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III. RESUMEN 
 

Ipomoea purpurea es una dicotiledónea de hábito rastrero y trepador,  que pertenece a la familia 

Convolvulácea Esta considerada dentro de las 10 arvenses más importantes a nivel nacional. 

Compite por agua, luz, nutrimentos y bióxido de carbono, lo cual implica que en México 

anualmente se presente un decremento desde el 33% hasta la pérdida  total en la producción del 

cultivo que invade. Las hojas cotiledonarias son fundamentales para la sobre vivencia y el 

establecimiento de esta especie, ya que la planta depende de las sustancias que se encuentran 

almacenadas en los cotiledones, mientras inicia el proceso de fotosíntesis. En el intervalo entre la 

protusión de la radícula (18 hr) y la generación de la primera hoja verdadera (más de 11 días), los 

gastos metabólicos deben ser aportados por las reservas y la síntesis de novo que realicen  los 

cotiledones durante esta etapa; lo que implica que éstos órganos deben de poseer mecanismos de 

protección contra el daño mecánico, herbivoría y de patógenos. Por tanto los cotiledones son un 

modelo adecuado, para estudiar los mecanismos intrínsecos de defensa de la planta, lo cual 

posibilita encontrar factores de regulación claves para la sobre vivencia de esta arvense, y con ello 

en un futuro poder diseñar estrategias de control para esta maleza.  

 

En este trabajo se utilizaron dos modelos de lesión mecánica (extracción de un cilindro de 1.58 mm 

de diámetro). El modelo contra lateral consistió en realizar la perforación en un extremo de ambos 

cotiledones. A diferencia del modelo sistémico donde únicamente se lesionó un extremo de uno de 

los dos cotiledones. Se determinó la actividad de la catequínoxidasa, catequinperoxidasa y 

guayacolperoxidasa, sus isoenzimas existentes, la cantidad de ión superóxido, peróxido de 

hidrógeno y compuestos fenólicos; además se ubicaron estos parámetros. En el caso del modelo 

contra lateral dichas mediciones se realizaron en el extremo herido y en el extremo sin daño de 

ambos cotiledones. En el modelo sistémico las cuantificaciones se realizaron en el cotiledón herido 

(extremo lesionado y no lesionado) y el cotiledón sin herida de la misma planta lesionada. Ambos 

modelos se contrastaron con los cotiledones de una plántula sana.  

 

De los resultados obtenidos se desprende que en el modelo de lesión contra lateral, la generación de 

una herida a las 48 horas de embibición en un extremo de los cotiledones produce 24 horas después,  

un aumento en la actividad de catequinoxidasa (25 veces) > catequinperoxidasa (3 veces) > 

guayacolperoxidasa (1.5 veces) en comparación con los cotiledones de la planta sana. Dicha 

actividad, así como la producción de compuestos fenólicos se localizó alrededor del sitio de la 
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lesión. Del mismo modo el extremo sin daño del cotiledón lesionado posee una actividad mayor que 

el de la planta control pero menor al del extremo herido. El daño induce la aparición de una 

isoenzima con pI de 7.3 con actividad de peroxidasa. En el extremo lesionado es significativo el 

aumento en la cantidad de protoantocianidinas (PAs). De 0 a 120 minutos inmediatos a la lesión es 

significativo el decremento de superóxido; en este tiempo la cantidad de peróxido de hidrógeno en 

los cotiledones de la planta lesionada, no presenta cambios con respecto a los de la planta control. 

En este caso la producción de peróxido de hidrógeno  y superóxido se  localizaron  en el cotiledón 

herido alrededor del sitio de lesión. 

 

En el modelo de lesión sistémica al comparar el cotiledón herido contra el cotiledón sano de la 

misma planta los cambios en la actividad enzimática varían en el siguiente orden: 

Catequinoxidasa>Catequinperoxidasa>Guayacolperoxidasa (4; 1; 0.5). La actividad enzimática al 

igual que la producción de compuestos fenólicos, también se localizaron alrededor del sitio de 

lesión. El daño mecánico indujo a una isoenzima con pI de 4.8 en el cotiledón lesionado. Entre 

ambos cotiledones de la planta lesionada es significativo el aumento de fenoles reducidos, PAs y en 

el momento de la lesión la disminución del superóxido, ubicándose la producción de éste radical y 

del peróxido de hidrógeno alrededor del sitio de la lesión, en el cotiledón herido. 

 

En esta serie de estudios se demostró que la catequinoxidasa es una enzima constitutiva cuya 

actividad puede ser adicionalmente inducida por una lesión, y relacionado a ésta aumenta la 

cantidad de PAs que son derivados de catequina, sustrato de la enzima. Esta respuesta es inducida 

tanto a nivel contra lateral como sistémico. Este sistema nos hace inferir que está asociado a la 

producción  de compuestos astringentes, a la regulación y control de especies reactivas de oxígeno. 
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IV. INTRODUCCIÓN 
 

Las malezas son aquellas plantas que invaden y afectan el desarrollo de otras especies de plantas, 

desplazando o perjudicando cultivos de mayor valor económico o deteriorando la calidad ganadera 

de los campos. La intensidad de los daños que las malezas ocasionan a los cultivos depende de 

varios factores, entre estos se encuentran el tiempo en que se mantiene en libre competencia con los 

cultivos, el tipo de especie infestante, la densidad de las poblaciones, la época de emergencia de las 

malas hierbas en relación con la de los cultivos, los sistemas de siembra prevalecientes, entre otros. 

Dentro de las malezas se encuentra el género Ipomoea purpurea, la cual es conocida también como 

campanita o manto de la virgen. En México esta planta, se encuentra  catalogada desde los años 80 

como una arvense importante ya que invade alrededor de 40 cultivos básicos, causando graves 

decrementos en la producción cuando no se controla en los periodos de establecimiento de la 

plántula. 

 

El establecimiento de la plántula es una etapa crítica, la cual depende de la protección de los 

cotiledones fotosintéticos que acumulan sustancias de reserva, por ello estas estructuras deben 

contar con mecanismos de protección que le permitan establecerse exitosamente.  La participación 

de polifenol oxidasas, fenol peroxidasas, especies reactivas de oxígeno y compuestos fenólicos en 

los mecanismos de defensa hace que estos compuestos sean candidatos para ser estudiados y 

considerados dentro de los elementos que le proporcionan las ventajas adaptativas a esta especie.  

 

Se ha demostrado que después de una lesión por daño mecánico ocurre la generación de especies 

reactivas de oxígeno, siendo ésta la primera respuesta detectada por la planta, la cual presenta un 

comportamiento bifásico. La fase I o fase inicial transitoria  sucede en el orden de segundos a 

minutos. La fase II o fase persistente es de mayor amplitud y comienza de una a tres horas después 

que la fase inicial ha terminado. Ambas fases involucran sustratos y vías de inducción similares, sin 

embargo las dos fases se regulan de manera independiente. La especie de reactivas 

mayoritariamente detectada es el superóxido, seguido del peróxido de hidrógeno, este último en 

presencia de fierro da lugar al radical hidroxilo. El peróxido de hidrógeno, en conjunto con los fenil 

propanoides, pueden ser utilizados para reforzar las paredes celulares mediante la actividad de 

peroxidasas, además de entrecruzar a las proteínas ricas en hidroxiprolina o extensinas  e 

incrementar las interacciones con polímeros de lignina.  
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También se encuentra documentado que la resistencia de las plantas a diferentes tipos de estrés, esta  

relacionada en la biosíntesis de metabolitos secundarios como los polifenoles, entre los que se 

encuentran flavonoides como la catequina, la cual posee propiedades antioxidantes y se ha 

observado como un buen sustrato para algunas oxidasas y peroxidasas. Las polifenol oxidasas son 

un grupo de enzimas que catalizan la actividad enzimática asociada a las polifenol oxidasas incluye 

a tres grupos de enzimas: a) cresolasas las cuales catalizan la oxidación de monofenoles a o-

difenoles y/o o-dihidroxifenoles a o-quinonas, b) catecolasas o o-difenol oxigen oxidoreductasas  y 

c) lacasas o p-difenol: oxigen oxidoreductasas. Los tres tipos de enzimas oxidan fenoles utilizando 

oxígeno molecular pero las lacasas, oxidan una amplia variedad de sustratos, incluyendo 

monofenoles, trifenoles, ácido ascórbico, al igual que o- y p- difenoles. Por su parte las fenol 

peroxidasas son enzimas que  utilizan el peróxido de hidrógeno para oxidar una gran variedad de 

donadores de hidrógeno, como son compuestos fenólicos y participan en diferentes procesos 

fisiológicos de la planta, como son la lignificación, las suberización, el catabolismo de auxinas entre 

otros. La capacidad que presentan las polifenol oxidasas y las fenol peroxidasas, para formar o 

degradar el oxígeno y el peróxido de hidrógeno respectivamente, a expensas del consumo de fenoles 

y generar sustancias de color café en la superficie lesionada, es considerado como mecanismo de 

protección  de la planta contra diferentes agentes estresantes. 

 

De lo anterior deriva la importancia de estudiar el efecto que tiene una lesión por herida a nivel de 

los cotiledones de Ipomoea purpurea, minutos y horas después de realizada la lesión, sobre la 

actividad de catequin oxidasa, catequin peroxidasa y guayacol peroxidasa, las isoenzimas de cada 

una de ellas, la cantidad de fenoles y  las especies reactivas de oxígeno.  
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I. Ipomoea purpurea (L.) Roth 

 
La familia Convolvulaceas comprende aproximadamente 1700 especies agrupadas en 40 géneros. 

Se trata de una familia cosmopolita en cuanto a su distribución. Sus miembros son principalmente 

plantas tropicales con numerosos géneros endémicos. El género Ipomoea (ips: gusano y homoios: 

enrollarse) está compuesto por 500 especies, ampliamente distribuidas en regiones templadas a 

tropicales, especialmente en Norte y Sudamérica (Guillot, 2006). 

 

Ipomoea purpurea se propaga de manera silvestre y en  nuestro  territorio nacional, se encuentra en 

los estados de Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, 

Hidalgo, Estado de México, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luís Potosí, Sonora, Tamaulipas, 

Tlaxcala y Veracruz (Villaseñor y Espinosa, 1998). Se le conoce comúnmente como: gloria de la 

mañana, manto de María, Don Diego de día, campanilla morada, batatilla, bejuco, bejuquillo, 

quiebraplato, aurora, corregüela, mecapatli, metlancasis, Xhail. Martínez en 1979, reportó para esta 

planta  su clasificación (Fig. 1), así como su sinonimia botánica: Pharbitis purpurea (L.); Voigt, 

Ipomoea hirsutula (Jacq. f.), I. hirta Th. Dur., I. mexicana (A. Gray), I. purpurea var. diversifolia 

(Lindl.) O´Donell.  

 

 

Fig. 1. Clasificación Botánica de Ipomoea purpurea (L.) Roth, según Martínez  (1979).  

 

 

Ipomoea purpurea es una planta herbácea, rastrera o trepadora. Puede llegar a medir de 20 cm a 2 m 

de longitud. Su tallo se encuentra generalmente ramificado en su base, con pubescencias amarillas 

hasta de 4 mm de largo. Sus hojas presentan pecíolos de 4 a 20 cm de largo, láminas foliares en 

forma de corazón, ovadas, enteras o trilobadas, o bien, raramente 5 lobadas, de 3 a 17 cm de largo y 

2 a 15 cm de ancho. Exhibe flores solitarias o dispuestas en cimas de 2 a 5 en las axilas de las hojas. 

La corola se encuentra en  forma de embudo cuyo color va del púrpura, al  rosa con el centro 

cambiando a un tono más claro hasta llegar al blanco. La base de la corola o tubo frecuentemente 

mide de 2.5 a 5 cm de longitud. El ovario es cónico con 6 óvulos en su interior. El estilo es de 1.4 a 

2.7 cm de longitud y el estigma globoso. El fruto es una cápsula  de 9 a 11 mm de diámetro con 

semillas en forma de gajo, de color café, café rojizo ó café oscuro de 2.2 a 3.7 mm de largo y 3.1 a 5 

mm de ancho. Presenta hipocótilo cilíndrico, de hasta 100 mm. Cotiledones de lámina cuadrada a 

ampliamente ovada de 18 a 20 mm de largo y 8.5 a 20 mm de ancho y epicótilo cilíndrico, de 1 a 17 

mm de largo. (Espinosa y Sarukhán, 1997; Rzedowski y Rzedowski, 2001). Éstos órganos 

permanecen asociados hasta los 22 días de desarrollo de la planta, siendo el único medio 

fotosintético durante los primeros 11 días que inicia la formación de la primera hoja verdadera 

(Díaz-Pontones, 1998).  
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Una gran cantidad de semillas de Ipomoea purpurea llegan a la madurez con alta viabilidad la cual 

llega a mantenerse entre 8 y 10 años, sin embargo en nuestro grupo de investigación se ha 

observado una viabilidad de hasta 17 años (Díaz-Pontones; comunicación personal). Asimismo las 

semillas de esta especie muestran alta capacidad germinativa de 95 a 98 % (Miller  y Wilkin, 2001).  

La información etnobotánica en los bancos de datos se relaciona con el empleo de esta planta para 

tratar espasmos, depresión, inflamación, diabetes y trastornos digestivos, además de ser utilizada 

como ornamento (Villaseñor y Espinosa, 1998). 

A. Ipomoea purpurea como arvense 

 
Ipomoea purpurea se encuentra ampliamente distribuida en cultivos básicos como el maíz y el 

fríjol, entre 40 cultivos más. Por lo general, germina a partir de marzo a abril y ocasiona un 

decremento en la producción del cultivo que invade cuando no es controlada durante los primeros 

días. En el caso del maíz la infestación en este período, ocasiona plantas cloróticas de poco vigor y 

altura, de esta forma la reducción en el rendimiento alcanzan hasta un 22%; sin embargo las 

pérdidas se incrementan severamente cuando los períodos de competencia se extienden, o bien 

cuando la maleza emerge antes que el cultivar y su densidad de población es alta. En el fríjol, el 

promedio de reducción en la productividad es de un 33%, hasta la pérdida total como consecuencia 

de los daños ocasionados por competencia (Agundis,  1984; Villaseñor y Espinosa, 1998).  

Las técnicas utilizadas hasta el momento por los agricultores mexicanos para el control de las 

malezas, incluyen  métodos como el mecánico-cultural (azadón, hoz, arado, fuego, anegamiento, 

sofocación y rotación de cultivos) y el químico (uso de herbicidas). Para erradicar a Ipomoea 

purpurea de los cultivos, se usa frecuentemente  paraquat, éste herbicida provoca una respuesta de 

estrés en la planta, ya que genera desecación y colapso celular, ejerciendo de esta manera, una 

influencia negativa sobre el crecimiento del vegetal (Suárez y col., 2004).  

 

II. ESTRÉS EN VEGETALES 

 
Se considera estrés al cambio de cualquier factor ambiental, que actúe sobre el vegetal afectando su  

respuesta bioquímica y fisiológica, pudiendo provocar daños o lesiones. De acuerdo a la naturaleza 

del factor causante del estrés, se puede distinguir entre el estrés abiótico producido por condiciones 

ambientales  y el estrés biótico causado por organismos vivos (Poschenrieder y col., 2006).  

 

El estrés abiótico es causado por factores físico-químicos. Entre los factores físicos se encuentra el 

déficit hídrico, salinidad, temperaturas extremas, excesiva o insuficiente radiación luminosa, 

anaerobiosis por inundación, altas concentraciones de O2, disminución de CO2 en el ambiente, 

compactación del suelo, daño mecánico. Entre los factores químicos se incluyen el estrés 

nutricional, o la presencia de contaminantes inorgánicos (SO2, NO, O3, o metales pesados) u 

orgánicos como los clorofluorocarbonados (CFCs), bifenilos policlorados (BPCs), hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (HAPs) ó herbicidas cuaternarios provenientes de amonio como el  

Paraquat, Diquat, Ciperquat  (Poschenrieder y col., 2006).  

 

Por otra parte las plantas se encuentran sometidas a estrés biótico cuando son atacadas por  

herbívoros, hongos, bacterias, virus, insectos, nemátodos, así como otras especies de plantas; 

produciendo un estrés que puede afectar y terminar con el ciclo de  vida de la planta (Poschenrieder 

y col, 2006).  

http://es.wikipedia.org/wiki/Herbicida
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III. MECANISMO DE DEFENSA EN PLANTAS 
 

A pesar de la naturaleza sésil y la ausencia de un sistema inmune, las plantas cuentan con 

mecanismos de defensa constitutiva e inducida. La defensa constitutiva opera en forma constante en 

la planta. Se basa en barreras físicas, estructurales y/o químicas, que conllevan la producción de una 

cubierta protectora en la superficie de los tejidos y hace uso de una gran diversidad de sustancias 

tóxicas para sobrevivir a los diversos cambios ambientales y/o contrarrestar las agresiones 

generadas por  organismos herbívoros y patógenos. Otro mecanismo de defensa esta dado por la 

llamada respuesta de hipersensibilidad  (HR, del inglés  hypersensitive response), que implica una 

muerte celular localizada en el lugar de la lesión. A nivel celular, la activación de la HR incluye la 

producción de especies reactivas de oxígeno, peroxidación lipídica y fuga de electrolitos, debido a 

la ruptura de membranas. En adición a esta respuesta de resistencia local, las plantas han 

desarrollado mecanismos de defensa inducida, la cual aparece tiempo después de ocurrido algún 

tipo de daño. Esta reacción es muy específica, siendo  severa a nivel local y poco agresiva a nivel 

sistémico (Gómez-Gómez, 2004). Conlleva el surgimiento de una “inmunidad sistémica” en donde 

las defensas locales establecen un estado de alta resistencia que se implementa en todo el organismo  

y protege a la planta de ataques subsecuentes. A este fenómeno se le llama resistencia sistémica 

adquirida (SAR, del inglés systemic acquired resistance), la cual reduce la severidad de los 

síntomas causados por un amplio espectro de patógenos y requiere de moléculas de señalamiento  

de tipo fenólico como el ácido salicílico (Croteau, Kutchan y Lewis,  en Buchanan y col., 2000). 

 

A. BARRERAS FÍSICAS  

 

La célula vegetal secreta en su superficie un conjunto de polisacáridos, proteínas y otros 

compuestos que se ensamblan en una estructura polimérica compleja, externa a la membrana 

plasmática: la pared celular (Sormeville y col., 2004). La pared celular esta constituida por la 

celulosa, el polímero principal de las paredes, el cual representa su componente fibrilar, conformado 

por cadenas lineales de glucosas unidas de manera covalente por enlaces glicosídicos de tipo (1 

4), a través de enlaces hidrógeno intermoleculares varias cadenas adyacentes de celulosa (60-70) se 

combinan formando microfibrillas y alrededor de 30 microfibrillas se reúnen para formar una fibra  

cuyo diámetro es típicamente de unos 3 nm (Saxena y Brown, 2005). Las fibras de celulosa se 

encuentran asociadas con carbohidratos no fibrilares a los que se les denomina hemicelulosas, los 

cuales son  un grupo heterogéneo de polisacáridos cuya estructura general esta constituida  por una 

cadena lineal   (1 4) de un azúcar, desde la que se ramifican cadenas laterales cortas de otros 

azúcares (O´Neill y York, 2003). Las pectinas son un grupo complejo y heterogéneo de 

polisacáridos ramificados y muy hidratados, cuyo componente más relevante es el ácido D-

glucorónico y D-galacturónico (Cosgrove, 2005). Entrelazadas con las hemicelulosas existen las 

glucoproteinas de tipo estructural, las cuales  son ricas en aminoácidos serina e hidroxíprolina, que 

se acumulan en la pared celular en diferentes etapas de desarrollo en respuesta a distintas 

condiciones de estrés (José-Estanyol y Puigdomenéch, 2000). 

 

Durante la formación de la pared celular secundaria, así como resultado de diversos factores 

bióticos y/o abióticos, aparecen sustancias adicionales que no afectan la apariencia de las células 

pero si las propiedades físico-químicas de la pared celular, impidiendo la difusión de gases como 

oxígeno y dióxido de carbono, así como el agua. Entre estas modificaciones está la producción de 

suberina, cutina, ceras, lignina y mineralización de las paredes celulares. La suberina es un 

polímetro insoluble de unidades monoméricas de hidroxi- o epoxi- ácidos grasos unidos por uniones 

éster, ligados de manera covalente a compuestos fenólicos, se presenta principalmente en las células 
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de la epidermis y está asociada con las células del súber o corcho de la peridermis, también se forma 

suberina en áreas dañadas por heridas, en los sitios de abscisión de las hojas, así como en las bandas 

de Caspari de la endodermis de la raíz (Franke y  Schereiber, 2007). La cutina esta compuesta por 

largas cadenas de ácidos grasos, que están unidos entre si por enlaces éster, creando una capa rígida 

llamada cutícula, la cual es formada y secretada por las células de la epidermis de la planta. 

Asociada a la cutina se encuentran las ceras, que son ésteres de ácidos grasos con alcoholes, 

altamente insolubles que suelen depositarse por encima de la cutícula. Al igual que la suberina, la 

cutina y las ceras evitan  la perdida de agua por evaporación y protegen a la planta de las agresiones 

del ambiente (Taiz y col., 2006). La mineralización de las paredes, consiste en la impregnación con 

sales inorgánicas como la sílice, el carbonato de calcio y el oxalato de calcio, para endurecer  

estructuras como por ejemplo la epidermis de las hojas de las gramíneas (Jetter  y col., 2006).  

