UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD IZTAPALAPA
Casa abierta al tiempo

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

MECANISMO DE DEFENSA DE LOS COTILEDONES DE LA PLANTULA
DE IPOMOEA PURPUREA ANTE EL DANO MECANICO: SU RELACION ENTRE
ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO, FENOL OXIDASAS Y FENOL PEROXIDASAS

TESIS

que para obtener el titulo de:

Maestra en Biologia Experimental

Presenta:

B. E. Berenice Guadarrama Flores

Director de Tesis: Dr. David M. Diaz Pontones

Comité Tutoral: Dra. Judith G. Marquez Guzmin
Dr. F. Javier Plasencia de la Parra

MEXICO DICIEMBRE, 2009




v\}'ﬂﬁNU My %}

A\

Casa abierta al tiempo

0

VE
WNWERSy, )
>
iy nod®

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Bioquimica Tisular. Departamento de
Ciencias Biologicas y de la Salud. Area de Bioquimica y Fisiologia Celular. Division de

Ciencias Biologicas y de la Salud. Unidad Iztapalapa. Universidad Auténoma

Metropolitana



La Maestria en Biologia Experimental de la Universidad Auténoma Metropolitana
Iztapalapa se encuentra dentro del Padron de Programas de Posgrado de Excelencia del

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, segiin No de registro 309-0

Mi total reconocimiento al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por
el apoyo econdmico brindado durante la realizacion de la maestria, a través de la beca

numero 229754, durante el periodo de septiembre de 2006 a septiembre de 2009.



DIRECTOR ACADEMICO

e Dr. David Manuel Diaz Pontones

Departamento de Ciencias de la Salud. Division CBS.
Laboratorio de Bioquimica Tisular S-247

Linea de investigacion: desarrollo y germinacion de semillas
Tel./Ext.: 5804-4736 /2707

e-mail: dpmd@xanum.uam.mx

MIEMBROS DEL COMITE TUTORAL

e Dra. Judith Marquez Guzman
Departamento de Biologia Comparada
Facultad de Ciencias. UNAM
e-mail: jmg@fciencias.unam.mx

e Dr. Francisco Javier Plasencia de la Parra
Departamento de Bioquimica
Facultad de Quimica. UNAM
e-mail:;javierp@servidor.unam.mx


mailto:dpmd@xanum.uam.mx
mailto:jmg@fciencias.unam.mx

La presente Tesis titulada “Mecanismos de defensa de los cotiledones de la plantula de
Ipomoea purpurea ante el daiio mecanico: su relacion entre especies reactivas de
oxigeno, fenol oxidasas y fenol peroxidasas”, fue realizada por la B. E. Berenice
Guadarrama Flores bajo la direccion del Comité Tutoral indicado, ha sido aprobada y
aceptada por los integrantes del Jurado de Examen de Grado designados por la Division
de Ciencias Bioldgicas de la salud, Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad

Iztapalapa el 14 de diciembre de 2009.

Dr. Fernando Diaz de Leon Sanchez
Departamento de Ciencias de la Salud. UAM-I
(Presidente)

Dra. Sobeida Sanchez Nieto
Departamento de Bioquimica UNAM
(Secretario)

Dra. Guadalupe Judith Marquez Guzman
Departamento de Biologia Comparada UNAM
(Vocal)

Dr. Francisco Javier Plasencia de la Parra
Departamento de Bioquimica UNAM
(Vocal)



Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS

Fue Goethe quien escribié “un hombre no puede ser el mismo después de cruzar el
bosque”. Confieso que he tomado esta metafora para recorrer cada uno de los segundos,
disueltos ya en el tiempo de estos aproximadamente dos afios de maestria, en donde han
sido tantas las vivencias, las sensaciones y los sentimientos, que en verdad, resultaria
absurdo no ofrendar algunas lineas a todos aquellos que han dado soporte a este

proyecto de vida.

