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Introduccion

1.1. ASPECTOS BOTANICOS
1.1.1. Taxonomia

Antiguamente la mayoria de las plantas productoras de latex eran agrupadas bajo el
nombre de Apocynum, incluyéndose en este heterogéneo grupo muchas Asclepiadaceae,
FEuphorbiaceae y Apocynaceae.

En el afio 1789 Jussieu hace un primer aporte para aclarar dicha situacion y asigna el
nombre Apocyneae a las actuales Asclepiadaceae y Apocynaceae, quedando asi la mayoria de
los demas integrantes relegados a otras familias.

En 1811 fue Robert Brown quien diferencid las Asclepiadaceae bajo el nombre de
Asclepiadeae y mantuvo el propuesto previamente por Jussieu solo para las Apocynaceae.

De esta manera quedaron determinados los limites de ambas familias tal como se las
concibe actualmente. El nombre Asclepiadaceae, sin embargo, fue establecido algunos afios
después por Lindley (1847) y bajo este nombre se conoce actualmente a la familia creada por
Robert Brown. Su nombre deriva de Asclepias, asignado a uno de los géneros pertenecientes a
la familia y que procede de ’AcaeAnnLOS, Esculapio, Dios de la Medicina, en la mitologia
griega.

La identificacion de restos de polen y de macrofdsiles ha permitido remontar la
historia geologica de las Asclepiadaceae al Oligoceno.

Se trata de una familia muy grande del orden Gentianales, que comprende 250 géneros
y mas de 2000 especies, distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales de los cinco
continentes, especialmente en Africa, con relativamente pocos géneros y especies en climas
templados (Cronquist, 1968, 1981, 1988).

En nuestro pais se las encuentra desde la frontera norte hasta el paralelo 50° en la
Patagonia. Abundan especialmente en las zonas llanas y boscosas del norte, centro y litoral y
un numero reducido de especies llega a las altas montafias y a la Patagonia (Lam. I). Habitan
32 géneros, de los cuales dos (Amblyopetalum y Hickenia) son endémicos. El numero de
especies conocidas se eleva a 145, siendo los géneros mejor representados Oxypetalum con 31

especies, Cynanchum con 10 y Morrenia con 9 (Zuloaga, et al., 1999).
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Los trabajos taxondmicos sobre Asclepiadaceae realizados por Baillon (1891), Malme
(1909), Lillo (1919, 1921), Schulz (1937), Meyer (1944, 1950, 1970, 1977), Pontiroli (1983),
Swarupanandan et al. (1996), Zuloaga et al. (1999) y Endress (2000) constituyen un valioso

aporte al estudio de la familia.
1.1.1.1. Descripcion de la Familia Asclepiadaceae

Flores hermafroditas, actinomorfas, pentameras. Caliz con lacinias partidas casi hasta
la base. Corola gamopétala, campanulada, infundibuliforme, tubo de longitud variable.
Lobulos planos o retorcidos, valvados o imbricados en la prefloracion. Dentro de la corola
generalmente hay otro verticilo, denominado corona, que puede ser simple o doble, puede ser
tubulosa o con lobulos completamente independientes; puede estar insertado en el tubo de la
corola, en la base del ginostegio o en ambas simultineamente. El androceo y el gineceo estan
soldados en un solo cuerpo central denominado ginostegio, ocupando las paredes laterales los
organos masculinos y la base y la parte central los femeninos. Anteras biloculares,
lateralmente dehiscentes, soldadas al estilo y estigma por la base y parte central. Polen
agrupado en masas compactas llamadas polinias, sostenidas por caudiculas y fijas por partes
al retinaculo. Ovario supero, bicarpelar, un carpelo aborta casi siempre en la fructificacion.
Estilos 2, libres hasta el estigma. Estigma generalmente provisto en la parte superior de uno o
varios apéndices estigmaticos, carnosos y membranaceos, de formas variadas. Ovulos
numerosos, pluriseriados, en una placenta prominente. Foliculos ovoideos o fusiformes,
dehiscentes por sutura ventral, de superficie lisa, rugosa, escasa, alada o espinosa; glabros o
pubescentes, raramente lanosos. Semillas planas, a veces marginadas, provistas de un vilano
(pappus).

Plantas perennes, latescentes, de tallo erguido, voluble (dextrorso) o rastrero. Hojas
simples, opuestas (raramente verticiladas), pecioladas.

Inflorescencia por lo comun cimosa, umbeliforme o racemiforme, axilar, extraaxilar o
terminal (Meyer, 1977).

Dentro de los géneros reportados para la familia Asclepiadaceae en nuestro pais, se

encuentra Morrenia Lindley.
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1.1.1.2. Descripcion del Género Morrenia Lindley

Caliz 5-partido, con glandulas en la base interna de las lacinias; lacinias triangulares,
glabras en la cara superior y finamente pubescentes en la inferior. Corola campanulado-
rotacea; Idbulos triangular-alargados, generalmente glabros en la cara superior y pubescentes
en la inferior. Corona tubulosa, inserta en la soldadura del ginostegio con la corola, con 5
Iobulos, muy anchos, a veces pubescentes-barbados en la base. Ginostegio sésil o brevemente
estipitado. Anteras cuadrangulares o subtriangulares y en algunas especies se presentan las
dos formas sobre una misma flor. Apéndice estigmatico largo o breve, siempre partido en el
apice. Retinaculo oblongo o romboidal. Caudiculas descendentes. Polinias ovoideas,
péndulas. Foliculos ovoideos, gruesos, superficie lisa o rugosa, con surcos longitudinales o
transversales, a veces con aspecto tipicamente cerebroideo. Pericarpio grueso, 1-3 cm, con la
parte central aerenquimatica rica en laticiferos. Semillas planas, ovoideas u oblongas, vistas
de frente; cada foliculo posee de 60 a 120 semillas. Arbustos o subarbustos volubles, ramas 4-
8 m de longitud. Hojas polimorfas, triangular-hastadas, lanceoladas-hastadas o lineal-
hastadas, mas raramente ovado-cordadas, siempre con peciolo mas o menos largo.
Inflorescencias extraaxilares, umbeliformes. Pedicelos comiunmente mas largos que el
pedunculo (Meyer, 1977).

La revision taxondmica completa sobre el género en Argentina fue la realizada por
Teodoro Meyer (1944, 1950, 1970, 1977), en la cual se reconocen 9 especies. M. odorata
(Hook. et Arn.) Lindley,; M. brachystephana Grisebach; M. variegata (Griseb.) T. Meyer, M.
Herzogii Schlechter; M. intermedia T. Meyer, M. Stormiana (Morong) Malme; M.
grandiflora Malme,; M. stuckertiana (Kurtz ex Sturckert.) Malme y M. Schulziana T. Meyer.

Crecen en suelos pobres arenosos y salobres, generalmente en cercos y alambrados

distantes entre si, sin agruparse (Meyer, 1944).

1.1.2. Etnobotanica

El hombre ha utilizado, desde tiempos remotos, especies vegetales con fines
medicinales. Nuestro pais no escapa a ese interés. Sin embargo el conocimiento acerca de

esos vegetales se ha obtenido y conservado quizas mas mediante la cultura popular que por la
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investigacion de los especialistas. Estos han realizado trabajos sobre el tema en sus distintos
aspectos, pero con altibajos en el transcurso del tiempo. Asi, una obra de particular interés es
la de Hieronymus (1882), en la cual se hace referencia a representantes de la familia
Asclepiadaceae.

Existen obras posteriores significativas donde consta que varias Asclepiaddceas han
sido utilizadas en medicina popular (Ragonese & Martinez Crovetto, 1947, Soraru &
Bandoni, 1978; Toursarkissian, 1980; Martinez Crovetto, 1981; Lifchitz, 1985; Marzocca,
1997).

En nuestro pais, el uso vernaculo del género Morrenia, esta restringido a Morrenia
brachystephana Griseb. y Morrenia odorata (Hook. et Am.) Lindley (Lam. II). Para M.
brachystephana los nombres mas difundidos en el habla popular son: tasi; isipo’a; doca,;
taludi en lengua toba (Martinez Crovetto, 1964) y para M. odorata: tasi; tasi, doca en
Corrientes ¢ isipo’4a, dora en la R.O. del Uruguay. Estudios etnograficos mas recientes
referidos a grupos indigenas en particular mencionan a M. odorata como: soondk en lengua
vilela; guaicuri rembiu, l(u)guarai en toba; ‘chaGarae en pilaga; ici' nhe los Maka,
(Arenas 1983) y con el nombre de Kaaya la conoce la tribu Lengua-Maskoy (Arenas 1981).

En medicina popular “el tasi” se ha preconizado como galactogogo y como tal se le ha
inscripto en la 1* edicion de la Farmacopea Nacional Argentina (1898); habitualmente se
emplean frutos, tallos y raices al 15 0 20%. Se administra en decocion, extracto fluido, elixir,
etc., (Dominguez, 1903, 1928; D'Alessandro, 1915).

El latex de M. odorata se emplea para extirpar verrugas y el de M. brachystephana
sirve para coagular la leche. En las provincias de Salta, Tucuman y Santiago del Estero los
frutos inmaduros son uti/l_izados por los indigenas para elaborar dulces. Los frutos no maduros
de M. odorata y M. variegata también son muy codiciados por los indigenas del Chaco,
Formosa y Salta, quienes los comen crudos o asados (Meyer, 1977). Los Pilaga, indigenas que
viven actualmente en el centro de la provincia de Formosa, consideran a los frutos de M.
odorata asados al rescoldo un buen remedio para curar a los “empachados” (ko’waGayk),
quedando esta especie incorporada en la farmacopea de origen natural que emplea este grupo

humano (Filipov, 1997).
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Morrenia brachystephana Griseb.

1.émina 11 Morrenia odorata (Hook et Arn.) Lindley
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1.1.3. Anatomia

Los estudios anatdmicos generales de la familia Asclepiadaceae fueron abordados por
Solereder (1908) y Metcalfe & Chalk (1950), los que establecieron que por la cercana relacion
entre esta familia y las Apocynaceae las mismas presentan caracteres comunes, siendo los mas
destacados la presencia de laticiferos, tallos fotosintéticos con floema intraxilar, desarrollo
superficial de suber y un anillo de fibras blandas dispuesto en forma discontinua.

Las caracteristicas anatomicas de los frutos de las Asclepiadaceae fueron descriptas
por Roth (1977), quien menciona la formacion placentaria interesante del foliculo de
Asclepias sp. donde el tejido constituyente se transforma, hacia la madurez, en un aerénquima
con numerosos espacios intercelulares, mientras que el estudio morfoldgico y anatomico del
fruto de Arauwjia hortorum fue abordado por Castro (1986).

Ogundipe (1993) cita caracteres anatomicos de tallos y hojas de Calotropis procera
que permiten el reconocimiento de la especie al estado de droga cruda.

Las estructuras secretoras fueron analizadas por Fahn (1979) y Buvat (1989), quienes
determinaron la presencia de laticiferos no articulados ramificados en los géneros Asclepias,

Ceropegia y Cryptostegia, todos ellos pertenecientes a la familia Asclepiadaceae.

1.1.4. Laticiferos: ontogenia y ultraestructura

Los trabajos que realizara Mahlberg (1959, 1961, 1963) en Nerium oleander
(Apocynaceae) y junto a Wilson el al. (1976) en Asclepias syriaca (Asclepiadaceae)
permitieron caracterizar a los laticiferos por su origen y desarrollo temprano, estableciendo
que las células iniciales de los mismos son ya reconocibles en el embrién inmaduro y que su
posterior crecimiento sugiere la existencia de un sistema enzimatico pectolitico.

La ultraestructura fue descripta detalladamente tanto en embriones maduros como en
plantulas de Asclepias syriaca por Wilson & Mahlberg (1978). Estos autores determinaron
que los laticiferos en el embrion poseen numerosas vesiculas con contenido electrodenso, pero
falta la vacuola central. En la plantula se determina la presencia de vacuolas alargadas en los
laticiferos, las que se originan por dilatacion del reticulo endoplasmatico. El resto de las

organelas presentan iguales caracteristicas en los laticiferos del embrion y de la plantula.
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1.1.5. Latex: composiciéon y funciones

La funcion del latex en si misma es desconocida (Esau, 1965; Buvat, 1989). La
hipdtesis acerca de sus funciones en el balance hidrico, conservacion de nutrientes y
transporte no han ganado credibilidad. También ha sido considerado una clase de producto de
desecho por contener metabolitos secundarios. Sin embargo, en vista de la gran cantidad de
proteinas presentes en algunos laticiferos, esto no parece razonable. Algunos laticiferos
contienen metabolitos secundarios altamente toxicos, tales como lectinas toxicas o fuertes
inhibidores de proteasas (Archer, 1976). La localizacion de laticiferos en las capas mas
externas de las cortezas de los arboles o en la cara externa del floema también sugiere una
funcion defensiva del latex.

Dentro del latex, las proteasas pueden tener una funcién intrinseca. Una hipotesis
sugiere que participan en la degradacion de proteinas en etapas tempranas del desarrollo de
los laticiferos de algunas especies, como por ejemplo en Asclepias syriaca, donde las
proteasas localizadas en vacuolas autofagicas serian las encargadas de removilizar los
aminoacidos de las proteinas. Cantidades relativamente pequefias de proteasas pueden ser
suficientes para esta funcion (Wilson ef al., 1976).

Otra funcion intrinseca podria ser la de promover la coagulacion del latex, dado que si
bien normalmente el mismo se conserva bajo una considerable presion de turgencia y fluye
profusamente luego de un corte, en la mayoria de los casos coagula previniendo un posterior

daiio del laticifero (Boller, 1986; Moutim, et al., 1999).

1.2. ASPECTOS BIOQUIMICOS

1.2.1. Enzimas proteoliticas: generalidades

Las enzimas que desempeiian el rol central en la degradacion de las proteinas han sido
conocidas tradicionalmente como “proteasas”, término equivalente al de “péptido-hidrolasas”
y también al de “enzimas proteoliticas”. Estas enzimas estan involucradas en una gran
variedad de procesos fisiologicos y su modo de accidon puede dividirse en dos categorias
diferentes (Moreau & Choplin, 2000):
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1. protedlisis limitada, en la cual una proteasa hidroliza so6lo uno, o bien un namero
limitado de enlaces peptidicos de una determinada proteina inicialmente inactiva o
precursora, provocando de este modo su transformacion en una proteina biologicamente
activa, (por €j. conversion de prohormonas en hormonas, conversion de zimogenos en
enzimas activas).

2. protedlisis ilimitada, en la cual una proteina determinada es degradada a sus
aminoacidos constituyentes. La degradacion de las proteinas puede ser dependiente de
la ubiquitina, polipéptido que se une selectivamente a la misma para constituir la forma
conjugada ubiquitina-proteina, susceptible de ser rapidamente hidrolizada en los
proteosomas o bien mediante la compartimentalizacion de proteasas en vacuolas.
Cuando las proteinas son transferidas a estos compartimentos vacuolares sufren una
rapida degradacion (Vierstra, 1996).

Todas las plantas recambian proteinas en el curso de su desarrollo y por lo tanto
contienen enzimas proteoliticas. Normalmente estas proteasas se encuentran presentes con
actividades relativamente bajas y a menudo son de dificil deteccion. Sin embargo, algunas
especies vegetales poseen proteasas sumamente activas en ciertos tejidos: en algunos latex
obtenidos de plantas de diversas familias las enzimas proteoliticas constituyen mas del 50%

del total de proteinas y 10% o mas del material fresco (Boller, 1986).

1.2.1.1. Nomenclatura: proteasas, proteinasas o peptidasas

El Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (NC-IUBMB) en 1984 recomendo utilizar el término peptidasa para el grupo de
hidrolasas de uniones peptidicas, asignandoles el cadigo EC 3.4.