La lignina (lignum, madera) es una molécula formada por una condensación de unidades fenólicas, 

que se entrelaza en una red tridimensional alrededor de las microfibrillas de celulosa por la acción 

de enzimas que se encuentran en la pared celular. Se compone de tres unidades del tipo 

fenilpropano alcohol trans- coniferilico (tipo guayacil), alcohol sinapilico (tipo siringil) y alcohol 

trans-p-coumarilico (tipo p-hidroxifenil). Su función principal es aumentar la impermeabilidad y la 

rigidez de la pared celular. De acuerdo a la especie de planta dependerá el tipo de componte 

mayoritario de la lignina, por ello cuando esta es sometida a hidrólisis ó pirólisis, puede producir 

derivados del guayacol (2-metoxifenol), fenoles, benzoatos, p-hidroxibenzoatos, p-cumaratos, 

cinamato, ferulato, catecoles y trazas de benceno mediante homólisis del enlace β-O-4. El guayacol 

(o-metoxifenol ó metilcatecol) es un compuesto fenólico, incoloro y aromático usado 

frecuentemente como sustrato para medir la actividad enzimática de fenol peroxidasas. Sus 

componentes intermediarios son la vainillina y el ácido vainillinico (Fig. 2). Presenta coloración 

obscura en presencia de luz, de oxígeno o derivados de éste (Boudet, 2003). 

 

Fig. 2  Esquema general de la degradación química ó  térmica de la lignina hasta la formación de guayacol   
(Gonzáles y col., 2004) 

 
B. METABOLITOS SECUNDARIOS  

 

La base fisiológica y bioquímica de la resistencia de plantas se encuentra relacionada con la 

biosíntesis de metabolitos secundarios. Se llama metabolitos secundarios a los compuestos químicos 

sintetizados por las plantas que no intervienen en su metabolismo primario. La mayoría de los 

metabolitos secundarios actúan como agentes alelopáticos, fitoalexinas, sustancias astringentes y 

como atractores polínicos. Entre estos compuestos fitoquímicos se encuentran los alcaloides, 

fenoles simples, polifenoles y terpenoides. Dentro del  grupo de los polifenoles se encuentran los 

http://es.wikipedia.org/wiki/Peridermis
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Abscisi%C3%B3n&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Bandas_de_Caspari&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Bandas_de_Caspari&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Bandas_de_Caspari&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Endodermis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Epidermis
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flavonoides, quienes desempeñan un papel muy importante durante los mecanismos de defensa ante 

herbívoros, patógenos y daño mecánico (Croteau, Kutchan y Lewis; en Buchanan y col., 2000). 

 

1. Flavonoides 
 

La palabra flavonoide proviene del latín flavus, amarillo. Los flavonoides son compuestos de bajo 

peso molecular que comparten un esqueleto común de difenilpiranos (C6-C3-C6), formado por dos 

anillos de fenilos (A y B) ligados a un anillo C de pirano (heterocíclico). La introducción de grupos 

OH en los anillos de benceno, les confiere excelentes propiedades quelantes sobre el hierro y otros 

metales de transición, por lo que poseen una gran capacidad antioxidante, ya que atrapan el oxígeno 

reactivo especialmente en forma de aniones superóxidos, radicales hidroxilos, peróxidos lipídicos o 

hidroperóxidos. De esta manera bloquean la acción deletérea de dichas sustancias sobre las células 

(Martínez y col., 2002). 

 

Se han descrito aproximadamente más de 6000 flavonoides diferentes, los cuales algunos autores 

han  subdividido en 6 diferentes clases según la oxidación a nivel del anillo de carbono: chalconas, 

flavonas, flavonoles, flavandioles, antocianinas y taninos (Lepiniec y col., 2006). Se ha añadido una 

séptima clase de flavonoides: las auronas,  tomada en cuenta por estar presentes en una cantidad 

considerable de plantas (Taiz y col, 2006).  

 

Con base en su origen químico, los taninos se clasifican en hidrolizables y condensadas. Los taninos 

hidrolizables son polímeros de ácidos fenólicos (gálico, hexahidroxidifénico). Las 

protoantocianidinas (PAs) o taninos condensados son polímeros flavan-3-oles. Cumplen un papel 

importante en la modulación de los mecanismos de tolerancia al estrés abiótico (Taiz y Zeiger, 

1998; Dixon, 2005). Poseen una importante  función de defensa contra bacterias, hongos y ciertos 

herbívoros, debido a la astringencia que presentan, la cual se atribuye  a la capacidad que tienen 

estos compuestos de interactuar fuertemente con proteínas y formar precipitados, mediante la 

oxidación de los fenoles a sus formas quinona. Dicho proceso en los herbívoros ocurre en el interior 

de los intestinos, ocasionando  un impacto negativo en su nutrición  (Hagerman y Butler, 1981). 

 

La estructura de los taninos condensados es variable, dependiendo de la estereoquímica y del patrón 

de hidroxilación de las subunidades de flavan-3-ol. Las subunidades más frecuentes constituyen la 

catequina y la epicatequina o galocatequina, las cuales están unidas por enlaces carbono-carbono 

(Schofield et al., 2001).  

 

Recientemente, se han caracterizado las enzimas que actúan en las dos vías de biosíntesis de las 

protoantocianidinas condensadas: la leucoantocianidin reductasa (LAR) que sintetiza a trans flavan-

3-ols [catequina (2-3-trans)] y antocianidin reductasa (ANR) que sintetiza a cis flavan-3-ols  

[epicatequina  (2-3-cis)]. En la figura 3, se muestra la ruta de biosíntesis de las unidades flavan-3-

oles, las cuales se forman por reducción de flavan-3-4 dioles tales como leucoprodelfinidina o 

leucocianidina,  seguida por una etapa de condensación para conformar los oligómeros o polímeros 

(Lepiniec y col., 2006). 

 

Las catequinas se obtienen de la hidrólisis de protoantocianidinas y se ha observado que son un 

buen sustrato para algunas oxidasas y peroxidasas (Kinsella y cols, 2003). Están formadas por 15 

átomos de carbono y contienen dos núcleos fenólicos (anillos A y B) que están unidos por tres 

átomos de carbono que forman parte, junto con un átomo de oxígeno, del anillo C. Los carbonos 2 y 

3 del anillo C son asimétricos y según la posición espacial de los sustituyentes del carbono 3, las 

catequinas pueden ser enantiómeros positivos o negativos (Fig. 4); (Yamamoto  y col., 1997).  

Dichos enantiómeros se encuentran presentes en las semillas de monocotiledóneas y dicotiledóneas, 

los cuales al oxidarse adquieren su color café característico (Lepiniec y col., 2006).  

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Chalcona&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavona&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavonol&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavandiol&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Antocianina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Aurona&action=edit
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Se han definido dos catequinas diferentes (Fig. 4) con tres sustituciones distintas cada una, al 

extraer los polifenoles con etilacetato, siendo las mayoritarias el (-)-galato de epigalocatequina 

(EGCG) y (+)-galocatequina (GC); (Lill y col., 2003). Poseen efecto antioxidante, el cual se 

atribuye a su acción quelante de metales en transición y de radicales libres mediante la formación de 

estructuras menos reactivas (Taiz y col, 2006).  

 

Los flavonoides pueden actuar como sustancias aleloquímicas en las plantas y tener efecto directo o 

indirecto sobre otros vegetales. El tipo, cantidad y localización de estas sustancias varía en función de 

la especies de planta, la etapa de desarrollo de los tejidos y puede ser modulada por señales 

ambientales. Sin embargo se ha reportado la producción de flavonoides en hojas, tallos y raíces como 

consecuencia de herbivoría.  En otros casos las hojas y restos vegetales que contienen sustancias 

alelopáticas, caen al suelo y al descomponerse liberan compuestos tóxicos que pueden ser degradados 

por la actividad microbiana hasta otros compuestos que, incluso, pueden llegar a ser más dañinos que 

las sustancias de origen (Igartuburu, 2000)  

 
 
Fig. 3: Biosíntesis de Flavonoides. En los recuadros color violeta se señala cada una de las siete clases de flavonoides. Se 

muestra a la leucantocianidin reductasa (LAR) y a la antocianidin reductasa (ANR), enzimas que dan lugar a las 

catequinas y epicatequinas respectivamente, compuestos de interés para este trabajo (Basado en  Lepiniec y col., 2006). 

 

 
Otra función importante de los flavonoides es actuar como fitoalexinas, por ejemplo la pisatina, la 

faseolina y la gliceolina I, los cuales son compuestos antimicrobiales de bajo peso molecular  

producidos por las plantas en respuesta a infección, a agentes químicos, a daño mecánico o estrés 

inducido por altos niveles de radiación ultravioleta y descenso de temperatura. Se sintetizan en las 

células sanas adyacentes a las células dañadas y se acumulan tanto en tejidos necróticos, como en 
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tejidos susceptibles a la necrosis, es decir se producen restringidamente en un sitio alrededor del 

lugar de lesión (García y Pérez, 2003). Se sabe que la herida en una planta producto de un 

herbívoro, induce la producción de etileno y metil-jasmónico, esta liberación causa  la 

sobreproducción de fitoalexinas, una respuesta sistémica,  entre las fitoalexinas que se inducen están 

los monfenoles, la lignina, los taninos, así como la inducción de enzimas como las fenol 

peroxidasas y polifenol oxidasas (Held, 1999).  

 

 
 

Fig. 4: Estructura química de las catequinas (Modificado de Lill y col., 2003) 

 

IV. ENZIMAS OXIDANTES DE FENOLES  

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7 son hemoproteínas, excepto la glutatión peroxidasa, que es una 

selenoproteína. Catalizan reacciones bisustrato de carácter redox, utilizando un peróxido como 

oxidante y un segundo sustrato de características reductoras que es oxidado por el peróxido 

(Buchanan y col., 2000). La gran afinidad por el H2O2, se debe a que éste se puede unir al hierro del 

grupo hemo por los dos planos del centro activo, dando lugar a una inhibición por exceso de 

sustrato ya que cuando ambas posiciones están ocupadas por el  H2O2 y no es posible la unión del 

otro sustrato (Hansberg, 2002). 

Las fenol peroxidasas (POD) tienen la capacidad de formar o degradar el H2O2 a expensas del 

consumo de sustancias de tipo fenólico, generando sustancias de color café, razón por la cual ha 

sido ubicada dentro del sistema enzimático antioxidante (Hansberg, 2002). Las peroxidasas y las 

polifenoloxidasas, catalizan la oxidación de fenoles propios de las células a quinonas, las cuales son 

altamente reactivas con proteínas, ácidos nucleicos, flavonoides y otros quinonas (Ruuhola y col., 

2007). 

Las polifenoloxidasas (PPO; EC 1.14.18.1) son cuproenzimas las cuales han sido clasificadas en 

tres grupos: a) cresolasas las cuales catalizan la oxidación de monofenoles a o-difenoles y/o o-

dihidroxifenoles a o-quinonas, b) catecolasas o o-difenol oxigen oxidoreductasas  y c) lacasas o p-

difenol: oxigen oxidoreductasas. Los tres tipos de enzimas oxidan fenoles utilizando oxígeno 

molecular pero las lacasas, oxidan una amplia variedad de sustratos, incluyendo monofenoles, 

trifenoles, ácido ascórbico, al igual que o- y p- difenoles (Ruuhola y col., 2007). Su pH óptimo 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Bisustrato&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Redox
http://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido
http://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido
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oscila entre  5 y 8, aunque varía dependiendo del tipo de polifenoloxidasa y del sustrato. Las PPO 

presentan en su centro activo dos átomos de cobre, unidos cada uno de ellos a tres histidinas. En su 

entorno se sitúan una serie de aminoácidos hidrofóbicos, con anillos aromáticos, que también son 

importantes en su actividad, para la unión de los sustratos (Croteau, Kutchan y Lewis.; en Buchanan 

y col., 2000). 

Las PPO son de gran importancia en las plantas, por su participación en la oxidación del ácido indol 

acético, la síntesis de lignina por la acción de la  p-difenoloxidasa,  y la resistencia al estrés biótico 

y abiótico. Su actividad aumenta cuando existe senescencia de tejidos, o bien, cuando la planta sufre 

daño mecánico. En este último caso, al ocurrir la ruptura de células, las PPO, interactúan  con los 

sustratos fenólicos y en presencia de oxígeno catalizan la hidroxilación de monofenoles a 

ortodifenoles (Ruuhola y col., 2007). Posteriormente los ortodifenoles son oxidados a ortoquinonas, 

las cuales se polimerizan. Estas forman melaninas (pigmentos que presentan color  marrón, rojo o 

negro) en la superficie de lesión. Por tanto,  se  postula que su función principal en las plantas es 

actuar como un mecanismo de defensa  (Hachinohe y Matsumoto, 2007). 

El control natural de la actividad de la polifenoloxidasa se produce fundamentalmente mediante la 

compartimentación de los sustratos, cuando estos compartimentos se rompen por un daño mecánico, 

como el triturado, corte, congelación y descongelación, se lleva acabo la oxidación de la tirosina u 

otros fenoles, lo cual provoca la reacción de pardeamiento en la planta (Mayer, 1987). Algunos 

agentes reductores  como el  ácido ascórbico y el -tocoferol pueden actuar revertiendo la reacción, 

de quinonas a fenoles. También pueden actuar directamente sobre el centro activo del enzima, 

transformando el cobre 2+ en cobre 1+, que se disocia más fácilmente. El ácido benzoico y otros 

compuestos aromáticos, actúan reduciendo la actividad de las PPO, al competir con los sustratos 

(Hachinohe y Matsumoto, 2007). 

 

 

V. TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES DURANTE LA RESPUESTA DE DEFENSA 

Hasta el momento, se ha descrito como las plantas responden al estrés biótico y abiótico mediante 

diversas estrategias coordinadas de resistencia mediadas por diferentes rutas de señalización 

bioquímica. La rapidez y la extensión de la respuesta a estas señales intracelulares, determina 

finalmente el que la planta pueda superar satisfactoriamente al estrés (Radman y col., 2003). 

Inicialmente, cuando una célula de la planta sufre una lesión causada por daño mecánico, herbivoría 

o por algún patógeno, se  puede desencadenar una respuesta de hipersensibilidad que induce una 

producción de peróxido de hidrógeno, fitoalexinas y/u otros compuestos. Esta reacción también 

puede propiciar la aparición de resistencia sistémica, que es efectiva en sitios distantes del punto de 

lesión. Esta respuesta, también puede ser una consecuencia de la colonización de las plantas por 

microorganismos no patógenos o de tratamientos con inductores químicos tales como el ácido 

isonicotínico, el ácido salicílico  y el ácido jasmónico (Kim y col., 2001). 

Se ha demostrado que la respuesta de HR y la SAR está mediada por diferentes vías de transducción 

de señales; así como por diferentes rutas como la asociada y dependiente de SA, la ruta 

independiente de SA, y la ruta ligada al ácido jasmónico (JA) y al etileno. La ruta dependiente de 

SA permite el desarrollo de la SAR y la expresión de genes que codifican proteínas de defensa, 

denominadas proteínas PR. La ruta ligada al JA y etileno, conduce a la expresión de genes que 

codifican proteínas denominadas defensinas, tioninas o proteínas antimicrobianas (AMP), 

inhibidores de proteasas y otras proteínas PR (proteínas de defensa) no inducidas por SA. Ambas 

rutas se entrecruzan y pueden inducir compuestos o proteínas de defensa comunes (Kuc´J, 2001). 
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Otros estudios demuestran que no existe sobreposición de las vías inductoras de SA y JA, además 

de que existen efectos antagónicos entre la aplicación de SA y la producción de una herida y/o la 

aplicación de JA y los genes inducidos por este último (Penacortes y col., 1993; Doares y col., 

1995). Por otra parte el estudio de Thaler y col. (2002) resume las respuestas  de la planta ante la 

presencia del SA y el JA: 1) existe un antagonismo entre las vías de señalamiento del SA y del JA 

en ensayos bioquímicos (aplicación de la fitohormona) y/o en ensayos biológicos (herbivoría por 

insecto); 2) el tiempo de inducción influye en la respuesta química y biológica cuando se aplican 

simultáneamente ambos inductores (SA y JA/herbívoro) dándose una interacción negativa; 3) la 

concentración del inductor es importante para determinar la atenuación química de la contravía, en 

donde altas concentraciones muestran una interacción negativa de la señal; 4) la separación 

temporal y/o bajas concentraciones del inductor (SA y JA) pueden reducir la señal negativa de la 

interacción;  5) la interacción negativa se observa  más constante en ensayos biológicos que en los 

químicos. Dependiendo de la lesión, el tipo de compuestos de defensa sintetizados por la planta 

puede variar predominando los inducidos por la vía de SA, o por la de JA y etileno. En cualquier 

caso, el resultado es la inducción en  forma sistémica de compuestos de defensa que incluyen 

glicoproteínas ricas en hidroxiprolina (HyP), relacionadas con el reforzamiento de la pared celular; 

así como inducciones de enzimas involucradas en la síntesis y uso de los fenilpropanoides: 

fenilalanina amonio liasa, fenolperoxidasas y polifenoloxidasas  entre otras  (Kuc´J, 2001). 

Recientemente se propuso que la inducción de resistencia sistémica, es causada por el aumento de 

oxidación y peroxidación de compuestos fenólicos en el sitio de lesión. Estas reacciones son 

catalizadas por polifenoloxidasas y fenolperoxidasas, y producen semiquinonas, quinonas y 

especies reactivas de oxígeno (ERO); los cuales pueden tener efectos tóxicos  y/o propiedades 

repelentes contra estrés biótico provocado por herbivoría (Ruuhola y col., 2007).  

 

 

VI. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  

 
Los radicales libres se forman cuando una molécula con un par de electrones no apareados en la 

órbita externa recibe o pierde un electrón. La molécula más común que forma radicales libres es el  

oxígeno. El oxígeno molecular (O2) es fundamentalmente birradical ya que tiene 2 electrones no 

apareados en su orbital externo (2py y 2pz), ambos con el mismo giro paralelo, impidiendo que 

capte 2 electrones simultáneamente en las reacciones que interviene. Aproximadamente del 2% del 

oxígeno es reducido en forma incompleta al aceptar un menor número de electrones, por lo que 

origina  compuestos intermedios inestables, llamados especies reactivas de oxígeno (Buchanan y 

col., 2000). Cuando el oxígeno recibe un exceso de energía se produce un singulete de oxígeno 

(1O2), una molécula altamente reactiva, que  puede transferir su energía a otras moléculas 

biológicas o reaccionar con ella misma, produciendo endoperóxidos o hidroperóxidos. La 

distribución particular de los electrones de cada molécula de oxígeno diatómico puede aceptar 

cuatro electrones y cuatro protones, produciendo dos moléculas de agua. Si la molécula de oxígeno 

sólo recibe uno, dos o tres electrones, se forman las especies reactivas de oxígeno, como los 

radicales superóxido y peroxilo, así como peróxido de hidrógeno (Fig. 5). El radical superóxido 

(O2
o
) reacciona reduciendo quinonas y complejos de metales de transición Fe-Cu, afectando la 

actividad de las enzimas que contienen estos metales. El O2
o
 no atraviesa la membrana plasmática, 

por tanto es dismutado rápidamente a peróxido de hidrógeno (H2O2.). Los radicales hidroperóxilo se 

forman a partir del radical superóxido por protonación; en solución acuosa, pueden atravesar la 

membrana y sustraer átomos de hidrógeno de los ácidos grasos insaturados iniciando una 

autooxidación de lípidos. El  H2O2 es una molécula moderadamente reactiva se difunde fácilmente a 

través de membranas, lo que evidencia su función como segundo mensajero intra o intercelular. El  

H2O2  pueden originar radicales hidroxilo (°OH), que son los principales agentes oxidantes de las 

proteínas, ácidos nucleicos, lípidos, fenoles y azúcares (Moller y col., 2007). 
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Los principales derivados del oxígeno detectados en la respuesta de hipersensibilidad, son O2
o
, H2O2  

y °OH, que se producen en el apoplasto de la célula. Se considera que la NADPH oxidasa 

localizada en la membrana plasmática, es la enzima causante de la mayor producción de ERO en  

condiciones de estrés biótico y/o abiótico; otro mecanismo de producción se encuentra en los 

procesos de transferencia de energía en la cadena respiratoria de la mitocondria, fotosíntesis y/o 

fotorespiración en los cloroplastos y peroxisomas de la célula vegetal (Apel y Hirt, 2004). 

Asimismo se ha reportado que el  Ca
2+

 es capaz de activar directamente a la NADPH oxidasa in 

vitro, ya que esta proteína posee 2 dominios de unión al Ca 
2+

, en la región N-terminal (Sagi y 

Fluhr, 2001). Además de que las oxidasas y peroxidasas de la pared celular pueden mediar la 

producción apoplástica de ERO; la cual no siempre es nociva para las células, ya que inducen 

diversas respuestas asociadas a la diferenciación, proliferación y muerte, de tal forma que en 

concentraciones adecuadas funcionan como segundos mensajeros (Moller y col., 2007). 

 

 

 
Fig. 5: Interconversión de ERO, derivadas de O2. El estado basal de oxígeno molecular puede activarse por energía, 

formando un singulete de oxígeno (1 O2). Alternativamente, la reducción por un electrón lleva a formar el radical 

superóxido O2
o. El superóxido existe en equilibrio con su ácido conjugado, el radical hidroxiperoxilo (HO2 ). Después los 

siguientes pasos de reducción forman peroxido de hidrógeno (H2O2 ), radical hidroxilo (°OH) y agua (H2O). Los iones de 

metales que están presentes  en las células en forma oxidada  (Fe3+) se reducen en presencia de O2, y pueden catalizar la 

conversión de H2O2  a °OH, por la reacción de Fenton o Haber-Weiss (Basado en Moller y col., 2007).  