Agradezco a mis padres por confiar en mi y por la admiraciébn que sienten por mi
mundo. Quiero hacer un reconocimiento especial a mi madre por su vitalidad y su lucha
diaria por todo lo relacionado con sus seres mas queridos y a mi padre por la fortaleza y
entusiasmo que nos muestra en cada travesia. A mis hermanos Ana y Héctor por todo su
carifio y la confianza que me brindan en todo momento, pero sobre todo por estar cada
uno a su manera respaldandome para alcanzar mis objetivos. A mi tio “Beto” por su
carifio y apoyo. A mis abuelos por compartir parte de su existencia con migo. A Don
“Gus” y Dofia “Coty” mi mas sincera gratitud por su confianza e inigualable afecto.
Deseo agradecer muy especialmente a Mauricio por su incondicional apoyo moral, su
comprension y amor, por caminar junto a mi en los senderos desconocidos del paisaje

de la existencia, sin tu estimulo este trabajo no habria podido concluirse.

Al Dr. David Diaz Pontones director de esta tesis, quien me brindo su respaldo y me
ensefio que el valor de un equipo esta dado por la calidad humana de sus integrantes. Mi
mas sincera gratitud a la Dra. Judith Marquez Guzman, al Dr. Javier Plasencia de La
Parra, a la Dra. Sobeida Sanchez Nieto y al Dr. Fernando Diaz de Ledén por sus
valiosas aportaciones para mejorar el presente trabajo, por su estupendo don de gente y
por todas y cada una de las facilidades para culminar este proyecto. Asimismo también
le agradezco a la M. Elvira Soto por su orientacion y apoyo en el principio de esta
investigacion. A la Dra. Mina Konigsberg F. Coordinadora del Posgrado en Biologia

Experimental por su disposicion permanente por aclarar todas mis dudas.



Agradecimientos

A TIsaac por tener la paciencia ante mis dudas de novata. A mi tocaya Bere por su
entranable amistad, a Rayn por su confianza y camaraderia, gracias a ambos por todos

aquellos formidables momentos que me han obsequiado

Quiero enfatizar mi enorme agradecimiento a la Universidad Autonoma Metropolitana.
Unidad Iztapalapa (UAM-I), asi como a todos aquellos maestros que contribuyeron

realmente en mi formacion durante mis estudios de Licenciatura y de Maestria.

Finalmente deseo agradecer profundamente a la vida por brindarme la oportunidad de
emprender cada mafiana una aventura hacia lo desconocido, por darme la fuerza
necesaria para sonreir aun en aquellos momentos de precipicio; porque sé que es cierto

lo que expres6 Steiner “cuando algo concluye, debemos pensar que algo comienza ™.



El futuro no es cierto
pero sucede...

América Silenciosa*



Indice Tematico

INDICE TEMATICO
I. INDICE DE TABLAS Y FIGURAS......cetvttieerttneeeretneeereeneeesssneessssnsessens i
II. ABREVIATURAS. ..ctitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiietiiateieetiistcissctssccssscsnsscnnens ii
IHL. RESUMEN. .. itttiitiiiiiiiiiiiiiiiitiittiittiiettiateiestesstcsssssssscssssssssessscssscnses 1
| AV 0 32300 1] 6 60 (6 ). RN 3
1. ANTECEDENTES
L. Ipomoea purpurea (L.) ROth.....cc.ciiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeiseenecsnnns 6
A. Ipomoea purpurea como arvense
IL ESTRES EN VEGETALES.....cccuutuuiuiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeseessesnnnnasseseseeeessesssssssssssssmn 7
III. MECANISMO DE DEFENSA EN PLANTAS
A.BARRERAS FISICAS. ..ottt 8
B. METABOLITOS SECUNDARIOS.......oiii e 9
L FIAVOMOIACS . ..ot e, 10
IV. ENZIMAS OXIDANTES DE FENOLES......cccitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecnenenenen 12