Las peptidasas a su vez comprenden dos grandes grupos de enzimas: las
endopeptidasas y las exopeptidasas. Las primeras cortan uniones peptidicas internas y las
ultimas remueven secuencialmente aminoacidos desde el N-terminal o C-terminal (Bergman
& Ross, 1936). Los términos proteasa y proteinasa, ampliamente usados, son también

empleados como sinonimos de endopeptidasa.
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1.2.1.2. Interaccion Enzima-Sustrato

En general, las proteasas se unen al sustrato apropiado a través de los denominados
sitios activos que permiten luego catalizar la hidrolisis de la union peptidica especifica (Mc
Donald, 1985). Segun la nomenclatura introducida por Schechter & Berger (1967) y hoy
utilizada ampliamente, la zona de union del sitio activo puede subdividirse en subsitios o
sitios especificos (S), cada uno de los cuales permite la ubicacion de un residuo aminoacidico
del sustrato o péptido (P). Los subsitios se ubican a ambos lados del sitio activo y a partir del
mismo se numeran en forma correlativa, bien respecto en direccidon al N-terminal (S, S,, S,
etc.) o bien hacia el C-terminal (S’|, S’;, S’3, etc.). En cuanto al sustrato, los aminoacidos que
interactian con la proteasa son numerados (P, P, P3, etc.) en relacidon a los subsitios en los

cuales se ubican respecto del N-terminal o (P’, P’,, P*;, etc.) hacia el C-terminal, (Fig. 1).

Nomenclatura de Schechter y Berger

e ]
|s100 de core|

l

Figura 1. Interaccion Enzima-Sustrato
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1.2.1.3. Clasificacién: mecanismos cataliticos

Las peptidasas difieren de casi todas las demas enzimas en que su especificidad de
sustrato resulta extremadamente dificil de definir, hecho que llev6 a clasificarlas en base a las
caracteristicas de sus respectivos mecanismos cataliticos (Hartley, 1960). Dentro de cada
clase de peptidasas se reconocen diferentes familias, siendo el término “familia” utilizado
para describir un grupo de peptidasas en el que cada miembro muestra una relacion evolutiva
con al menos otro, ya sea a través de la secuencia completa o al menos en la parte de la
secuencia responsable de la actividad catalitica (Rawlings & Barrett, 1993).

En la actualidad se reconocen cinco tipos de peptidasas (Barrett ef al., 1998), en las
cuales serina, treonina, cisteina, aspartico o grupos metalicos juegan roles primarios en la
catalisis. Las peptidasas serinicas, treoninicas y cisteinicas son cataliticamente muy diferentes
de las asparticas y metalopeptidasas, ya que en las primeras el nucleofilo del sitio catalitico es
parte de un aminoacido, mientras que en las dos ultimas es una molécula de agua la que actia
sobre el grupo carbonilo de la unidn peptidica. Dado que se conocen unas pocas familias en
las que el mecanismo catalitico depende de la treonina, en general a las peptidasas treoninicas,

por conveniencia practica, s¢ las agrupa con las peptidasas serinicas.

1.2.1.3.1. Peptidasas serinicas y treoninicas (EC 3.4.21)

Esta clase compren‘de dos familias distintas: la familia de la quimotripsina, que incluye
enzimas de mamiferos (quimotripsina, tripsina, elastasa), plantas y microorganismos y la
familia de la subtilisina, que si bien en un principio se creyd constituida solamente por
enzimas bacterianas tales como subtilisina, actualmente incluye enzimas provenientes de otros
microorganismos, plantas y animales superiores. Si bien la estructura general 3D es diferente
en las dos familias, ambas tienen la misma geometria de sitio activo y en consecuencia
catalizan las reacciones con el mismo mecanismo. Las proteinasas serinicas exhiben
diferentes especificidades de sustrato, relacionadas a las sustituciones de aminoacidos en
varios subsitios enzimaticos interactuando con los residuos de los sustratos. Algunas enzimas
tienen un amplio sitio de interaccion con el sustrato mientras otras tienen una especificidad

restringida al residuo P, del sustrato.
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En el proceso catalitico son esenciales tres residuos que forman la triada catalitica,
His-57, Asp-102 y Ser-195 (la numeracion dada a cada aminoacido corresponde al sistema de
numeracion del quimotripsinégeno). La primera etapa en la catlisis es la formacion de un
intermedio acil-enzima entre el sustrato y el aminoacido serina. La formacion de este
intermedio covalente procede a través de un estado intermedio de transicion tetraédrico
cargado negativamente y luego el enlace peptidico es cortado. Durante la segunda etapa o
deacilacion, el intermedio acil-enzima es hidrolizado por una molécula de agua para liberar el
péptido y para restaurar el hidroxilo serinico de la enzima. La deacilacion involucra también
la formacion de un estado de transicion tetraédrico intermedio, que se produce a través de la
reaccion inversa a la via de acilacion. Una molécula de agua es el nucleofilo atacante en lugar
del residuo serina. La histidina provee una base general y acepta el grupo —OH de la serina
reactiva (Moreau & Choplin, 2000), (Fig. 2).

La actividad de las mismas suele ser maxima a valores de pH alcalinos y no requieren
activadores, aunque los iones calcio intervienen en la activacion de algunas proenzimas y
estabilizarian a algunas enzimas.

Si bien estas enzimas son las mas estudiadas en el campo de las proteasas, son
relativamente pocas las que se conocen dentro de los vegetales. Entre ellas pueden citarse
cucumisina, aislada de Cucumis melo L. var. Prince (Kaneda & Tominaga, 1975; Kaneda e¢
al., 1995; Uchikoba et. al., 1995), macluralisina obtenida de Maclura pomifera (Raf.)
Schneid. (Rudenskaya er al., 1995) y taraxalisina extraida de 7araxacum officinale Webb s.1.
(Rudenskaya er dl., 1998). También fueron estudiadas las enzimas obtenidas a partir de
Benincasa cerifera (Kaneda & Tominaga, 1977), de Trichosantes cucumeroides Maxim.
(Kaneda et al., 1986), Trichosantes bracteata (Lam.) Voigt (Kaneda & Uchikoba, 1994) y de
Cucurbita ficifolia (Curotto et al., 1989).

12
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Figura 2. Mecanismo catalltico de las proteinasas serinicas.
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1.2.1.3.2. Peptidasas cisteinicas (EC 3.4.22)

Esta clase incluye las proteasas vegetales mas extensamente estudiadas tales como
papaina, ficina, actinidina o bromelaina, varias catepsinas de mamiferos, calpainas citosolicas
y algunas proteasas de parasitos como las de 7rypanosoma. La mayoria de las peptidasas de
esta clase estan incluidas dentro de la familia de la papaina que es la enzima cisteinica mas
ampliamente estudiada, responsable de los principales avances no solamente en el campo de
las proteinasas cisteinicas sino en la enzimologia en general. Ha sido la primera proteinasa
cisteinica a la que se le determind la estructura tridimensional (Drenth et al., 1968) por lo que
es considerada como el arquetipo de esta clase de peptidasas.

Al igual que en las proteasas serinicas, la catalisis ocurre a través de la formacion de
un intermediario covalente e involucra un residuo cisteina y un residuo histidina. La Cys-25 y
la His-159 (de acuerdo a la numeracion de papaina) juegan el mismo rol de la Ser-195 y de la
His-57, respectivamente. El nucleodfilo en este caso no es un grupo —OH, sino un 16n tiolato
que es estabilizado a través de la formacion de un par 16nico con el grupo vecino imidazol de
la His-159. Siendo el nucleéfilo atacante el par ionico tiolato-imidazol en ambas etapas, no se
requiere una molécula de agua (Moreau & Choplin, 2000).

Dado que estas enzimas son inactivadas por reactivos bloqueantes de los grupos
sulthidrilo por conversion en puentes disulfuro y tienen la capacidad de reactivarse en
presencia de agentes reductores, se las denomind “tiolproteinasas” (Hartley 1960).
Considerando que el Gnico aminoacido que posee un grupo sulfhidrilo (tiol) en la cadena
lateral es la cisteina, se sugirid sustituir el término “tiolproteinasas” por el de “proteinasas

cisteinicas” (NC-IUBMB, 1984), (Fig. 3).
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1.2.1.3.3. Peptidasas asparticas (EC 3.4.23)

La mayoria de las proteinasas asparticas estudiadas pertenecen a la familia de la
pepsina. Esta familia incluye enzimas digestivas tales como pepsina y quimopepsina,
catepsina D y algunas proteasas fungicas. Una segunda familia comprende proteinas virales
tales como la proteasa del virus del SIDA, Ilamada retropepsina.

Estudios cristalograficos permitieron mostrar que estas enzimas son moléculas
constituidas por dos l6bulos homologos, con el sitio activo localizado entre ambos. Cada
Io6bulo contribuye con un residuo acido aspartico de la diada activa de aspartatos. Estos dos
residuos asparticos estan geométricamente muy préximos en la molécula activa y uno sélo de
ambos aspartatos es ionizado en el rango de pH optimo (2-3). Por actuar en forma optima a
bajos pH estas proteinasas también fueron denominadas “proteinasas acidas” Hartley (1960).

En contraste con las proteasas serinicas y cisteinicas, la catalisis de las asparticas no
involucra enlaces covalentes intermedios, aunque existe un intermedio tetraédrico. El ataque
nucleofilico se realiza por la transferencia simultinea de dos protones: uno desde una
molécula de agua a la diada de dos grupos carboxilos y un segundo desde la diada al oxigeno
del grupo carbonilo del sustrato con la consecuente rotura del enlace peptidico. Esta catalisis
general acido-base permite la formacion de un intermedio tetraédrico no covalente (Moreau &
Choplin, 2000), (Fig. 4).

Las proteasas asparticas vegetales conocidas han sido aisladas y caracterizadas a partir
de hojas, flores y semillas de diferentes especies. Entre ellas podemos mencionar fitepsina
aislada a partir de especies de Arabidopsis, Brassica, Centaurea, Cynara, Hordeum,
Lycopersicum, Orysa y Vigna, (Kervinen, 1998), ademas de ciprosina obtenida a partir de
Centaurea calcitrapa y de Cynara cardunculus (Cordeiro et al., 1998) y cardosina A (Pires
1998a) y cardosina B (Pires, 1998b) aisladas de Cynara cardunculus.

Estas enzimas pueden ser monoméricas o heterodiméricas, conteniendo dos péptidos
procesados a partir del mismo precursor proteico. Las proteinasas asparticas de los vegetales

son generalmente secretadas o bien destinadas al compartimento vacuolar.
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Figura 4. Mecanismo catalitico de las proteinasas aspérticas.
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La secuencia primaria de algunas de estas enzimas ha sido determinada y son
homologas con las de origen animal y microbiano; sin embargo, las proteinasas asparticas
vegetales tienen una region muy especifica (“inserto especifico vegetal””) que no se encuentra
en animales, microorganismos o proteinasas virales. Si bien la funcion de esta region no ha
sido ain elucidada se ha propuesto una funcion en el procesamiento o degradacion de
proteinas, aunque se requeririan mas estudios para confirmar su funcion in vivo. Recientes
resultados sugieren posibles roles en la muerte celular programada (apoptosis) y en la

resistencia a los patogenos (Mutlu & Gal, 1999).

1.2.1.3.4. Metalopeptidasas (EC 3.4.24)

Las metaloproteinasas se encuentran entre las hidrolasas en las cuales el ataque
nucleofilico sobre el enlace peptidico es mediado por una molécula de agua. Esta es una
caracteristica compartida con las proteasas asparticas, pero en las metaloproteasas un cation
metalico divalente, usualmente cinc, aunque algunas veces cobalto, niquel o manganeso,
activan la molécula de agua. El ion metalico es generalmente sostenido por tres aminoacidos
ligandos.

Estas proteinasas se dividen en dos grandes grupos dependiendo del numero de iones
metalicos requeridos para la catélisis. En varias metaloproteasas se requiere solamente un i6n
cinc, pero en algunas son dos los iones metalicos que actuan cocataliticamente. Todas
aquellas en las que son esenciales cobalto 0 manganeso requieren dos iones metalicos, aunque
hay familias dependientes de cinc en las que también dos iones son cocataliticos. En las
proteinasas con iones metalicos cocataliticos solamente 5 residuos aminoacidicos actuan
como ligandos, siendo uno de ellos el que liga a ambos iones. Todas las metaloproteinasas
con iones metalicos cocataliticos son exopeptidasas, mientras que las metaloproteinasas con
un 16n metalico catalitico pueden ser exo o endopeptidasas. Los ligandos conocidos son
histidina, glutamina, aspartico o lisina.

Estas enzimas difieren ampliamente en sus secuencias y en sus estructuras, pero la
gran mayoria contiene un atomo de cinc cataliticamente activo. En algunos casos el cinc
puede ser reemplazado por otro metal como cobalto o niquel sin pérdida de la actividad. La

termolisina bacteriana ha sido bien caracterizada y su estructura cristalografica indica que el
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cinc esta unido por dos histidinas y un acido glutimico. Varias enzimas contienen la
secuencia HEXXH, la cual provee dos ligandos histidinas para el cinc mientras el tercer
ligando es tanto acido glutamico (termolisina, neprilisina, alanilaminopeptidasas) o una
histidina (astacina). Otras familias exhiben un modo diferente de unién al atomo de cinc. El
mecanismo catalitico conduce a la formacidn de un intermedio tetraédrico no covalente luego
de atacar una molécula de agua al cinc unido sobre el grupo carbonilo del enlace escindible.
Este intermedio es posteriormente descompuesto por transferencia del protéon del acido
glutamico al grupo saliente (Moreau & Choplin, 2000), (Fig. 5).

Las metalopeptidasas constituyen el grupo de enzimas proteoliticas menos estudiado
en los vegetales. Existen solamente unas pocas referencias sobre la presencia de esta clase
enzimas en semillas de Cucurbita pepo (Hara & Matsubara, 1980), de Glicine max (Bond &
Bowles, 1983), de Canavalia ensiformis (Dalkin et al., 1983) y de Fagopyrum esculentum
(Belozersky e al,. 1990).

1.2.1.3.5. Peptidasas de mecanismo catalitico desconocido (EC 3.4.99)

Existe un nimero de peptidasas para las cuales el mecanismo catalitico no se ha
elucidado. Aquellas sobre las cuales se conoce la secuencia de aminoacidos se han
denominado con la letra “U” (peptidasas Unclassified) sin considerar el mecanismo catalitico
y se les asigna ademas un numero arbitrario, por ejemplo la Familia U28 que contiene a la

dipeptidasa E de I'scherichia coli (Barrett et al., 1998).
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Sustrato peptidico

Figura 5. Mecanismo catalitico de las metaloproteinasas.
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1.2.1.4. Inhibidores de peptidasas: mecanismos de accién

En principio, todo compuesto que disminuye la velocidad de hidrolisis de un sustrato
determinado es un inhibidor enzimatico. Sin embargo, compuestos quelantes que remueven
por ejemplo iones calcio y cinc de una peptidasa metal-dependiente, al igual que agentes
desnaturalizantes como urea que cambian la conformacion de las proteinas, son mas bien
considerados inactivadores que inhibidores enzimaticos. Los inhibidores de peptidasas son
definidos como aquellos que actian directamente sobre el sitio activo, por ej. combinandose
entre los sitios cataliticos de la enzima y los sitios de union del sustrato formando un
complejo fuerte y estable (Salvesen & Nagase, 1989).

Los inhibidores son de suma importancia en el estudio de las proteinasas dado que
permiten obtener claras evidencias acerca del tipo de sitio catalitico, informacion que
constituye las bases de la clasificacion de estas enzimas. Ademas permiten la identificacion de
proteinasas individuales y proveen las herramientas para titular sus sitios activos y facilitan la
investigacion de sus funciones biologicas (Barrett ef al., 1982). Comprender la actividad
proteolitica en procesos bioldgicos implica conocer la contribucion de los inhibidores
naturales en la regulacion de esta actividad y el uso de inhibidores sintéticos en la

caracterizacion de la misma.