 

 

 
La generación de ERO ocurre en dos fases (Fig. 6): fase I o fase inicial transitoria que sucede 

minutos después de una lesión por daño mecánico, herbivoría o ataque de patógenos; y una fase II o 

fase persistente la cual es de mayor amplitud y comienza de una a tres horas después que la fase 

inicial ha terminado. Durante la primera hora después de provocada la lesión, se observa  un 

aumento en la producción de ERO en la fase inicial transitoria. Sin embargo después de este tiempo, 

si no se cuentan con sustancias antioxidantes como fenoles, así como enzimas que puedan ocupar a 

estos compuestos como sustratos, se presenta una acumulación de ERO en el área lesionada; 

mientras que en presencia de enzimas y compuestos fenólicos con actividad antioxidante, los 

niveles de ERO se mantienen bajos en el sitio de lesión (Mittler y col., 2004).  
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Fig. 6. Producción Bifásica de ERO en respuesta a daño mecánico, herbivoría ó patogénesis 

 (Modificado de Mittler y col., 2004) 

 

 

 

A. MECANISMOS DE DESTOXIFICACIÓN DE RADICALES LIBRES 
 

 

Existen sistemas de destoxificación de ERO a nivel celular (Tabla 1), en donde actúan enzimas 

como: la superóxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) que dismuta los superóxidos a H2O2 y O2  y  la 

catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) que convierte el H2O2 en H2O y O2. El  H2O2  también  puede ser usado 

por la guayacol peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7) y por la ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) 

generando tetrahidroguayacol y dehidroascorbato respectivamente más H2O (Vranová y col., 2002). 

Las enzimas anteriormente mencionadas así como otros compuestos como el ascorbato, los 

carotenoides, el glutatión y el tocoferol ayudan a precisar el lugar de acción de las cascadas de 

transducción de señales derivadas de ERO, para que se lleve acabo el fortalecimiento de la pared 

celular (Greenberg y Yao, 2004).  

 

 

Además existen otros mecanismos de destoxificación de ERO, mediante quelantes ó también 

llamados “atrapadores”, los cuales pueden ser naturales como la adenina y el piruvato de sodio; 

también se han diseñado atrapadores de ERO sintéticos para fines de investigación como el 

methimazol y el DPI (Tabla 2). Estos atrapadores actúan disminuyendo la tasa de oxidación de los 

radicales libres, ya que pueden aumentar su velocidad de hidrólisis o impedir su formación ya que 

compiten por el mismo sustrato que las enzimas productoras de ERO como la NAD(P)H oxidasa a 

nivel del apoplasto y algunas peroxidasas  de la pared celular del vegetal. Por tanto los atrapadores 

de radicales libres  interfieren en diferentes puntos de la reacción: O2 →  O2
o 

→ H2O2 → °OH 

(Liszkay y col., 2004). 
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Tabla 1. Localización en la célula vegetal de las enzimas y compuestos que permiten la defensa contra la 

oxidación 

 
 

Enzimas  

Localización en la Célula Vegetal 

Apoplasto Citoplasma Cloroplasto Mitocondria Peroxisoma Vacuola 
Ascorbato 
peroxidasa 

  

* 

 

* 

   

* 

Catalasa  *  * *  

Cu/Zn-SOD  * *  *  

Denidroascorbato 
reductasa 

  

* 

 

* 

   

Glutatión peroxidasa      * 

Glutatión reductasa  * * *   

Mn-SOD  * * *   

Monodehidroascorbato 
reductasa 

    

* 

  

Compuestos  

Peroxidasa * *     

Ascorbato * * *    

Carotenoides   *    

Glutatión  * * *   

Tocoferol   *    

 

Cu-Zn- SOD = Superóxido Dismutasa dependiente de Cobre-Zinc 

Mn-SOD = Superóxido Dismutasa dependiente de Manganeso 

(Modificado de Lambeth, 2004). 

 

 

 

Tabla 2: Queladores ó “atrapadores”  de  O2
.-
, H2O2  y 

.
OH, ó inhibidores de NAD(P)H oxidasa y 

peroxidasas 

 
Queladores o 

“atrapadores” 

 

EROs 

 

Inhibidores de   

 
  

O2
.-  

 

H2O2 

 

 

 . OH 

 

NAD(P)H 

oxidasa 

 

Peroxidasas 

Adenina (3mM)°   *   

Na-benzoato (3mM)°   *   

Na-salicilato (1mM)°   *   

His (30mM)°   *   

Mn-DFA (10mM)° *     

CuCl2 (30 M)° *     

Tiron (10 mM)° *     

SOD (100 g mL -1)° *     

Mn-TMPa (100 M)° *     

Na-piruvato (30 mM)°  *    

Kl (30 mM)°  *    

DPIb (50 M)°    *  

ZnCl2 (10 mM)°    *  

KCNC (1Mm)°     * 

NaN3 (0.3 mM)°     * 

NH2OH (1 mM)°     * 

SHAM (3mM)°     * 

ABAH (3Mm)°     * 

Methimazol (10mM)°     * 

 

                   ° Concentraciones frecuentemente usadas en raíz de maíz.   

                   (Modificado de Liszkay y col., 2004) 
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B. INTERACCIÓN DE EROS CON OTRAS SEÑALES   
 

El ácido salicilico (SA), el ácido jasmónico (AJ) y el óxido nítrico (NO), son otros importantes 

reguladores de la respuesta causada por daño mecánico, herbivoría o por patógenos (Fig. 7). La 

interacción con estas u otras señales puede explicar las funciones divergentes de las ERO en las 

respuestas de defensa (Durrant y Dong, 2004). 

 
 
Fig. 7. Producción de ERO y funciones en la respuesta a daño mecánico, herbovoría o patógenos. SA: ácido salicílico, 

SAR: respuesta sistémica adquirida, NO: oxido nítrico. (Modificado de Durrant y Dong, 2004) 
 

 
La acumulación de ERO en las células  donde se ha producido algún tipo de daño, indica que estas 
moléculas, actúan como señales regulando el establecimiento de la reacción de defensa a nivel de la 
expresión génica, o el fortalecimiento de la pared celular vía entrecruzamiento de proteínas de la 
pared (Apostol y col., 1989; Babior, 1992; Blechert y col., 1995). En rutas de transducción de 
señales inducidas por estrés biótico y abiótico, las ERO participan en la activación de proteínas 
cinasas activadas por mitógeno (MAPK), en el cambio en los niveles de Ca2+, y en la modificación 
del estado redox celular (Rentel y Knight, 2004). En las plantas el estado redox regula a NPR1, un 
activador esencial de las respuestas de defensa que dependen del acido salicílico. NPR1 se acumula 
en el citosol como un oligómero inactivo mantenido así por enlaces disulfuro, después de la 
estimulación su reducción libera unidades monoméricas que migran hacia el núcleo e interactúan 
con el factor de trascripción reducido TGA1, el cual en turno activa la expresión de genes de 
defensa dependientes de acido salicílico (Mou y col., 2003). Así la cascada de señalización activada 
por ERO inicia un cambio global en el transcriptoma para ejecutar programas genéticos apropiados 
(Bolwell y col., 1995).  
 
En células de Arabidopsis tratadas con H2O2 se observaron cambios en el perfil de expresión de 175 
genes (de 11,000 analizados). Estos genes codifican para enzimas antioxidantes, proteínas asociadas 
con la defensa o con funciones de señalización tales como cinasas o factores de transcripción 
(Desikan y col., 2001). La rápida producción de ERO y la capacidad de difusión del H2O2 a través 
de membranas ha hecho pensar que esta molécula puede actuar como segundo mensajero intra o 
intercelular (Pitzschke y Hirt, 2006; Van Breusegem y Dat, 2006).  
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Ipomoea purpurea es una arvense que se encuentra ampliamente distribuida e infesta alrededor de  

40 cultivos básicos para la alimentación humana  entre los más importantes se encuentran  el maíz y 

el fríjol. Compite por agua, luz solar, nutrimentos y bióxido de carbono, lo cual implica que en 

México anualmente se presente un decremento que va del 33% hasta la pérdida total en la 

producción del cultivo que invade (Agundis,  1984; Villaseñor y Espinosa, 1998).  

 

Las hojas cotiledonarias en Ipomoea purpurea son fundamentales para la sobrevivencia y el 

establecimiento de la planta, puesto que dichas estructuras capturan los compuestos de la hidrólisis 

de las reservas del endospermo, y las almacenan temporalmente como almidón, sacarosa, 

monosacáridos, proteínas; los cuales son translocados posteriormente al resto de la plántula durante 

las primeras fases de post-germinación, probablemente para el metabolismo primario y crecimiento 

(García-Lara, 1998). Observaciones de campo demuestran que los cotiledones sufren constantes 

agresiones por daño mecánico, herbivoría y patogénesis durante la post-germinación temprana; si en 

presencia de éstas condiciones físicas y biológicas adversas sufren daño, puede provocarse una 

disminución del vigor e incluso la muerte de la plántula, ya que los cotiledones son los primeros 

órganos fotosintéticos. Estudios previos en nuestro laboratorio, han demostrado que la emergencia 

de la primera hoja verdadera ocurre alrededor de los 11 días después de iniciada la embibición y los 

cotiledones senecen  a partir de los 11 días, encontrándose  restos  hasta los 22 días de iniciada la 

embibición (Díaz-Pontones y col., 1998). Dado los tiempos entre la protusión de la radícula (18 hr) 

y la emergencia de la primera hoja verdadera (más de 11 días), los gastos metabólicos deben ser 

aportados por las reservas y de la síntesis de novo que realicen  los cotiledones durante esta etapa; lo 

que implica que los cotiledones deben de encontrarse altamente protegidos contra el daño mecánico, 

ataque de herbívoros y patógenos. Por tanto estos órganos  pueden tomarse como modelo biológico, 

para estudiar los mecanismos intrínsecos de defensa de la planta, lo cual  posibilita encontrar 

factores de regulación claves para la sobrevivencia de esta arvense, y en un futuro poder diseñar 

estrategias de control para esta especie de maleza, así como acercarnos a una mejor comprensión de 

los mecanismos de regulación de defensa en plantas silvestres.  

 

Debido a la importancia que pudiera tener la generación y regulación de especies reactivas de 

oxígeno cuando se provoca una lesión en la planta; resulta relevante estudiar la relación que existe 

entre especies reactivas de oxígeno y el aumento en la actividad de enzimas que los pueden regular,  

como las peroxidasas y las polifenoloxidasas, así como la acumulación de compuestos antioxidantes 

(fenoles), lo cual pudiese explicar las funciones divergentes de las ERO en diferentes fenómenos de 

defensa.  
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A. HIPÓTESIS GENERAL  

 

 
Si la generación de una herida en los cotiledones de Ipomoea purpurea puede desencadenar la 

producción de especies reactivas de oxigeno (ERO), entonces  éstas pueden servir como moléculas 

de señalización para promover la síntesis de enzimas como la catequin oxidasa, catequin 

peroxidasa, guayacol peroxidasa y la acumulación de fenoles después de un daño mecánico a 

tiempos cortos y largos de recuperación.  

 

 

B. HIPÓTESIS PARTICULARES  

 
1. Si el daño mecánico puede generar ERO a tiempos cortos de recuperación, por tanto una 

herida en los cotiledones a tiempos menores de dos horas debe acumular una suficiente 

cantidad de ERO que pueda ser detectada  por métodos cuantitativos, así como poder 

determinar su localización.  

 

 

2. La generación de una herida en un órgano fundamental como lo es el cotiledón, puede 

desencadenar un desequilibrio en la homeostasis de la planta, por tanto es posible que 24 

horas después del daño mecánico en los cotiledones, se genere un  aumento en  la actividad 

de enzimas como catequin oxidasa, catequin peroxidasa, guayacol peroxidasa en forma 

diferencial, las cuales a su vez pueden presentar distintos tipos de isoenzimas. Asociado a 

esto podría llevarse acabo la síntesis de novo de fenoles, y en consecuencia  provocar  

niveles altos polifenoles de tipo condensado; por lo que se esperaría que la cantidad de ERO 

regresará a su estado basal.  

 

 

3. La generación de un daño mecánico por perforación en un extremo de ambos cotiledones 

(lesión contra lateral), podría provocar un incremento diferencial en los parámetros 

bioquímicos, entre el lado del cotiledón de una plántula lesionada con respecto al lado del 

cotiledón no lesionado  de la misma planta; siendo estos parámetros mayores en el lado del 

cotiledón herido de la plántula lesionada. 

 

 

4. La lesión mecánica producida en un extremo de uno de los dos cotiledones (lesión 

sistémica), generará un aumento diferencial en los parámetros bioquímicos, entre el 

cotiledón  lesionado con respecto al cotiledón sano de la misma planta. 
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A. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto de una lesión por herida a nivel de los cotiledones de Ipomoea purpurea y 

correlacionarlo con la actividad enzimática de, catequin oxidasa (Cox), catequín peroxidasa (Cpx),  

guayacol peroxidasa (Gpx), las isoenzimas de cada una de ellas, la cantidad de fenoles y  las 

especies reactivas de oxigeno (ERO) a tiempos cortos y largos de recuperación.  

 

 

B. OBJETIVOS PARTICULARES  

 

Se efectuaron dos tipos de lesión mecánica (extracción de un cilindro de 1.58 mm de diámetro). La 

lesión contra lateral consistió en realizar la perforación en un extremo de ambos cotiledones. En la 

lesión sistémica se perforó sólo un extremo de uno de los dos cotiledones. Ambas lesiones se 

contrastaron  con los cotiledones de una plántula sana.  

 

 

1. Diseño de Lesión Contra Lateral 

 

 

a. Cuantificar y ubicar  la producción de ERO a tiempos cortos de recuperación  (0, 20, 30 y 

120 minutos) posteriores a una lesión por herida en los cotiledones. 

  
b. Cuantificar y localizar la actividad de catequin peroxidasa, catequin oxidasa y guayacol 

peroxidasa, así como de sus isoenzimas existentes a tiempos  largos de recuperación (24 hr) 

posteriores a una lesión por herida en los cotiledones. 

 

c. Cuantificar y localizar el contenido de compuestos fenólicos a tiempos largos de 

recuperación (24hr) posteriores a una lesión por herida en los cotiledones. 

 

 

2. Diseño de Lesión Sistémica  

 

 

a. Cuantificar y ubicar  la producción de ERO a tiempos cortos de recuperación  (0, 20, 30 y 

120 minutos) posteriores a una lesión por herida en los cotiledones. 

  
b. Cuantificar y localizar la actividad de catequin peroxidasa, catequin oxidasa y guayacol 

peroxidasa, así como de sus isoenzimas existentes a tiempos  largos de recuperación (24 hr) 

posteriores a una lesión por herida en los cotiledones. 

 

c. Cuantificar y localizar el contenido de compuestos fenólicos a tiempos largos de 

recuperación (24hr) posteriores a una lesión por herida en los cotiledones. 
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A. MATERIAL BIOLÓGICO  Y GENERACIÓN DEL DAÑO MECÁNICO 

  

En 1998 se colectaron semillas maduras deshidratadas de los campos de cultivo de maíz del estado 

de Morelos, los cuales se encontraban infestados con Ipomoea purpurea (L.) Roth. Estas fueron 

usadas como banco de semillas para propagar la especie. Dichas semillas fueron germinadas y las 

plantas resultantes fueron crecidas en la Ciudad de México; de éstas plantas se obtuvieron semillas  

maduras deshidratadas, las cuales se conservaron a temperatura ambiente. De la cosecha 2004 se 

seleccionaron semillas con peso aproximado de 20 mg, se desinfectaron superficialmente con 

hipoclorito de sodio (NaClO) al 3% durante 15 minutos, seguida de cinco lavados con agua estéril. 

Posteriormente las semillas fueron sembradas bajo condiciones de esterilidad en cajas Petri las 

cuales contenían papel filtro, dejándose en incubación a 25 °C en obscuridad. Transcurridas 48 

horas después de iniciada la embibición las plántulas se lesionaron a nivel de los cotiledones, 

dejándose posteriormente en recuperación 0 a 120 minutos (tiempos cortos), y/o hasta 24 horas 

(tiempos largos) según el caso. Se llevaron acabo dos diseños de lesión de los cotiledones, la cuál se 

realizó mediante la extracción de un cilindro de 1.58 mm de diámetro. El diseño de lesión contra 

lateral consistió en realizar la perforación en la mitad de cada uno de los cotiledones, obteniéndose 

así el lado del cotiledón herido de la planta lesionada (LChPl) y el lado del cotiledón sano de la 

planta lesionada (LCsPl), los cuales se compararon contra el lado de un cotiledón sano de una planta 

sana (LCsPl; Fig. 8). En el diseño de lesión sistémica únicamente se perforó un extremo de uno de 

los dos cotiledones, resultando de esta manera el cotiledón herido de la planta lesionada (SChPl) y 

el cotiledón sano de la planta lesionada (SCsPl), dichos cotiledones fueron contrastados contra un 

cotiledón sano de una planta sana  (SCsPs; Fig. 9). En los dos tipos de lesión cada  grupo contó con 

una n = 6. 

 

 
 
Fig. 8. Diseño experimental para la lesión contra lateral. Esta forma de lesión consistió en realizar la perforación en un 

extremo de ambos cotiledones, obteniéndose así dos condiciones experimentales: el lado de los cotiledones heridos de la 

planta lesionada (LChPl) y el lado de los cotiledones sanos de la planta lesionada (LCsPl), los cuales se compararon 

contra uno de los lados de los cotiledones  sanos de una planta sana (LCsPs). Cada grupo contó con una n = 6.  
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Fig. 9. Diseño experimental para la lesión sistémica. En este modelo se lesiono únicamente un extremo de uno de los dos 

cotiledones, resultando de esta manera el cotiledón herido de la planta lesionada (SChPl) y el cotiledón sano de la planta 

lesionada (SCsPl), dichos cotiledones fueron contrastados contra un cotiledón sano de una planta sana (SCsPs).  Cada 

grupo contó con una n = 6.  

 

 

A tiempos cortos de recuperación se cuantificó la cantidad de ión superóxido y peróxido de 

hidrógeno (Fig. 10). A tiempos largos de recuperación (24 horas), se determinó la actividad de las 

enzimas catequínoxidasa (Cox), catequinperoxidasa (Cpx), guayacolperoxidasa (Gpx) y sus 

isoenzimas, así como la cantidad de compuestos fenólicos (Fig. 11). Dichos parámetros 

bioquímicos fueron ubicados “in situ”. En el caso del modelo contra lateral las mediciones se 

realizaron en el extremo herido y en el extremo sin daño de ambos cotiledones. En el modelo 

sistémico las cuantificaciones se realizaron en el cotiledón herido (extremo lesionado y no 

lesionado) y el cotiledón sin herida de la misma planta lesionada. Ambos modelos se contrastaron 

con los cotiledones de una plántula sana.  

 

B. ANÁLISIS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  

Para confirmar que el daño mecánico por perforación en los cotiledones de Ipomoea purpurea,  es 

capaz de generar especies rereactivas de oxígeno, a tiempos cortos de recuperación, se llevaron 

acabo estudios de carácter cuantitativo y cualitativo de ERO, los cuales se realizaron  de acuerdo al 

diseño experimental que se muestra en la figura 10. 

 
1. Cuantificación de H2O2   mediante Titulación Espectrofotométrica  

 

Una vez transcurrido el tiempo de recuperación, los cotiledones de cada lote se pesaron y se 

homogeneizaron en  1mL de H2O a una temperatura de 4 °C. El homogeneizado resultante fue 

centrifugado a 10,000 xg durante 30 minutos a 4 ° C. Del sobrenadante obtenido 100 L se 
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añadieron a una mezcla de reacción con H2SO4 1.5 M. A dicha mezcla de reacción se le adicionaron 

volúmenes conocidos de KMnO4 a una concentración de 160 M, para  determinar del valor de 

titulación, la cual se cuantificó observando el vire de color a una longitud de onda de 530 nm 

(Comunicación personal Corona-Carrillo., modificado del método de Johnson y Temple, 1964).   

 

2. Cuantificación de O2
o  

   mediante la reacción de XTT   

 

Después de transcurrido el tiempo de recuperación de los cotiledones, éstos fueron divididos en dos 

grupos para realizarles  la cuantificación de superóxido, mediante una modificación de la técnica de  

Sutherland y Learmonth (1997). En el primer grupo, las muestras se homogeneizaron en ausencia o 

presencia de un quelante [CuCl2 30 M ó tetrakis (1-metil 4 piridil) porfina (TMP) 100 M], 

inmediatamente después se les adicionó una solución 0.5 mM de XTT, en amortiguador de citrato 

de sodio 10 mM a pH 6.0, con 1mM de KCl, 0.1 mM de CaCl2 (Frahry y Schopfer, 2001). En el 

segundo grupo, los cotiledones se incubaron durante 10 minutos en ausencia o presencia de CuCl2 o 

TMP, seguidos de otros 10 minutos de exposición con  XTT (iguales condiciones que en el primer 

grupo), consecutivamente  las muestras fueron homogenadas; lo anterior con el propósito de 

determinar si una adecuada difusión del reactivo a través de la estructura cotiledonaria, permitía una 

mayor precisión en la técnica y descartar que la permeabilidad del cotiledón, pudiese ser un factor 

determinante en la cuantificación. Las muestras tanto del primer grupo como del segundo grupo 

fueron centrifugadas a 10,000 xg. durante 30 minutos a 4 °C. Se recuperaron los sobrenadantes, los 

cuales fueron cuantificados espectrofotometricamente a una longitud de onda de 470 nm, 

posteriormente  se determinó su concentración usando  un  coeficiente de extinción de 2.16 x 10
4 

mol
-1

 cm
-1

. 

3. Ubicación “in situ” de O2
o
 y H2O2  

Para observar el sitio de la producción del radical súperóxido (O2
o
), los cotiledones  in vivo se 

incubaron  a diferentes tiempos: 5, 30 y 120 minutos, en amortiguador  de citrato de sodio a 10 mM 

(pH 6.0), el cual contenía 0.5 mM de nitroazul de tetrazolio (NBT; Frahry y Schopfer, 2001). Para 

el caso de H2O2 los cotiledones fueron incubados en un amortiguador de acetato de sodio 50 mM, 

pH 4.5, 100 l de N,N-dimetil formamida (DMF) y 5 mg de 3 amino 9 etil carbazol (Vallejos, 

1986; Díaz-Pontones y col., 2009). Las muestras teñidas, se fijaron en paraformaldehído al 4%, 

durante una hora. El tejido se lavó y se infiltró en sacarosa  320 mM a 4 °C; y posteriormente los 

cotiledones fueron observados en un microscopio de fluorescencia, realizándose el registro 

fotográfico de cada una de las condiciones experimentales.  

