres metodologías que
utilizaban como solución iA extractante buffer
fosfatoh iiA buffer fosfato con PVPP y iiiA
lavados con acetona a las raíces de clavelh
antes de la extracción con buffer fosfatosV Los
resultados mostraron el efecto de las
diferentes soluciones en las actividades
enzimáticas y en el contenido de proteínaV Se
propuso una de estas metodologías para
extraer las cuatro enzimas en un único paso y
realizar análisis comparativo de actividad
enzimáticaV

The presence of some enzymes related to
cell wall ípolygalacturonaseh the pectate
lyaseh protease and xylanaseA in carnation
íDianthus caryophyllus LVA roots as well as
the activity levels were determinedV These
levels were analyzed in different cellular
placesõ the intercellular fluid that is part of
the apoplasth the symplasth and the total
level íapoplast and symplastA in carnation
rootsV

Two methods were tested to extract the
intercellular fluidV To obtain the
intracellular content ísymplastA and total
extract íapoplastqsymplastAh three methods
were testedh using as extracting solution iA
phosphate bufferh iiA phosphate buffer q
PVPPh iiiA before the extraction with
phosphate bufferh the carnation roots were
washed with acetoneV The results showed
the effect of different extracting solutions
in the enzymatic activities and in the
protein contentV 6 new only one step
method is proposed to extract the four
enzymes and make the comparative
analysis of enzymatic activityV

No presente trabalho foi evidenciada a
presença de algumas enzimas relacionadas
com a parede celular vegetalõ
poligalacturonasah pectato liasah proteasa e
xilanasa e se determinaram seus níveis de
atividadeh em raízes de cravo íDianthus
caryophyllus LVAV Os níveis se analisaram em
diferentes espaços celularesõ no fluido
intercelular que faz parte do apoplastoh no
simplasto e no tecido total das raízes de cravo
íapoplasto e simplastoAV Joram avaliadas duas
metodologias para extrair o fluido intercelularV

Para obter o conteúdo intracelular
ísimplastoA e o extrato total íapoplasto e
simplastoA se avaliaram três metodologias que
utilizavam como solução extratora iA buffer
fosfatoh iiA buffer fosfato com PVPP e iiiA
lavados com acetona às raízes de cravoh antes
da extração com buffer fosfatoV Os resultados
mostraram o efeito das diferentes soluciones
nas atividades enzimáticas e no conteúdo de
proteínaV Se propõem uma de estas
metodologias para extrair as quatro enzimas
num único passo e realizar a analise
comparativa da atividade enzimáticaV
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Introducción
Las células de las plantas constan de dos compartimentos separados
por una membrana plasmática continua; uno intracelular; conocido
como simplasto; y otro extracelular; conocido como apoplasto;
compuesto por las paredes celulares; los espacios intercelulares; el
fluido intracelular hI°W por sus siglas en inglésD; las células muertas
vacías de los tubos del xilema y el agua contenida en el mismo h1DM

La pared celular de las plantas hPND determina el tamaño y la
forma de las célulasM Usí mismo; constituye el primer obstáculo que
los patógenos deben superar para acceder a ésta h2DM %s una
estructura altamente compleja; compuesta por polisacáridos que
comprenden celulosa; hemicelulosa; pectina; proteínas y lignina;
entre otras h3DM 6e igual modo; la PN que rodea el protoplasto no es
una estructura estática; sino que se remodela y reorganiza durante el
crecimiento y desarrollo de la célulaM También; la PN se desarticula
durante los procesos terminales como absición de órganos y
maduración de frutosR es fuente de nutrientes y una barrera que
limita el acceso de patógenos al contenido celular h4DM

Usí; con el fin de tener acceso a la planta; los patógenos secretan
numerosas enzimas que degradan la pared celular; y que; en algunos
casos; llegan a ser factores de virulencia h2, 4DM %n el I°W los
patógenos secretan sustancias para colonizar al huésped y se dan los
procesos de defensa por parte de las plantas h1, 5DM Por tanto; ha sido
estudiado para conocer las proteínas presentes; relacionadas y
secretadas por la planta y el patógeno en el inicio de una interacción
planta-patógeno h5, 6DM