V. TRANSDUCCION DE SENALES DURANTE

LA RESPUESTA DE DEFEN S A . . iuuiittiiittttieeteeeeetseceesssecsessesosssssessssssosssssssssssnssns 13
VI. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO . cuutettntteteeeeeeeeesaeseseenesssnesssnesasaasasnssasnns 14
A. MECANISMOS DE DESTOXIFICACION DE RADICALES LIBRES.................. 16
B. INTERACCION DE ERO CON OTRAS SENALES. ... onoe e e, 18
2. JUSTIFICACTON. ... eueeneeeeeneeeeneseeasnseesnssnsassnsnssnsessnsensnsensnssnsensnsensnneenns 19
B HIPOTESIS . .eu vt teeeeeeeenesesnesasnesnsnssnssnsnsensnsensessnsnnssnssnsnsensnssnsensnsenens 21
A. HIPOTESIS GENERAL

B. HIPOTESIS PARTICULARES

4. OBJETIVOS. .o ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiititiiieietitittsiscsassscsassessssssssssssssssnssnses soes 23

A. OBJETIVO GENERAL
B. OBJETIVOS PARTICULARES

5. METODOLOGIA. ...cuiiiueeeieeeeeeeteeeesneseseesaseesnssesnsssssesassssnssesnssasnssnsnssnnes 25



Indice Tematico

A. MATERIAL BIOLOGICO Y GENERACION DEL DANO MECANICO.................... 26
B. ANALISIS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO....cccucttuuiiineiinreeneennnne 27
1. Cuantificacion de H,O, mediante Titulacion Espectrofotométrica................ooooieiiiiiin. 27
2. Cuantificacion de O,% mediante la reaccion de XTT.......oueuenineenie e 28
3. Ubicacion de Oo Yy HoOn 28
C.ESTUDIO ENZIMATICO.....uctuuetueeeueeeneeerseeeseeeseessneessessssessosssnsssssssssnessne 29

1. Extraccion Enzimatica

2. Cuantificacion de Proteina Total

3. Cuantificacion Enzimatica

4. Determinacion de Isoenzimas mediante Isoelectroenfoque

5. Ubicacion de la actividad enzimatica de Cox, Cpx, y Gpx

D. CONTENIDO DE FENOLES .....cutiutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiiieeietiiasacasesssssssasssnses 30

1. Cuantificacion de Fenoles
a. Fenoles por Reactivo Folin
b. Fenoles Reducidos
c¢. Protoantocianidinas

2. Ubicacion de Fenoles

E. ANALISIS ESTADISTICO.....ceuutiueeieeeeeneeeueetneserneeeeneeeuneseensennesesnsssnnessnnsssnns 32
0. RE SULT AD O cuittiittiitteeeseetseesseesseesssesssesssessessseasssessssssssssssssesssesssesssse 33
A. EFECTO DE LA LESION EN LA CANTIDAD DE PROTEINA Y PESO FRESCO........c......... 34

1. DISENO CONTRA LATERAL
2. DISENO SISTEMICO

B. ANALISIS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO ...ouuiinieniieeiieeeeeeeeeeneeeeseesnes 35
1. UBICACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO EN LA ZONA DE LESION.............vv.... 35

a. DISENO CONTRA LATERAL
b. DISENO SISTEMICO

2. CUANTIFICACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO.......oeueieie e 37
a. DISENO CONTRA LATERAL
b. DISENO SISTEMICO
3. UBICACION DE SUPEROXIDO EN LA ZONA DE LESION......oouoieeieiie e 39
a. DISENO CONTRA LATERAL
b. DISENO SISTEMICO ... ... et 40
4. CUANTIFICACION DE SUPEROXIDO ... .. e, 40

a. DISENO CONTRA LATERAL
b. DISENO SISTEMICO.........ooiiiiiiiiiiiieie e e e e e e 42