 

 
 

Fig. 10: Diagrama del procedimiento utilizado para el análisis de ERO, para  ambos modelos de lesión.. Los cotiledones 

fueron lesionados 24 horas después de la embibición, dejándose en recuperación de 0 a 120 minutos (tiempos cortos), 

inmediatamente después se cosecharon para realizarles los métodos de cuantificación o de ubicación “in situ” según el 

caso.  
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C. ESTUDIO ENZIMÁTICO   

 

El estudio enzimático se realizó 24 horas después de realizado el  daño mecánico, para corroborar si 

efectivamente éste puede inducir un aumento en la actividad enzimática de catequin oxidasa, 

catequin peroxidasa y guayacol peroxidasa, así como presentar en forma diferencial distintas 

isoenzimas. Para tal efecto se siguió el diseño experimental que se muestra en la figura 11. 

 

1. Extracción Enzimática 

 

Para la extracción del extracto crudo enzimático los cotiledones de cada lote se pesaron y se 

homogeneizaron en  3 mL de amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 6.58, a una temperatura de 4 

°C. El homogeneizado resultante se  centrifugó a 10,000 xg. durante 30 minutos a 4 °C. En seguida 

se recuperó el sobrenadante y se conservó en un vial  a una temperatura de 7 °C.  

 

2. Cuantificación de Proteína Total  

 

La determinación de la concentración de proteína total del extracto crudo enzimático se realizó 

utilizando el método de Lowry (Dawson  y Heatlie, 1984). 

 

3. Cuantificación Enzimática 

 

La determinación de la actividad de catequin oxidasa (Cox), catequin peroxidasa (Cpx) y guayacol 

(Gpx), se llevó acabo mediante una modificación del método de Chen y col (1992), Kubo y Kinst-

Hori (1999) y Sojo y col (1999). En el caso de la Cox se realizó una  mezcla de reacción de 1 mL, la 

cual contenía 10 mM de catequina. Para la Cpx la  mezcla de reacción de 1 mL contenía 10 mM de 

catequiza y H2O2  al  3%. En el caso de Gpx la  mezcla de reacción de 1 mL contenía 1 L de 

guayacol en presencia de H2O2 al  3%. Tanto para Cox, Cpx y Gpx  se utilizo  un amortiguador de 

fosfatos 100 mM a pH 6.5 y un volumen conocido del extracto enzimático. Para Cox y Cpx se 

monitoreo la absorbencia durante 5 minutos en intervalos de 60 segundos a 475 nm para el producto 

de la oxidación/peroxidación de la catequina. Para Gpx la absorbencia se monitorio durante 2 

minutos en intervalos de 20 segundos a 475 nm para el producto de la peroxidación del guayacol. 

La actividad enzimática se expreso como unidades de actividad que equivalen al cambio en la 

absorbancia/minuto mg de tejido fresco, estructura y actividad especifica.  

 

4. Determinación de Isoenzimas mediante Isoelectroenfoque   
 

Se determinaron mediante isoelectroenfoque los puntos isoeléctricos (pI), utilizando geles de 

poliacrilamida (6 %)  de 17 cm de largo y 1 cm de diámetro,  con  anfolitas con un intervalo de pH de 4 a 6 

y de 6 a 10, a  dicha mezcla se le añadieron volúmenes conocidos del extracto crudo enzimático. Los geles 

se corrieron a 200 Volts durante 3 horas. En forma paralela a los geles que contenían la muestra se corrió 

un gel sin muestra el cual se  fraccionó en secciones de 0.5 cm de largo y cada segmento se incubó en 2 mL 

de agua desionizada durante 24 horas, al cual posteriormente se le determinó el pH (Allen y col., 1984;  

Rielan, 1986).  

 

5. Ubicación de la actividad enzimática de  Cox, Cpx, y Gpx  

 

Para visualizar los puntos isoeléctricos de las diferentes isoenzimas, se llevó acabo la técnica de Sato 

y Hasegawa, 1976; Vallejos, 1986; Díaz-Pontones y col., 2008. Para las revelar las isoenzimas de 

Cox, los geles resultantes de la electroforesis fueron equilibrados en un amortiguador de fosfato 50 

mM, pH 6.8 durante 15 minutos, posteriormente el gel se incubó a 25 °C en la obscuridad, con  una 
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solución que contenía  58 mg de catequina  en 10 mL de amortiguador de fosfato 50 mM, pH 6.8, 

hasta que aparecieron bandas de color café. Para revelar los pI de las isoenzimas de  Cpx, los geles 

se equilibraron en un amortiguador de fosfato 50 mM, pH 6.8 durante 15 minutos, 

consecutivamente cada gel se incubó a 25 °C en la obscuridad, con  una solución que contenía  58 

mg de catequina y H2O2 al 3%, en 10 mL de amortiguador de fosfato 50 mM, pH 6.8, hasta que 

aparecieron bandas de color café intenso. En el caso de Gpx los geles se equilibraron en un 

amortiguador de acetato de sodio 50 mM, pH 4.5 durante 15 minutos, trancurrido este tiempo los 

geles se incubaron a 25°C en la obscuridad, en una mezcla de reacción que contenía 1 L de 

guayacol y H2O2 al 3%, en 10 mL de amortiguador de acetato de sodio 50 mM, pH 4.5. Finalmente 

como control positivo para las peroxidasas se llevó acabo la determinación de isoenzimas con 

amino etil carbazol (AEC), en donde los geles se incubaron a 25°C en la obscuridad, en una mezcla 

de reacción que contenía 100 L de N,N-dimetil formamida (DMF), 5 mg de 3 amino 9 etil 

carbazol y 750 L de H2O2 al 3%, hasta que aparecieron bandas rojas.  

 

La ubicación “in situ” de la actividad de de Cox, Cpx, y Gpx  en fracciones frescas de cotiledones 

de las tres condiciones experimentales en forma individual, se llevó acabo  siguiendo la estrategia 

que se muestra en la figura 10. Para tal efecto el material vegetal fue sometido a los  mismos 

tratamientos de revelado utilizados para visualizar los puntos isoeléctricos de cada una de las 

enzimas. Una vez teñidos, los cotiledones se introdujeron  en paraformaldehído al 4%, durante una 

hora. Luego el tejido se lavó tres veces, con agua desionizada, por espacios de diez  minutos. 

Enseguida se incluyeron en una solución de sacarosa 320 mM y se guardaron a 4 °C. 

Posteriormente las muestras fueron observadas a 340 nm en un microscopio de fluorescencia 

Axioskop (Zeizz Germanny), realizándose el registro fotográfico para cada una de las condiciones 

experimentales.  

D. CONTENIDO DE FENOLES  

Para verificar que los compuestos fenólicos, 24 horas después de la lesión, pueden  generarse por  

síntesis de novo, se siguió el procedimiento que se muestra en la figura 11.  

 
1. Cuantificación de Fenoles 

 
Los fenoles fueron extraídos según el protocolo de Reich y col. (2006). Para tal efecto se  

introdujeron 100 mg de cotiledones de cada una de las tres condiciones experimentales en forma 

independiente, en 100 mL de etanol al 80 %. La muestra se homogenó por 10 minutos. El 

homogeneizado resultante se centrifugó a 12000 xg durante 15 minutos. A continuación se recuperó 

el sobrenadante (fracción acuosa/etanólica), al cual se le determinó el contenido de fenoles totales, 

fenoles reducidos y protoantocianidinas.  

 

a. Fenoles Detectados con Reactivo de Folín   

 

Se determinaron usando el método reportado por Scalbert y col., 1989. Para tal efecto en un tubo 

Eppendorf  se colocó 0.1 mL de la fracción acuosa/etanólica, a la cual se le adicionó 0.5 mL de 

reactivo Folín (diluido 10 veces con agua desionizada), la muestra se agito vigorosamente para 

lograr una mezcla homogénea. Inmediatamente se incubó a temperatura ambiente durante 1 minuto. 

A continuación se le adicionó 0.4 mL de solución Na2CO3 al  7.5 % en agua desionizada y se 

calentó a 50 °C durante 5 minutos, transcurrido este tiempo la muestra fue enfriada. En un 

espectrofotómetro se determinó la absorbencia a 760 nm. Para la determinación cuantitativa se 

realizó una curva patrón de 0.8 a 8.0 g de ácido gálico  
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b. Fenoles Reducidos  

Los fenoles reducidos se determinaron llevando acabo el método publicado por Price y Butler en 

1977. Para tal efecto  a 1 mL  de la fracción  acuosa/etanólica, se adicionaron 60 l de solución de 

FeCl3 0.1 M en HCl 0.1 N,  la mezcla se agito vigorosamente. En seguida se  adicionó  60 l de la 

solución de K3Fe(CN)6  0.008 M en HCl 0.1 N, se agitó nuevamente la mezcla y se incubó durante 

10 minutos a temperatura ambiente. Mediante el uso de un espectrofotómetro se obtuvo la 

absorbencia a 720 nm, la cual fue comparada con una curva con un  intervalo  entre 0 a 10 g de 

ácido tánico. 

 

c. Protoantocianidinas  

 

Las Protoantocianidinas fueron determinadas mediante la técnica de  Swain y Hellis, 1959; Price y 

col., 1978. Por tal motivo se colocó  0.5 mL de la fracción  acuosa/etanólica  en tubos Eppendorf  de 

2 mL, a la cual  se le adicionó 1 mL de solución de vainillina al 1% disuelta en H2SO4 al 70%, la 

muestra se agitó vigorosamente para lograr una mezcla homogénea. Los tubos de reacción se 

mantuvieron en un baño a 20°C durante 15 minutos. Inmediatamente en un espectrofotómetro se 

determinó la absorbencia a 500 nm. En seguida se comparó con una curva patrón de 4 a 40 g con 

catequiza. 

 

2. Ubicación  “in situ” de Fenoles 

 

Fracciones frescas de cotiledones de las diferentes condiciones experimentales en forma individual, 

se incubaron en una solución que contenía 89 mL de agua desionizada, 0.25 mL de ácido acético 

glacial, 10 mL de formalina al 37% y 2g de FeSO4; hasta que el tejido se tiñó de color azul 

(Johasen, 1940; Rawlins and Takahashi, 1952). Una vez teñida la muestra, fue fijada en 

paraformaldehído al 4%, durante una hora. Inmediatamente el tejido se lavó y se infiltró en sacarosa  

320 mM a 4 °C. Los cotiledones fueron observados en un microscopio de fluorescencia, 

realizándose el registro fotográfico para cada una de las condiciones experimentales.  

 

 
 
Fig. 11: Diagrama del procedimiento seguido en el estudio enzimático y en  el estudio de fenoles, para  ambos modelos de lesión. En los 

dos estudios los cotiledones fueron lesionados 48 horas después de la embibición, dejándose 24 horas de recuperación (tiempo largo). En 

A: se muestran las estrategias utilizadas para el estudio enzimático (Enz): cuantificación de la actividad de las enzimas, determinación de 
puntos isoeléctricos (pI), y  localización histoquímica “in situ” usando como sustratos catequina, catequina + H2O2, guayacol + H2O2 y 

AEC + H2O2.  En B. se muestran los tipos de fenoles que se determinaron mediante espectrofotometría, así como el compuesto utilizado 

para la ubicación “in situ” de éstos compuestos.  
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E. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
Los datos obtenidos experimentalmente fueron analizados mediante una prueba paramétrica de 

análisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tuckey con una P < 0.05 utilizando el paquete 

estadístico  SPSS versión 17.  
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A. EFECTO DE LA LESIÓN EN LA CANTIDAD DE PROTEÍNA Y 

PESO FRESCO  

 

1. DISEÑO CONTRA LATERAL  

 
El presente estudio se centra en el periodo de post-germinación de la plántula de Ipomoea purpurea. 

El estudio comienza 48 horas después de iniciada la embibición, tiempo en el que se realizó una 

perforación en un extremo de ambos cotiledones, dejándose éstos en recuperación hasta completar 

las 72 horas. Durante este intervalo el peso fresco del LChPl presentó un decremento sígnificativo 

con respecto al control (Fig. 12A); no obstante la cantidad de proteína fue constante para las tres 

condiciones experimentales (Fig. 12B); indicando que probablemente la diferencia en peso fresco se 

deba a la perdida de agua a través de la herida, más que a la disminución de la masa por la 

perforación.  

 

 
 
 

Fig. 12: Cantidad de proteína y peso fresco; Diseño Contra Lateral. A,  muestra  el peso fresco expresado en gramos (g); B 

presenta la cantidad de proteína obtenida en  miligramos (mg), obtenido para cada una de las condiciones experimentales, 

72 horas después de iniciada la embibición. Dichos resultados representan la ± EEM (n=4), y se señala la sígnificancía  

P < 0.05 con respecto al control (a). Abreviaturas: LCsPs = extremo del cotiledón sano de la planta sana, LCsPl = extremo 

del cotiledón sano de la planta lesionada y  LChPl.= extremo del cotiledón herido de la planta lesionada.   

 

 

 

2. DISEÑO SISTÉMICO 
 

De manera paralela y bajo las mismas condiciones que en el diseño contra lateral, se  realizó el 

estudio de lesión sistémica. En este caso la herida se efectuó en un extremo de uno de los dos 

cotiledones, 48 horas después de iniciada la embibición, dejándose en recuperación hasta completar 

las 72 horas, en que se proceso cada cotiledón en forma independiente. A diferencia del diseño 

anterior,  en el diseño sistémico el peso fresco (Fig. 13A), así como la cantidad de proteína (Fig. 

13B) de los cotiledones de las tres condiciones experimentales no presentaron cambios 

significativos.  
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Fig. 13: Cantidad de proteína y peso fresco; Lesión Sistémica.  En A,  se muestra  el peso fresco expresado en gramos (g), 

en  B la cantidad de proteína obtenida en  miligramos (mg), obtenido para cada una de las condiciones experimentales. 

Dichos resultados representan la ± EEM (n=4), a los cuales se les realizó una prueba estadística con  P < 0.05, sin que 

ninguno resultara sígnificativo.  

 

B.  ANÁLISIS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  

 
1. UBICACIÓN DE PERÓXIDO DE HIDRÓGENO EN LA ZONA DE LESIÓN 

 
a. DISEÑO CONTRA LATERAL  

 
Para confirmar que el daño mecánico por perforación en los cotiledones de Ipomoea purpurea,  es 

capaz de generar especies activas de oxígeno en el sitio de la lesión, y poder determinar su 

localización, se realizó la ubicación “in sítu” de peróxido de hidrógeno mediante la tinción con 

amino etil carbazol (AEC), el cual reacciona con el H2O2 endógeno producido por el cotiledón. Esta 

técnica demostró mediante la observación en microscopia de fluorescencia, que la zona de mayor 

producción de H2O2, se encuentra  localizada alrededor del sitio de lesión y en las zonas contiguas a 

la herida en el LChPl a tiempos cortos de recuperación (Fig. 14A1 a 14C1). Asimismo en el LCsPl 

y en el cotiledón de la planta control, la tinción para H2O2, se observaron pequeños precipitados  

dispersos en toda la estructura cotiledonaria, de manera similar a lo observando en el resto del 

LChPl. Conjuntamente a lo anterior, se reporto la formación paulatina de un precipitado color 

blanco fluorescente, depositado en la cercanía del borde del sitio de lesión y en el interior del 

parénquima adyacente al área de la herida (Fig. 15A a 15C).   

 

b. DISEÑO SISTÉMICO 

 
Al igual que en el diseño anterior, la técnica de tinción con  amino etil carbazol (AEC), confirmó  

que el daño mecánico en los cotiledones de Ipomoea purpurea, genera peróxido de hidrógeno 

alrededor del sitio de la lesión  y en zonas adyacentes a la herida, en el SChPl. Del mismo modo que 

el diseño de lesión contra lateral, en el  SCsPl y el SCsPs la tinción para H2O2 se observó difundida 

a lo largo de toda la estructura cotiledonaria, pero en menor intensidad que en el área lesionada del 

SChPl, a tiempos cortos de recuperación (datos no mostrados).   
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Fig. 14: Ubicación  de peróxido de hidrógeno en LChPl,  a tiempos cortos de recuperación posteriores a la herida; Diseño 

Contra Lateral. La producción de H2O2 fue detectada con AEC; y visualizada por  microscopia de fluorescencia de onda 

larga (340nm) a 5min (A1), 30 min (B1) y 120 min (C1), y a nivel macroscópico (A2-C2). Las flechas señalan al  H2O2. 

Las barras  en A1- C1 equivalen a 1 m. 

 

 
 

Fig. 15: Ubicación del precipitado blanco fluorescente en LChPl, a tiempos cortos de recuperación posteriores a la 

herida; Diseño Contra Lateral. El H2O2 fue detectado con AEC (tinción café). Mediante microscopia de fluorescencia de 

onda larga, fue posible apreciar a 5 min (A), 30 min (B) y 120 min (C), la formación paulatina de un precipitado blanco 

fluorescente, depositado alrededor del sitio de lesión y en las zonas contiguas a la herida.  Las flechas señalan al 

precipitado. Las barras equivalen a 10 m  
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2. CUANTIFICACIÓN DE PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

 

 

a. DISEÑO CONTRA LATERAL  

 
Una vez localizado el H2O2, se procedió a cuantificarlo mediante la titulación con KMnO4, para 

corroborar que la lesión, puede generar dicho intermediario de ERO, a tiempos cortos de 

recuperación. La determinación de la cantidad de H2O2, presente en el extracto de los cotiledones de 

cada grupo experimental, se realizó a cero (T0), veinte (T20), treinta (T30) y ciento veinte (T120) 

minutos posteriores a la herida. En el caso del LCsPs en T0 de recuperación se observa una cantidad 

inicial de 25.50 ±  4.21 micromolas/gr de tejido fresco, la cual tiende a decrecer en un 31.11% a 

T20 manteniéndose ésta tendencia en los tiempos restantes de recuperación ulteriores a la herida 

(Fig. 16D).  

 

Para el grupo LCsPl en T0, se reporto un valor de H2O2 de 21.98 ±  6.13 micromolas/gr de tejido 

fresco, el cual fue ligeramente menor en un 17.48%, cuando se comparo con el control, 

presentándose esta misma tendencia de disminución en T30 y T120 (Fig. 16E). En el caso del 

LChPl a tiempo cero de recuperación se obtuvo 22.51 ±  3.38 micromolas/gr de tejido fresco, las 

cuales al compararse con las obtenidas en el LCsPs muestran una disminución del 14.06%; en este 

caso se muestra una tendencia a aumentar la cantidad de  H2O2 en T20 de recuperación, siendo este 

aumento de 17.29%, sin embargo  en T30 se observa una ligera disminución, la cual muestra una 

ligera tendencia de aumento a T120 (Fig. 16F). 

 

Entre los extremos de los cotiledones de la planta lesionada (LChPl vs LCsPl) se  experimentó un 

aumento de H2O2 del 4.21%. En resumen los niveles de H2O2  de la planta herida tanto en el LCsPl 

como en el LChPl no presentaron cambios estadísticamente significativos con respecto al control. 

Dicho análisis de la cuantificación de H2O2 también se expreso por estructura (cotiledón), 

encontrándose  que en  el LCsPs, en el LCsPl y en el LChPl existe comportamiento similar al 

reportado en unidades por gramo de tejido fresco (Fig. 16A, 16B y 16C).  

 

 

 

b. DISEÑO SISTÉMICO 
 

Los datos obtenidos de la determinación cuantitativa de peróxido de hidrógeno en este tipo de 

lesión, utilizando  la misma metodología que en el diseño contra lateral, reportaron que en el caso 

del SCsPs en T0 de recuperación,  se observa una cantidad inicial de 20.90 ± 3.9 micromolas/gr de 

tejido fresco, presenta una tendencia a mantenerse de  T20 a T120 minutos posteriores a la herida 

(Fig. 17D).  

 

Para el grupo SCsPl en T0, se reporto un valor de H2O2 de 23.52 ± 7.65 micromolas/gr de tejido 

fresco, el cual fue ligeramente mayor en un 2.33% cuando se comparo con el control; sin embargo 

en este caso se observó una tendencia de aumento de H2O2 de aproximadamente 25% en T20, está 

cantidad aumento ligeramente en T30, disminuyendo posteriormente en T120 en un 42.23 %, sin 

presentar sígnificancia estadística en ningún tiempo de recuperación (Fig. 17E).  

 

En el SChPl a tiempo cero de recuperación se obtuvo 30.51 ± 3.16 micromolas/gr de tejido fresco, 

dicho dato en este caso, supera al reportado por la planta control en un 26.28%, aunque no es 

estadísticamente sígnificativo; dicho valor tiende a disminuir en T20, no obstante en T30 se 
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presenta una pequeña tendencia de aumento, el cual decrece a T120 de recuperación, a ningún 

tiempo de recuperación se presentaron diferencias estadísticas  (Fig. 17F).  

 

Entre los cotiledones de la planta lesionada  (SChPl vs SCsPl) en T0, se experimentó un aumento de 

H2O2 del 29.25%, sín ser éste un valor estadísticamente sígnificativo. En resumen los niveles de 

H2O2  de la planta herida tanto en el SCsPl como en el SChPl no presentaron cambios 

estadísticamente significativos con respecto al control. En  dicho análisis de la cuantificación de 

H2O2, los datos también fueron expresados por estructura (cotiledón), encontrándose  para el SCsPs, 

el SCsPl y el SChPl un comportamiento análogo al reportado en unidades por gramo de tejido 

fresco (Fig. 17A, 17B y 17C).  