1.2.1.4.1. Inhibidores de peptidasas serinicas

El diisopropilfluorofosfato (DFP), uno de los inhibidores de peptidasas mas
ampliamente utilizado, es un miembro de los compuestos organofosforados que inactiva
irreversiblemente a las peptidasas serinicas mediante fosforilacion de la serina activa del sitio
catalitico. Es considerado el inhibidor mas util para poder identificar esta clase de peptidasas,
dado que manifiesta escasa o nula accion sobre otros tipos de endopeptidasas (Salvesen &
Nagase, 1989).
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Figura 6. Diisopropilfluorofosfato (DFP)

1.2.1.4.2. Inhibidores de peptidasas cisteinicas

Las cisteinilpeptidasas contienen un grupo tiol altamente reactivo por lo que
generalmente manifiestan su actividad en condiciones reductoras y en presencia de agentes
quelantes, ya que los iones metalicos pueden inhibirlas. Precisamente este tipo de proteasas
pueden identificarse mediante el agregado de reactivos bloqueantes de grupos sulthidrilos
tales como iodoacetato, cloruro mercurico o mercuribenzoato, aunque no son aconsejables de
emplear en las condiciones usuales de ensayo dado que reaccionan también con compuestos
tiolicos de bajo peso molecular, por €. con cisteina que normalmente se adiciona al medio
como activador. El inhibidor aconsejable para esta clase de peptidasas es el denominado E 64:
L-trans-epoxisuccinil-leucilamido-(4-guanidin)butano, que forma un enlace tioéter
irreversible con el tiol de la cisteina activa. Se ha demostrado que el E-64 inhibe todas las
peptidasas cisteinicas ensayadas y que no afecta a las demds peptidasas. Ademas se
caracteriza por actuar en relacion equimolecularar (1:1 enzima/inhibidor) permitiendo de este

modo la titulacion del sitio activo (Barrett et al., 1982).
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Figura 7. E-64: L-trans-epoxisuccinil-leucilamida-(4-guanidin)butano.

1.2.1.4.3. Inhibidores de peptidasas asparticas

Las peptidasas asparticas mejor caracterizadas (pepsina, quimopepsina, catepsina D,
renina y proteasas del HIV) son inhibidas por pepstatina A, un isovalerilpentapéptido de

origen microbiano, que actua de modo reversible y no afecta a otro tipo de proteasas
(Umezawa, 19706).

usc\ /cus Hsc\ ,cua
CH CH CH
i 30\/ 2 Hac\,cus ;
?Hz <|>H (I>H CH, OH
ﬁ—NH—CH—ﬁ—NH—CH—c—NH— H—CH—CH
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Figura 8. Pepstatina A: Isovaleril-Val-Val-AHMHA-Ala-AHMHA , donde AHMHA es:
(3S, 4S)-4-amino-3-hidroxi-6-metil-heptanoico.
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1.2.1.4.4. Inhibidores de metalopeptidasas

Las metalopeptidasas muestran méaxima actividad a pH cercano a 7,0 y pueden ser
inhibidas por accion de agentes quelantes como el EDTA o la 1,10-fenantrolina que bloquean

los 4tomos metalicos esenciales para la catalisis (Dunn, 1989).

Figura 9. 1,10-fenantrolina

1.2.2. Peptidasas vegetales

1.2.2.1. Protedlisis en las plantas

La proteolisis es esencial en muchos aspectos de la fisiologia y desarrollo de los
vegetales. Las proteasas normalmente estan involucradas en el catabolismo proteico (el
recambio de las proteinas existentes y su reemplazo por otras nuevas constituye la clave para
la adaptacion al medio ambiente), en la regulacion de varios procesos, particularmente en la
germinacion de semillas (lzis proteinas de reserva son movilizadas para la construccion de las
proteinas que requiere la plantula), en la formacion de organos reproductores y en la
senescencia de algunos organos como las hojas (en este proceso las proteinas se degradan y
sus aminoacidos son transportados y almacenados en aquellos lugares donde se sinteticen
nuevas proteinas). Aunque las proteasas usualmente estan de este modo vinculadas al
metabolismo primario de la planta, en la movilizacion de las reservas y en el recambio
proteico, existen evidencias de que algunas proteasas cumplen otras funciones, por ejemplo
actian en interaccion con otros organismos. Obviamente, las proteasas de plantas insectivoras
actuan de este modo. Estas proteasas con un pH optimo de accién acido, son capaces de
digerir las proteinas de una presa capturada y obtener de esta forma nutrientes para su

mantenimiento (Boller, 1986).
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En definitiva, la proteodlisis es responsable del mantenimiento celular y de la respuesta
al estrés mediante la remocion de proteinas anormales y/o mal plegadas, aporta los
aminoacidos necesarios para fabricar nuevas proteinas, ayuda en la maduracion de zimégenos
y hormonas peptidicas mediante escisiones limitadas y controla el metabolismo, la
homeostasis y el desarrollo, disminuyendo la abundancia de enzimas claves y proteinas
regulatorias, asi como la muerte celular programada de ciertas células y organos de la planta

(Vierstra, 1996).

1.2.2.2. Cantidad de enzimas proteoliticas en los vegetales

Las enzimas proteoliticas normalmente se encuentran en cantidades relativamente
bajas y a menudo son dificiles de detectar. La presencia de cantidades extremadamente altas
de enzimas proteoliticas en algunos tejidos es dificil de explicar. Ellas podrian actuar como
alomonas, en defensa contra agentes patogenos, parasitos y herbivoros (Dussourd, 1993).

Aparentemente, diferentes recursos genéticos han sido utilizados en un proceso de
convergencia evolutiva para la sobreproduccion y acumulacion de proteasas en diferentes
familias vegetales. A esta clase de enzimas que se producen en cantidades que exceden el
potencial necesario para el recambio proteico se las denomina “proteasas no dispensables” o
“proteasas secundarias” en obvia analogia con los metabolitos secundarios de las plantas y
estarian destinadas a interactuar con otras especies vegetales o animales con funciones de
proteccion o de defensa (Boller, 1986).

Entre las proteasas altamente abundantes en latex, en tejidos vegetativos y en frutos se
encuentran fundamentalmente las proteasas cisteinicas y las serinicas.

Las proteasas presentes en el latex de algunas especies representan mas del 50% del
total de las proteinas. La principal proteinasa del latex de frutos de papaya, papaina (EC
3.4.22.2), se encuentra en una concentracion tal que excede en dos veces la cantidad necesaria
para el recambio de las proteinas del fruto (Glazer & Smith, 1971). También ficina (EC
3.4.22.4), presente en el latex de higos, se encuentra en cantidades abundantes. Asimismo,
tanto en partes vegetativas como en frutos de varias especies pertenecientes a la familia
Bromeliaceae se observan grandes cantidades de enzimas proteoliticas. A estas proteasas

también se las llamo “proteinas prescindibles” (Adams & Rinne, 1981). Es ademas interesante
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destacar que las proteasas cisteinicas presentes en cantidades elevadas en familias vegetales
no relacionadas muestran un alto grado de similitud con respecto a sus caracteristicas
bioquimicas (estabilidad, pH Optimo, temperatura Optima), a su especificidad y ain a sus
estructuras primaria y secundaria. Estas proteasas son a menudo consideradas prototipos de
peptidasas cisteinicas vegetales. Sin embargo, esto no es necesariamente cierto. Las
peptidasas cisteinicas que han evolucionado para realizar funciones primarias, por €j. para la
movilizaciéon de proteinas de reserva en las semillas, pueden ser diferentes. Una proteinasa
cisteinica de Vigna involucrada en la ruptura de la principal proteina de reserva de la semilla
ha sido purificada a partir de semillas germinadas. Esta enzima presenta una masa molecular
de 23 kDa, como la papaina, pero difiere considerablemente en su especificidad. Mas aun, la
proteasa de Vigna es mucho mas sensible que papaina a elevadas temperaturas y tiene una
marcada tendencia a fragmentarse por procesos autoliticos. La peptidasa cisteinica que
hidroliza la proteina de reserva endogena durante la germinacion del maiz, aunque soélo ha
sido caracterizada parcialmente, parece diferir en varios aspectos de aquellas proteasas que se
encuentran en cantidades elevadas. La sorprendente similitud bioquimica de las proteasas
cisteinicas altamente abundantes no indicaria un ancestro comin, como se ha sugerido, sino
mas bien una convergencia evolutiva como resultado de una funcion defensiva comin. En
efecto, es de esperar que aquellas proteasas que se acumulan para propositos defensivos
presenten una elevada estabilidad, una amplia especificidad de sustrato y la falta de una
tendencia autolitica. Estas propiedades, caracteristicas indispensables para la accion de estas
enzimas, las distingue de otras proteinasas, como por ejemplo las que actuan en el proceso de

germinacion (Boller, 1986).
1.2.2.3. Deteccion y localizacion enzimatica in situ

La histoquimica enzimatica permite evidenciar la presencia de enzimas especificas en
el sitio donde éstas se localizan, dentro de las células intactas. Esto es posible a través del uso
de sustratos naturales o artificiales capaces de penetrar en el tejido y reaccionar con la enzima
de interés. De este modo, el tejido vegetal fresco conteniendo la enzima se prepara para la
histoquimica enzimatica mediante fijacion por congelamiento y posteriormente se incuba en

una solucion del sustrato especifico para la clase de enzima considerada. Después de la
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reaccion enzimatica, el producto de reaccion formado puede localizarse dentro de las células y
tejidos intactos mediante microscopia optica, de fluorescencia o electronica de transmision.
Para las peptidasas en particular se proponen como métodos de localizacion enzimatica in situ

los de “film sustrato” de Denker y de Fratello (Bhalla ef al., 1986).

1.2.2.4. Peptidasas de latex

Muchas plantas, especialmente de climas tropicales y subtropicales, exudan un latex
rico en enzimas digestivas. Entre las enzimas proteoliticas mas abundantes en latex figuran las
proteasas cisteinicas y serinicas. Por otra parte, las proteasas asparticas no aparecen en la lista
de las proteasas altamente abundantes en los vegetales.

Varias peptidasas cisteinicas muy activas fueron aisladas a partir de latex de Carica
papaya (Caricaceae) y de ciertas especies de higos (Moraceae), siendo las mas intensamente
estudiadas con relacion al mecanismo de catalisis y a la estructura. Estas proteasas son
producidas comercialmente en gran escala y utilizadas en una variedad de aplicaciones
industriales (Kimmel & Smith, 1957; Glazer & Smith, 1971).

Si bien pareciera que la presencia de elevada actividad proteolitica es tipica en todas
las plantas con latex, o al menos en muchas familias, ello no es una regla general: por
ejemplo, Hoya carnosa (Asclepiadaceae) no presenta actividad proteolitica medible, al igual
que Acanthera spectabilis y Vinca minor (Apocynaceae). Es un caso a tener en cuenta el de la
familia Moraceue, donde Robbins & Lamson (1934) encontraron que de 16 especies
estudiadas del género /“icus, 7 de ellas no manifestaban actividad proteolitica considerable.
Un aspecto interesante es que la actividad especifica (unidades por mg de proteina) fue casi
idéntica para 16 variedades diferentes de /“icus carica, aunque el contenido de proteinas varia
marcadamente. También fue constante la actividad especifica para especies del género [“icus
cosechadas en distintos lugares y en distintas épocas del afio. Estos datos indicarian que la
actividad especifica es caracteristica de cada especie pero no necesariamente del género
(Williams er al., 1968).

Ademais, la especificidad de las proteinasas cisteinicas de Carica, Ficus y Asclepias
son muy similares en su accion sobre la cadena B de la insulina (Lynn, 1983). Este
comportamiento puede obedecer, como se menciond anteriormente, a una evolucion

convergente de las proteasas de latex (Boller, 1986).
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1.2.2.4.1. Peptidasas de¢ Caricaceae

A partir del latex de frutos de Carica papaya L. (Caricaceae) Brocklehurst & Salih
(1983) aislaron al menos 4 proteasas cisteinicas mayoritarias con propiedades enzimaticas
similares, aunque diferenciables por sus actividades relativas sobre diferentes sustratos
(Glazer & Smith, 1971), por su reactividad frente a reactivos sulfhidrilicos (Baines &
Brocklehurst, 1982) y por su basicidad (Brocklehurst & Salih, 1983).

El menor constituyente del latex de papaya, papaina, pudo ser facilmente cristalizada
(Robinson, 1975) y muy bien caracterizada desde un punto de vista bioquimico y biofisico
(Kimmel & Smith, 1957, Amon, 1970; Glazer & Smith, 1971; Syu et al., 1983). Se le
determino la secuencia de aminoacidos (Hussain & Lowe, 1970) y la estructura cristalina
(Kamphuis ef al., 1984). Ademas se analiz6 muy bien su mecanismo de accién enzimatica
(Brocklehurst et al., 1981). Segun los trabajos de Cohen er al. (1986) se logro clonar y
secuenciar el ADN que codifica a la papaina, el que posteriormente se pudo expresar en
Escherichia coli (Cohen et al., 1990) y en Saccharomyces cerevisiae (Vemet et al., 1993).

Dado que la mayoria de los trabajos se llevaron a cabo con latex de papaya seco,
disponible comercialmente, mas que con latex fresco, es dificil establecer el significado de las
diferentes variantes enzimaticas descriptas. Ellas pueden estar presentes en una planta
individual, representar enzimas de diferentes variedades de papaya o surgir artificialmente
durante el procesamiento del latex (Khan & Polgar, 1983). La secuencia N-terminal de las 4
proteasas mayoritarias fue comparada y mostréo gran homologia, indicando una familia de
genes intimamente relacionados (Lynn & Yaguchi, 1979).

Con posterioridad fueron aisladas y purificadas a homogeneidad, a partir del latex de
Carica papaya, otras tres tiolproteinasas: quimopapaina, papaya proteinasa IV y proteinasa I11
(Dekeyser ef al., 1994).

El latex de Carica candamarcensis resulta también similarmente rico en proteasas
(Walreavens et al., 1993; Jaziri, et al., 1994). Del mismo se aislaron, purficaron y
caracterizaron tres fracciones proteoliticamente activas: CC-1, CC-1I y CC-III. La fraccion
menos basica y mas activa, CC-I, fue posteriormente separada en dos componentes (CC-la y
CC-1b) los que presentan un 65,8% y un 66,5%, respectivamente, de residuos aminoacidicos

en comun con papaina (Walreavens et al., 1999).
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1.2.2.4.2. Peptidasas de Moraceae

Desde hace afios es bien conocido que el latex de especies del género Ficus
(Moraceae) presenta notoria actividad proteolitica. El nombre de ficina fue utilizado por
Robbins a partir de 1930 para denominar al polvo blanco purificado obtenido a partir de
algunos miembros del género. En 1992 la IUBMB recomend6 utilizar el nombre de ficaina
para referirse al componente proteolitico mayoritario del latex de Ficus glabrata (Barrett et
al., 1998).

Las proteasas presentes en el latex de Ficus carica (Sgarbieri, et al., 1964, Kramer &
Whitaker, 1964; Sugiura & Sasaki, 1974) y Ficus glabrata (Englund, et al., 1968; Williams &
Whitaker, 1969; Jones & Glazer, 1970; Kortt e al., 1974a y 1974b) son cisteinicas y se
asemejan mucho a las proteasas de papaya, ya que presentan similar especificidad de sustrato
frente a la cadena B de insulina, pH de acciéon oOptimo frente a caseina (cercano a la
neutralidad), puntos isoeléctricos elevados y son inhibidas por cistatina (Bjork & Ylinenjarvi,
1990).

A partir de Ficus elastica se logré aislar una proteasa denominada ficina E que,
sorprendentemente, se caracteriza por ser una peptidasa serinica con una masa molecular de
50 kDa, pH optimo de 6,0 y punto isoeléctrico acido (Lynn & Clevette-Radford, 1985), en
tanto que de Ficus pumila se aislé una proteasa cisteinica termoestable (ficaina p [) de 28,6
kDa de masa molecular, pH 6ptimo alcalino y pl superior a 9,3 (Perell6 et a/., 2000).

Dentro de la misma familia se estudio el latex de Maclura pomifera (Lépez et al.,
1993; Lopez, 1995) del que también se logré aislar y caracterizar una peptidasa
(glicoproteina) del tipo de las serinicas, de masa molecular 65 kDa, pH optimo alcalino, que
se inhibe completamente frente a diisopropilfluorofosfato y cuya especificidad respecto de
sustratos sintéticos y de la cadena B de la insulina es similar a cucumisina, proteinasa de
Cucumis melo (Cucurbitaceae). Estos datos juntamente con la secuencia N-terminal sugieren

que esta proteasa perteneceria a la familia de las subtilisinas (Rudenskaya et al., 1995).