Indice Tematico

c. LESION CONTRA LATERAL: EFECTODEL CuCl, ... . 44

C. ESTUDIO ENZIMATICO.......cevuueiereuneeerrueeertneeerssseesssseeeesssseessssnsesssnseesssnseesssneeesses 45
1. UBICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ... ..ottt 45

a. DISENO CONTRA LATERAL ...ttt 45

b. DISENO SISTEMICO.......omiiii e 46

2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.................... 47

a. DISENO CONTRA LATERAL. ...t 47

b. DISENO SISTEMICO.......umiii e e 49

3. DETERMINACION DE ISOENZIMAS MEDIANTE ISOELECTROENFOQUE................. 51

D. CONTENIDO DE FENOLES.......cctutttituertnereneetneenerenerenessnsesassnessnessnssssssnsesnsssnsssnsssnnsens 55

1. UBICACION DE FENOLES
a. DISENO CONTRA LATERAL
b. DISENO SISTEMICO

2. CUANTIFICACION DE FENOLES. .. .. ottt e, 56
2. DISENO CONTRA LATERAL ..ottt 56
b. DISENO SISTEMICO. .. .. e, 57
7. DISCUSION. e ttetteteeteereereerueseesenseessssesssssssssssssssssessessnssessnssnsssssnssnssnnsns 59
. CON CLUSTONE S iittiiitttteeereeeeesseseesseseesssssesssssssssssesssssasssssasssssassssosee 74
. PE R S PE C T IV A S it iittitteeseeesessseessesasseasssasssasssasssssssassesssssssesssesssssssassons 77

10. BIBLIOGRAFTA . .. cneeeeieeeie et eeeeeeeeeneeesnesessesaseesnssesnssesnssnsnssnsnnsnssn 79



Indice de Tablas y Figuras

I. INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

A. TABLAS

Tabla 1. Localizacion en la célula vegetal de las enzimas y compuestos que permiten la defensa
CONETA 1@ OXIAACTON. .. ..ottt e e e e e e e et e eenens 17

Tabla 2: Queladores 6 “atrapadores” de O,”, HO, y ‘OH, 6 inhibidores de NAD(P)H oxidasa y

S o2 e (s LT TSP 17

Tabla 3. Isoenzimas en la Lesion Contra Lateral................ooooiiiiiiiiie e, 53

Tabla 4. Isoenzimas en la Lesion SiStemiCa..........covviuieiniitiit e 55
B. FIGURAS

Fig. 1. Clasificacion Botanica de Ipomoea purpurea (L) Roth................cocoiiiiiiiiiiin, 6

Fig. 2 Esquema general de la degradacion quimica 6 térmica de la lignina hasta la formacion de

eI L 1o ) PP 9
Fig. 3: Biosintesis de FIavonoides. .. .........ouviiiiriniii e e 11
Fig. 4: Estructura quimica de 1as catequinas. .............c.oovuiririririiiiiii e 12
Fig. 5: Interconversion de ERO, derivadasde Oy ... 15
Fig. 6. Produccion Bifasica de ERO en respuesta a dafio mecanico, herbivoria 6 patogénesis...... 16

Fig. 7. Produccion de ERO y funciones en la respuesta a dafio mecanico, herbovoria o

PALOZEIIOS. . ..ttt ettt e e e 18
Fig. 8. Disefio experimental para la lesion contra lateral. . 26
Fig. 9. Disefio experimental para la lesion sistémica. ... 27

Fig. 10: Diagrama del procedimiento utilizado para el analisis de ERO, para ambos modelos de
lesion. 28



Indice de Tablas y Figuras

Fig. 11: Diagrama del procedimiento seguido en el estudio enzimatico y en el estudio de fenoles,
para ambos modelos de lesion. 31

Fig. 12: Cantidad de proteina y peso fresco; Disefio Contra
Lateral 34

Fig. 13: Cantidad de proteina y peso fresco; Lesion Sistémica 35

Fig. 14: Ubicaciéon de peroxido de hidrogeno en LChPI, a tiempos cortos de recuperacion
posteriores a la herida; Disefio Contra Lateral 36