 

 

 
 

Fig. 16: Cuantificación de H2O2, a tiempos cortos de recuperación posteriores a la herida; Diseño Contra Lateral. Se 

muestra la cantidad de H2O2 (nmolas/cotiledón; A-C y nmolas/gr de tejido fresco; D-F), obtenida mediante la técnica de 

titulación con KMnO4. para el LCsPs (A, D),  el LCsPl (B, E) y el  LChPl (C, F), a 0, 20, 30 y 120 minutos después de 

realizada la lesión. Los resultados expresan  la ± EEM (n=4), a los cuales se les realizó una prueba estadística con  P < 

0.05, sin que ninguno resultara sígnificativo. 
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Fig. 17: Cuantificación de H2O2, a tiempos cortos de recuperación posteriores a la herida; Diseño Sistémico. Se muestra la 

cantidad de H2O2 (nmolas/cotiledón; A-C y nmolas/gr de tejido fresco; D-F), obtenida mediante la técnica de titulación 

con KMnO4, para el SCsPs (A, D),  el SCsPl (B, E) y el  SChPl (C, F), a 0, 20, 30 y 120 minutos después de realizada la 

lesión. Los resultados expresan  la ± EEM (n=4), a los cuales se les realizó una prueba estadística con  P < 0.05, sin que 

ninguno resultara sígnificativo. 

 

 

 

3. UBICACIÓN  DE SUPERÓXIDO EN LA ZONA DE LESIÓN 

 
a. DISEÑO CONTRA LATERAL  

 
Además de la localización de peróxido de hidrógeno también se realizó la ubicación del radical 

superóxido, mediante la tinción con nitroazul de tetrazolio (NBT), en cotiledones con tiempos 

cortos de recuperación después de realizada la perforación. Está técnica permitió observar que la 

producción de superóxido se encuentra  localizada en el LChPl, en las capas del parénquima 

adyacentes al  sítio de la LESIÓN (Fig. 18A2, 18B2 Y 18C1). Se observó que a los cinco minutos 

de recuperación después de producida la herida, en el extremo distal de la LESIÓN a nivel de los 

estomas, las células oclusivas no se tiñen con NBT, a diferencia de las células acompañantes que sí 

presentan una ligera  coloración azul (Fig., 18A1) así como  algunas células del parénquima (18B1). 

Asimismo en el LCsPl y en el extremo del cotiledón de la planta control, la tinción para superóxido, 

se observó disperso en toda la estructura cotiledonaria, a nivel del parénquima, pero con menor 

tinción que en el área lesionada del LChPl (datos no mostrados). 



Resultados 

_________________________________________________________________________ 

     40 

 

 
 
Fig. 18: Ubicación  de superóxido, en LChPl, a tiempos cortos de recuperación posteriores a la herida; Diseño Contra 

Lateral. La producción fue detectada  con NBT (tinción azul obscuro); y visualizada por  microscopia de fluorescencia de 

onda larga (A1, A2, B1, B2, y C1), y a nivel macroscópico (A3, B3 y C2), a 5 min (A1-A3), 30 min (B1-B3)  y 120 min 

(C1-C2) después de realizada la lesión. Las flechas  señalan al superóxido. Barras en A1 y B1 equivalen a 10  m y  en 

A2, B2 y C1 a 1 m

 

b. DISEÑO SISTÉMICO 
 

La tinción con nitroazul de tetrazolio en este tipo de herida corroboró que la producción de 

superóxido en el SChPl, tiene lugar alrededor del sítio de LESIÓN, y que dicha tinción se pierde  

paulatinamente con el transcurso  del tiempo de recuperación. De igual forma que en el diseño 

anterior se detectó superóxido en SCsPl y SCsPs, aunque en menor magnitud en comparación con el 

SChPl.  

 

4. CUANTIFICACIÓN DE SUPERÓXIDO 

 

a. DISEÑO CONTRA LATERAL  

 
Después de realizar la ubicación del radical superóxido, se procedió a cuantificarlo utilizando la 

reacción del XTT. Para esta determinación las muestras del extracto de los cotiledones de cada 

grupo experimental, a cero (T0), veinte (T20), treinta (T30) y ciento veinte (T120) minutos 

posteriores a la herida, se dividieron  en dos grupos. En el primero el tejido se homogenó  

inmediatamente después de la herida (H.I), y en el segundo los cotiledones se  homogeneizaron  
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después de un tiempo de incubación (H.D.T.I), en ausencia o presencia de un quelante (Ver sección 

del método B-2).  

 

A continuación se describen los datos obtenidos para el grupo homogeneizado inmediatamente 

después de la herida. Inicialmente la cantidad de XTT reducida en los cotiledones de la planta 

control, reporto un promedio de 1198.73 ± 87.61 nmolas/gr de tejido fresco, cuando se utiliza en el 

ensayo tetrakis (1-metil 4 piridil) porfina (TMP) un quelante especifico para superóxido, dicho 

valor disminuye significativamente en un 51.2%, cuando es comparado con los resultados del 

LCsPl en T0, dicho decremento tiende a mantenerse en 30 y 120 minutos posteriores a la lesión 

(Fig. 19A). Cuando los cotiledones de la planta control son expuestos a un tratamiento con  TMP, 

los valores del radical sufren un decremento sígnificativo del 19.56 %, que al confrontarse con las 

cifras detectadas para el LCsPl en T0, se observa una disminución estadísticamente significativa de 

50%, que tiende a aumentar en T30 y T120 (Fig. 19B).  

 

Por otro lado al compararse los resultados registrados de la cuantificación de dicho radical en el 

LChPl, se detectó que éstos disminuyen de forma significativa un 30.39 % con respecto a la planta 

control en T0,  este valor disminuye aún más en los tiempos restantes de recuperación,  

presentándose significancía entre T120 con respecto a T0, cuando los cotiledones son tratados en 

ausencia de TMP (Fig. 19C). Un comportamiento similar al anterior se presentó en LChPl, cuando 

los cotiledones al tratados con TMP, reportaron un decremento sígnificativo en T0 de  36.26%  con 

respecto al control, revelándose una tendencia a mantenerse conforme transcurre el tiempo de 

recuperación (Fig. 19D). 

 

 

Sí se comparan las cantidades de superóxido obtenidas del ensayo en ausencia de TMP, entre el 

extremo lesionado y la región contra lateral sin lesión de la planta herida, no se presenta 

sígnificancia entre ambos extremos, sin embargo se observa una tendencia de disminución del 

radical en el LChPl con respecto al LCsPl (Fig. 19A vs 19C). Cuando se comparan los cotiledones 

del LCsPl  con los cotiledones del LChPl  tratados con TMP, se observa que en ambos casos la 

cantidad de superóxido reportada no presenta cambios significativos en sus valores de T0 a 120 

minutos posteriores a la lesión (Fig. 19B vs 19D).  

 

Finalmente la determinación de la cantidad de superóxido mediante el procedimiento HI como del 

procedimiento H.D.T.I, muestra  que en ambos  extremos de la planta lesionada (LChPl y LCsPl), 

tratados con y sin TMP exhiben una tendencia de disminución del radical en T0 con respecto al 

control para todos los casos, manteniéndose éste decremento en los tiempos restantes de 

recuperación (Fig. 19A-19H). No obstante en este tipo de herida, en los cotiledones H.D.T.I, se 

observa  una mayor disminución del radical superóxido en T0, la cual es significativa en todos los 

casos (19E-19H). En primer lugar al comparar el LCsPs con el LCsPl en las muestras no tratadas 

con TMP existe una disminución del 55.93% en T0 (Fig. 19E), dicho valor se ve afectado cuando 

las muestras son expuestas al quelante puesto que la disminución de superóxido en el LCsPl en T0, 

con respecto al control fue de 47.7% (Fig. 19F). 

 

Asimismo al comparar las muestras tratadas sin TMP del LChPl con respecto a su control en T0 

disminuye en un 50.83%,  tendiendo a mantenerse este comportamiento en T30 y T120 (Fig. 19G); 

cuando los cotiledones son tratados con el quelante en T0 se observa una disminución del 43.47% 

con respecto al control (Fig. 19H). En resumen tanto en los cotiledones H.I como en los H.D.T.I. se 

muestra una clara tendencia de disminución de superóxido de T0 a T120 (Fig. 19E-H), es decir la 

cantidad de superóxido en la planta lesionada tanto en el LCsPl como en el LChPl, presentó una 

disminución significativa en relación con el LCsPs, siendo mayor la disminución en el LChPl. Los 
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valores de superóxido, también se expresaron en función de la estructura (cotiledón), encontrándose 

en cada caso un comportamiento similar al reportado en nmoles/gr de tejido fresco.  

 

 
 
 

Fig. 19: Cuantificación de superóxido, Diseño Contra Lateral. Se muestra la cantidad de  superóxido (nmol/gr de tejido 

fresco), obtenida mediante la técnica de reacción de XTT, en ausencia (A, C, E y G) y en presencia (B, D, F y H) de 

tetrakis (TMP),  para el LCsPs vs LCsPl (A, B  y  E, F) y el LCsPs vs LChPl (C, D  y G, H), a tiempos cortos de 

recuperación posteriores a la herida. Se presentan los graficas resultantes tanto para el grupo homogeneizado 

inmediatamente después de la perforación (H.I; A - D), como para el grupo  homogeneizado  después de un tiempo de 

incubación (H.D.T.I; E - H). Los resultados expresan  la ± EEM (n=3), y se señala la significancía  P < 0.05 de a–k. 

Las letras sobre la barra muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales. 

 

 

b. DISEÑO SISTÉMICO 
 

Para la  cuantificación del radical superóxido, en este tipo de lesión, se  utilizo la reacción del XTT, 

bajo las mismas condiciones experimentales a las que fueron sometidas las muestras del diseño 

anterior.  

 

Haciendo uso de la técnica de homogeneización del tejido inmediatamente después de la herida 

(H.I), se obtuvo que la reacción de reducción del XTT en las muestras del SCsPs fue de 

inicialmente de 1104.04 ± 118.72 nmolas/gr de tejido fresco; éste valor tiende a mantenerse cuando 

es comparado con los resultados obtenidos en el SCsPl en T0, T30 y T120 minutos posteriores a la 

lesión (Fig. 20A). Cuando los cotiledones son tratados con tetrakis, la reducción del XTT de la 

planta control sufre un decremento sígnificativo del 35.02 %, que al compararse con las cifras 
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detectadas para el SCsPl en T0, se observa un incremento sígnificativo de 50.29% en T0, que se 

mantiene en  T30 y disminuye ligeramente en T120 (Fig. 20B).  

 

Por otro lado al compararse los resultados registrados de la cuantificación de superóxido mediante 

la reacción de reducción de XTT, se detectó que éstos presentan una tendencia de disminución con 

respecto a la planta control en T0, manteniéndose los niveles sin cambio desde T30 hasta T120 (Fig. 

20C). En el caso del SChPl, cuando los cotiledones son expuestos a una solución con TMP, los 

valores de T0 hasta T120 no presentan ningún cambio significativos con respecto al control (Fig. 

20D). Sí se cotejan las cantidades de superóxido obtenidas del ensayo en ausencia y presencia de 

TMP, entre el cotiledón lesionado y el  cotiledón sano de la planta herida, no se presentan cambios 

significativos entre ambos cotiledones, sin embargo se observa una ligera tendencia de disminución 

del radical en el SChPl con respecto al SCsPl (Fig. 20A vs 20C y Fig. 20B vs 20D).  

 

Sin embargo cuando los cotiledones fueron homogeneizados después de un tiempo de incubación 

(H.D.T.I), los resultados obtenidos para las muestras del SCsPl tratadas en ausencia de TMP, 

presentaron un comportamiento diferente al reportado en el diseño de lesión anterior; ya que los 

valores de superóxido en T0 fueron semejantes al control, no obstante en T120  mostraron una 

ligera tendencia de aumento (Fig. 20E).  

 

Asimismo cuando las muestras del SCsPl son tratadas en presencia de TMP, la cantidad de 

superóxido decrece significativamente en comparación con su control, lo que implica que TMP en 

este caso afecta  más la producción de superóxido en el periodo de incubación; no obstante en T30 

se presenta una tendencia de incremento del radical, la cual se hace más evidente en T120 (Fig. 

20F). 

 

En el caso de los cotiledones heridos de la planta lesionada tratados en ausencia de TMP, en T0 

mostraron una tendencia de aumentar los valores de superóxido con respecto al control, sin embargo 

en T30 Y T120 se presenta una ligera tendencia de disminución de la cantidad de dicho radical (Fig. 

20G). Cuando los cotiledones heridos de la planta lesionada son expuestos al TMP, se observa un 

aumento sígnificativo de superóxido en T0, pero en T30 se exhibe una tendencia de disminución, la 

cual tiende a aumentar ligeramente en T120 (Fig. 20H).  

 

La determinación de la cantidad de superóxido en el diseño de lesión sistémica, tanto para el SCsPl 

como para el SChPl, haciendo uso del procedimiento HI y del procedimiento H.D.T.I, reveló que en 

algunos casos se muestra una tendencia de disminución (Fig. 20C), o un decremento sígnificativo 

(Fig. 20F en T0) del radical superóxido; y en otros casos se presenta una tendencia  o bien un 

aumento sígnificativo de dicho radical (20B, 20D, 20G y 20H). Sin embargo la cantidad de 

superóxido en la planta lesionada tanto en el SCsPl como en el SChPl, en general presentó valores 

muy cercanos al control. No obstante entre SCsPl y SChPl se observó una tendencia de disminución 

del radical superóxido siendo ésta  mayor en el SChPl.  
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Fig. 20: Cuantificación de superóxido, Diseño Sistémico. Se muestra la cantidad de  superóxido (nmol/gr de tejido fresco), 

obtenida mediante la técnica de reacción de XTT, en ausencia (A, C, E y G) y en presencia (B, D, F y H) de tetrakis 

(TMP), para el SCsPs vs SCsPl (A, B  y  E, F) y el SCsPs vs SChPl (C, D  y G, H), a tiempos cortos de recuperación 

posteriores a la herida. Se presentan los graficas resultantes tanto para el grupo homogeneizado inmediatamente después 

de la perforación (H.I; A - D), como para el grupo  homogeneizado  después de un tiempo de incubación (H.D.T.I; E - H). 

Los resultados expresan  la ± EEM (n=3), y se señala la significancía  P < 0.05 de a–e. Las letras sobre la barra 

muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales. 

 

 

c. DISEÑO CONTRA LATERAL: EFECTO DEL CuCl2 

 

Además del TMP, existen una gran variedad de queladores específicos para el superóxido, entre los 

que se encuentra el CuCl2. Dicho compuesto fue ensayado para corroborar que efectivamente existe 

una disminución del radical, en los cotiledones de la planta lesionada a tiempos cortos de 

recuperación. Para tal efecto se llevaron acabo una serie de experimentos utilizando CuCl2 a una 

concentración de 30 M, de forma similar al articulo Liszkay y col., publicado en el 2004, en donde 

reportan que éste compuesto presenta eficiencia como atrapador del radical superóxido.  

 

La aplicación de CuCl2 en el LCsPl, en el tiempo cero de recuperación  tanto en las muestras 

tratadas en ausencia como en presencia del quelante reportan valores similares de superóxido. Sin 

embargo a T20 y T30 posteriores a la herida, se mostró una ligera tendencia de disminución del 

superóxido, tanto para los cotiledones expuestos al quelante como para aquellos tratados en 

ausencia de CuCl2, tendiendo nuevamente a aumentar la concentración del radical en T120 (Fig. 

21A); en este caso las muestras del LCsPl no reportaron en ningún tiempo de recuperación, cambios 

significativos con respecto al control. 
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En cuanto al LChPl, fue posible apreciar cambios significativamente diferentes entre las muestra sin 

tratamiento con CuCl2, desde T0 hasta T120 minutos posteriores a la LESIÓN. Asimismo la 

aplicación del quelante, reporto disminución estadísticamente significativa entre T0 y T30 de 

recuperación (Fig. 21B).  

 

En síntesis los resultados obtenidos de las muestras de LCsPl y LChPl tratadas con CuCl2, 

reportaron que dicho quelante a la concentración sugerida no presenta efecto sobre el superóxido e 

incluso al parecer aumenta su producción (Fig. 21A y 21B). Por tal  motivo esta serie de 

experimentos no fueron realizados en el diseño sistémico.  

 

 

 
 

 

Fig. 21: Cuantificación de superóxido utilizando CuCl2 como quelante, a tiempos cortos de recuperación posteriores a la 

herida; Modelo Contra Lateral. Se muestra la cantidad de superóxido (nmol/gr de tejido fresco), obtenida mediante la 

técnica de reducción de XTT (0.5 mM), en ausencia  o presencia de CuCl2  (30 M), para el  LCsPl (A) y el  LChPl (B), a 

diferentes tiempos de recuperación. Los resultados expresan  la ± EEM (n=4), y se señala la significancía  P < 0.05 de 

a–b. Las letras sobre la barra muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales. 

Símbolos:  ausencia y  presencia de CuCl2. 

 

 
 

C.  ESTUDIO ENZIMÁTICO 
 

1. UBICACIÓN  DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
 

a. DISEÑO CONTRA LATERAL 
 

La actividad “in sítu” utilizando como sustrato catequina, catequina + H2O2, Guayacol + H2O2  y 

AEC + H2O2; veinticuatro horas después de realizada la perforación en los cotiledones de Ipomoea 

purpure en el LChPl, la tinción se presentó alrededor del sítio de LESIÓN (Fig. 22). En LCsPl y 

LCsPs se observó una tinción distribuida homogéneamente en toda la estructura cotiledonaria, 

aunque de menor intensidad a la presentada alrededor de la herida en LChPl. Indicando que existe 

en este órgano una cantidad de enzima (Cox, Cpx, Gpx, AECpx) constitutiva, y que el daño 
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mecánico es capaz de inducir, 24 horas después de la LESIÓN, la actividad de las enzimas 

alrededor del sítio de la LESIÓN.  

   

 
 
 

 
Fig. 22: Ubicación de la actividad enzimática en LChPl, 24 horas posteriores a la herida; Diseño Contra Lateral. La 

actividad fue detectada alrededor del sítio de LESIÓN y en las zonas contiguas a la herida, utilizando catequina para 

catequin oxidasa (Cox, A1-A2), catequina + H2O2 para catequin peroxidasa (Cpx, B1-B2), Guayacol + H2O2  para 

guayacol peroxidasa (Gpx, C1-C2), y AEC + H2O2 para peroxidasas (AECpx, D1-D2); y observada por  microscopia de 

fluorescencia de onda larga (A1-D1), y a nivel macroscópico (A2-D2). Las flechas señalan la actividad enzimática. Las 

barras  equivalen a 1 m.  

 

 

 

b. DISEÑO SISTÉMICO 
 

En este diseño la actividad “in sítu” fue ubicada en el tejido, utilizando como sustrato catequina, 

catequina + H2O2, guayacol + H2O2  y AEC + H2O2; veinticuatro horas después de realizada la 

perforación en los cotiledones de Ipomoea purpurea. El SChPl presentó una tinción alrededor del 

sítio de LESIÓN (Fig. 23). También fue posible observar actividad en el parénquima tanto en los 

cotiledones de la planta  herida como en los cotiledones de la planta control; sin embargo en el 

SCsPl y el SCsPs se observó una tinción de menor intensidad a la presentada alrededor de la herida 

en SChPl. Del mismo modo se detectó, que las células laticíferas no presentan ninguna actividad 

enzimática (Fig. 23A1, 23B1  y 23D1). 
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Fig. 23: Actividad enzimática en SChPl, 24 horas posteriores a la herida; Lesión Sistémica. La actividad fue detectada 

alrededor del sítio de LESIÓN y en las zonas contiguas a la herida, utilizando catequina para detectar catequin oxidasa 

(A1-A2), catequina + H2O2 para catequin peroxidasa (B1-B2), Guayacol + H2O2  para guayacol peroxidasa (C1-C2), y 

AEC + H2O2 para peroxidasas (D1-D2); y observada por microscopia de fluorescencia de onda larga (A1-D1), y a nivel 

macroscópico (A2-D2). En A1, B1 y D2 se observa la ausencia de actividad enzimática  a nivel de las células laticíferas 

(células azules). Las  negras en A1-D1 y en A2-AD2 señalan la actividad de las enzimas. Las barras en A1- D1 equivalen 

a 1 m

 

2. DETERMINACIÓN CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA  

 

a. DISEÑO CONTRA LATERAL 

 
La actividad enzimática determinada en los cotiledones a los que se les realizó una LESIÓN en un 

extremo del cotiledón, se encuentra expresada en función de la estructura (Fig. 24A), del peso 

fresco (Fig. 24B), y la actividad específica (Fig. 24C); debido a la existencia de un cambio 

sígnificativo en el peso (Fig. 24A), los datos que se describen a continuación son los obtenidos en 

función de peso fresco.    

 

La actividad de la catequin oxidasa aumenta en los cotiledones de la planta lesionada, con respecto 

a los cotiledones de la planta control (Fig. 24B), en donde existe un cambio sígnificativo entre el 

cotiledón sano de la planta lesionada (LCsPl) con respecto a el cotiledón sano de la planta sana 

(LCsPs); en donde la proporción entre ambas es de 25 veces siendo más alta la actividad en el 

LCsPl; mientras que es de  20 veces la diferencia entre el cotiledón herido de la planta lesionada 

(LChPl) con respecto al LCsPs, sin embargo el aumento en la actividad entre el extremo lesionado y 

el no lesionado o región contra lateral de los cotiledones de la planta herida, no presenta ninguna 

sígnificancia (Fig. 25B). El patrón encontrado al expresar los datos por peso fresco, es similar al 

obtenido cuando la actividad se expresa en función de la proteína (actividad especifica; Fig. 24C); a 

diferencia cuando se muestra la actividad en función del cotiledón únicamente la diferencia 

significativa se reporta  entre LCsPl y el LCsPs (Fig. 24A)  

 

La actividad de catequin peroxidasa aumenta en ambos extremos de los  cotiledones de la planta 

lesionada en relación con los cotiledones de la planta control, éste aumento es sígnificativo para 

ambos casos; sin que las diferencias entre ambos extremos de los cotiledones de la planta lesionada 
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presenten sígnificancia, sí la actividad es expresada en función del peso fresco (24B); no obstante al 

expresarse en función de estructura o actividad especifica se encontró que son estadísticamente 

significativas las actividades entre los extremos del cotiledón lesionado (LCsPl vs LChPl), siendo 

mayor la actividad en el extremo no dañado del cotiledón (Fig. 24A y 24C). La proporción entre las 

actividades es de 3 veces en el LCsPl y de 2 veces en el LChPl con respecto al LCsPs (Fig. 25E y 

25F).  