%specíficamente para el clavel hDianthus caryophyllus LMD;
algunos estudios señalan que los hongos producen una serie de
enzimas depolimerizantes que degradan la pectina presente en la PN;
como consecuencia taponan los vasos del xilema y reducen el flujo
vascular originando stress hídrico y en algunos casos pudrición de la
planta h7DM Micoorganismos como los Fusarium oxysporum fMspM
dianthi; secretan proteasa; xilanasa; poligalacturonasa y pectato liasa
en el I°W a tiempos de infección tempranos h8DM La secreción de
estas enzimas líticas puede inducir una respuesta de defensa por la
liberación de oligogalacturónidos de la PN de la planta h3, 9, 13DM

6e este modo; las enzimas líticas permiten al patógeno la
penetración y expansión dentro de los tejidos vegetales y el uso de la
PN como fuente de carbonoM U su vez; estas enzimas son utilizadas
por la planta para remodelación de la PN; entre otras funciones h4DM
Se han desarrollado algunas revisiones h14, 15D y se encuentra que la
matriz de la PN de las plantas posee más de G2 actividades glicosil
hidrolasas hBZD; las cuales incluyen glicosidasas y glicanasas que
hidrolizan la mayoría de enlaces glicosídicos de los polisacáridos
presentes en estaM

%n la clasificación por familias reportada por °ranková y °ry
h14D; aparece en la familia BZ02 la β0-k xilanasa; en la BZGú la
endopoligalacturonasa y en la PL0 la pectato liasaM 6e manera
general; y sin especificar un tejido en particular; estas enzimas son
asociadas con expansión celular; diferenciación; maduración y
reparación de pared h16DM Las proteasas; por ejemplo; son
reguladores clave de una variedad de procesos biológicos; se
expresan en tiempos y espacios específicos y se acumulan según su
función en diferentes compartimientos subcelulares h17DM

Puesto que las enzimas líticas asociadas a la PN son comunes a
ambos organismos hplanta y hongoD; pero de funciones tanto
bioquímica como fisiológicamente distintas para cada una; resultan
de interés en estudios de interacción huésped-patógeno h4DM

%stas se han estudiado utilizando aproximaciones bioquímicas y
de genética molecularM La aproximación bioquímica consiste en la
extracción y posterior purificación de las enzimas de la pared celular;
lo cual permite; entre otros; realizar estudios de actividad h15DM

Extracción de fluido intercelular (IFW)
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Materiales y métodos

Material Vegetal

Se emplearon raíces de esquejes de clavel hDianthus caryophyllus
LMD de tres semanas de enraizamientoM La variedad usada fue
MoonlightM %l material fue donado por la empresa floricultora Q°N-
SUS ubicada en BachancipáM

Por tanto; en el presente trabajo se siguió la aproximación
bioquímica y se determinó la actividad de las enzimas proteasa
hPRTD; xilanasa hXLD; pectato liasa hPLD y poligalacturonasa hPBD en
el I°W; en el simplasto del residuo vegetal de raíces de clavel
hDianthus caryophyllus LMD; luego de extraer el fluido intercelular; y
en el tejido total hI°W T simplastoDM Para este propósito se ensayaron
varias metodologías que permitieron la extracción de las cuatro
enzimas en los diferentes espacios celulares seleccionadosM

Para la extracción del fluido de lavado intercelular; fueron evaluadas
dos metodologías reportadas por Olivieri et al. h18D y Van Pelt-
Zeerschap h19DM