1.2.2.4.3. Peptidasas de Euphorbiaceae

Si bien la familia Fuphorbiaceae se caracteriza por producir latex con importante
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actividad proteolitica, es de hacer notar que son escasos los estudios acerca del aislamiento y
caracterizacion de las proteasas presentes. Dentro del género Euphorbia, las especies mas
estudiadas fueron: E. lathyris, E. pulcherrima y E. cyparissias de las que se obtuvieron:
euforbaina I, euforbaina p y euforbainas y,;, respectivamente, todas ellas proteasas de tipo
serinicas de elevado peso molecular (Lynn & Clevette-Radford, 1988). Mas recientemente, a
partir del latex de Fuphorbia supina también se obtuvo una proteasa serinica con una masa
molecular de 80 kDa, amplia especificidad de sustrato, pH optimo 8,0 sobre caseina y una
secuencia aminoacidica N-terminal muy similar a cucumisina, proteasa aislada de Cucumis
melo (Arima et al., 2000). Dentro del género Hevea la tnica especie estudiada es Hevea
brasiliensis, de cuyo latex se aislaron tres proteasas serinicas: hevaina a, hevaina b y hevaina |

(Lynn & Clevette-Radford, 1986).

1.2.2.4.4. Peptidasas de Asteraceae

A partir del latex de raices de Turaxacum officinale (Asteraceae), en el afio 1998
Rudenskaya ef al. lograron aislar y caracterizar una proteinasa serinica a la que denominaron
taraxalisina. La misma presenta un pH optimo de 8,0 frente a un sustrato peptidico sintético
especifico para proteinasas serinicas, una masa molecular de 67 kDa y un pl de 4,5. En lo que
respecta a especificidad de sustrato y secuencia N-terminal manifiesta caracteristicas similares

a cucumisina y maclurisina.

1.2.2.4.5. Peptidasas de Apocynaceae

En el latex de 7abernamontana grandiflora se detecto la presencia de una proteinasa
cisteinica altamente activa, denominada tabernamontanaina (Jaffé, 1943).

Una proteasa cisteinica llamada ervatamina fue aislada y caracterizada a partir del
latex de Ervatamia coronaria. L.a misma se caracteriza por ser altamente estable, presentar
una masa molecular de 25 kDa, un pH 6ptimo de 7,5-8,0 y una temperatura de accion optima
de 50°C. La secuencia aminoacidica N-terminal mostré considerable similitud con papaina y
bromelaina (Sundd er al., 1998). Mas recientemente, se aislaron, purificaron y cristalizaron
dos tiol proteasas denominadas ervatamina B y ervatamina C (Chakrabarti et al., 1999; Kundu
et al., 2000).
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1.2.2.4.6. Peptidasas de Asclepiadaceae

Si bien la familia Asclepiadaceae R. Br. esta constituida por 250 géneros y casi 2.000
especies que se caracterizan por desarrollar laticiferos, solamente han sido estudiadas las
proteasas contenidas en el latex de algunas especies pertenecientes a cuatro géneros: Araujia,

Asclepias, Calotropis y Morrenia.

1.2.2.4.6.1. Peptidasas del Género Araujia

Una peptidasa cisteinica fue aislada y caracterizada a partir del latex de frutos de
Araujia hortorum Fournier: araujiaina hl. La misma presenta una masa molecular de 25,5 kDa
determinada por espectrometria de masas (EM), un pl mayor a 9,3 y al igual que calotropina [
y II obtenidas de Calotropis procera presenta el residuo N-terminal bloqueado. En
consecuencia, se le determind la secuencia de un péptido interno obtenido por tratamiento con
proteasa V8 revelando una elevada homologia con otras proteasas cisteinicas de origen
vegetal (Priolo et al., 2000).

Mas recientemente se purificaron dos nuevas proteasas: araujiaina hll y araujiaina hlll,
con masas moleculares de 23,7 y 23,5 kDa, respectivamente. El pl de araujiaina hll es de 8,9
en tanto que el de araujiaina hIll es superior a 9,3. La secuencia N-terminal de ambas mostro6

un elevado grado de homologia con papaina (Obregon et al., 2001).

1.2.2.4.6.2. Peptidasas del Género Asclepias

La presencia de enzimas proteoliticas en el latex de Asclepiadaceae fue reportada por
primera vez en Asclepias speciosa por Winnick ef al. (1940) quienes lograron aislar una
proteinasa sulfhidrilica a la que denominaron asclepaina (EC 3.4.22.7). A partir del latex de
Asclepias mexicana, Greenberg & Winnick (1940) aislaron asclepaina m, una enzima de
iguales caracteristicas, con maxima actividlad a pH 6,5-8,5 frente a hemoglobina
desnaturalizada y a pH 7,0-7,5 con ovoalbimina como sustrato.

El nombre de asclepaina fue también utilizado para describir las proteasas aisladas de

Asclepias syriaca (Brockbank & Lynn, 1979). La enzima de Asclepias glaucescens fue
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denominada asclepaina g para distinguirla de las otras asclepainas relacionadas (Barragan et
al., 1985; Tablero et al., 1991).

Carpenter & Lovelace (1943) estimaron en 3,11 el valor del punto isoeléctrico (pl) de
una proteasa aislada de Asclepias syriaca. Con el latex de esta especie, Brockbank & Lynn
(1979) realizaron nuevos estudios purificando y caracterizando dos asclepainas: asclepaina
A3 y asclepaina B5. Ambas son homogéneas, con masas moleculares de 23 y 21 kDa,
respectivamente, requieren agentes reductores y quelantes para manifestar su maxima
actividad frente a uniones ésteres, amidas y enlaces peptidicos y se inhiben con p-
cloromercuribenzoato, acido iodoacético y tetrationato de sodio. Contienen un grupo -SH
titulable por molécula, no son glicoproteinas y presentan notables diferencias en la
composicion aminoacidica. El pH optimo para hidrolizar la caseina es 7,5-8,5 para asclepaina
A3y 7,0-7,7 para asclepaina B5. Posteriormente, Lynn et a/. (1980a) separan cada una de las
asclepainas anteriores en 5 enzimas homogéneas (isoenzimas) las que difieren ligeramente en
su composicion de aminoacidos y muestran que A3 y BS frente a la cadena B de insulina
presentan un comportamiento esencialmente similar.

Asimismo, fue determinada la secuencia N-terminal de los dos grupos de asclepainas
aisladas de Asclepias syriaca (A y B) y se compararon con papaina, encontrandose un elevado
grado de homologia con la ultima. Sobre 21 aminoacidos determinados, asclepaina A mostro
un 57% de homologia con papaina y asclepaina B un 52% (Lynn et a/., 1980b). Estos
resultados indicarian que si bien las asclepainas provienen de plantas no relacionadas con
Carica papaya, fuente de papaina, probablemente compartan un gen ancestral comun con esta
enzima.

Luego Barragan ef al. (1985) y Tablero et al. (1991) han estudiado las distintas formas
moleculares de proteasas presentes en el latex de Asclepias glaucescens, que no difieren
significativamente de las presentes en las anteriores especies; si bien el pl varia de 3,6 a 9,2,
las proteasas mas abundantes, cuyo pl es superior a 9,0 tiene un peso molecular de 23 kDa y

su estructura secundaria es muy similar a la de papaina.

1.2.2.4.6.3. Peptidasas del Género Calotropis

Del latex de Calotropis gigantea se aislaron inicialmente dos cisteinilproteasas a las
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que Abraham & Joshi (1979a, 1979b) denominaron calotropaina-FI y calotropaina-FII; son
glicoproteinas de peso molecular (23-27 kDa), que muestran dos valores optimos de pH sobre
hemoglobina (4,3 y 8,1) y composicion aminoacidica similar.

Un estudio posterior llevado a cabo por Pal & Sinha (1980) revelo la existencia de dos
proteinasas adicionales, calotropina DI y DII, que pudieron cristalizarse y que poseen un
tinico maximo de actividad frente a azoalbimina (pH 7,5-8,0); su peso molecular esta dentro
del mismo rango (24 kDa), pero su composicion aminoacidica difiere cuantitativamente de las
anteriores.

Por otra parte, se encontré que tanto calotropina DI como calotropina DII presentan el

residuo N-terminal bloqueado (Sengupta ef al., 1984).

1.2.2.4.6.4. Peptidasas del Género Morrenia

Los unicas referencias sobre este género corresponden a los estudios relacionados con
el presente trabajo de tesis doctoral. Del latex de frutos de Morrenia brachystephana Griseb.
se reporto la purificacion y caracterizacion de una proteasa sulfhidrilica de Mr 22,1 kDa y pl
mayor que 9,3 (Arribére e al., 1996). A partir de latex de parte vegetativa aérea de Morrenia
brachystephana Griseb. (Arribére et al,, 1998, Vairo Cavalli, et al., 2001) y de Morrenia
odorata (Hook. et Arn.) Lindley (Arribére ef al., 1999, Vairo Cavalli, ef a/., 2001) también se

lograron aislar proteasas cisteinicas.

1.2.3. Importancia econémica de las enzimas proteoliticas: usos y aplicaciones

Las enzimas proteoliticas, al igual que la mayoria de los productos naturales, han sido
utilizadas durante mucho tiempo en forma empirica, especialmente en matena de
alimentacion y salud. Un buen ejemplo lo constituye el empleo del jugo de mamon (Carica
papaya) con el que los habitantes de muchas regiones de Centro y Sudamérica hacen mas
tiernas las cames que consumen. Las proteasas contenidas en dicho jugo provocan la
hidrolisis parcial de las proteinas del tejido conectivo (colageno y elastina) y en menor grado
las de las mismas fibras musculares (Lopez, 1995). Del mismo modo, el latex de algunas

especies del género /icus era tradicionalmente utilizado en el tratamiento de ciertas
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parasitosis intestinales (Caffini e al., 1989, Lopez et al., 1994; de Amorin ef al., 1999). Ya en
1930 Robbins establecid la relacion de causalidad entre el efecto antihelmintico observado y
la presencia de actividad proteolitica en el latex de Ficus laurifolia.

Con el tiempo las aplicaciones de las enzimas proteoliticas fueron incrementandose y
hoy son multiples los procesos industriales en que se utilizan, por ejemplo, en la tiernizacion
de carnes, en la elaboracion de cerveza, en la produccion de quesos, en la industria de la
panificacion, en la obtencion de proteinas modificadas para su uso en alimentacion humana y
animal, en la manufactura de cueros y polvos detergentes, asi como en el procesado de fibras
textiles y tratamiento de efluentes industriales, ademas de su utilizacion en la industria
farmacéutica (Lopez, 1995).

También estas enzimas hoy son utilizadas en quimica bioorganica en -medios no
convencionales para la sintesis de pequefios péptidos bioactivos o de péptidos empleados en
nutricion (Klibanov, 1986). Este altimo aspecto ha llamado la atencion en los ultimos afios,
dado que tradicionalmente la catalisis enzimatica fue concebida como un proceso viable sélo
en fase acuosa. Sin embargo, recientes investigaciones han descartado esta idea,
demostrandose concluyentemente que las enzimas pueden ser activas en solventes organicos.
El interés por desarrollar procesos enzimaticos en fase organica ha crecido notablemente en
las ultimas décadas, por cuanto representan una interesante alternativa a procesos de sintesis
quimica convencionales. La biocatalisis en fase organica no solo permite la expresion de la
funcionalidad de las enzimas sino que exhibe ventajas relevantes respecto de la biocatalisis en
fase acuosa, tales como cambios en el equilibrio de la reaccion, como consecuencia de la
alteracion del coeficiente de particion de sustratos y productos entre las fases de interés,
pudiendo favorecer la reaccion de sintesis y evitar la hidrolisis de péptidos, ésteres, amidas,
etc., facilidad de recuperacion de los productos y del biocatalizador, aumento de la
termoestabilidad del biocatalizador y aumento de la estereoespecificidad en la resolucion de
mezclas racémicas (Cesti et al., 1986).

Actualmente, en términos econdmicos, las enzimas proteoliticas representan casi las
dos terceras partes de las enzimas que se comercializan en el mercado mundial. La mayor
parte de estas enzimas provienen de fuentes microbianas, pero varias proteinasas vegetales
tales como papaina, bromelina y ficina siguen siendo preferidas en un gran namero de
procesos (Mantell ef al., 1985; Uhlig, 1998).
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Objetivos

Son numerosos los estudios etnobotanicos que hacen referencia al uso de especies
pertenecientes a la familia Asclepiadaceae R.Br. en medicina popular. El latex de estas
especies es empleado en el Norte y Centro de Argentina con aplicaciones que hacen presumir
la presencia de proteasas en el mismo.

En base a estos conocimientos previos se ha planteado una estrategia experimental
destinada a conocer los caracteres morfoanatomicos, la ontogenia de las estructuras secretoras
de latex, la localizacion in situ de las enzimas proteoliticas que pudieran contener y
finalmente lograr el aislamiento, purificacion y caracterizacion de las mismas.

En funcion de lo expuesto se han planteado los siguientes objetivos especificos:

e realizar estudios anatdmicos generales en las especies del género Morrenia que crecen en
la Provincia de Santa Fe: Morrenia brachystephana Griseb. y Morrenia odorata (Hook. et
Arn.) Lindley.

o efectuar estudios ontogenéticos y ultraestructurales de laticiferos.

e localizar y detectar mediante técnicas histoquimicas las fitoproteasas presentes en el latex

de las partes vegetativas aéreas de las especies estudiadas.

e aislar, purificar y caracterizar las preparaciones enzimaticas obtenidas.
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Alcances

brindar un aporte al conocimiento de la flora autdctona argentina.

ofrecer la informacion basica necesaria sobre las peptidasas aisladas, a fin de evaluar la
posibilidad de que puedan ser eventualmente aprovechadas en la industria farmacéutica
y/o alimentaria, en reemplazo de aquellas empleadas en la actualidad y que son objeto de

importacion.
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Materiales y Métodos

4.1. Material Vegetal

4.1.1. Descripcién exomorfolégica de las especies estudiadas

MORRENIA BRACHYSTEPHANA GRISEB.

Exomorfologia. Morrenia brachystephana. Voluble, con ramas de 3-4 m. Hojas ovado-
oblongas o subtriangulares, hastadas, truncadas o brevemente cordadas, pubescentes.
Inflorescencias umbeliformes, paucifloras. Flores pediceladas, pequefias, blanco-verdosas.
Caliz de lacinias lanceoladas, finamente pubescentes en ambas caras. Corola subroticea.
Corona blanca tubulosa-campanulada. Ginostegio sésil. Anteras con membrana apical
suborbicular; retinaculo subovoide; caudiculas subhorizontal, arqueada;, polinios anchos.
Apéndice estigmatico cortisimo, formado por dos botoncitos subconicos. Foliculos ovoides de
superficie rugoso-verrugosa, con aspecto cerebroide. Semillas subovoides, verrugosas con

espermopapo (Meyer et al., 1979).
Material examinado

ARGENTINA. Prov. Santa Fe: Dpto. Gral. Obligado: Rio Nah Tulipague, 10-1-1937,
Ragonese (s/n) (SF);, Tacuarembo, 10-XI1-1983, Pire 5045 (UNR); Dpto. 9 de Julio: Eleodoro
Ramos, 29-X1-1983, Prado 5651 (UNR); Dpto. San Cristébal: Estancia “La Fortuna”, 27-XII-
1983, D'Angelo 700 (SF); bpto. San Martin: canaleta central San Antonio, 21-11I-1985,
Vegetti 335 (SF), Sastre, 22-111-1985, Vegetti 351 (SF);, Dpto. Iriondo: Ea. Los Aromos
Correa, 28-1-1983, Lewis 4360 (UNR); Dpto. Rosario: Rosario, 26-1X-1986, Franceschi 8152
(UNR); Funes, 23-11-1997, Cortadi 1271 (UNR) y material en cultivo (Lam. III).
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Morrenia brachystephana Griseb.