 

La actividad de guayacol peroxidasa presentó un ligero aumento en el LCsPl con respecto a LCsPs, 

mientras que en el LChPl la actividad fue muy semejante a la obtenida en la planta control, sin 

embargo por la dispersión de los datos no permitió que éstos datos fueran estadísticamente 

diferentes para alguno de los tres parámetros determinados (Fig. 24A, 24B y 24C). La proporción 

en la actividad de esta enzima es de 1.5 veces en el LCsPl y de 1 vez en el LChPl con respecto al 

LCsPs (Fig. 25H y 25I) 

 

 
Fig. 24: Actividad Enzimática en el Diseño Contra Lateral. Se muestra la actividad enzimática obtenida 24 horas después de realizada la 
perforación en los cotiledones. En A los datos se expresaron en función de estructura (cotiledón), En B  en función de peso fresco y en C 

por actividad específica. Los resultados representan la ± EEM (n=4), y se señala la sígnificancía  P < 0.05 de a-e. Las letras sobre la 
barra muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales  

Símbolos:  Cox.   Cpx.  Gpx. 
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Fig. 25: Proporción en la Actividad Enzimática de Cox, Cpx y Gpx, 24 horas después de realizada la herida; Diseño Contra Lateral. Las 
proporción en la actividad representan  en cada caso el producto del cociente de LCsPl y LChPl con respecto a su  control (LCsPs); y  

fueron  expresadas bajo tres parámetros: A, D y G, estructura (cotiledón);  B, E y H, peso fresco (P. F) y C, F e I, actividad específica 

(proteína). Los resultados muestran la ± EEM (n=4), a los cuales se les realizó una prueba estadística con  P < 0.05, sin que ninguno 
resultara significativo.  

 

 

b. DISEÑO SISTÉMICO 
 

La determinación cuantitativa de la actividad enzimática de catequinoxidasa, catequinperoxidasa y 

guayacolperoxidasa en el presente diseño se llevó acabo de la misma manera que en el diseño 

anterior, y se encuentra expresada en función de la estructura (Fig. 26A), del peso fresco (Fig. 26B), 

y la actividad específica (Fig. 26C). Aunque no se presentaron  diferencias significativas entre  el 

peso de los cotiledones (Fig. 13A), los datos que se describen a continuación con fines 

comparativos son los obtenidos en función de peso fresco.  

 

En el caso de la actividad de la catequinoxidasa, se observa un aumento sígnificativo en los 

cotiledones de la planta lesionada, con respecto a los cotiledones de la planta control (Fig. 26B), 

además dicha enzima  mostró ser 6 veces más activa en  el SChPl con respecto al SCsPs (Fig. 27B). 

Del mismo modo, también se observa un incremento sígnificativo entre el cotiledón sano de la 

planta lesionada y el cotiledón sano de la planta sana; así la catequinoxidasa en el SCsPl, es 2 veces 

más activa con respecto al SCsPs (Fig. 27B). En este diseño entre los cotiledones de la planta herida 

se presentaron diferencias estadísticas significativas entre sí, siendo mayor la actividad en el SChPl 
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(Fig. 26B). El patrón obtenido al expresar los datos como actividad especifica (Fig. 26C), es similar 

al obtenido por peso fresco;  a diferencia de cuando se muestra la actividad en función de estructura 

(cotiledón), en donde se pierde toda sígnificancia entre los grupos (Fig. 26A).  

 

Por otro lado la actividad de catequinperoxidasa aumenta en los  cotiledones de la planta lesionada 

en relación con los cotiledones de la planta control, éste aumento es sígnificativo; sin que las 

diferencias entre ambos cotiledones de la planta lesionada presenten sígnificancia, sí se expresan en 

función del peso fresco o actividad especifica  (Fig. 26B y 26C), cuando se expresa la actividad 

enzimática por estructura se pierde toda sígnificancia entre grupos (Fig. 26A). Para este caso la 

proporción en la actividad enzimática es 3 veces mayor en el SChPl y 2 veces mayor en el SCsPl 

con respecto al CsPs (Fig. 27E y 27F). La actividad de guayacolperoxidasa en el presente diseño, 

presentó un ligero aumento en el CsPl, mientras que en el SChPl la actividad se encontró una 

tendencia de aumento más visíble, sí los datos se expresan en función de peso fresco o por 

estructura sin ser estadísticamente significativos; no obstante cuando éstos datos se expresan por 

actividad especifica se reportan cambios estadísticamente significativos entre el SCsPs y el SChPl 

siendo éste último el que presenta mayor actividad enzimática (Fig. 26C). La proporción en la 

actividad enzimática en este caso fue  en promedio 1.7 veces mayor en el SChPl y de 1.5 veces en el 

SCsPl con respecto al SCsPs (Fig. 27H) 

 
 
Fig. 26: Actividad Enzimática en el Diseño Sistémico. Se muestra la actividad enzimática obtenida 24 horas después de realizada la 

perforación en los cotiledones. En A los datos se expresaron en función de estructura (cotiledón), En B por peso fresco y en C por  

actividad específica. Los resultados representan la ± EEM (n=4), y se señala la sígnificancía  P < 0.05 de a-f. Las letras sobre la barra 
muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales  

Símbolos:  Cox.  Cpx.  Gpx. 
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Fig. 27: Proporción en la Actividad Enzimática de Cox, Cpx y Gpx, 24 horas después de realizada la herida; Diseño de 

Lesión Sistémica. La proporción en  la  actividad representan  en cada caso el producto del cociente de SCsPl y SChPl con 

respecto a su  control; y  fueron  expresadas bajo tres parámetros: A, D y G, estructura (cotiledón); B, E y H peso fresco 

(P. F) y  C, F e I, actividad específica (proteína). Los resultados muestran la ± EEM (n=4), a los cuales se les realizó 

una prueba estadística con  P < 0.05, sin que ninguno resultara significativo.  

 

 

 

3. DETERMINACIÓN DE ISOENZIMAS MEDIANTE ISOELECTROENFOQUE 

 

a. DISEÑO CONTRA LATERAL 

 
Una vez ubicada y cuantificada la actividad enzimática de Cox, Cpx y GPS, se determinó sí 24 

horas después de realizada la herida, el daño mecánico era capaz de inducir distintas isoformas de 

las enzimas de interés. Para tal efecto se obtuvieron los puntos isoeléctricos (pI)  para el diseño 

contra lateral (Fig. 28; Tabla 3). Se reportaron 8 isoenzimas: tres alcalino-neutras (7.0-7.1, 7.2  y 

7.3) y cinco con pI ácidos (4.5, 5.1, 5.2, 5.6 y 6.2-6.6), estando presentes en LCsPs, LCsPl y LChPl 

(Fig. 22A-B). Se evidenció que el pI 5.1 se encuentra presente un componente que exhibe actividad 

tanto de oxidasa (Cox) como de peroxidasa con los diferentes sustratos (Cpx, Gpx y AECpx) en 

LCsPs, LCsPl y LChPl. Se obtuvo un pI de 6.2-6.6 el cual se presentó actividad  exclusivamente de  

oxidasa, tanto en la planta control como en la planta lesionada. Asimismo se observó que en LCsPs, 

LCsPl y LChPl los pI 5.2, 7.0-7.1 y 7.2 se reportan únicamente para las peroxidasas. Además fue 
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posible apreciar que el daño mecánico induce una isoenzima con pI 7.3, única y exclusivamente en 

el LChPl, la cual presentó actividad de peroxidasa (Fig. 22B). La isoenzima con pI 5.6 fue común 

en Gpx, AECpx y Cox, no obstante la enzima con pI 4,5 únicamente lo fue para Gpx y AEC, en los 

LCsPs, LCsPl y LChPl (Tabla 3). 

 

 
 

 
Fig. 28. Zimograma para el Diseño Contra Lateral. En  el isoectroenfoque se muestran todas las isoformas para  catequin 

oxidasa (Cox; A), catequin peroxidasa (Cpx; B), guayacol peroxidasa (Gpx; C) y amino etil carbazol (AEC; D), 24 horas 

después de realizada la herida. Para su obtención, se utilizaron anfolitas con un intervalo de pH  de 4 a 6 y de 6 a 8, las 

que se mezclaron con el extracto a probar, y el gel de poliacrilamida al 6%. El procedimiento se llevó acabo de acuerdo a 

la sección de métodos. Las flechas negras muestran los pI de las enzimas constitutivas del cotiledón. La flecha roja señala 

la isoenzima inducida por daño mecánico en el LChPl.  
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Tabla 3. Isoenzimas en la lesión Contra Lateral 

 

 
 
* Se muestra el consenso de los pI obtenidos para Cox, Cpx, Gpx y AECpx, en el LCsPs, LCsPl y el LChPl. En rojo se 

encuentra señalado el  pI inducido por daño mecánico.  

 

 

b. DISEÑO SISTÉMICO 
 

 

Al igual que en el diseño anterior la lesión sistémica reportó 8 isoenzimas, dos alcalino-neutras: 7.5 

y 7.6-7.7 y seis con pI ácidos: 4.3-4.4; 4.8; 5.1; 5.3; 6.5 y 6.73 (Fig. 31; Tabla 4). Se evidenció que 

las isoenzimas con pI 6.5 y 7.5, se encuentran presentes tanto en Cox como en todas las 

peroxidasas;  sin embargo para  la primera isoenzima mencionada la actividad de Cox y Cpx se 

localiza únicamente en SCsPs y SCsPl, mientras que en los casos restantes se presentan en SCsPs, 

SCsPl y el SChPl.   

 

 

Por su parte todas las peroxidasas reportaron enzimas con pI de 4.3-4.4, 5.1, 5.3 y 7.6-7.7, para 

SCsPs, SCsPl y el SChPl, a excepción del pI 5.1 de Cpx que se obtuvo solamente en SCsPs. Los 

zimogramas obtenidos para  Cox y AECpx, reportaron una  isoenzima conspicua con pI 4.8,  la cual 

se induce  por  daño mecánico y solamente se encontró en el SChPl. Finalmente la isoenzima con pI 

en 6.73 es exclusiva de Gpx tanto en las cotiledones de la planta control como en los cotiledones de 

la planta lesionada (Tabla 4).  
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Fig. 29. Zimograma para el Diseño Sistémico. En  el isoectroenfoque se muestran todas las isoformas para la catequin 

oxidasa (Cox; A), catequin peroxidasa (Cpx; B), guayacol peroxidasa (Gpx; C) y amino etil carbazol (AEC; D), 24 horas 

después de realizada la herida. Para su obtención, se utilizaron anfolitas con un intervalo de pH  de 4 a 6 y de 6 a 10, las 

que se mezclaron con el extracto a probar, y el gel de poliacrilamida al 6%. El procedimiento se llevó acabo de acuerdo a 

la sección de métodos. Las flechas negras muestran los pI de las enzimas constitutivas del cotiledón. La flecha roja señala 

el pI 4.8 inducido por daño mecánico en el SChPl.  
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Tabla 4. Isoenzimas en la  Lesión Sistémica 

 

 
 
 

* Se muestra el consenso de  los pI obtenidos para Cox, Cpx, Gpx y AECpx, en el SCsPs, SCsPl y el SChPl. En rojo se 

encuentra señalado el  pI inducido por daño mecánico.  
 
 
 

D. CONTENIDO DE FENOLES 
 

1. UBICACIÓN  DE FENOLES  
 

a. DISEÑO CONTRA LATERAL 

 
Para corroborar que 24 horas después de realizada la perforación en los cotiledones de Ipomoea 

purpurea, puede generarse por síntesis de novo de fenoles en el sitio de la herida, se llevó acabo la 

tinción con FeSO4, la cual permitió observar de manera macroscópica y microscópica que la 

producción de fenoles  se encuentra  localizada en  la zona de lesión del LChPl (Fig. 30). Asimismo 

en el LCsPl y en el extremo del cotiledón de la planta control, la tinción para este tipo de 

compuestos, se observó difundida en toda la estructura cotiledonaria, al igual que en el resto del 

parénquima, pero en menor intensidad que en el área lesionada del LChPl. 

 

 

b. DISEÑO SISTÉMICO 

 
En el presente diseño de lesión, tanto las muestras de la planta control como los cotiledones de la  

planta lesionada, fueron sometidos a las mismas condiciones de tratamiento que el tejido procedente 

del diseño anterior. Los resultados obtenidos en la lesión sistémica corroboran que en el SChPl  se 

presenta una tinción café alrededor del sitio de lesión; Asimismo  también fue posible apreciar la 

tinción en SCsPl y SCsPs aunque en menor intensidad (datos no mostrados) 
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Fig. 30: Ubicación  de fenoles, en LChPl, 24 horas posteriores a la herida; Diseño Contra Lateral. La presencia de fenoles  

fue detectada  mediante el reactivo de técnica  FeSO4 (tinción café-ámbar); y observada  por  microscopia de fluorescencia 

(B-D), y a nivel macroscópico (A). Las flechas  indican la posición de los compuestos fenólicos. Las barras en B 

equivalen a 1  m y en C y D a 2 m  

 

 

 

2. CUANTIFICACIÓN DE FENOLES 

 

a. DISEÑO CONTRA LATERAL 
 

 

La realización de una herida en un extremo de ambos cotiledones, a las 48 horas después de iniciada 

la embibición, dejándose en recuperación hasta completar las 72 horas, reveló que la cantidad de 

compuestos determinados con reactivo Folín Fenoles en el LCsPl experimenta un aumento del 1.10 

veces, y en el LChPl 1.15 veces con respecto al control sin que estos pequeños cambios sean 

significativos para ambos casos (Fig. 31A) En el caso de los Fenoles en su forma reducida  tanto en 

el LCsPl como en el LChPl se encontró un aumento de 1.2 veces en relación al LCsPs, tampoco en 

este caso el cambio es estadísticamente significativo (Fig. 31B). En contraste la cantidad de 

Protoantocianidinas detectadas para el LCsPl presentó un incremento significativo del 21% lo que 

equivale a 1.20 veces  más con respecto al control; y en el LChPl se observó un aumento 

estadísticamente sígnificativo del 23%, es decir en este caso se experimentó un incremento en la 

cantidad de  protoantocianidinas de 1.23 veces en relación al LCsPs; in embargo entre el LCsPs y el  

LChPl no se presentaron diferencias significativas (Fig. 31C).  

 

En resumen la cantidad de fenoles detectados con reactivo Folín y  fenoles en su forma reducida en 

el diseño de lesión contra lateral  presenta una tendencia a incrementar sus valores en los extremos 

de los cotiledones de la planta herida, en relación a los extremos de los cotiledones de una planta 

sana, sin embargo no se exhiben diferencias significativas entre LCsPs, LCsPl y LChPl (Fig. 31A y 

31B). Asimismo la cantidad de protoantocianidinas en ambos extremos de los cotiledones de la 

planta lesionada (LCsPl y LChPl) son significativamente mayor con respecto a las reportadas en el 

LCsPs (Fig. 31C) 
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Fig. 31: Cuantificación de Fenoles, 24 horas posteriores a la herida; Diseño Contra Lateral. Se muestra la cantidad de 

fenoles (mg/ gr P. F.), obtenidos mediante tres métodos: En A por el método Folín, En B con Azul de Prusía para Fenoles 

Reducidos  y  en C con Vainillina para Protoantocianidinas; para el  LCsPs, el LCsPl y el LChPl. Los resultados expresan  

la ± EEM (n=4), y se señala la sígnificancía  P < 0.05 de a-b.  La letra sobre la barra muestran los cambios 

significativos entre las diferentes condiciones experimentales.  

 

 

b. DISEÑO SISTÉMICO 

 
La determinación de Fenoles Totales, Reducidos y de Protoantocianidinas, en este diseño se llevó 

acabo siguiendo la misma metodología empleada en el diseño anterior. En este sentido en los tres 

casos el SChPl reporta las cantidades más altas de fenoles, seguido del SCsPl en comparación con 

el SCsPs. La cantidad de Fenoles Totales en el SCsPl aumenta 1.12 veces y en el SChPl  1.16 veces, 

presentándose sígnificancia únicamente en relación a los cotiledones de la planta lesionada y el 

control (Fig. 32A).  La cantidad de Fenoles Reducidos aumenta aún más, ya que en el SCsPl se 

incrementa 1.24 veces y en el SChPl aumentan 1.6 veces (Fig. 32B). En las protoantocianidinas se 

registraron valores muy semejantes a los anteriores, acrecentándose en el SCsPl 1.2 veces y en el 

SChPl 1.6 veces (Fig. 32C). Tanto la cantidad de Fenoles Reducidos como de Protoantocianidinas, 
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presentaron  un aumento estadísticamente sígnificativo en sus valores entre el SCsPl, SChPl y el 

SCsPs. En todos los casos los datos se encuentran referidos al control.  

 

 
 

 
Fig. 32: Cuantificación de Fenoles, 24 horas posteriores a la herida; Lesión Sistémica. Se muestra la cantidad de fenoles 

(mg/ gr P. F.), obtenidos mediante tres métodos: En A por el método de Folín, En B con Azul de Prusía para Fenoles 

Reducidos y en C con Vainillina para Protoantocianidinas (C); para el  SCsPs, el SCsPl y el SChPl. Los resultados 

expresan  la ± EEM (n=4), y se señala la sígnificancía  P < 0.05 de a-c.  Las letras sobre la barra muestran los cambios 

sígnificativos entre las diferentes condiciones experimentales 
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Se ha demostrado que la invasión de malezas como Ipomoea purpurea en cultivos básicos en 

México, causa serios decrementos en la producción cuando no se controlan en los períodos de 

establecimiento de las plántulas (Agundis, 1984). Los estudios realizados en esta arvense han 

permitido comprender que muchas de las ventajas adaptativas que le permiten competir 

exitosamente con los cultivos (Díaz-Pontones y col., 1992), se deben a diversos factores entre 

los que se encuentran los mecanismos de defensa involucrados cuando la planta esta frente a 

diferentes tipos de estrés como el daño mecánico. 

 

Los aspectos abordados en el presente proyecto estuvieron enfocados en la respuesta celular y  

bioquímica que provoca una lesión mecánica a nivel de los cotiledones de Ipomoea purpurea a 

tiempos cortos y largos de recuperación. Observaciones de campo muestran que los cotiledones 

de esta especie sufren constante daño mecánico provocado por herbivoría, ya que en ellos se 

almacenan temporalmente sustancias de reserva, además de que son estructuras fundamentales 

para el establecimiento de la plántula, por tanto deben poseer mecanismos de defensa que le 

permitan contrarrestar diversos agentes bióticos y abióticos para que la planta logre establecerse 

y competir  con el cultivo que invade.    

 

Estudios previos en el laboratorio, demuestran que después de una lesión, ya sea por golpe o 

escarificación la planta experimenta un ligero aumento en la actividad de las polifenoloxidasas 

(PPO) y fenol peroxidasas (POD), encontrándose diferencias entre ellas, a tiempos cortos (0 a 

120 minutos) y largos (24 h) de recuperación, con respecto a su control (Díaz-Pontones 

comunicación personal). Se determinó realizar un daño mecánico más severo que el anterior, 

realizando la extracción de un cilindro de 1.58 mm de diámetro, para potenciar los efectos de la 

lesión en los parámetros de interés: producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), 

actividad de polifenol oxidasa y fenol peroxidasas, así como el aumento de compuestos 

fenólicos. Por lo tanto se realizaron dos diseños de lesión, el diseño sistémico (lesión en un 

extremo de uno de los dos cotiledones), en donde en donde se buscó que la lesión fuera “menos 

severa” en comparación con el diseño contra lateral (perforación en un extremo en ambos 

cotiledones) donde la lesión debe ser  “más severa”. 

 

Por ello hicimos la distinción entre un cotiledón herido que en el caso del sistema contra lateral 

nos referimos a  los extremos perforados de ambos cotiledones (LChPl), mientras el LCsPl 

consiste en la suma de los extremos no lesionados de los cotiledones de la planta. En cambio en 

el diseño sistémico se consideró como el SChPl a la unidad funcional y estructural que 

presentaba una perforación en sólo en uno de sus extremos, mientras que el SCsPl es el otro 

cotiledón de la plántula al cual no se manipuló experimentalmente. Estos diseños 
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experimentales nos permitieron determinar el grado de severidad en el daño y además llevar 

acabo la comparación del efecto en el extremo contra lateral de la misma unidad estructural. Por 

otra parte la perforación  realizada en uno de los cotiledones nos permitió evaluar las secuelas 

de la herida en la unidad funcional y estructural de un cotiledón dañado en comparación con el 

cotiledón de la misma planta que no ha sufrido ninguna manipulación experimental, y a su vez 

compararlos con los cotiledones de una planta en condiciones normales.  

 

En la lesión contra lateral se observa que la perforación en un extremo de cada cotiledón 

(LChPl), generó en esa zona una diferencia estadísticamente significativa en peso fresco con 

respecto a la misma porción de un cotiledón sano (LCsPs), sin embargo la cantidad total de 

proteína no fue significativamente diferente desde el punto de vista estadístico. Dado que la 

cantidad de proteína puede ser un indicador de la masa celular, la eliminación de un disco de 

1.58 mm genera una diferencia en la masa despreciable y no representa un cambio significativo, 

puesto que la masa de proteína fluctúa en un mismo valor entre el LCsPs y el LChPl, lo que 

implica que la diferencia estadísticamente significativa en peso fresco probablemente se deba a 

la pérdida de agua a través de la herida, aunado a la pequeña masa por la perforación. Si la 

lesión solamente se realiza en un extremo de uno de los cotiledones (diseño sistémico) no es 

posible observar entre el SChPl y el cotiledón de la planta sana (SCsPs) diferencias 

estadísticamente significativas tanto en masa proteica como en peso, lo que indica que este tipo 

de lesión es “menos severa” que la lesión contra lateral. 