Para desarrollar el procedimiento descrito por Van Pelt-Zeerschap
h19D; denominado fluido intercelular sin vacío hI°W-SVD; se
utilizaron G;1 g de raíces de clavel; se lavaron con agua destilada y se
cortaron en piezas de 2;1 a 0 cmR el tejido se lavó con 1 mL de buffer
tris-ZNl 12 mM pZ 8;1R se secó y se centrifugó durante G2 min a
G222 x g en una centrífuga hZettich; modelo Universal HG2RD
empleando un tubo con un adaptador h°igura 0D que fue diseñado
para permitir separar el I°W de las raícesM

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

%n el procedimiento reportado por Olivieri et alM h18D;
denominado fluido intercelular con vacío hI°W-NVD; se empleó la
misma cantidad de material vegetal; se lavó y se cortó como se
describió anteriormenteM %l tejido se sumergió en 1 mL de buffer Tris-
ZNl 12 mM; pZ 8;1R NaNl 2;4 M y G-mercaptoetanol 2;0ó hv/vD; se
sometió a vacío durante tres periodos de 02 s; separados por
intervalos de H2 s y se secó sobre papel filtroM La muestra se colocó
en un tubo con adaptador h°igura 0D que permitió separar el I°W de
las raíces; por centrifugación hNentrífuga Zettich; modelo Universal
HG2RD durante G2 min a H222 x gM %l fluido obtenido h0 mLD se
almacenó a -G2 °NM

Se realizaron cuatro réplicas para cada uno de los métodos
ensayadosM %l contenido de proteína se cuantificó usando el método
de 3radford y la linealización reportada por Zor y Selinger h20DM
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Una vez seleccionada la metodología para la extracción del
fluido intercelular° se aplicó para obtener el extracto con el que se
determinaron las diferentes actividades enzimáticasH Para lo anterior°
se aumentaron a cinco las réplicas biológicas° se eliminaron los
compuestos de bajo peso molecular mediante microdiálisis
0Membrana Sigma8CVh::H ;5+dK a F °T° usando buffer fosfatos ;5
mM p= y°W3 realizando tres cambios cada h hH

Obtención de extracto intracelular AEInC

7

Para la obtención del material soluble presente en el espacio
intracelular 0simplastoK° se extrajo el ·ºW y en el tejido sobrante se
ensayaron tres metodologíasA un tratamiento que utilizó como
solución extractante buffer fosfato ;55 mM p= y°W 0/·nK 021K° un
segundo tratamiento que usó polivinilpolipirrolidona 0/·nCPVPPK
023K y finalmente uno en donde se empleó un tratamiento previo con
polvos de acetona 0/·nCOTK 022KH

Obtención del extracto intracelular usando buffer
fosfato AEInC

Se pesaron las raíces 0h°W gK° se trituraron con nitrógeno líquido y se
resuspendieron en buffer fosfatos ;55 mM p= y°W en relación ;Ah 0p/
vK3 se mantuvieron en agitación sobre hielo por ; hH ºinalizado el
tiempo° la mezcla se centrifugó a ;;555 x g por I5 min 0Tentrífuga
=ettich° modelo Universal Ih5RK 021KH

Obtención del extracto intracelular usando buffer
fosfato más polivinilpolipirrolidona AEIn-PVPPC

Se trituraron las raíces 0h°W gK con nitrógeno líquido y se
resuspendieron en buffer fosfatos ;55 mM p= y°W con
polivinilpolipirrolidona 0PVPPK al ;2 0p/vK° y NaTl ; M en relación
;Ah 0p/vK° un compuesto utilizado para eliminar polifenoles y evitar
así la unión de estos con las proteínas° 024K 3 se mantuvieron en
agitación sobre hielo por ; hH ºinalmente la mezcla se centrifugó a
;;555 x g por I5 min 0Tentrífuga =ettich° modelo Universal Ih5RK
023KH

Determinación de actividad α-manosidasa en el fluido
de lavado intercelular AIFWC y en el extracto
intracelular AEInC