L.amina I11]
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MORRENIA ODORATA (HOOK. ET ARN.) LINDLEY
Sinonimo: Cynanchum odoratum Hook. et Arn.

Exomorfologia. Morrenia odorata es una sufritice voluble, con ramas finamente
pubescentes. Hojas triangular-hastada o sagitadas, agudas, de ldbulos basales obtusos, las
inferiores ovado-lanceoladas, pubescentes sobre todo en la cara abaxial, con glandulas en la
base y en el apice del peciolo. Inflorescencias pauci o multifloras. Flores pediceladas,
grandes, de perfume agradable. Caliz con lacinias lineares con glandulas en la base de la cara
intema. Corola rotacea pubescente. Corona blanca tubulosa. Ginostegio brevemente
estipitado; retinaculo subrombico; caudicula con pliegue transversal, polinios elipsoides.
Apéndice estigmatico corto, conico, partido en el apice. Foliculos ovoides, grandes, lisos.

Semillas aplanadas, de contorno oblongo, con diminutas rugosidades (Meyer et a/., 1979).

Material examinado

ARGENTINA. Prov. Santa Fe: Dpto. Gral Obligado: 17-X11-1980, Pire 2947 (UNR);
Villa Guillermina, 17-X-1997, Di Sapio, 1411 (UNR); Dpto. 9 de Julio: Logroiio, 14-XII-
1982, Prado 3989 (UNR), Ruta 95 cruce Pozo Borrado, 15-XI-1988, Pensiero 3429 (SF);
Dpto. San Javier: R11 Ao. Toba, 14-12-82, Prado 4240 (UNR); Dpto. San Justo: 5 Km al O.
Nare- Cafiada Nare, 28-X11-1985, Pensiero 2419 (SF); Dpto. San Cristobal: Nueva Italia, 8-
X11-1984, Prado 6812 (UNR); Ea. La Fortuna, 24-111-1985, Prado 7329 (UNR); R 38 (20 Km.
al O. El Rifle) 26-X1-1983, Prado 5599 (UNR), Dpto. Rosario: Funes, material en cultivo
(Lam. 1V).
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Morrenia odorata (Hook. et Arn.) Lindley

l.amina IV
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4.1.2. Estudios anatomicos

Se trabajo con muestras procedentes de ejemplares de los herbarios de SF y UNR,
citados conforme a las siglas que figuran en Holmgren et al. eds. Index Herbariorum, 8" ed.,
1990. Dichas muestras fueron previamente hidratadas y fijadas en F.A.A. (formaldehido,
alcohol, acido acético) (D’Ambrogio, 1986). También se dispuso de material fresco
coleccionado por la autora, que se encuentra depositado en el herbario de la UNR.

De los ejemplares estudiados se incluyeron en parafina raices, tallos, hojas (limbo y
peciolo), frutos y semillas, los que se cortaron con micrétomo tipo Minot.

Las raices, tallos -con estructuracion primaria y secundaria-, peciolos, limbos y frutos
se cortaron transversalmente a 10-12 pum de espesor y fueron posteriormente coloreados
mediante las siguientes tinciones: coloracion doble de safranina—fast green (Strittmater, 1979)
y metacromatica de violeta de cresyl (Strittmater, 1980).

Para el estudio de la ontogenia y desarrollo de los laticiferos se emplearon cortes
seriados de 8 um de espesor, tanto longitudinales como transversales de semillas inmaduras,
maduras, plantulas y tallos adultos. Las secciones asi obtenidas se tifieron con hematoxilina
Harried’s eosina (Johansen, 1940).

Los cortes, previamente deshidratados, se montaron con balsamo de Canada.

Se estudiaron las epidermis y la vascularizacion en hojas adultas, para lo cual se
diafanizaron empleando la técnica de Strittmater (1973). La arquitectura foliar se describio
siguiendo la terminologia prdpuesta por Hickey (1974).

Con el empleo del tubo de dibujo se calculd el indice estomatico y la densidad de
estomas por unidad de superficie (Wallis, 1965) en base a la lectura de 20 campos efectuada
para cada cara de la hoja en 5 ejemplares de cada una de las especies estudiadas.

En las mismas muestras se midio el tamafio de los estomas, en el presente caso
representado por la longitud de las células oclusivas (Willmer, 1986), y se establecio el indice
de empalizada segin el método propuesto por Wallis (1968).

La densidad del indumento se determin6 en 20 campos de 0,01 mm”. Los resultados se
expresan en términos de media + | desvio estandar.

Los tallos fueron disociados empleando la técnica de Boodle (1916). El material

obtenido fue coloreado con safranina diluida y montado con gelatina-glicerina.
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Se midio la longitud y el diametro medio de los elementos celulares del xilema
correspondientes a 5 individuos de cada especie estudiada y posteriormente se calcularon los
valores promedio y los maximos y minimos absolutos para cada especie.

Las mediciones se realizaron con microscopio optico provisto de un ocular calibrado.

Los dibujos son originales y fueron realizados por la autora utilizando tubo de dibujo
Optiphot en combinacion con un microscopio Nikon Alphaphot. Las representaciones
esquematicas se realizaron segun signos convencionales de Metcalfe & Chalk (1950). Las
fotomicrografias fueron tomadas en un microscopio Zeiss Axiolab equipado con equipo
fotografico MC 80 con pelicula Kodak Gold 100-6.

Los preparados definitivos obtenidos se hallan en la histoteca de la Catedra de

Botanica de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la U.N.R.

4.1.2.1. Observacion de epidermis con MEB

Para la observacion con MEB de las epidermis adaxial y abaxial de la hoja se
selecciond una porcion del tercio medio de la lamina que comprendiera el nervio medio.

El material fresco se fijo durante 2 horas en una solucion de glutaraldehido al 4 % en
cacodilato de sodio 0,1 M a pH 7,2 (Boyde ef al., 1977, O'Braien, 1981, D’ Ambrogio, 1986).

A continuacion se emplearon dos métodos de secado:

Para la observacion y determinacion de tipos de ceras epicuticulares se
procedio a secar la muestra al aire; para ello se lava el material ya fijado con agua
destilada y se procede a deshidratar con una serie de alcoholes de graduacion
ascendente hasta alcohol absoluto, sin emplear acetona. En este momento se adhiere la
muestra con una cinta doble faz al portamuestras metalico y se coloca en un desecador
con silica gel durante toda la noche como minimo.

Para la observacion de los distintos tipos de pelos se procedio a secar la
muestra segun el método de punto critico a los fines de evitar alteraciones que se
producen en los tejidos debido a la fuerza desarrollada por la tension superficial del
liquido que se evapora.

El material fijado se lava con agua destilada y se deshidrata por pasaje a través

de una serie de soluciones acuosas de acetona de graduacion ascendente. Luego se
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coloca el material en capsulas BEEN y éstas se ubican en un recipiente metalico de
cierre hermético que contiene acetona, la que es paulatinamente reemplazada por
dioxido de carbono liquido. Esta operacion se realiza a 10°C y 50 atmosferas de
presion. A continuacion se eleva lentamente la temperatura hasta alcanzar los 31°C y

la presion se aumenta de 50 a 75 atmosferas; en este momento el COp liquido pasa al

estado gaseoso y la muestra se encuentra seca. En estas condiciones se pega la muestra

con grafito coloidal o con cinta doble faz al portamuestras metalico (Cohen, 1977,

1979).

Las muestras secadas al aire o por el método del punto critico se han de metalizar.
Para ello primeramente se hace evaporar carbono en alto vacio (el carbono se aloja en lugares
de la muestra donde el metal no puede penetrar), luego se realiza un bafio metalico de oro
empleando un evaporador marca Vecco que opera a 1500 Voltios y 70 mmHg en atmosfera de
argon durante un tiempo de 10 minutos; la pelicula metalica tendra aproximadamente 20 nm
de espesor (Mercer et al., 1972, O'Braien et al., 1981).

Las observaciones se realizaron con un microscopio electronico de barrido marca Jeol
modelo 35-C. El instrumento oper6 con una tension de aceleracion de 15 Kv y se utilizé un
sistema de deteccion de electrones secundarios (Ipohorski et al., 1981) perteneciente al Centro
Regional de Investigacion y Desarrollo de Santa Fe (CONICET) y un microscopio Jeol JSM
35 CF del Centro Regional de Investigaciones Basicas y Aplicadas de Bahia Blanca
(CONICET).

4.1.2.2. Observacion de cristales de oxalato de calcio

Los cristales de oxalato de calcio se pusieron en evidencia con luz polarizada
empleando un microscopio Zeiss Axiolab y el cation calcio se detectd por difraccion con
rayos X, SEM-EDAX (Ipohorski et a/., 1981).

Los datos cualitativos referidos a la determinacion del cation que forma parte de los
cristales presentes en los distintos parénquimas de las especies estudiadas se realizo en base a
la espectroscopia dispersiva de energia EDAX.

El material en estudio se fi)6 en formol, acido acético y alcohol de 96° (FAA). Luego se

realizaron a mano alzada cortes longitudinales de peciolo y cortes transversales de hoja.
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Los cortes se deshidrataron en alcoholes de graduacion ascendente, pasandolos por
ultimo a acetona, posteriormente se adhirieron por medio de una cinta doble faz al
portamuestras metalico del microscopio de barrido y se colocaron en un desecador con silica
gel toda la noche. Una vez secas las muestras se procedio a metalizarlas de la misma manera
que en el caso anterior.

El microscopio electronico de barrido marca Jeol 35-C esta equipado con un detector de
rayos X dispersivo de Silicio/Litio que esta acoplado a un analizador y computador EDAX.

La técnica de analisis de rayos X con microsonda de electrones (EPXMA) permite
detectar aquellos elementos cuyo niimero atdmico esté comprendido entre 11 (sodio) y 92

(uranio) (Ipohorski et al., 1985; Van Steveninck et al., 1991).
4.1.2.3. Observacion de laticiferos con MET

Para la observacion de los laticiferos por MET es necesario trabajar con material vivo
cuidadosamente procesado (Hall & Hawes, 1991). El material en estudio debe ser fijado lo
mas rapido posible. En caso que sea necesario trasladar el material, el mismo se coloca en
camaras himedas con aire, teniendo la precaucion de sellar el extremo del corte originado en
el momento de la recoleccion, con el objeto de evitar la pérdida de la presion del laticifero y el
deposito de artificios post-morten (Roland et al., 1991). El material a fijar se corta bajo la lupa
inmerso en el reactivo fijador, las piezas se someten a una primera fijacion, para ello se
emplea glutaraldehido al 4% en cacodilato de sodio 0,1 M a pH 7,4 durante una hora a
temperatura ambiente. Luego se lava durante 20 minutos en solucion de sacarosa al 10% en
buffer fosfatos 0,1 M. A continuacion se realiza una post-fijacion empleando una solucion de

OsO4 al 1,5 % en buffer fosfatos 0,IM pH 7,2 durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lava

con agua destilada y se continia con una deshidratacion en acetona de concentracion
ascendente y finalmente el material se incluye en resinas Spurr (Union Carbide International
Co.). Los tacos se tallan en forma de piramide truncada con una superficie de corte de 100
um. de largo, que incluye el material a cortar. Se obtienen secciones finas y ultrafinas, éstas
ultimas de 60 nm de grosor, con un ultramicrétomo provisto con cuchilla de diamante. Los
cortes finos se colorean con violeta de cresyl (Strittmater 1980). Las secciones ultrafinas se

colocan sobre la cara opaca de grillas de cobre de 200 mesh. A continuacion se realiza una
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“doble” coloracion, empleando en primer término una solucion acuosa de acetato de uranilo al
2,5% durante 20 minutos, seguida por la coloracion con la solucion de Reynolds o solucion de

citrato de plomo, durante 4-5 minutos; en este paso se debe evitar la contaminacion con CO»

atmosférico y a continuacion se lava con agua destilada (Mercer ef al., 1972; O’Braien et al.,
1981; D'Ambrogio, 1986; Roland ef al., 1991). Se escurren, se secan las grillas y se procede a
la observacion, usando en este caso un MET marca Philips EM 201 de la facultad de
Bioingenieria de Universidad Nacional de Entre Rios y un MET Jeol — JSM - 100C X II del
Centro Regional de Investigaciones Basicas y Aplicadas de Bahia Blanca (CONICET).

4.2. Deteccion y localizacion in situ de enzimas proteoliticas

Para detectar la actividad proteolitica se propone un procedimiento en el cual secciones
nativas de tejidos que contienen proteasas son colocadas en contacto con un delgado film
cubierto por un sustrato de alto peso molecular, como por ejemplo gelatina. El sustrato se
degrada por accion de la enzima, formandose productos solubles de bajo peso molecular
(Bhalla et al., 1986).

Otro procedimiento sugerido para la localizacion de actividad proteolitica se basa en la
incubacion de secciones fijadas, cortadas por congelacion, sobre un film fotografico color
procesado no expuesto, donde las capas de gelatina coloreadas son progresiva y
secuencialmente digeridas por las proteasas presentes en la seccion de tejido. Después de
terminada la reaccion, la preparacion es montada sobre un portaobjetos y observada con

microscopio optico (Adams & Tuquan, 1961).
4.2.1. Método del film-sustrato de Denker

Denker (1974) desarrollé un procedimiento que emplea como sustrato gelatina sin teiiir,
debido a que los colorantes usados en estos procedimientos podrian actuar como potenciales
inhibidores de las enzimas proteoliticas.

Para realizar la determinacion de proteasas en cortes longitudinales de tallo se procedio

del siguiente modo:
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e Se cubrio un portaobjetos con una solucion de gelatina al 5% llevada a 50°C. La misma se
dejo solidificar a temperatura ambiente y se guardo en camara himeda a 4°C durante una
noche.

e Se trato durante una hora a temperatura ambiente con una mezcla de alcohol 50°y formol
al 40%, se lavd con agua destilada durante 20 minutos y se seco al aire.

e Se hidrato el gel con NH,OH al 7% a temperatura ambiente y se secd con aire.

e Se ubico la seccion realizada con criostato Microm Zeiss HM 500 a —20°C sobre la capa
de gelatina y se incubé en camara himeda a 37°C durante 4 horas como minimo. Se
detuvo la reaccion por inmersion del portaobjetos en una solucion de formaldehido al 4%.

e Se enjuagod con agua desionizada durante 25 min.

e Se tifid con azul de toluidina al 0,5% en buffer borato pH 10,0 a 4°C durante 30 minutos,
se enjuago, deshidrato y clarificd. Luego se montd en medio sintético (canadax, Biopur) y
se observo con microscopio optico.

o Las fotomicrografias fueron tomadas en un microscopio Zeiss Axyolab provisto de un

equipo fotografico MC 80 con pelicula Kodak Gold 100-6.
4.2.2. Método del film-sustrato de Fratello

Es un método en el cual las secciones de tejido se disponen sobre una pelicula color
procesada, no expuesta, que presenta tres capas de gelatina superpuestas, coloreadas, que
impregnan una matriz de nitrocelulosa. La capa mas externa es amarilla y de un espesor
aproximado de 5,5 pm, la central es magenta de 4,5 uym y la mas interna es azul y tiene
alrededor de 6 um de espesor.

Cuando la seccion de tejido es colocada sobre la emulsion del film, las capas coloreadas
son progresiva y secuencialmente digeridas.

Este método es muy sensible porque las capas de gelatina son mas finas que en un film
monocromatico, de esta manera, puede hacerse una apreciacion preliminar de la intensidad de
la actividad proteolitica en los distintos tejidos, lograndose una semicuantificacion de la
actividad enzimatica (Fratello, 1968).

Para demostrar la presencia de proteasas por este método se hicieron secciones

transversales de tallo de 10 pm de grosor con un criostato Microm Zeiss HM 500 a-20°C y se
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procedio de la siguiente manera:

e Se humedecid la pelicula color de diapositivas (Kodak 5045 EB 100) con buffer fosfatos
0,1 M pH 6,5 con EDTA y cisteina SmM hasta que la gelatina se hidrato.