 

Se debe tener en cuenta, que la herida producida por el daño mecánico tanto por depredación 

como por factores físicos, son condiciones que se traducen en una respuesta de defensa de la 

planta, la cual involucra en primera instancia la producción de especies reactivas de oxígeno en 

el sitio del daño,  tales como el superóxido y peróxido de hidrógeno (Mittler, 2002; Benezer-

Benezer y col., 2008). El aumento de ERO se confirma en nuestro estudio haciendo uso de 

pruebas histoquímicas, mediante las cuales pudo observarse que la producción del  H2O2  se 

localizó  en  el borde de la herida y en las capas profundas a ésta, siendo difusa la tinción a nivel 

intracelular y en las células que han sido lisadas; mientras que el radical superóxido se sitúo 

principalmente en las capas subyacentes a la lesión, en una posición puntual e intracelular.  

 

Es decir se observó que existe una compartimentación a nivel tisular entre estos dos 

componentes, lo cual indica que el sistema cuenta con una estrategia en el mecanismo de 

defensa que conduce a una respuesta diferencial  en las células  que conforman el borde de la 

herida en comparación a las células de los estratos subyacentes y que se observa por la aparición 

paulatina de un precipitado blanco fluorescente en las capas subyacentes en donde se colocaliza 

el superóxido y el peróxido de hidrógeno. Hasta el momento no se ha identificado la 
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composición química del precipitado, pero debe poseer una estructura química que le permita la 

fluorescencia similar al de los productos resultantes de la síntesis de compuestos destinados a la 

cicatrización de la lesión; sin embargo esta aseveración debe comprobarse mediante una prueba 

histoquímica específica para corroborar que dicho precipitado puede o no formar una barrera 

más rígida para prevenir un potencial daño a la planta. Sin embargo se tiene evidencia que el 

H2O2 desempeña un papel muy importante como modulador de los estímulos provenientes de 

estrés por daño mecánico, ya que induce  la expresión de  175 genes (de 11,000 analizados), que 

participan en la síntesis de proteínas ricas en hidroxiprolina; además a través de las reacciones 

de lignificación, suberización, formación de calosa y fenoles que en conjunto participan en el 

reforzamiento de la pared celular de  las plantas que han sufrido una herida (Peña- Cortés y 

Willmitzer, 1995; May y col., 1998). Lo anterior representa una evidencia bibliográfica de que 

el componente blanco fluorescente depositado en las capas subyacentes a la herida puede 

tratarse de un compuesto comprometido para la cicatrización del daño.  

 

Otro de los componentes moleculares de la respuesta inmediata a heridas son las especies 

reactivas de oxígeno. Por lo que se determinó la “cantidad de superóxido” mediante la 

reducción de XTT. Los datos obtenidos no coincidieron con lo publicado en la literatura, ya que 

se reporta que el radical debe aumentar en la planta después de producido un daño (Møller  y 

col., 2007); y en éste estudio se obtuvo una reducción en la cantidad de “superóxido” en el  

diseño contra lateral comparando el LChPl con el LCsPs, con un decremento del 30 % de O2º-  

valor estadísticamente significativo. Al contrastar el LCsPl con el LCsPs la disminución del 

“superóxido” fue del  50% siendo este porcentaje significativamente diferente desde el punto de 

vista estadístico.  

 

La disminución estadísticamente significativa en la cantidad de XTT  reducido en un 50 % en el 

LCsPl y en un 30 % en el LChPl denota que el sistema responde a la lesión neutralizando los 

radicales libres generados por el estrés oxidativo provocado por la herida indicando que el 

órgano posee un alto poder antioxidante; y que la diferencia del 20 % entre los extremos de los 

cotiledones perforados se debe a que en el LChPl se puede generar una cantidad de superóxido, 

ya que al usar el TMP, reactivo quelante o atrapador de superóxido, queló en el diseño contra 

lateral alrededor del 19% del poder reductor del XTT un valor similar al 20 % de la diferencia 

señalada anteriormente, sin embargo el TMP tiene la capacidad de quelar a varias especies 

reactivas de oxigeno, por ello lo anterior debe comprobarse  con técnicas más especificas para la 

cuantificación de éste anión. 

 

Por otro lado la “cuantificación de superóxido” mediante la reducción de XTT en el H.D.T.I. 

nos permitió inferir que el tiempo de incubación de 20 minutos previa a la homogeneización, 
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significa la caída en el poder reductor del cotiledón sobre el  XTT en el diseño contra lateral del 

43 al 50%, lo que implica que en este tiempo de incubación disminuye la capacidad reductora 

del cotiledón herido en ambos extremos lo que permite deducir que en este tiempo es liberado, 

sintetizado y ha  reaccionado un componente endógeno que se encuentra en forma reducida y 

que al no ser neutralizada disminuye la capacidad reductora de la estructura hacia el XTT.  

 

No obstante aunque la determinación de superóxido mediante la reducción de XTT ha sido 

ampliamente usada por diferentes investigadores entre los que se encuentran el grupo de 

Schopfer y col. (2001) y  Liszkay y col. (2004); deben tenerse reservas en el empleo de dicha 

técnica, puesto que controles realizados en nuestro grupo de investigación revelan que las 

concentraciones usadas en la literatura  de CuCl2 (50 M), NADPH (200  M), NADH (200  

M), ácido ascórbico (50 mM) y catequina (5 mM), estos compuestos son capaces de reducir al 

XTT (Carrillo-Corona comunicación personal). Benova y Fridovich en el 2002 también 

demostraron que la sal de tetrazolio además puede ser reducida por otros factores como azúcares 

de cadena corta u otras  enzimas que puedan transferir electrones directamente al XTT. Por lo 

que los resultados obtenidos usando la técnica propuesta por Schopfer y Liszkay no 

corresponden totalmente a la cantidad de superóxido  y con ello se observa que  nuestro sistema 

en condiciones nativas cuenta con un alto poder reductor dados los resultados en el LCsPs y en 

el SCsPs y se debe considerar que los cotiledones en su estado nativo contienen un número 

considerable de células laticíferas que cuentan en su interior con una gran cantidad de 

carbohidratos insolubles y proteínas en los cuales se han determinado alto poder reductor 

(comunicación personal Díaz-Pontones). 

 

Asimismo en el diseño sistémico en general los valores de “superóxido” obtenidos con la 

técnica de reducción del XTT en la planta lesionada tienden a mantenerse de manera similar que 

el control, ya que el anión superóxido tanto en el SCsPl como en  el SChPl presentan cambios 

mínimos no significativos en relación al SCsPs. En el caso del SCsPl se observa que dicho 

cotiledón no se encuentra en estrés oxidativo,  ya que  los valores de reducción del  XTT son 

muy parecidos a los encontrados en el control, es decir en este caso no es posible quelar al  

radical  con el TMP atrapador específico de superóxido, por tanto éste dato da evidencia de que 

la reducción  del XTT no se debe exclusivamente al O2º- sino a la capacidad reductora “per se” 

que poseen los cotiledones. Por tanto los datos anteriores  apoyan que en el diseño sistémico se 

produce una lesión  “menos severa” en comparación con el diseño contra lateral.  

 

Liszkay y col., en el 2004  publicaron que el CuCl2 en concentración de 30 M, es un quelante 

eficiente del radical superóxido. Sin embargo en la literatura también se encuentra citado desde 

hace varios años, que el cobre es un metal tóxico para las plantas, ya que disminuye la 
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producción de azúcares libres, ejerciendo un efecto inhibitorio sobre la fotosíntesis (Barón, 

1995); y en consecuencia sobre el metabolismo activo de los carbohidratos, el cual está  

implicado en todas las actividades de biosíntesis y conservación de la planta (Kramer y 

Kozlowski 1979). Del mismo modo se ha reportado que el cobre tiene la capacidad de afectar la 

función bioquímica de compuestos antioxidantes, tal es el caso del ácido ascórbico el cual en 

presencia de este elemento puede catalizar la formación de especies reactivas de oxígeno, 

función contraria a la que desempeña el ascórbico de manera aislada (Halliwell y Gutteridge, 

1985). Lo anterior se ve reflejado en los resultados obtenidos de las muestras de LCsPl y LChPl 

tratadas con CuCl2,  en las cuales se observa que dicho compuesto a la concentración sugerida no 

presenta el efecto quelante del “superóxido” como se reporta en la literatura, ya que no se 

observan cambios en presencia o ausencia de CuCl2  por lo que induce a pensar que tiende por 

un lado a quelar el superóxido y por otro a aumentar la producción del radical lo que implica 

que el CuCl2  en el cotiledón este generando estrés oxidativo. 

 

Las plantas al estar expuestas a diferentes factores estresantes deben de contar con mecanismos 

endógenos que les permitan mantener la cantidad de peróxido de hidrógeno y superóxido en un 

intervalo de concentración adecuada para conservar su homeostasis interna y de esta forma 

poder tolerar el estrés, ya que si se produjera un aumento de ERO y de sus intermediarios en 

toda la estructura del vegetal  se podría derivar en la muerte del órgano y con ello de la planta. 

Por tanto las plantas han desarrollado mecanismos de detoxificación del radical superóxido, ya 

sea por una reacción no enzimática o mediante la acción de metaloenzimas como la superóxido 

dismutasa, la cual transforma éste anión en peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular, así 

mientras más superóxido se produzca mayor cantidad de H2O2 se formará (Møller  y col., 2007). 

Lo anterior resulta consistente con los datos arrojados del análisis cuantitativo de peróxido de 

hidrógeno mediante la titulación con  permanganato de potasio, ya que en este estudio en el 

diseño contra lateral se presentó un descenso en la cantidad de peróxido de hidrógeno  en donde 

comparando el LChPl con el LCsPs se obtuvo un decremento de alrededor del 14.06 %  y al 

contrastar el LCsPl con su respectivo control se encontró una disminución de aproximadamente 

17.48 %, en ambos casos los porcentajes no son significativos. En el caso del diseño sistémico 

también  se observó un decremento del 9.79 % entre el  SCsPl con respecto a SCsPs, sin ser éste 

valor significativo; no obstante cuando se contrasta el SChPl con su respectivo control se 

registra una ligera tendencia de aumento del 15.44 %, aunque este dato tampoco es significativo 

desde el punto de vista estadístico.  

 

Los valores anteriores muestran que si bien los cotiledones de la planta herida se encuentran en 

estrés oxidativo, la cantidad de peróxido de hidrógeno detectada en los cotiledones de la planta 

herida tanto en el diseño contra lateral como en el diseño sistémico, posee un patrón semejante 
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al obtenido en la planta testigo, puesto que dichas estructuras  deben contar con mecanismos de 

protección para disminuir el potencial tóxico de este intermediario de la familia de las ERO y de 

esta forma proteger a la estructura cotiledonaria de la reactividad del peróxido de hidrógeno e 

impedir posteriores daños al ADN, proteínas y lípidos. Es decir este intermediario puede estarse 

degradando mediante mecanismos de destoxificación no enzimáticos, en donde se encuentran 

involucrados compuestos antioxidantes de bajo peso molecular, como los fenoles, además 

también la acción de enzimas como las polifenol oxidasas o fenol peroxidasas  (Gossett y col., 

1994), pueden ser factores causales de que la detección de niveles de peróxido de hidrógeno en 

la planta lesionada sean muy similares a los reportados en la planta control.  Otra explicación a 

éste fenómeno está dada en función de que el peróxido de hidrógeno en presencia de fierro 

puede transformarse en el radical hidroxilo (Møller  y col., 2007). Asimismo debemos tomar en 

cuenta que sin bien la cantidad de “superóxido” obtenida en ambos diseños fue similar o 

significativamente menor al encontrado en los controles, resulta evidente que éstos bajos niveles 

del radical al ser transformados en peróxido de hidrógeno también deben  representar un valor 

muy parecido a los encontrados en los cotiledones de la  planta sana.  

 

Sin embargo la  tendencia de aumento de peróxido de hidrógeno en el SChPl con su respectivo 

control en cero, veinte y treinta minutos después de realizada la perforación concuerda con lo 

actualmente reportado en la literatura sobre éste intermediario, donde se muestra que en los 

vegetales expuestos a diferentes tipos de estrés, existe un incrementó de peróxido de hidrógeno, 

ya que dentro de sus funciones esta actuar como una molécula que transmite las señales 

exteriores al interior de la célula (Neil y col., 2002), puesto que al ser un compuesto oxidante 

más estable que el superóxido puede atravesar  la bicapa lipidíca de las membranas celulares del 

parénquima contiguo, debido a la ausencia de carga eléctrica de su molécula, y actuar como 

segundo mensajero intra o intercelular (Pitzschke y Hirt, 2006; Van Breusegem y Dat, 2006).  

 

Debe descartarse que la falta de significancia estadística en las cantidades de peróxido de 

hidrógeno encontradas en los cotiledones de la planta lesionada en relación con los cotiledones 

de la planta control, se deba al  método de determinación de peróxido de hidrógeno con KMnO4 

acoplado a la espectrofotometría, ya que en nuestro grupo de investigación se ha mostrado una 

resolución en la detección de H2O2 de 44 nanomolas/mL en relación con la técnica más sensible 

mediante fluorescencia utilizando diclorodihidrofluoresceina (H2DCF) como reactivo, que es de 

1 nanomol/mL (Hawes y Satiat-Jeunemaitre, 2001), pero aunque la determinación con KMnO4 

es 44 veces mayor, ha permitido detectar variaciones importantes en otros modelos biológicos 

como el maíz.  
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Debe tomarse en cuenta que los valores resultantes de la cuantificación de “superóxido” y 

peróxido de hidrógeno en ambos diseños de estudio se refieren a los obtenidos en toda la 

estructura cotiledonaría y no concretamente el producido en el lugar del daño; se debe 

considerar además que la vida media de las especies reactivas de oxígeno es muy corta, tal 

como una millonésima de segundo (Murray y col., 1993). Asimismo la perforación dentro del 

cotiledón pudo haberse realizado muy cerca de la vena central o bien directamente en dicha 

estructura lo cual representa en el segundo caso un daño más substancial que en el primero. 

Aunado a esto hay que considerar la variabilidad del material biológico que si bien proviene de 

la misma cosecha éstas semillas varían en cuanto al peso seco puesto que en los primeros lotes 

era bastante homogéneos debido a la disposición de semillas, con el transcurso de los 

experimentos el reservorio de éstas fue decreciendo y aunque el rango del peso era el mismo (20 

a 23 mg), la selección fue menos estricta, obteniéndose de esta manera lotes con pesos más 

heterogéneos; lo cual puede ser otra causa, de que los resultados obtenidos en algunos casos no 

presentan significancia estadística debido a la dispersión de los datos. 

 

Se observó que la generación de una herida en un extremo del cotiledón induce el aumento en la 

actividad de las enzimas antioxidantes. Alrededor de la lesión se identificó tanto la actividad de 

oxidasa que utiliza catequina como sustrato, como de peroxidasas que consumen tanto  

catequina como guayacol  y/o AEC como sustrato, indicando que estas enzimas se encuentran 

reactivas en la zona de daño. La presencia “in situ” de estas enzimas correlaciona con el 

aumento cuantitativo de su actividad de tal forma que en la lesión contra lateral la catequin 

oxidasa (Cox) se incrementó en el LCsPl 25 veces y en LChPl 20 veces, en relación a la 

actividad obtenida en la planta control, esto indica que existe una alta actividad enzimática 

inducida después de veinticuatro horas de realizada la lesión. De la misma forma la catequin 

peroxidasa (Cpx) en el diseño contra lateral presenta un aumento significativo en su actividad en 

el LCsPl de 3 veces y en el LChPl de 2 veces, en relación a la planta testigo, además existe una 

diferencia estadísticamente significativa entre ambos extremos de los cotiledones de la planta 

herida  en la actividad de Cpx, si ésta se expresa como actividad especifica siendo en este caso 

el parámetro más adecuado para señalar los cambios inducidos por la herida. Dicha diferencia 

significativa en la actividad de Cpx puede explicarse parcialmente debido a la inducción  en el 

LChPl  de una isoenzima con punto isoeléctrico (pI) 7.3, sin encontrar ninguna divergencia en el 

patrón de aparición en el resto de las isoenzimas en éste diseño; indicando que los cambios en 

las actividades entre los extremos de los cotiledones de la planta perforada con respecto a sus 

contrapartes de la planta sana, se debe en mayor medida al incremento inducido en la actividad 

de las isoenzimas constitutivas. En publicaciones recientes se ha hecho referencia a la inducción 

de isoenzimas de fenol peroxidasas en  Ipomoea batata, ésta planta pertenece a la misma familia 

y al mismo género que Ipomoea purpurea, por tanto posiblemente en ambas plantas se lleve 
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acabo una respuesta diferencial al estrés abiótico,  ya que en la planta del camote  se  presentan 

cambios en la expresión de 10 genes, siendo los principales swpb1, swpb2, y swpb3, lo cual 

indica que algunas isoenzimas de fenol peroxidasas, posiblemente participan en mecanismos 

específicos de defensa contra el estrés oxidativo inducido por diferentes tipos de estrés en 

plantas de camote (Yun-Hee Kim y col., 2007).  

 

Cuando se utilizó guayacol como sustrato de la peroxidasa no se mostraron cambios 

significativos a pesar de ser la enzima con mayor actividad y que se haya presentado en el 

LChPl una isoenzima con pI de 7.3 con actividad de catequina y guayacol. Sin embargo aunque 

no se encontraron diferencias significativas en la Gpx se observa que en el LCsPl  existe el 

mayor valor medio para esta enzima con respecto al LCsPs y al LCsPl. La falta de significancia 

estadística en los resultados de Gpx implica que la inducción de esta enzima mediante una 

herida es muy pequeña en comparación con  la actividad total, ya que de las tres enzimas 

determinadas es la que posee la mayor actividad debido a ello su cambio de actividad parece 

despreciable. Así en este trabajo Gpx parece ser  una enzima poco inducible por estrés 

mecánico, ya que aumenta su actividad en muy bajas proporciones con respecto a Cox y Cpx. 

Probablemente existan diferencias a nivel biológico entre la cantidad de peroxidasas solubles, 

puesto que se ha reportado que después de un estrés por daño mecánico la Gpx incrementa su 

actividad enzimática ya que es un  componente importante de la respuesta de defensa  mediada 

por peroxidasas, por tanto el guayacol ha sido ampliamente utilizado como sustrato para 

determinar la actividad de peroxidasas (Minibayeva y col., 2003; Chandra y Dubey, 2009; 

Ranger y col., 2009), por ello en este estudio la dispersión de los resultados de las actividades 

obtenidas en el uso de guayacol, asociados con la variabilidad que representa el sitio de lesión 

puede estar enmascarando esta probable diferencia, por ende a futuro debe considerarse si 

realmente existen estos pequeños cambios los cuales deben llevarse acabo en la zona de lesión 

como indica las pruebas histoquímicas y que por ello no impacte en el total de la actividad 

enzimática de la estructura. 

 

La actividad en el diseño sistémico indica que la herida induce después de 24 horas de realizada 

la perforación un incrementó en la actividad tanto de oxidasa como de la peroxidasa que 

emplean como sustrato a la catequina, tanto en el SChPl como en el SCsPl en comparación con 

los cotiledones de una planta sana. Los resultados obtenidos para Cox en el SChPl demostraron 

que esta enzima es significativamente  6 veces más activa en el SChPl y 2 veces en el SChPl en 

con respecto al testigo; mientras que en la catequin peroxidasa se observa un cambio 

significativo en su actividad  de 3 veces en el SChPl y de 2 veces en el SCsPl, con respecto 

SCsPs. De esta manera nuevamente se corrobora que el daño que se produjo con este diseño 

experimental es “menos severo” o  de menor intensidad que el daño producido  en el diseño 
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contra lateral, dado que el cambio en la actividad de Cox es mucho menor en este diseño de 

lesión. Se observa que si bien ambas actividades (Cox y Cpx) son estadísticamente 

significativas con respecto al control la Cox es la que en este caso muestra significancia entre 

los cotiledones de la planta lesionada, siendo mayor la actividad en el cotiledón dañado 

(SChPl). La diferencia encontrada entre los dos cotiledones puede deberse a la desaparición de 

una isoenzima con punto isoeléctrico 5.1 que tiene actividad de catequin peroxidasa y que 

únicamente se presenta en el SCsPs, simultáneamente existe una aparición de una isoenzima de 

catequin oxidasa con punto isoeléctrico de 4.8 en el SChPl indicando que la actividad de esta 

enzima debe ser mayor  en dicho cotiledón. Hay que hacer mención de una isoenzima con punto 

isoeléctrico de 6.5 con actividad de catequin oxidada y catequin peroxidasa, la cual se presenta 

en el SCsPs y en el SCsPl sin que tenga actividad en el cotiledón herido, sin  embargo cuando se 

utiliza guayacol o AEC dicha enzima además aparece en el SChPl, lo que implica que para 

determinar la participación de cada isoenzima y que esto se vea reflejado en las proporciones de 

las veces actividad es necesario llevar acabo un estudio cuantitativo de la actividad de cada 

isoenzima, por ello se debe tomar en cuenta que las diferencias detectadas en los resultados 

obtenido deben provenir no sólo del aumento de la inducción por lesión mecánica, sino también 

por el incrementó de  la actividad de las enzimas constitutivas existentes.  