La integridad del material intracelular 05K se determinó midiendo la
actividad de la enzima αCmanosidasa descrita por üoller 024KH Tomo
sustrato se utilizó pCnitrofenolCαCmanopiranósido WmM° disuelto en
buffer acetato 5°5;M p= F°5H Se tomaron ;55 μL° se incubaron con
h5 μL de los extractos de ·ºW y /·n durante h h a I: °TH La reacción
se detuvo con ;°; mL de NahTOI 5°h M y se midió la absorbancia a
Fh5 nmH Una unidad de actividad equivale a un nmol de pCnitrofenol
liberado por minH La unidad de actividad se definió como un
incremento con respecto al blanco de 5°5; unidades de absorbancia a
Fh5 nm por minuto por mL de mezcla de reacción en las condiciones
del ensayoH Tada ensayo se realizó por triplicadoH

Determinación de actividad proteasa APRTC

Se empleó la técnica descrita por =übner 025K° ensayo basado en la
determinación de aminoácidos aromáticos de los péptidos liberados
en la hidrólisis de la caseínaH Se tomaron ;55 μL de extracto y F55 μL
de caseína al 5°; 2 0p/vK disuelta en buffer TrisC=Tl 5°5; M p= EH La
mezcla se incubó a W5 °T por I5 min° y la reacción se detuvo con ;
mL de ácido tricloroacético 0OTOK al ;52 0v/vKH Se centrifugó por W
min a ;5555 x g° a temperatura ambienteH Se midió la absorbancia del
sobrenadante a hE5 nmH /l blanco enzimaCsustrato° se preparó
adicionando al extracto enzimático que contenía el sustrato ; mL de
OTO al ;52 0p/vK y se realizó el mismo tratamientoH /l ensayo se
realizó por quintuplicadoH La unidad de actividad se definió como la
cantidad de enzima que cataliza la formación de un nanomol de
tirosina por segundo 0n+atK en las condiciones de la reacciónH La
cuantificación se realizó usando una curva de calibración° elaborada
con LCtirosina como patrón en concentraciones de 5 a ;E5 μg6mLH

Obtención del extracto intracelular utilizando
tratamiento previo con polvos de acetona AEIn-ACC

Se trituraron las raíces 0h°W gK con nitrógeno líquido° el material
vegetal se lavó tres veces con acetona a Ch5 °T por ; min en una
relación ;Ah 0p/vK3 se resuspendió en buffer fosfatos ;55 mM p= y°W
manteniendo la misma relación de los lavados con acetona y se agitó
sobre hielo por una horaH ºinalmente la mezcla se centrifugó a ;;555
x g por I5 min 0Tentrífuga =ettich° modelo Universal Ih5RK 022KH

Una vez obtenidos los extractos con cada una de las metodologías
anteriores° se eliminaron los compuestos de bajo peso molecular°
mediante microdiálisis 0Membrana Sigma 8CVh::° ;5+dK a F °T°
usando buffer fosfatos ;5 mM p= y°W y realizando tres cambios cada
dos horasH Las muestras obtenidas se congelaron a Ch5 ºT y se
utilizaron para determinar las actividades enzimáticas y cuantificar
proteína por el método de üradford y la linealización reportada 020KH
Los resultados de cada tratamiento son producto de cinco réplicas
biológicasH
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Determinación de actividad pectato liasa APLC

La determinación de actividad se realizó usando el método reportado
en Parra 026KH Se tomaron ;55 μL del extracto en el que estaba
presente la enzima° se le agregaron :55 μL de ácido poligalacturónico
0OPGK 5°;2 0p/vK° preparado en buffer trisC=Tl 5°; M p= E°W con
TaTlh 5°W mM3 la mezcla se incubó a I: °T por ; hH La reacción se
detuvo con ; mL de ácido clorhídrico ; MH ºinalizado el ensayo se
determinó la actividad midiendo el incremento en la absorbancia a
hIh nm 0ε % Fy55 L6mol·cmK° producido por la liberación de urónidos
insaturadosH La unidad de actividad fue definida como la cantidad de
enzima que cataliza la formación de un nmol de urónidos insaturados
liberados por segundo 0n+atK en las condiciones de la reacciónH Los
ensayos fueron realizados cinco vecesH