¢ Se colocaron las secciones de corte directamente sobre la cara procesada no expuesta del
film.

e Seincubd en camara humeda a 37°C durante 20 minutos.

e El film se dejo6 secar y se montd sobre un portaobjeto.

e Las fotomicrografias fueron tomadas en un microscopio Zeiss Axyolab provisto de un

equipo fotografico MC 80 con pelicula Kodak Gold 100-6.
4.3. Obtencion de extractos crudos conteniendo proteasas

Mediante incisiones transversales de tallos y peciolos se provoca la exudacion de un
latex semifluido, de color blanco, que se recoge inmediatamente sobre buffer citrico-fosfato
0,1 M de pH 6,5 conteniendo EDTA y cisteina, ambos en concentracion 5 mM. La adicion de
EDTA al medio es necesaria a fin de impedir la accion de las fenoloxidasas, que poseen Cu**
en su centro activo (Anderson, 1968). Por su parte la cisteina permite mantener el medio
reductor. Con el objeto de minimizar procesos de autodigestion y a los efectos de evitar la
desnaturalizacidn proteica, la temperatura se mantuvo a 4°C, mediante bafio de hielo-agua,
durante el proceso de obtencion de las muestras.

La dispersion resultaﬁte (9% de latex v/v) se diluyé 1:5 en el mismo buffer de
recoleccion y posteriormente se centrifugé a 10.000 x g durante 30 minutos a 4°C en una
centrifuga refrigerada Hermle Z 323 K, rotor 22078 V02. Esta etapa tiene como finalidad
eliminar restos vegetales y otros materiales insolubles como gomas, que generalmente forman
parte del latex. El sobrenadante, conteniendo las proteinas solubles, se denomina “extracto

crudo” y se conserva congelado (-20°C) o bien liofilizado hasta el momento de ser procesado.
4.4. Deteccion de proteasas in vitro: ensayos de actividad caseinolitica

La actividad proteolitica se ensayd sobre caseina tipo Hammarsten (Research
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Organics, Cleveland, OH, USA) como sustrato proteolitico. La preparacion se realizo
suspendiendo 1 g de caseina en 100 ml de solucién buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,5) y
calentando en un bafio de agua a ebullicion durante 20 minutos. La solucion resultante se
filtr6 en caliente por papel Whatman 3 MM, se llevo a volumen y se utilizo recién preparada.
La mezcla de reaccion consistio en 1,1 ml de solucion de caseina al 1% conteniendo cisteina
12 mM y 0,1 ml de solucidn de la preparacion enzimatica a ensayar. La reaccion se llevo a
cabo a 37°C y luego de 2 minutos se detuvo por la adicion de 1,8 ml de acido tricloroacético
al 5%. Con posterioridad, cada tubo de ensayo se sometido a centrifugacion a 3.000 x g
durante 20 minutos, midiéndose luego la absorbancia a 280 nm de los productos de hidrolisis
en los sobrenadantes. En forma paralela se realizaron ensayos en blanco, agregando el acido
tricloroacético en primer término.

Para expresar los resultados se definio una unidad arbitraria (Unidad caseinolitica,

Ucas)» que corresponde a la cantidad de enzima necesaria para producir un incremento de una

unidad de absorbancia a 280 nm al término de un minuto, en las condiciones de ensayo. Este
es el criterio para expresar la actividad enzimatica cuando se utilizan sustratos proteicos
(Sarath et al.,, 1989). La actividad especifica indica el nimero de Ucas por miligramo de

proteinas totales.
4.5. Purificacion preliminar mediante precipitacion acetonica fraccionada

A efectos de eliminar impurezas solubles como carbohidratos y flavonoides y de
concentrar los extractos crudos en proteinas, se realizé una purificacion preliminar mediante
el agregado sucesivo de diferentes volumenes de acetona fria. La eliminacion de flavonoides
es de fundamental importancia para evitar que los mismos, en su forma oxidada, se unan
irreversiblemente a las proteinas, inactivandolas (Loomis & Battaile, 1966).

Con tal fin, se partio de un volumen de extracto crudo al que se le adiciono un
volumen de acetona fria (-20°C) gota a gota, con agitacion suave y manteniendo la
temperatura de la mezcla a 4°C en camara fria, a efectos de reducir al minimo procesos de
autodigestion y desnaturalizacion. Luego de permitir la decantacion del precipitado formado,
durante 30 minutos a -20°C, se centrifugd a 11.000 x g durante 20 minutos a 4°C. De este

modo se obtuvo un primer precipitado (P) y un sobrenadante (S;). Al
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sobrenadante S; se le adiciond un nuevo volumen de acetona de la manera anteriormente
descripta, con lo que se produjo un nuevo precipitado (Py) y otro sobrenadante (Sy), el que se
tratd con otro volumen de acetona en las mismas condiciones a fin de obtener, eventualmente,
un tercer precipitado (Pip).

Los precipitados acetonicos asi obtenidos (P, Py, Pi) se sometieron a vacio hasta
eliminar vestigios de acetona. Posterionmente cada uno de ellos se redisolvio en buffer citrico
fosfato S5mM (pH 6,4) y se les determind el contenido proteico y de hidratos de carbono, asi
como la actividad caseinolitica. De acuerdo a los resultados obtenidos se seleccionaron las
preparaciones enzimaticas parcialmente purificadas mas aconsejables para proseguir con su

caracterizacion y posterior purificacion.
4.6. Purificacion cromatografica
4.6.1. Cromatografia de intercambio idonico

Las preparaciones enzimaticas parcialmente purificadas por precipitacion acetonica
fraccionada, se sometieron a cromatografia de intercambio idnico a fin de lograr separar las
proteinas activas presentes en las mismas.

Los precipitados acetonicos seleccionados por su mayor actividad especifica se
redisolvieron en buffer citrico-fosfato de sodio 55 mM (pH 6,4) y se sembraron (10 ml de una
solucion conteniendo 52,1 ug.‘ml'l de proteinas totales) en una columna Pharmacia K15/30
(1,5 cm x 30 cm) rellena con el intercambiador cationico CM-Sepharose CL-6B Fast Flow
(Pharmacia). Luego se lavo la columna con 60 ml de buffer de partida citrico-fosfato. A
continuacion se inicid la elucion de las proteinas retenidas con un gradiente salino variable
segun la muestra cromatografiada, preparado en el buffer de partida.

La velocidad de flujo en todos los casos fue de 15 cm’.h™' y se recolectaron fracciones
de 1,5 ml. Todos los procesos cromatograficos se desarrollaron en una camara fria a 4°C.

Para seguir el perfil de elucion se midié la absorbancia a 280 nm y la actividad
caseinolitica fue determinada luego de 6 minutos de incubacion a 45°C.

Cuando se obtiene una fraccion no homogénea se hace necesario recromatografiar la

misma modificando el gradiente salino y manteniendo las demas condiciones experimentales
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constantes, lograndose asi una mejor resolucion.
4.6.2. Cromatografia de exclusion molecular

Cuando la cromatografia de intercambio i0nico no permitiéo una completa resolucion
de las fracciones proteicas presentes en las preparaciones enzimaticas crudas, se recurrio a
una posterior etapa cromatografica de exclusion molecular. A tales efectos, el contenido de
los tubos correspondiente a la fraccion proteoliticamente activa a ser recromatografiada se
reunid y precipitd con 3 volumenes de acetona. El precipitado redisuelto en buffer citrico-
fosfato 55 mM (pH 6,4) se sembré en una columna Pharmacia K15/30 (1,5 cm x 30 cm)
rellena con Sephadex G-75 (Pharmacia) previamente hidratado en el mismo buffer durante 3
horas a bafio de Maria. Para verificar el correcto empaque del gel se hizo pasar un volumen
igual al 2% del volumen de la columna de una solucion del colorante Blue-dextran al 0,2%.
La elucion se llevo a cabo con el mismo buffer (citrico-fosfato 55 mM, pH 6,4) a una
velocidad de flujo de 15 cm’.h™". Se recogieron fracciones de 1,8 ml a las que se les ensay6 la

actividad caseinolitica incubando 6 minutos a 45°C.
4.7. Efecto activador de cisteina sobre la actividad caseinolitica

Se midi6 el efecto de la cisteina, agente reductor tiolico, como activador de la
actividad enzimatica. Para ello, las preparaciones enzimaticas se incubaron durante 15
minutos en presencia de cisteina 12mM y el ensayo de actividad caseinolitica fue

posteriormente realizado de la manera anteriormente descripta.

4.8. Accion de inhibidores sobre la actividad caseinolitica

A fin de comprobar si las proteasas en estudio pertenecen realmente al grupo de las
proteasas cisteinicas, como lo son las demas proteasas de Asclepiadaceae hasta ahora
estudiadas, de acuerdo a los tipos mecanisticos propuestos por Barrett & Rawlings (1998), las
preparaciones enzimaticas fueron incubadas durante 30 minutos a 37°C con los siguientes

inhibidores: E-64 (10 uM), Cl,Hg (0,1mM), iodoacetato de sodio (0,ImM) y fluoruro de
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fenilmetilsulfonilo (PMSF, 10 mM). El PMSF inhibe tanto a proteinasas cisteinicas como
serinicas, pero en el primer caso la inhibicion se revierte por el agregado de tioles reductores
(Salvesen & Nagase, 1989), por lo que las muestras fueron preincubadas con PMSF durante
15 minutos a 37°C y luego se determiné la actividad con y sin tratamiento previo con cisteina
12 mM.

Ademas se probo la accion del SDS (dodecilsulfato de sodio) al 2% p/v sobre la
caseinolisis. Finalizada la incubacion, en todos los casos se determindé la actividad

caseinolitica remanente.

4.9. Contenido proteico

La determinacion del contenido de proteinas se llevé a cabo utilizando el método de
Bradford (1976). Su fundamento se sustenta en la formacion de un complejo por union del
colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 a la proteina, hecho que produce un corrimiento del
maximo de absorbancia desde 465 nm (forma roja del colorante libre) a 595 nm (forma azul
del complejo colorante-proteina). Este método es aconsejable para cuantificar proteinas en
extractos vegetales que suelen contener sustancias de naturaleza fenolica que interfieren con
el método de Lowry cominmente utilizado (Peterson, 1979).

Las curvas patrones se realizaron utilizando seroalbiumina bovina (Sigma) en el rango
de 100-1000 pg/ml para el macrométodo y en el de 10-100 pg/ml para el micrométodo.

En los perfiles cromatograficos la estimacion de proteinas se realizé directamente por

medida de la absorbancia a 280 nm.

4.10. Cantidad de hidratos de carbono

Se estim6 conveniente utilizar como marcador del grado de purificacion alcanzado la
cantidad de hidratos de carbono solubles. El contenido de los mismos se evalud por el método
de Dubois et al. (1956), basado en la formacion de un compuesto coloreado con maxima

absorbancia a 490 nm por reaccion del fenol con los glucidos (azucares y sus metil derivados,
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oligosacaridos y polisacaridos solubles), en presencia de acido sulfiirico concentrado. Para
obtener la concentracion de hidratos de carbono se realizd previamente una curva de

calibracion utilizando glucosa (Mallinckrodt) en el rango de 10-100 pg/ml.
4.11. Variacion de la actividad proteolitica con el pH

Para obtener el perfil de pH, tanto de los extractos crudos como de las fracciones
purificadas, se utilizd caseina en las condiciones antes indicadas, preparada en soluciones 25
mM de los siguientes buffers: MES [acido 2-(N-morfolino)-etan-sulfénico], MOPS [4cido 3-
(N-morfolino)-propan-sulfonico], TAPS [acido N-tris-(hidroximetil)-metil-3-aminopropan-
sulfonico], AMPSO {acido 3-[(1,1-dimetil-2-hidroxietil)amino]-2-hidroxipropan-sulfonico) y
CAPS [acido 3-(ciclohexilamino)-1-propan-sulfonico] (Good & Izawa, 1972) en un rango de
pH 6,0 a 11,0 con intervalos de 0,5 unidades. Estas soluciones buffers permiten mantener la
fuerza ionica constante. No se utilizaron valores de pH inferiores a 6,0 debido a la muy escasa

solubilidad de la caseina en esas condiciones.
4.12. Estabilidad térmica

Con el objeto de conocer el comportamiento de las enzimas luego de ser sometidas a
distintas temperaturas durante tiempos variables, las preparaciones enzimaticas fueron
incubadas durante O, 5, 15, '30, 45 y 60 minutos a 40°C, 50°C, 60°C y 70°C, a pH 8.5.
Finalizado el periodo de incubacion, las muestras se mantuvieron en un bailo de agua-hielo
hasta el momento de ensayar la actividad caseinolitica residual de acuerdo a la técnica

descripta en 4.4.
4.13. Variacion de la actividad caseinolitica con la temperatura
Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad caseinolitica de las

proteasas en estudio, se realizaron curvas de progreso de reaccion a 37°C, 45°C, 60°C y 70°C

a diferentes tiempos (5, 10, 20, 30 y 60 minutos).
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4.14. Determinacion de actividad endoesterasica sobre sustratos sintéticos

La medida de la actividad endoesterolitica fue llevada a cabo utilizando sustratos
sintéticos: N-a-carbobenzoxi-p-nitrofenilésteres de L aminoacidos, segun el método de
Silverstein con algunas modificaciones (Silverstein, 1974). Estos sustratos sintéticos
presentan bloqueados tanto el grupo o NH, como el a« COOH del resto aminoacidico, estando
estc ultimo asociado a un grupo cromodforo que permite la determinacion de la actividad
endoesterasica relativa respecto del aminoacido que aporta el grupo carboxilo. Los sustratos
empleados fueron los N-a-CBZ-p-nitrofenilésteres de los siguientes aminoacidos: Gln, Ala,
Asp, Phe, Asn, Tyr, Trp, Gly, Leu, Val y Pro, todos provenientes de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO). Los ensayos se realizaron a 40°C en buffer Tris-HCI (pH 8,0) conteniendo
EDTA 2mM y cisteina 25 pM en la mezcla de reaccion. La absorbancia fue medida a 405 nm
cada 10 segundos. El equipo utilizado para estas determinaciones fue un espectrofotometro
Beckiman DU 640 termostatizado. Estas determinaciones se llevaron a cabo tanto con
extractos crudos como con las fracciones purificadas. Una unidad enzimatica arbitraria (Ucbz)
fue definida como la cantidad de proteasa que libera 1,0 uM de p-nitrofenol por minuto en las
condiciones de ensayo. Para determinar los micromoles de p-nitrofenol producidos durante la
reaccion, fue realizada una curva estandar (p-nitrofenol 15-70 uM).

Las determinaciones de actividad endoesterasica se realizaron segin el siguiente

protocolo:

1°) Diluir la enzima con buffer citrico-fosfato 55 mM, pH 6,4 conteniendo 1 mM de
cisteina y conservar en bafio de hielo. La concentracion de cisteina (activador
enzimatico) a usar se selecciond en base a ensayos preliminares con blanco de

reactivos, de modo que no actie como catalizador de la reaccion de hidrolisis

(Ascenzi et al., 1983).