 

Los resultados anteriores sugieren que al ser sometidos a un daño los cotiledones de I. purpurea 

aumentan la actividad enzimática preferentemente de Cox seguida de la actividad de Cpx, 

posiblemente debido a que el estrés mecánico en la plántula, desencadena una cascada de 

reacciones que incrementan la expresión de las polifenol oxidasas y la fenol peroxidasas para la 

defensa ante algún agente externo, por lo que se puede sugerir que el daño producido en los 

cotiledones actúa como un inductor positivo de la actividad enzimática, confirmando así lo 

reportado en la literatura en donde se muestra que al realizar una daño mécanico por tensión  en 

los márgenes de las hojas de Vigna unguiculata, existe un aumento en la actividad de polifenol 

oxidasas siendo éste 13  veces mayor en la zona de lesión y 15 veces en la zona aledaña, 48 

horas después de provocado el un daño mecánico (Márcio y col. 2008). Asimismo en las hojas 

de Lycopersicum esculentum lesionadas también por presión mecánica se ha reportado un 

incrementó de 18 veces la actividad de polifenol oxidasas en la planta dañada  en comparación 

con su control (Constabel et al., 1995). Santosh y col.,   y Yun-Hee Kim y col., en el 2007 

publicaron que en las hojas de Ipomoea batata expuestas a diferentes tipos de estrés abiótico, la 

actividad de fenol peroxidasas se incrementa  7 veces  cuando la planta es expuesta a 500 ppb de 

SO2 durante 8h, 3 veces si se somete a 200 ppb de O3  por 8 horas y 2 veces si se irradia con luz 

UV-B por un lapso de 12 horas; en todos los casos las hojas dañadas fueron comparadas con 

una referencia.   
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La diferencia en la significancia entre las actividades de las enzimas que emplean catequina 

como sustrato (Cox y Cpx) y las que emplean guayacol (Gpx), implica el papel diferencial entre 

ambos grupos de enzimas haciendo evidente que el aumento en la actividad tanto de polifenol 

oxidasas como de  fenol peroxidasas, resulta necesario, puesto que son enzimas que participan 

en diferentes procesos fisiológicos de la planta, como la lignificación, las suberización, la 

formación de papilas de calosa, el catabolismo de auxinas, los mecanismos de respuesta contra 

patógenos y contra daños mecánicos; éstos procesos inducen diferentes isoformas que varían 

tanto en la secuencia como en la función de la enzima (Kawano, 2003). Estos cambios en las 

actividades indican el importante papel que juega el uso de la catequina y las enzimas 

relacionadas con el empleo de dicho sustrato en los mecanismo de defensa; ya  que se ha 

observado que esta protoantocianidina resulta ser un buen sustrato para algunas polifenol 

oxidasas y fenol peroxidasas (Kinsella y col., 1993). La catequina además está clasificada como 

una sustancia antioxidante, puesto que se encuentra presente de manera natural en las semillas 

de las monocotiledóneas y dicotiledóneas, realizando una acción quelante de metales en 

transición y de radicales libres mediante la formación de estructuras menos reactivas (Taiz y 

col., 2006). También esta protoantocianidina así como la Cox y la Cpx pueden estar 

participando de manera directa en la generación de polímeros que funcionen en los mecanismos 

de defensa como sustancias astringentes, barreras mecánicas y/o químicas, ya que tanto 

polifenol oxidasas como fenol peroxidasas  juegan un papel muy importante en la defensa de la 

planta debido a la oxidación de los componentes fenólicos endógenos a quinonas, las cuales son 

moléculas altamente toxicas, empleadas en la defensa contra herbivoría, ya que el resultado de 

las quinonas puede experimentar una autopolimerización no enzimática o covalente en el 

intestino del depredador (Tomas-Barberan y Espín, 2001; Hagerman y Butler, 1981).  

 

La catequina también se encuentra involucrada en los mecanismos de protección en las hojas de 

Té verde ante el estrés lumínico en donde se induce un daño por especies reactivas de oxígeno 

(Reich y col., 2008); de forma similar en este estudio la catequina puede estar actuando en la 

regulación del estrés oxidativo producido en cotiledones al ser expuestos a una  lesión mecánica 

(como lo muestra la tinción “in situ” de ERO), para mantener  los niveles de peróxido de 

hidrógeno dentro de un  intervalo fisiológicamente adecuado puesto que minutos después de 

producida una herida se lleva acabo la generación de especies reactivas de oxígeno en la zona de 

lesión por lo que durante la primera hora después de provocada la lesión, se observa  un 

aumento en la producción de ERO en lo que se conoce como fase inicial transitoria. Sin 

embargo después de este tiempo, si no se cuentan con sustancias antioxidantes como fenoles, así 

como enzimas que utilicen éstos compuestos como sustratos, se presenta una acumulación de 

ERO y de sus intermediarios en el área lesionada; mientras que en presencia de enzimas y 
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compuestos fenólicos con actividad antioxidante, los niveles de ERO se mantienen bajos en el 

sitio de lesión (Mittler y col., 2004). 

 

Lo anterior se encuentra apoyado por la colocalización espacio-temporal entre los fenoles y la 

actividad de oxidasas y peroxidasas que usan como sustrato a la catequina en la zona de daño en 

ambos diseños de lesión, lo cual indica que inmediatamente después de producida la herida las 

ERO generadas en el sitio de perforación posiblemente están implicadas en la actividad 

enzimática y la deposición de fenoles presentes 24 horas después en el borde y las capas 

subyacentes de la lesión, lo cual coincide en cierta forma con la ubicación de superóxido pero 

fundamentalmente con la de peróxido de hidrógeno, esto concuerda con lo observado en hojas 

de encino expuestas a herbivoría, las cuales producen  H2O2  en la zona de lesión y en las 

células guarda de los estomas (Ruuhola y Yang, 2006), y se ha planteado que el H2O2 puede ser 

capaz de translocarse por el xilema y actuar como señal para controlar el movimiento de los 

estomas (Songjie y col., 2006); pudiendo ser este intermediario capaz de inducir genes que 

codifican enzimas antioxidantes como las polifenol oxidasas y las fenol peroxidasas (Desikan y 

col., 2001). Asimismo las polifenol oxidasas pueden promover la actividad de las fenol 

peroxidasas por la generación de H2O2  proveniente de la oxidación de los componentes 

fenólicos (Richard-Forget y Gaulliard, 1997). Además la expresión de genes de defensa no sólo 

es regulada por este intermediario, sino también por moléculas tales como el ácido salicílico, el 

ácido jasmónico, el etileno, modulando así la expresión de los genes de las enzimas implicadas 

en la síntesis de metabolitos secundarios como son los compuestos fenólicos, los cuales son 

importantes en la respuesta de defensa de las plantas, puesto que restringen el sitio de lesión 

reforzando a su vez la pared celular (García- Ponce y Rocha Sosa, 2000; Wasternak y Parthier, 

1997). Por otra parte los fenoles presentan capacidad antioxidante la cual contribuye al 

mantenimiento del estado de óxido-reducción de la célula vegetal. Esto explica que el aumento 

estadísticamente significativo de protoantocianidinas entre los extremos de los cotiledones de la 

planta lesionada y los extremos de los cotiledones de la planta testigo sea de 1.2 veces, sin que 

se presenten  diferencias significativas entre el LCsPl y el LChPl; dicho aumento del 20% se 

refleja en los cambios que existen en los fenoles reducidos, es de llamar la tensión que el grupo 

de fenoles que cambian por efecto de la lesión sean las protoantocianidinas y que indirectamente 

estén indicando que se encuentran en estado reducido  por el 20 % antes mencionado, de tal 

forma se evidencia que en el sitio de la lesión después de 24 horas se induce un aumento tanto 

en la actividad oxidativa y peroxidativa que utiliza como cosustrato a la catequina.  

 

El cambio mayoritario en la cantidad de fenoles se observó durante la determinación de la 

cantidad de protoantocianidinas en el diseño sistémico, en donde de manera similar al  sistema 

contra lateral se experimentó un cambio del 20% entre las protoantocianidinas y los fenoles 
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reducidos de el SCsPl con respecto a el  SCsPs, corroborando parcialmente lo que anteriormente 

se discutió, pero en este caso el cambio en el SChPl con respecto al control el cambio por efecto 

de la lesión es del 60% tanto en fenoles reducidos como en protoantocianidinas; es decir en este 

diseño el aumento de este tipo de fenoles es considerablemente mayor en el SChPl en relación al 

obtenido en el diseño contra lateral; esto implica que después de 24 horas de realizada la herida  

la planta es capaz de inducir la síntesis de novo de protoantocianidinas y que en el caso de esta 

lesión “menos severa” en donde únicamente se daña un extremo de un cotiledón induce un 

incrementó de 1.6 veces la cantidad de fenoles tipo catequina y que éstos permanecen en su 

mayoría en forma reducida en el cotiledón lesionado; mientras que en el daño “más severo”, 

como el que se presenta en los extremos de ambos cotiledones heridos, se lleva acabo una 

respuesta que involucra el empleo y/o transformación en mayor medida de fenoles en su estado 

reducido mediante su oxidación y/o peroxidación y con ello su polimerización.  

 

Probablemente este efecto se deba a que la extracción etanólica permite solamente obtener 

fenoles de alta y mediana polaridad, más no fenoles de menor polaridad o los polímeros de los 

mismos. Es decir si en el caso de una lesión “más severa” se  debe de inducir una barrera física 

para sellar el sitio de lesión, algunos de estos fenoles solubles, ya habrían sido  transformados 

en sus polímeros  correspondientes o taninos condensados y por ello no podrán extraerse. Por 

tanto se puede estar facilitando la polimerización de los fenoles cambiando su solubilidad y por 

ello no es posible extraerlos con agua-etanol. Estos polímeros pueden ser derivados de la 

oxidación y peroxidación de la catequina como medio para evitar el estrés oxidativo a largo 

plazo y/ o bien la generación de polímeros de taninos condensados que generen una astringencia 

como mecanismo de defensa cuando la estructura es dañada mecánicamente. Aunque lo anterior 

debe ser comprobado con estudios posteriores, existe un experimento preliminar en donde el 

tejido fue teñido con  vainillina reactivo que detecta protoantocianidinas y el color café-magenta 

resultante alrededor del sitio de lesión correlaciona con la tinción azul del FeSO4.  

 

Los cambios en la cantidad de fenoles reducidos y protoantocianidinas, así como la actividad 

oxidativa/peroxidativa entre los cotiledones de la planta lesionada indican  que cuando existe 

una lesión se activan  los mecanismos enzimáticos que desembocan en la producción de 

compuestos fenólicos, siendo ésta activación poco especifica en la lesión “menos severa” o 

lesión sistémica en el SCsPl, puesto que en este caso se observa que todos los compuestos 

fenólicos aumentan su cantidad significativamente; sin embargo en un daño “más severo” como 

el realizado en la lesión contra lateral, se aumentan específicamente protoantocianidinas, no 

obstante el aumento mayoritario de éstos compuestos se presentó en el diseño sistémico, lo cual 

puede deberse a que en el SChPl donde únicamente se ha llevado acabo una perforación el 

cotiledón detecta un daño inicial y por tanto envía masivamente al sitio de lesión éstos fenoles 
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que al estar involucrados en la respuesta inmediata de las plantas ante un estrés, principalmente 

cuando se ha provocado el ataque de insectos y plagas, puesto que éstos compuestos son 

altamente tóxicos y difícilmente digeribles para los microorganismos, y de esta manera evitar un 

ataque posterior en el resto de la estructura, es decir cuando la plántula es dañada, se 

desencadena inmediatamente una serie de reacciones de hipersensibilidad para que se genere en 

la zona lesionada moléculas y compuestos que restrinjan  la expansión del daño y así aislarlo del 

resto de la planta, además de proteger a las células contiguas y los tejidos distantes al sitio de la 

lesión (Hammond-Kosack y Jones, 1996; Darren y col., 2002).  Esta capacidad de las células 

para repeler los ataques subsecuentes, se dispersa a través de toda la planta, produciéndose así la 

llamada resistencia sistémica adquirida (Cámarena-Gutiérrez y col., 2007). 

 

Por tanto el aumento de fenoles en el LCsPl y el SCsPl posiblemente sea el resultado de un 

mecanismo preventivo, para evitar que la zona de daño se incremente, y de este modo mantener 

el cotiledón funcional, por ello las plántulas tratan de restringir el daño a la zona de impacto, 

para mantener su metabolismo. De manera reiterativa, nuevamente se muestra que la intensidad 

de la lesión en la planta, representa un factor determinante en la intensidad de la respuesta de 

defensa. Sin embargo en los dos diseños de lesión el cambio significativo en la producción de  

protoantocianidinas grupo al que pertenecen las catequinas, representa un dato relevante para 

este estudio, ya que éstos compuestos pueden estar actuando como sustratos endógenos de las  

polifenoloxidasas y fenol peroxidasas propuestas en el proyecto, o bien constituir un 

componente de la barrera física y química debido a la astringencia que presentan.  

 

Lo anterior corrobora que  el aumento  de los niveles constitutivos de compuestos fenólicos,  

sólo se incrementan como parte de la respuesta al estrés abiótico o biótico (Wink, 1999). 

Sumado a esto,  se sabe que en Malus domestica, durante  la herbivoría real o simulada o 

durante estrés térmico, se induce el gen DFR-BAN, que al parecer codifica para la 

leucoanthocianidina reductasa, enzima que  sintetiza a trans flavan-3-ols [catequina (2-3-trans)] 

(Devic y col., 2009); también se tiene registros de que en plantas de encino que presentan 

herbivoría existe un aumento, de los niveles de ARNm de DFR de 7 a 10 veces con respecto al 

control (Darren y col., 2002). Constabel y cols, en el 2000 reforzaron esta idea, ya que 

demostraron que después del ataque de herbívoros en  Populus tremuloides, se induce la 

actividad de las polifenoloxidasas en toda la planta dañada, además de que existe una mayor 

acumulación de transcritos del gen de la catequina oxidasa en las células de la planta dañada en 

relación a la planta intacta. De este modo se refuerza la hipótesis de que las catequinas, pueden 

estar actuando como sustratos de  enzimas como las polifenol oxidasas y fenol peroxidasas, 

cuya síntesis puede estar siendo regulada por ERO, para actuar como agentes reductores o bien 
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contribuir con otros sistemas de destoxificación  para la generación y amplificación de otras 

señales.  

 

Por ello, sería recomendable estudiar a más detalle, la actividad enzimática de la catequin 

oxidasa y catequin peroxidasa, caracterizar a las isoenzimas inducidas por daño mecánico en 

cuanto a su pH óptimo, su constante de afinidad (Km), inhibidores (Ki), peso molecular 

específico para corroborar cuantitativamente que función tienen en el aumento en la proporción 

de la actividad enzimática. Asimismo se debe llevar acabo la cuantificación de la producción de 

fenoles a tiempos  cortos de recuperación. Igualmente la cuantificación de superóxido debe 

efectuarse mediante una técnica más sensible  y  determinar la cantidad en ambos diseños la 

presencia de otros compuestos que pudiesen  interferir con  la reducción de XTT, aparte de 

cuantificar los niveles de ERO, 24 horas después de la herida, ya que resultan  realmente 

promisorios dichos  análisis.  

 



Conclusiones 

_________________________________________________________________________  

 74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. CONCLUSIONES  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusiones 

_________________________________________________________________________  

 75 

 

 

A. DISEÑO CONTRA LATERAL  
 

 

 El diseño de lesión contra lateral, mostró ser un buen modelo de estudio para comprender 

los mecanismos involucrados en la defensa de las plantas, ya que al perforar  un extremo en 

ambos cotiledones, se ocasiona un daño “más severo” en comparación con el diseño 

sistémico, el cual puede  potenciar los efectos de la lesión en los parámetros de interés.  

 

 La cantidad del radical superóxido reporto una disminución significativa tanto en el LCsPl 

como en el LChPl, con respecto al control a tiempos cortos de recuperación.  

 

 Cox presentó una actividad enzimática entre 20 y 25 veces mayor en el LCsPs vs LChPl y 

en el LCsPs vs LCsPl respectivamente,  en comparación con Cpx 2 y 3 veces y Gpx 1 a 1.5 

veces a nivel de  estructura, peso fresco y actividad específica. 

 

 La actividad enzimática de Cox y Cpx aumenta, mientras que la de Gpx permanece sin 

cambios significativos, por tanto en este caso Cox y Cpx son enzimas inducibles;  mientras 

que Gpx es una enzima constitutiva. 

 

 Se reportaron  8 isoenzimas: tres alcalino-neutras y cinco con pI ácidos.  

 

 El daño mecánico induce una isoenzima con pI 7.3  en el LChPl.  

 

 Los niveles de Protoantocianidinas en los cotiledones de la planta lesionada fueron 

superiores, a los reportados en el los extremos de los cotiledones de la planta control.  

 

 

B. DISEÑO  SISTÉMICO  
 

 

 El Diseño de lesión sistémica, constituye un modelo menos sensible, para estudiar los 

mecanismos de protección en una planta, ya que al lesionar sólo un extremo de uno de los 

dos cotiledones, se ocasiona un daño  “menos severo” con respecto al diseño contra lateral, 

el cual puede enmascarar e incluso omitir, algunas respuestas involucradas en los 

mecanismos de protección de la planta. 

 

 Cox presentó una  actividad enzimática  entre 2 y 6 veces mayor en el SCsPs vs SCsPl y en 

el SCsPs vs SChPl respectivamente, en comparación con Cpx  que es de 3 a 2 veces y Gpx 

es de 1.5 y 1.7  veces a nivel de  estructura, peso fresco y actividad específica.  

 

 La actividad de Cox, Cpx así como la de Gpx  se vio aumentada, por ello en este tipo de 

lesión, las tres enzimas son inducibles.  

 

 Se reportaron 8 isoenzimas; dos alcalino-neutras  y  seis con pI ácidos 

 

 

 El daño mecánico es capaz de inducir en Cox y AECpx, una  isoenzima con pI 4.8, en el 

ChPl. 
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 La cantidad de fenoles detectados con reactivo de Folín  obtenidos en ambos cotiledones de 

la planta lesionada, presentó un aumento significativo con respecto al control. 

 

 La cantidad de Fenoles Reducidos, mostró un aumento significativo en los cotiledones de la 

planta lesionada, siendo los valores más altos en el SChPl, seguidos del SCsPl, con respecto 

al control.  

 

 El nivel de Protoantocianidinas en los dos cotiledones de la planta lesionada, presentó un 

incremento significativo en relación a la referencia, siendo mayores los valores en el SChPl, 

seguidos de el SCsPl.  

 

C. AMBOS DISEÑOS 

 

 La intensidad del daño en la planta, determina  la magnitud de las respuestas de defensa del 

vegetal. 

 

 La producción  de ERO y sus intermediarios a tiempos cortos de recuperación  

posiblemente puede inducir, 24 horas después la actividad de  enzimas como Cox, Cpx y 

Gpx, así como la cantidad de sus sustratos. 

 

 La producción de H2O2 en los Cotiledones de la planta sana no presentó cambios 

significativos con la cantidad de H2O2 producida en los cotiledones de la planta Lesionada.  

 

 El tratamiento con CuCl2, no presenta efecto de inhibición de superóxido, e incluso al 

parecer aumenta su producción.  

 

 Se observan cambios significativos en la actividad enzimática de Cox, seguida de Cpx, a 

tiempos largos de recuperación.   

 

 La actividad enzimática/proteína y actividad enzimática/peso fresco, fueron  los parámetros 

más óptimos para expresar la actividad de Cox, Cpx y Gpx.  

 

 La diferencia  en cuanto a las veces actividad enzimática de Cpx comparada con las veces 

actividad  de  Gpx, denotan que ambas proteínas a pesar de ser peroxidasas, realizan 

funciones distintas, tanto en la lesión contra lateral, así como en la lesión sistémica, durante 

la recuperación larga.  

 

 Se observo la formación paulatina de un precipitado color blanco fluorescente, depositado 

alrededor del sitio de lesión y en las zonas contiguas a la herida, el cual posiblemente este 

destinado a formar una barrera física para evitar que la zona de daño se incremente.  

 

 La cantidad de protoanatocianidinas en el SChPl fue mayor en compasión con el LChPl 

probablemente debido a que la extracción etanólica permite solamente extraer fenoles de 

alta y mediana polaridad, más no fenoles de menor polaridad o polímeros de los mismos. 

 

 La actividad enzimática, la producción de H2O2, superóxido y la acumulación de 

compuestos fenólicos  se encuentra  localizada  en el cotiledón herido alrededor del sitio de 

la lesión y en las zonas aledañas a la herida.  
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Para obtener un esquema más completo sobre los mecanismos de defensa que presenta la plántula 

de Ipomoea purpurea en condiciones de estrés causado por daño mecánico, en futuras 

investigaciones en ambos diseños es necesario indagar en el comportamiento de la actividad 

enzimática y la cantidad de compuestos fenólicos a tiempos cortos de recuperación (5, 30 y 120 

minutos) y determinar la producción de especies reactivas de oxígeno a tiempos largos de 

recuperación (24 hrs) después de provocada la lesión.    

 

Igualmente se debe caracterizar a las isoenzimas inducidas por daño mecánico en cuanto a su pH 

óptimo, su constante de afinidad (Km), inhibidores (Ki), peso molecular específico para corroborar 

cuantitativamente que función tienen en el aumento en la proporción de la actividad enzimática. Por 

otro lado la cuantificación de superóxido debe efectuarse mediante una técnica más sensible  y 

determinar en ambos diseños la cantidad y la presencia de otros compuestos que pudiesen  interferir 

con  la reducción de XTT. 

 

Del mismo modo resulta importante establecer el papel que juegan ciertas hormonas vegetales como 

el ácido salicílico y el ácido jasmónico, tanto de manera independiente como  en combinación, 

sobre  la localización y el efecto de ERO, la  actividad de catequin peroxidasa, catequin oxidasa, 

guayacol peroxidasa y la acumulación de fenoles a tiempos largos de recuperación, después de una 

lesión por herida en los cotiledones.  

 

Asimismo convendría analizar la participación de otros mecanismos reguladores de protección 

celular de los vegetales contra el estrés oxidativo, tales como la vía ascórbico/glutatión, la 

intervención de enzimas claves en la síntesis de compuestos fenólicos como la fenilalanina amonio-

liasa  (PAL); utilizando  herramientas a nivel celular y molecular que permitan dilucidar los 

mecanismos y estrategias bioquímicas que esta especie a desarrollado como proceso de adaptación 

al medio. Dichos estudios podrán aportar nuevos conocimientos para obtener una mejor 

comprensión de los mecanismos de regulación de defensa en plantas silvestres que favorezcan a 

corto y largo plazo el control de este tipo de malezas.  
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