Determinación de actividad poligalacturonasa APGC

Para la cuantificación de los azúcares reductores obtenidos como
productos de hidrólisis de la enzima PG sobre el sustrato ácido
poligalacturónico 0OPGK° se empleó el método de NelsonCSomogyi
027, 28KH La cuantificación de los azúcares liberados se realizó por
medio de una curva de calibración° usando como patrón glucosa en el
rango de 5CI5 μg6mL 026, 27KH La medida de actividad de la enzima
se realizó usando la siguiente mezcla de reacciónA ;55 μL de extracto
enzimático° hW5 μL de OPG 5°I2 0p/vK en ácido acéticoCacetato de
sodio 5°; M p= W°53 la mezcla de reacción fue incubada a I5 °T por ;
h 026KH La unidad de actividad PG fue definida como nmoles de
azúcares reductores generados por segundo6mL 0n+at6mLKH Los
ensayos fueron realizados cinco vecesH

Obtención de extractos crudos AECC

Para obtener los extractos crudos o totales° con todo el contenido
celular 0·ºW 4 simplastoK° se emplearon las tres metodologías
utilizadas en el paso anteriorH Para obtener el extracto crudo° se utilizó
todo el tejido vegetal sin extraer previamente el fluido intercelularH
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Seleccionado el método de extracción8 se verificó la integridad
del material intracelular para determinar que no se hubiera
presentado lisis celular° se usó como marcador la enzima α%
manosidasa8 ubicada en la vacuolaO Los resultados FTabla úW
presentan la mayor actividad de la enzima en el extracto intracelular
F3InW8 la obtenida en el IFW representa el í8BCy de actividad8 valor
comparable al obtenido por Olivieri et alO F18W8 quienes reportan
actividad α%manosidasa en el IFW de í8P/y respecto al extracto
intracelularO 3stos resultados demuestran que en el proceso de
extracción del fluido intercelular es mínima la ruptura intracelular8
que la metodología se realizó de manera adecuada y fue útil para el
análisis deseadoO

Determinación de actividad xilanasa 3XLI

La cuantificación de los azúcares reductores obtenidos como
productos de hidrólisis de la enzima xilanasa sobre el sustrato xilano
de madera de abedul8 se realizó con el método de Nelson%Somogyi
F27, 28WO Para la cuantificación se realizó una curva de calibración8
usando como patrón xilosa en el rango de í % /íí μg4mL F27- 29WO
Para la medida de actividad de la enzima xilanasa se tomaron úíí μL
de extracto enzimático y á/í μL de xilano de madera de abedul í8/y
Fp/vW en buffer ñorato4H+l úíí mM pH M8í° dicha mezcla fue
incubada a P/ °+ por áí minO La unidad de actividad XL fue definida
como nmoles de azúcares reductores generados4mL FnKat4mLWO Los
ensayos fueron realizados cinco vecesO

Estadística

3l análisis estadístico de los resultados se llevó a cabo mediante un
análisis de varianza FjNOVjW empleando un procedimiento de
diferencia mínima significativa FLS:W de Fisher con ayuda de la
herramienta Statgraphics +enturionO