2°) Colocar en la cubeta en el siguiente orden:
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Blanco Muestra

e 50 upl de buffer citrico-fosfato 55mM pH
6,4, Cys ImM )

e 2ml de buffer Tris-HCI 0,IM pH 8,0 2 ml de buffer Tris-HCl 0,IM pH 8,0
preincubado a 37°C con EDTA 2mM preincubado a 37°C con EDTA 2mM

e 50 ul de sustrato disuelto en acetonitrilo 50 pl de sustrato disuelto en acetonitrilo

e Mezclar por inmersion, colocar la cubeta Mezclar por inmersion, colocar la cubeta
en el espectrofotometro termostatizado a en el espectrofotometro termostatizado a
37°C 37°C

50 ul de enzima diluida

Cada ensayo se realizo por triplicado y los resultados se analizaron mediante el

programa Sigma Plot, usando regresion lineal para el calculo de las velocidades iniciales.
4.14. 1. Determinacion de los parametros K,, y Aca

Una vez conocidas las velocidades iniciales se determinaron los parametros cinéticos
keot Y K, para esto se uso el programa Sigma Plot y se asumid que la cinética sigue el

mecanismo del estado estacionario propuesto por Haldane (Summer ef a/.,1993).
4.15. Estabilidad enzimatica en solventes organicos

A fin de conocer la estabilidad de las enzimas estudiadas en medio organico, se
prepararon muestras por precipitacion con 3 volumenes de acetona, se redisolvieron en el
buffer apropiado de pH optimo y se pusieron en contacto con distintos sistemas no acuosos.
Luego de intervalos de tiempo prefijados se extrajeron muestras a las que se les determin6 la

actividad caseinolitica residual.
4.15.1. Estabilidad enzimatica en sistemas monofasicos

El sistema utilizado en este caso consistio en N,N-dimetilformamida al 30% en buffer
Tris-HCl de pH 8,5. Se incubaron 2ml de cada una de las muestras con 0,86 ml del sistema no
acuoso con agitacion constante a 40°C y se extrajeron muestras a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60

minutos.
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4.15.2. Estabilidad enzimdtica en sistemas bifdsicos

Como solventes organicos se utilizaron cloroformo y n-heptano. En este caso la enzima
disuelta en medio acuoso (Tris-HCI1 0,1 M; pH 8,0) forma con el cloroformo un sistema de
dos fases (50:50 v/v), que se deja incubar a 40°C a distintos tiempos con agitacion constante

en un equipo disefiado especialmente para este tipo de reacciones (Caffini et al., 1990).
4.16. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

A fin de corroborar la homogeneidad de las proteasas purificadas y de estimar sus
masas moleculares, se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en medio

desnaturalizante (SDS) de acuerdo a la técnica de Laemmli (1970).

4.16.1. Preparacion de las muestras

Las muestras a ser sometidas a SDS-PAGE se prepararon en tubos eppendorf
mediante precipitacion con cinco volumenes de acetona, redisolviendo luego el precipitado
en buffer de muestra sin B-mercaptoetanol conteniendo E 64 10 pM a fin de evitar la
autodigestion de las proteasas y llevando a ebullicion (3 minutos). Luego se les adiciond [3-
mercaptoetanol y se calentd nuevamente durante 5 minutos; posteriormente las muestras
fueron centrifugadas a 5.000 x g durante 5 minutos en una centrifuga Hermle Z 323 K

utilizando un rotor 22087 VOI.

Buffer de muestra

Tris 787,4mg (0,0625M)
SDS 2,0g (2%)
f3-mercaptoetanol 5,0ml (5%)
Glicerol 8,0ml (10%)
Azul' de bromafenol 6,0 mg (0,006%)

Llevar a pH 6,8 con HCI IN

Agua destilada 100 ml
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El buffer de muestra se debe filtrar antes de usar y conservar en heladera

4.16.2. Preparacién de los geles

Los geles se prepararon utilizando como soporte el que provee a tal fin el equipo

Mini-Protean II (Bio-Rad). En primer término se colocé la solucién de poliacrilamida para

la preparacion del gel de resolucion (3,2 ml) y luego de la polimerizacion del mismo se

agregaron 1,16 ml de la solucidn con la que se prepara el gel de "stacking". Luego de

adicionar esta ultima se coloca el peine a fin de obtener diez calles o cavidades, en las que

se siembran las muestras. La composicion de las soluciones necesarias para la preparacion

de ambos geles se describe a continuacion. Las cantidades indicadas alcanzan para la

preparacion de dos geles.

Solucion de poliacrilamida al 14%

Acrilamida-bisacrilamida (30.0,8)
Buffer Tris-CIH 3 M, pH 8,8

SDS 10%

TEMED

Persulfato de sodio al 1,5%

Agua destilada

Solucion de "stacking" al 5 %

Acrilamida-bisacrilamida (30.0,8)
Buffer Tris-CIH 0,5 M, pH 6,8
SDS 10%

TEMED

Persulfato de amonio al 1,5%

Agua destilada

3,5ml
0,94 ml
75 ul
4ul
375 ul

2,61 ml

1,16 mi
0,87 ml
70ud
4 ul
0,3 5ml

4,53 m]
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4.16.3. Aplicacion de las muestras y condiciones de corrida

Las siembras de las muestras se realizaron bajo buffer con jeringa Hamilton. Los
volumenes sembrados fueron de S pl para los patrones de peso molecular y de 5-10 pl para
las muestras. Las electroforesis se desarrollaron en un equipo vertical, Mini-Protean II Dual
Slab Cell (Bio Rad), manteniendo la corriente a 30 mA durante el pasaje de las proteinas por
el gel de stacking y a 60 mA hasta que el colorante azul de bromofenol, utilizado como
marcador, llegue al final del gel de resolucion. El buffer de reservorio empleado fue el

siguiente:

Buffer de reservorio

Tris 30g
Glicina 144g
SDS 10g
Aguacp.s. 100 ml

Este buffer se debe diluir 1:10 antes de ser utilizado.

4.16.4. Fijacion y coloracion
Luego de finalizada la corrida electroforética, los geles se sumergieron durante 12

horas en la solucion colorante, la que ademas actua como fijadora, y luego fueron sometidos a

sucesivos lavados con soluciéon decolorante hasta obtener un fondo incoloro.

Solucién colorante

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,5g (0,1%)
Metanol 125 ml (25 %)
Acido acético glacial 50ml (25 %)
Agua destilada csp 500 ml

Esta solucion colorante debe ser filtrada con anterioridad a su uso.
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Solucion decolorante

Metanol 125ml (25%)
Acido acético 50 ml (10%)
Agua destilada c.s.p. 500 ml

4.16.5. Estimacion de las masas moleculares

Con el objeto de estimar las masas moleculares se sembro en todos los geles una
mezcla de proteinas de pesos moleculares conocidos con masas moleculares comprendidas
entre 14,4 kDa y 94 kDa (LMW kit, Pharmacia). Los geles fueron “escaneados” y
analizados utilizando el programa Scion Image (Scion Corporation. 82 Worman's Mill

Court, Suite H. Web site: http.//www.scioncorp.com) y las masas moleculares relativas se

estimaron mediante el uso de la correspondiente curva de calibracion.

4.17. Isoelectroenfoque

Se desarrollo la técnica de isoelectroenfoque (IEF) sobre geles de poliacrilamida al
10% con un gradiente de pH de 3,0 a 10,0. Mediante esta técnica desarrollada con el empleo
de un equipo Mini IEF Cell (Modelo 111, Bio Rad) se determinaron los valores de los

puntos isoeléctricos de las fracciones proteoliticamente activas.

4.17.1. Preparacion de las muestras

Tanto las muestras purificadas como los extractos crudos se concentraron por
precipitacion con 3 volimenes de acetona. Los sobrenadantes resultantes luego de
centrifugar a 11.000 x g durante 20 minutos fueron eliminados y la desionizacion se logro
por redisolucion de los precipitados en agua desionizada, repitiendo dos veces consecutivas

dicho tratamiento.
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4.17.2. Formacion de los geles.

Los geles para el desarrollo de los isoelectroenfoques fueron preparados empleando
la bandeja formadora de geles provista por el Mini IEF Cell (Modelo 111, Bio Rad) que
permite preparar dos placas en forma simultanea. Para cada placa se utiliza una pelicula
plastica (Gel Support Film, Bio-Rad) que presenta una cara hidrofobica y una cara
hidrofilica; ésta ultima se adhiere firmemente sobre un vidrio de las mismas dimensiones y
el conjunto se invierte sobre la bandeja formadora de geles, quedando la cara hidrofobica
hacia abajo. Para obtener dos geles de un gradiente de pH comprendido entre 3,0 y 10,0 se

debe preparar la siguiente solucion de poliacrilamida:

Solucion de poliacrilamida al 10%

Acrilamida-bisacrilamida (25%7T, 3%C) 2,0ml
Glicerol (25% p/v) 2,0ml
Anfolitos (Pharmalyte 3-10) 0,5 ml
Agua desionizada 55ml

Luego de ser desgasificada durante 15 minutos por aplicacion de vacio, a esta solucion se le

deben adicionar los siguientes reactivos necesarios para iniciar la polimerizacion:

TEMED 3.0 ul

Persulfato de sodio al 10% 60 ul

Posteriormente la mezcla a polimerizar sc dejo escurrir lentamente con pipeta,
cuidando de no permitir la entrada de oxigeno a la misma, entre la cara hidrofébica de la
pelicula plastica adherida a la placa de vidrio y la bandeja formadora de geles.

El conjunto se mantuvo durante 12 horas a temperatura ambiente para lograr la
polimerizacion total. Luego los geles fueron removidos de la bandeja con ayuda de una
espatula delgada. Una forma alternativa de lograr la polimerizacion en forma mas rapida (2
horas) fue agregar a la mezcla antes mencionada 60 pl de una solucion saturada de

riboflavina.
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4.17.3. Desarrollo del isoelectroenfoque

Las siembras de las muestras a analizar se aplicaron con jeringa Hamilton en

volumenes comprendidos entre 1-5 ul y se permitié que difundieran dentro del gel durante 5

minutos. Los electrodos de la celda de isoelectroenfoque fueron humedecidos con agua

bidestilada, los geles sembrados se apoyaron inmediatamente sobre los mismos y sobre la

celda se coloco la tapa, quedando herméticamente cerrada. El enfocado de las proteinas se

llevo a cabo en tres etapas sucesivas: 15 minutos a 100 V, otros 15 minutos a 200 V y 60

minutos a 450 V.

4.17.4. Fijacion y coloracion

Una vez finalizada la corrida, los geles fueron sumergidos durante 30 minutos en la

siguiente solucion fijadora:

Acido sulfosalicilico
Metanol
Acido Tricloroacético

Aguac.s.p.

1g
30ml
125g

100 ml

Luego de fijados, los geles fueron tratados durante dos horas con una solucion

colorante y posteriormente decolorados mediante sucesivos lavados en primer término con

solucion decolorante 1 y finalmente con solucion decolorante I, hasta la obtencion de un

fondo incoloro.

Solucion colorante

Acido acético glacial
FEranol
Coomasie Brilliant Blue IR 250

Agua c.s.p.

10 ml
27 ml
40 mg

100 ml
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Esta solucion se debe filtrar antes de utilizarla.

Solucion decolorante |

Acido acético glacial 7 ml
Eranol 12 ml
CuS0, 500 mg
Agua c.s.p. 100 ml

Solucion decolorante 11

Acido acético glacial 7 ml
Eranol 12 ml
Agua c.s.p. 100 mi

4.17.5. Estimacion de los puntos isoeléctricos

Para estimar los puntos isoeléctricos (pl) de las proteasas investigadas mediante la
técnica de isoelectroenfoque, se sembrd en los geles una mezcla de proteinas de amplio
rango de pl (3,5-9,3) como patrones de referencia (kit Pharmacia). Luego se confecciond
una curva de calibracion graficando los pl de las proteinas estindar en funcion de la
distancia recorrida por la especie proteica de interés, tomando como referencia la posicion

del catodo.

4.18. Zimograma

Para detectar cual de las bandas enfocadas presenta actividad proteolitica, luego del
desarrollo del IEF los geles sin fijar fueron inmediatamente puestos en contacto durante 15
min a 55°C con un gel de agarosa embebido en caseina al 1% (Westergaard et al., 1980) y

luego se colorearon con Coomassie Brilliant Blue R-250.
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4.18.1 Preparacion de las placas agarosa-caseina

Las placas de agarosa para el desarrollo del zimograma se prepararon sobre una
pelicula de GelBond (Pharmacia) de un tamafio mayor al del gel de poliacrilamida. Sobre el
lado hidrofilico de la pelicula se deposité una solucion de agarosa al 1% en Tris-HCI1 0,05 M
de pH 8,0 (0,15 ml/cm?). Una vez polimerizada la agarosa, la placa fue sumergida en una
solucion de caseina al 1% en el mismo buffer durante 20 minutos, enjuagada con agua

destilada y escurrida durante 10 minutos.

4.18.2. Incubacién

El gel de poliacrilamida proveniente del IEF, sin previa fijacion, se dispuso sobre la
placa de agarosa embebida en caseina que actiia como sustrato, evitando la formacion de
burbujas entre las superficies en contacto. El conjunto se coloco en el interior de una camara

hiumeda y se llevd a estufa a 55°C durante 15 minutos.
4.18.3. Proceso de fijacion y coloracion

Luego de la incubacion, los geles fueron separados y la placa de agarosa-caseina

sumergida durante 60 minutos en la siguiente solucion fijadora:

Acido acético glacial 10 ml
Metanol 45 ml
Agua c.s.p. 100 ml

Una vez fijadas las proteinas, la placa de agarosa-caseina fue deshidratada entre
papeles de filtro Whatman 3MM por aplicacion de una presion de 7,5 g/cm® durante 20
minutos. Luego fue secada con pistola de aire y finalmente sumergida durante 10-30

minutos en la siguiente solucion colorante:
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Solucion colorante

Coomassie Brilliant Blue R 250 250 mg
Solucion fijadora c.s.p. 100 ml

Esta solucion debe ser filtrada antes de usar.

Por ualtimo se elimina el exceso de colorante mediante inmersion de la placa de

agarosa-caseina en solucion fijadora durante 10 minutos.

4.19. Determinacion de la secuencia aminoacidica N-terminal

El microsecuenciamiento de proteinas se realizd en un secuenciador automatico
basado en la técnica de Edman. El rendimiento y la sensibilidad se ven muy aumentados con
respecto al procedimiento manual debido a la dptima exclusion del oxigeno, la buena
preservacion de todos los productos quimicos dentro del equipo bajo presion de nitrogeno y
la alta sensibilidad del detector de UV.

En el procedimiento de Edman, el feniltioisocianato reacciona cuantitativamente con
el grupo amino libre de la proteina y rinde el correspondiente péptido feniltiocarbamilado.
Por tratamiento con 4cido anhidro (trifluoroacético), el resto N-terminal se separa en forma
de aminoacido feniltiocarbamilado, dejando intacto el resto de la cadena polipeptidica. El
aminoacido feniltiocarbamilado en acido diluido sufre una isomerizacion, con lo que se
transforma en el correspondiente derivado de la feniltiohidantoina (PTH), que es separado e
identificado cuantitativamente por el cromatégrafo liquido de alta resolucion (HPLC)
dispuesto en linea con el secuenciador.

El secuenciador empleado fue un equipo Beckman LF3000 Protein Sequencer
equipado con un analizador de PTH-aminoacidos System Gold (Beckman).

Las muestras fueron preparadas partiendo de 10-100 picogramos de proteina y se
inmovilizaron sobre filtros de PVDF. La muestra fue dispuesta en un tubo Ultrafree-Probind
Filters y centrifugada a 10.000 x g durante 2 minutos, procediendo luego a despegar el filtro
de PVDF y a lavarlo varias veces con agua Milli Q.

A partir de la informacion obtenida se realizo la bisqueda de homologia utilizando el
servicio BLAST network (Altschul et al., 1997).
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ASPECTOS BOTANICOS

5.1. Estudios anatomicos

5.1.1. MORRENIA BRACHYSTEPHANA GRISEB.

5.1.1.1. Hoja

I- LAmina

a) Arquitectura foliar. La red vascular es gruesa y densa. La venacion
es de tipo actinddroma, con una vena principal de tamafio masivo. Las venas secundarias
presentan angulo de divergencia moderado. La venacion Gltima marginal es incompleta. Las
vénulas se ramifican 2 o 3 veces y estan constituidas por traqueidas prosenquimaticas que se
disponen en nimero de 3 a 5 en posicion lateral unas con respecto a las otras, dando esto un
aspecto dilatado a las terminaciones vasculares. Las aréolas, rectangulares, estan bien
desarrolladas y dispuestas al azar con vénulas simples o ramificadas una vez (Fig. 10 A; Fig.

11 A-B).

b) Epidermis en vista superficial. Las células epidérmicas son
pentagonales, hexagonales y mas raramente cuadrangulares, de contornos rectos. Los
estomas, presentes en ambas caras de la hoja, son de tipo rubiaceos, con reborde cuticular
(Fig. 14 A-C).