Resultados y discusión

Selección de la metodología para la extracción del
fluido intercelular

Para la extracción del fluido de lavado intercelular FIFWW en raíces
de clavel se ensayaron las metodologías propuestas por Van Pelt%
Heerschap F19W y Olivieri et alO F18WO La eficiencia de estas se
determinó midiendo la cantidad de proteína extraídaO Los resultados
FFigura áW indican que con el tratamiento en el cual se aplica vacío
F18W se incrementa la cantidad de proteína extraidaO 3ste método
utiliza un buffer que contiene Na+l y β%mercaptoetanol8 el cual se
infiltra en el tejido al aplicar vacío y así aumenta la extracción de
proteínaO 3l efecto del Na+l es de tipo iónico ya que las cargas del
compuesto disociado interactúan con los aminoácidos cargados de
las proteínasO 3sto puede facilitar el proceso de extracción F30W que8
acompañado del tratamiento con vacío8 favorece la liberación de las
proteínas del apoplasto8 para luego8 al ser centrifugadas8 obtener un
extracto rico en proteínas F30WO 3l resultado anterior permite afirmar
que el tratamiento reportado por Olivieri et alO F18W8 para la
extracción del fluido intercelular a partir de tubérculos de papa es el
más adecuado para extraer una mayor cantidad de proteínasO

Figura 2C Contenido de proteína presente en el fluido intercelular obtenido en los tratamientos sin
vacío (IFW-SV) y con vacío (IFW-CV) n=3.

Tabla 1C Actividad α-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

Selección de la metodología para la extracción del
contenido intracelular en raíces de clavel

3l contenido enzimático celular8 se puede evaluar en el tejido total de
la raíz FIFW6simplastoW denominado también extracto crudo F3+W8 o
separando primero el IFW y en el tejido sobrante realizar extracción
del contenido intracelular FsimplastoW F3InW8 para así obtener
diferentes extractos9 el crudo F3+W y el intracelular F3InW en los
cuales se determina el contenido de proteína y la actividad
enzimática de las enzimas seleccionadasO

3n la Figura N se observa que con los tres procedimientos de
extracción ensayados es posible obtener cantidades diferenciales de
proteína a partir de las raícesO Luego de extraer el IFW8 los
tratamientos de extracción presentaron un comportamiento similar en
el tejido total F3+W y en el tejido sobrante F3InW8 La mayor cantidad
de proteína se extrajo con los procedimientos que utilizaron buffer
fosfatos y buffer fosfatos 6 PVPP8 mientras que con el método que
utilizó lavados previos con acetona a las raíces F3In%j+ y 3+%j+W
se extrajo la menor cantidadO

Figura 3C Resultados de la determinación de la cantidad de proteína extraída usando extractos en raíces
de plantas. Fluido intercelular 3IFWI para obtención posterior de extracto intracelular con buffer fosfato
3EInI, fluido intercelular 3IFWPVPI para obtención posterior de extracto intracelular con buffer fosfato
con polivinilpirrolidona 3EInPVPI, fluido intercelular 3IFWACI para obtención posterior de extracto
intracelular con tratamiento previo usando acetona 3EInACI . Extracto crudo tratado con buffer fosfato
3ECIV extracto crudo tratado con buffer fosfato más polivinilpirrolidona 3ECPVPI, extracto crudo con
tratamiento previo con acetona 3ECACI n=5



Determinación del contenido extra e intracelular de algunas enzimas líticas relacionadas con pared celular en raíces de clavel (Dianthus caryophyllus L.)

El tratamiento con acetona contribuyó a la pérdida de un alto
contenido de proteínaS probablemente por efecto de desnaturalizaciónA
El PVPP tampoco presentó el efecto descrito en la literatura /22, 234A
Los resultados presentaron coherencia en cuanto al contenido de
proteínaS ya que su valor en el EC es aproximadamente la suma del
presente en el contenido intercelular y en el extracto intracelularA

La menor cantidad de proteínaS estadísticamente significativaS
se presenta en el IFW como se esperabaS ya que se aplicó en todos la
metodología previamente seleccionada para su obtenciónA Los valores
de proteína presentes en el IFW obtenidos de raíces de clavel
/Dianthus caryophyllus LA4 se aproximan a los reportados en el IFW
obtenido en papa de 1 μgjmL /184A

La Figura 6 corresponde a la actividad proteasa /PRT4
determinada en los diferentes extractos obtenidos de las raíces de
clavelA Se observó actividad tanto en los extractos intracelulares /EIn4
que corresponden al simplastoS como en los extractos extracelulares
/IFW4 correspondientes al apoplastoA En el fluido de lavado
intercelular /IFWS IFW-PVPP e IFW-AC4S se presentaron diferencias
significativasS aunque no entre todos los tratamientosA Cuando se
comparan los tres tratamientos de extracción evaluados en el material
vegetal sobrante /EIn4S luego de extraer el fluido de lavado
intercelularS y en el tejido total de las raíces /EC4S se observó que la
actividad más alta corresponde al extracto obtenido con un
tratamiento previo de lavados con acetona /EIn-AC4A Este hecho se
atribuye a que el tratamiento con acetona puede estabilizar la enzima
o permite obtener un extracto más puro de estaS debido a la reducción
de agua y de pigmentos de la planta /31-334A
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La actividad poligalacturonasa /PG4 /Figura ú4 se observó en
todos los extractos trabajados /IFWS EIn y EC4A De acuerdo a lo
esperadoS la actividad en el IFW no presentó mayores diferenciasS sus
valores son similares a los obtenidos en el extracto intracelular /EIn4
y en el extracto total /EC4A En la extracción de la enzima PG
intracelular /EIn y EC4 el tratamiento que mejor funcionó fue el que
utilizó buffer fosfatosS mientras que la actividad más baja se presentó
en los extractos que fueron tratados previamente con acetona /EIn-
AC y EC-AC4A Esto podría indicar que con dicho tratamiento no se
estabiliza la enzima ni se extraeS más bien podría desnaturalizarlaA
Los mayores valores de actividad para la enzima se obtuvieron en el
EC obtenido con buffer fosfatosS cuando se le adicionó PVPPA

Figura 4. Resultados de la actividad proteasa obtenida usando extractos en raíces de
plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtención posterior de extracto intracelular con
buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtención posterior de extracto
intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona (EInPVP) , fluido intercelular
(IFWAC) para obtención posterior de extracto intracelular con tratamiento previo
usando acetona (EInAC). Extracto crudo tratado con buffer fosfato (EC), extracto
crudo tratado con buffer fosfato más polivinilpirrolidona (ECPVP) , extracto crudo con
tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5

Se encontraron valores similares /Figura D4 en la actividad
pectato liasa /PL4 en los diferentes extractosS a excepción del extracto
crudo tratado previamente con polvos de acetona /EC-AC4S en donde
la actividad fue estadisticamente mayorS debido a la extracción del
contenido total de la célula y a una posible estabilización de la
enzima con este tratamiento /32, 334S hecho que no se presenta al
realizar el mismo tratamiento al material residual luego de extraer el
IFWA De las enzimas analizadasS esta es la única que presenta
aumento de actividad por la adición de PVPP al buffer de extracciónS
aunqueS si se compara con el método que usa solamente el bufferS no
se presentan grandes diferenciasA

Figura 5. Resultados de la actividad pectato liasa obtenida usando extractos en raíces
de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtención posterior de extracto intracelular
con buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtención posterior de
extracto intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona (EInPVP), fluido
intercelular (IFWAC) para obtención posterior de extracto intracelular con tratamiento
previo usando acetona (EInAC). Extracto crudo tratado con buffer fosfato (EC), extracto
crudo tratado con buffer fosfato más polivinilpirrolidona (ECPVP), extracto crudo con
tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5

Figura 6. Resultados de la actividad poligalacturonasa obtenida usando extractos en
raíces de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtención posterior de extracto
intracelular con buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtención
posterior de extracto intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona (EInPVP) ,
fluido intercelular (IFWAC) para obtención posterior de extracto intracelular con
tratamiento previo usando acetona (EInAC). Extracto crudo tratado con buffer fosfato
(EC), extracto crudo tratado con buffer fosfato más 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 /PG4A Esto indica que
estos tratamientosS comúnmente empleados para eliminar compuestos
fenólicos interferentesS no son efectivos pues afectan la estabilidad
del extracto yS por lo tantoS la cantidad de enzimaA
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4n el 8–W se encuentran diferentes niveles de actividad para las
enzimas estudiadasó los mayores son para POó X’ y PRT y el más
bajo lo presenta la enzima P’7 4stas enzimas están también
intracelularmente presentes con niveles que varían de acuerdo al
método de extracción7 4stos niveles de actividad pueden tener
variación cuando un patógeno ingresa a la planta y utiliza estas
mismas enzimas en el proceso de colonización é8q7