Los pelos simples unicelulares y pluricelulares con superficie verrucosa estin en
ambas caras, siendo mas abundantes en la abaxial (Fig. 10 B-C).
Con MEB se observa una cuticula estriada con depodsito conspicuo de ceras

epicuticulares que se presentan como grumos subesféricos (Fig. 14 A-C).

c) Corte transversal. Ambas epidermis son uniestratificadas, de células
cuadradas o rectangulares, con paredes celulares engrosadas y cubiertas de una cuticula

conspicua. Los estomas se encuentran levemente hundidos con respecto a las células vecinas.

64




Resultados

Se observa una hipodermis diferenciada en la cara adaxial. El mesofilo es de tipo isobilateral
con clorénquima en empalizada representado por tres hileras de células, discontinuo a la
altura del nervio medio en la cara abaxial. El parénquima esponjoso laxamente dispuesto deja
espacios intercelulares, presenta cristales de oxalato de calcio formando drusas (Fig. 15 A) y
cuerpos grasos cuyo didmetro promedio es de 291,8 £ 1,39 um. Laticiferos ramificados no
articulados recorren el mesofilo.

El nervio medio se halla constituido por haces vasculares bicolaterales y presenta un

refuerzo de colénquima laminar hacia la cara abaxial (Fig. 10 D; Fig. 11 C).

2-Peciolo. El corte transversal es de contorno concavo-convexo con dos pequeiias
alas. La epidermis es unistrata con pelos simples similares a los descriptos para la lamina
(Fig. 14 D). Colénquima laminar en posicion subepidérmica, continuo, mas abundante en las
alas, seguido de 2 o 3 capas de clorénquima en empalizada que se interrumpe hacia el lado
convexo. En el parénquima esponjoso se observan drusas y cristales solitarios de oxalato de
calcio y canales secretores de mucilagos.

El nervio principal constituido por haces vasculares bicolaterales al igual que los

nervios de cada una de las alas (Fig. 10 E).

Caracteres observados Epidermis adaxial Epidermis abaxial
Indice estomatico 2,55+ 0,64 426+ 1,87
Densidad de estomas 68,71 + 468 96,57+ 11,56
Longitud de células oclusivas 26,38 + 1,81 28,05+ 242
Densidad de indumento 3501 +4,43 127,0 £ 0,98
Indice de empalizada 1,92 £ 0,47 1,35+ 0,24

Tabla 1. Caracteres morfométricos de la hoja.

S.1.1.2. Tallo

a) Estructura en el estado de crecimiento primario. El transcorte por la
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zona media de un entrenudo de ramas jovenes muestra una epidermis uniestratificada con
gruesa cuticula y pelos simples uni o pluricelulares. En la corteza se observa colénquima
laminar constituido por dos capas de células, el parénquima cortical con canales secretores,
laticiferos no articulados ramificados y drusas de oxalato de calcio. El cilindro central esta
limitado por fibras perifloematicas blandas. El sistema vascular es una sifonostela anfifloica.
La médula estad bien desarrollada y el parénquima que la constituye es de células
isodiamétricas grandes. Se pueden observar en ella canales secretores de mucilagos,

laticiferos y drusas de oxalato de calcio (Fig. 10 F).

b) Estructura en el estado de crecimiento secundario. Muestra una
epidermis unistrata con gruesa cuticula y escasos estomas. Se observa un parénquima cortical
externo formado por dos capas de colénquima laminar y tres capas de parénquima en
empalizada con laticiferos y drusas de oxalato de calcio; el parénquima interno esta
constituido por células mas o menos isodiamétricas con escasos espacios intercelulares Hay
cavidades secretoras, drusas y cristales solitarios de oxalato de calcio (Fig. 15 B).

Las fibras blandas que limitan externamente el cilindro vascular se disponen en forma
de casquetes.

El xilema forma un anillo continuo atravesado por radios uni o biseriados; aparecen
fibras con capa G. El floema interno esta formando grupos aislados en la margen de la
médula.

El parénquima medular contiene cavidades con mucilagos, laticiferos, drusas y

cristales solitarios de oxalato de calcio (Fig. 10 G).

¢) Material disociado del tallo. Se observan elementos vasales cortos,
punteados con pequeiio apéndice, placa de perforacion simple y oblicua y otros mas largos,
escalariformes, sin apéndice con placa de perforacion simple y levemente oblicua. Las
puntuaciones areoladas presentan disposicion alterna. También se encuentran algunas
traqueidas, fibras libriformes, células del parénquima axial y laticiferos no articulados

ramificados (Fig. 10 J-K; Fig. 11 E-F).
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Caracteres Longitud (1um)
morfoanatomicos | DI4Mmetro (um) Minimo | Maximo Promedio
Fibras 11,9+ 2,84 250 400 304 + 38,93
Elementos vasales | 26,0 + 10,48 210 380 253 + 51,00

Tabla 2. Caracteres morfométricos de fibras y elementos vasales del tallo.

5.1.1.3. Raiz

Se observan zonas de suber quebrado, bien desarrollado con hasta 15 capas de células
de paredes delgadas. El parénquima cortical presenta espacios intercelulares con mucilagos,
esclereidas aisladas, drusas y cristales solitarios de oxalato de calcio y laticiferos.

El xilema es de porosidad subcircular con pocos vasos de diametro pequeiio, escaso
parénquima axial difuso y vasicéntrico y numerosas fibras libriformes. Los radios son uni o

biseriados de células parenquimaticas anchas (Fig. 10 H; Fig. 11 D).

5.1.1.4. Fruto

El corte transversal del pericarpio muestra un epicarpio representado por una
epidermis externa unistrata con-estomas, pelos adpresos, abundantes en el fruto joven y en
menor cantidad en el fruto maduro, y una hipodermis pluriestratificada, de 2 a 3 capas de
células.

Se continua el mesocarpio, parenquimatoso pluriestratificado, que comprende una
zona externa, laxa y una region interna mas compacta formada por células de paredes
delgadas que dejan entre si espacios intercelulares de forma variable. Durante el crecimiento y
maduracion del fruto aumenta el tamafio de los espacios intercelulares, formandose un
aerénquima. Presenta haces vasculares colaterales con casquetes de fibras del lado del floema
y abundantes laticiferos no articulados ramificados.

El endocarpio esta constituido por una epidermis interna, de células tangencialmente

aplanadas y una capa subepidérmica pluriestratificada (Fig. 10 I).

67




Resultados

B,C.F.JK

Figura 10. A-K Morrenia brachystephana Griseb. Representacion esquematica. Arquitectura foliar: A:
detalle de la aréola con venacion marginal. B-C: vista superficial de la epidermis, estomas rubiaceos: B:
adaxial, C: abaxial. D-I: seccién transversal: D: lamina foliar, E: peciolo, F: tallo con estructuracion primaria,
G: tallo con estructuracion secundaria, H: raiz, I: fruto. J-K: elementos disociados: J: laticiferos, K: cristales de

oxalato de calcio. Escala = 500 um: A, E, G-I; 300 um: D; 100 um: B, C, F, J, K.
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Figura 11. A-F Morrenia brachystephana Griseb. Fotomicrografias con MO. A-B: arquitectura foliar: A:
detalle de la aréola, B: terminacion vascular con 3-5 traqueidas prosenquimaticas y venacion ultima marginal
incompleta. C-D: seccién transversal: C: mesofilo isobilateral, D: raiz, E-F: elementos disociados: E: laticifero
configuracion Y, F: laticifero configuracién H. dr: drusas de oxalato de calcio. Escala = 25 uym: A, B, E, F; 50
um: C; 100 um: D.
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5.1.2. MORRENIA ODORATA (HOOK. ET ARN.) LINDLEY

S.1.2.1. Hoja

I- LAmina

a) Arquitectura foliar. La red vascular es gruesa y densa. La venacion
es de tipo actinodroma. Con una vena primaria de tamafio fuerte y venas secundarias con
angulo de divergencia moderado. La venacion ultima marginal es ojalada. Las vénulas se
ramifican 2 o 3 veces. Las vénulas estan constituidas por traqueidas prosenquimaticas que se
disponen en numero de 3 a 5 en posicion lateral unas con respecto a las otras, lo que da un
aspecto dilatado a las terminaciones vasculares. Las aréolas estan bien desarrolladas, tienen
disposicion al azar y por la forma son rectangulares, con vénulas simples o ramificadas una

vez (Fig. 12 A; Fig. 13 A-B).

b) Epidermis en vista superficial. Las células epidérmicas propiamente
dichas son pentagonales, hexagonales y mas raramente cuadrangulares, de paredes rectas. Los
estomas, presentes en ambas caras, son de tipo rubiaceos, con un doble reborde cuticular (Fig.
12 B-C; Fig. 14 E-F).

En ambas epidermis se observan pelos simples unicelulares y pluricelulares con
superficie verrucosa, siendo mds abundantes en la abaxial (Fig. 14 H).

La observacion con MEB puso de manifiesto la cuticula estriada y un depdsito de
ceras epicuticulares en forma densamente filamentosa y en menor proporcion de grumos

subesféricos (Fig. 14 E-F).

¢) Corte transversal. Las epidermis adaxial y abaxial son unistratas, de
células cuadradas o rectangulares, con paredes tangenciales externas engrosadas, cubiertas de
una cuticula conspicua y con estomas levemente hundidos con respecto a las células vecinas.
Por debajo de la epidermis adaxial se ubica una hipodermis de células cuadrangulares
grandes. El mesofilo es de tipo isobilateral compuesto por tres capas de células de parénquima

en empalizada, discontinuo a la altura del nervio medio en la cara abaxial. El parénquima
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esponjoso laxamente dispuesto deja amplios espacios intercelulares, presenta idioblastos con
drusas de oxalato y cuerpos grasos cuyo diametro promedio es de 259,9 + 1,19.um (Fig. 13 C-
D).

Laticiferos ramificados no articulados siguen a los haces vasculares, se ramifican en el
mesdfilo y alcanzan a menudo la epidermis.

El nervio medio se halla constituido por haces vasculares bicolaterales, que presentan

un refuerzo de colénquima laminar hacia la cara abaxial (Fig. 12 D).

2-Peciolo. El corte transversal es de contorno adaxial-abaxial acanalado convexo, con
dos pequeiias expansiones adaxiales aliformes. La epidermis es unistrata con pelos simples
similares a los descriptos para la lamina. En posicion subepidémmica el colénquima laminar
ocupa todo el contorno, siendo atiin mas abundante en las alas. Se contintia con 2 6 3 capas de
clorénquima en empalizada que se interrumpe hacia el lado convexo. En el parénquima
esponjoso se observan drusas, cristales solitarios de oxalato de calcio y canales secretores de
mucilagos.

El nervio principal esta constituido por haces vasculares bicolaterales con dos haces

menores que se encuentran en la proximidad de las alas (Fig. 12 E).

Caracteres observados Epidermis adaxial Epidermis abaxial
indice estomatico . 1,64 £ 0,61 1,80 + 0,46
Densidad de estomas 31,71 £4,92 3488+ 1,53
Longitud de células oclusivas 26,16 £ 1,25 25,00 £ 2,50
Densidad de indumento 23,01 £3,37 92,01 £4,12
Indice de empalizada 1,57 +0,19 1,50+ 0,20

Tabla 3. Caracteres morfométricos de la hoja.

S.1.2.2. Tallo

a) Estructura en el estado de crecimiento primario. Se estudiaron
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cortes transversales realizados a nivel del primer o segundo entrenudo desde el apice. Las
estructuras observadas permitieron distinguir una epidermis uniestratificada con gruesa
cuticula y pelos simples uni o pluricelulares (Fig. 14 G), en la corteza dos capas de células de
colénquima laminar y en el parénquima cortical canales secretores, laticiferos no articulados
ramificados y cristales de oxalato de calcio formando drusas.

El cilindro central esta limitado por fibras perifloematicas blandas. El sistema vascular
es una sifonostela anfifloica.

La médula esta bien desarrollada y el parénquima que la constituye es de células
redondeadas grandes. Podemos observar en ella canales secretores de mucilagos, laticiferos y

drusas de oxalato de calcio (Fig. 12 F).

b) Estructura en el estado de crecimiento secundario. Muestra una
peridermis de origen epidérmico. El parénquima cortical externo esta formado por dos capas
de colénquima laminar y tres capas de parénquima en empalizada con laticiferos y drusas de
oxalato de calcio. El parénquima interno presenta una organizacion mas laxa con células mas
o menos isodiamétricas que dejan escasos espacios intercelulares, con cavidades secretoras,
drusas y cristales solitarios de oxalato de calcio.

El cilindro vascular esta limitado externamente por fibras blandas que se disponen
formando casquetes.

El xilema forma un anillo continuo atravesado por radios uni o biseriados; aparecen
fibras con capa G. El floema interno esta formando grupos aislados en la margen de la
médula.

El parénquima medular presenta cavidades con mucilagos, laticiferos, drusas y

cristales solitarios de oxalato de calcio (Fig. 12 G).

¢) Material disociado del tallo. Se observan vasos cortos, punteados

con pequefio apéndice, placa de perforacion simple y oblicua, ademas de otros mas largos,

escalariformes, sin apéndice. La placa de perforacion es simple horizontal o ligeramente
inclinada y las puntuaciones son areoladas con disposicion alterna.

Se observan también algunas traqueidas, fibras libriformes, células del parénquima

axial y laticiferos no articulados ramificados (Fig. 12 J-K; Fig. 13 E-F).

72




Resultados

Caracteres Longitud (jum)
f - Diametro (um) '
morfoanatomicos Minimo Maximo Promedio
Fibras 19,5+ 1,58 320 440 397 £43,72
Elementos vasales 37,0+ 8,23 230 440 313 +65,83

Tabla 4. Caracteres morfométricos de fibras y elementos vasales del tallo.

5.1.2.3. Raiz

Presenta una peridermis de origen superficial, con 9 a 12 estratos de células
rectangulares con paredes delgadas. Conserva el parénquima cortical, homogéneo, con varios
estratos de células isodiamétricas que dejan espacios intercelulares; contiene abundante
almidon, mucilagos, esclereidas aisladas, laticiferos no articulados ramificados, drusas y
cristales prismaticos de oxalato de calcio.

El cilindro vascular con estructuracion secundaria presenta el xilema sulcado en la
periferia, de porosidad anular, con vasos de diametro grande aislados. El parénquima axial es
escaso y difuso y presenta numerosas fibras libriformes. El sistema radial es homogéneo, con

radios uni o biseriados homocelulares (Fig. 12 H).

5.1.2.4. Fruto

El corte transversal del pericarpio muestra un epicarpio con la epidermis externa con
cuticula gruesa y estriada. Presenta estomas y pelos adpresos en el fruto joven. Se continua
con una hipodermis pluriestratificada, de 4 a 5 capas de células.

En el mesocarpio parenquimatoso pluriestratificado se diferencia una zona externa,
compacta y una region interna muy laxa formada por células de paredes delgadas que dejan
entre si espacios intercelulares de forma variable, que aumentan de tamafio convirtiéndose en
un aerénquima en el fruto maduro. Presenta haces vasculares bicolaterales con casquetes de
fibras esclerenquimaticas, cristales de oxalato de calcio (Fig. 15 C-D) y laticiferos no
articulados ramificados. El endocarpio esta constituido por una epidermis interna, de células

tangencialmente aplanadas y una capa subepidérmica pluriestratificada (Fig. 12 I).
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Figura 12. A-K Morrenia odorata (Hook. et Arn.) Lindley. Representacion esquematica. Arquitectura foliar:
A: detalle de la aréola con venacion marginal. B-C: Vista superficial de la epidermis, estomas rubiaceos: B:
adaxial, C; abaxial. D-I: seccion transversal: D: lamina foliar, E: peciolo, F: tallo con estructuracion primaria,
G: tallo con estructuracion secundaria, H: raiz, I: fruto. J-K: elementos disociados: J: laticiferos, K: cristales de

oxalato de calcio. Escala = 500 um: A, E, G-I; 300 um: D; 100 um: B, C, F, J, K.
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¥igura 13. A-F Morrenia odorata (Hook. et Arn.) Lindley. Fotomicrografias con MO. A-B: arquitectura

foliar: A: terminacién vascular con 3-5 traqueidas prosenquiméticas y venacion ultim<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>