Para la enzima xilanasa éX’q é–igura Nq se presentó un
comportamiento similar de los extrantantes al observado en el caso de
la PO é–igura Uqó es deciró los mayores niveles de actividad se
presentaron cuando se realizó la extracción con buffer fosfato y los
menores cuando se utilizó acetona7 ’o que indica que estos
tratamientos para eliminar compuestos fenólicos interferentes afectan
la estabilidad é23, 33qó y por lo tanto la cantidad de enzima o
presentan interferencias en el método de detección7 ’a mayor
actividad encontrada para la enzima de estudio en el extracto crudo
tratado con buffer fosfatos é4wq concuerda aproximadamenteó con la
suma de las actividades entre el fluido intercelular é8–Wq y el extracto
intracelular tratado con buffer fosfatos é48nq7 Para las muestras
tratadas con PVPP y acetona no se observa esta concordanciaó lo que
indica pérdidas en la extracción a partir del tejido total7 ’os métodos
de extracción empleados para cada tejido presentaron diferencias
estadísticasó comportamiento que no había sido observado en las
demás enzimas donde la extracción con buffer fosfatos y buffer
fosfatos x PVPP presentaron niveles semejantes7

Conclusiones

won los resultados presentados en el artículoó se determinaron los
efectos de diferentes soluciones extractantes en la actividad de las
enzimas POó P’ó X’ óPRTó presentes en el simplasto de raíces de
clavel7 Se aconsejó una metodología sencilla y poco contaminante
que permite la extracción de las cuatro enzimas estudiadas en un
único paso y así determinar comparativamente niveles de actividad7
Se seleccionó una metodología para extraer el 8–W en el mismo
tejidoó con mínima contaminación del contenido intracelular7 Se
determinaron los niveles de las cuatro enzimas en el apoplastoó en el
simplasto y en el extracto total de raíces de clavel7

Figura 7. Resultados de la actividad xilanasa obtenida usando extractos en raíces
de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtención posterior de extracto
intracelular con buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtención
posterior de extracto intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona
(EInPVP), fluido intercelular (IFWAC) para obtención posterior de extracto
intracelular con tratamiento previo usando acetona (EInAC). Extracto crudo
tratado con buffer fosfato (EC), extracto crudo tratado con buffer fosfato más
polivinilpirrolidona (ECPVP), extracto crudo con tratamiento previo con acetona
(ECAC) n=5.

’os resultados anteriores indican que el tratamiento previo con
acetona a las raíces de claveló si bien favorece la extracción de PRTó
en otros casos genera una notable disminución de la actividad7 4l
PVPP disminuye la actividad de las enzimas PO y X’ yó en menor
gradoó para las enzimas PRT y P’ si se compara con el tratamiento
que usa únicamente buffer fosfato7 Sin embargoó esta disminución es
menor que cuando se utiliza acetona7

4stos resultados son un aporte para la selección de una
metodología de extracción para una enzima específicaó a partir de
raíces de clavel7 Sin embargoó si el interés está dirigido al estudio de
las cuatro enzimas simultáneamenteó se recomienda el uso del buffer
fosfatos como extractanteó pues permite la obtención de varias
enzimas en un único paso yó asíó un análisis comparativo de actividad
enzimática7

4s importante destacar que en este estudio se reportan por
primera vez los niveles de actividad para las enzimas líticas PRTó P’ó
PO y X’ en raíces claveló tanto en el apoplasto como en el simplasto7
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