Fig. 15: Ubicacion del precipitado blanco en LChPI, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a
la herida; Disefio Contra Lateral 36

Fig. 16: Cuantificacion de H,O,, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a la herida; Disefio
Contra Lateral e 38

Fig. 17: Cuantificacion de H,O,, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a la herida; Disefio
Sistémico. Se muestra la cantidad de H,0, 39

Fig. 18: Ubicacion de superoxido, en LChPI, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a la
herida; Disefio Contra Lateral. 40

Fig. 19: Cuantificacion de superoxido, utilizando TMP como quelante, a tiempos cortos de
recuperacion posteriores a la herida; Disefio Contra Lateral. 42

Fig. 20: Cuantificacion de superoxido, utilizando TMP como quelante, a tiempos cortos de
recuperacion posteriores a la herida; Disefio Sistémico. 44

Fig. 21: Cuantificacion de superoxido utilizando CuCl, como quelante, a tiempos cortos de
recuperacion posteriores a la herida; Modelo Contra Lateral. 45

Fig. 22: Ubicacion de la actividad enzimatica de Cox, Cpx, Gpx y AECpx en LChPI, 24 horas
posteriores a la herida; Disefio Contra Lateral ... 46
Fig. 23: Actividad enzimatica de Cox, Cpx, Gpx y AECpx en SChPI, 24 horas posteriores a la
herida; Lesion SISTEIMICA. ... .oount ettt e e e e 47

Fig. 24: Actividad Enzimitica en el Disefio Contra Lateral. . ... ... 48
Fig. 25: Proporcion en la Actividad Enzimatica de Cox, Cpx y Gpx, 24 horas después de realizada
la herida; Disefio Contra Lateral. 49

Fig. 26: Actividad Enzimatica en el Disefio Sistémico. 50



Indice de Tablas y Figuras

Fig. 27: Proporcion en la Actividad Enzimatica de Cox, Cpx y Gpx, 24 horas después de realizada

la herida; Disefio de Lesion Sistémica. 51
Fig. 28. Zimograma del Disefio Contra Lateral. . 52
Fig. 29. Zimograma del Disefio Sistémico. . 54

Fig. 30: Ubicacion de fenoles, en LChPI, 24 horas posteriores a la herida; Disefio Contra
Lateral 56

Fig.32: Cuantificacion de Fenoles, 24 horas posteriores a la herida; Lesion
Sistémica 58



Abreviaturas

II. ABREVIATURAS
Act. E. ......... Actividad Especifica
AECpx......... Peroxidasas de Amino Etil Carbazol
AMP............ Proteinas Antimicrobianas
ANOVA........ Analisis de Varianza
ANR............ Antocianidin Reductasa
APX..covvnnnnnne Ascorbato Peroxidasa
CaCl,............ Cloruro de Calcio
CAT............. Catalasa
ChPl............. Cotiledon Herido de la Planta Lesionada
CoX..ovvvrnnnnne Catequinoxidasa
CPXeverernnennnn Catequinperoxidasa
CsPl............. Cotiledon Sano de la Planta Lesionada
CsPs............. Cotiledon Sano de la Planta Sana
Cu-Zn-SOD....Cubre-Zinc Superoxido Dismutasa
DMF............ N,N-Dimetil Formamida
| D Estructura
EGCG........... Epigalocatequina
ERO............. Especies Reactivas de Oxigeno
GC...cvvvvrnnnnns Galocatequina
3GE.............. Tres Grupos Experimentales
GPXeevrrreenannnn Guayacolperoxidasa
HCl............... Acido Clorhidrico
H.D.T.L.........Homogeneizado Después de un Tiempo de

Incubacién

H.I....ooevveeeens Homogeneizado Inmediatamente
HR............... Respuesta de Hipersensibilidad
HyP.............. Glucoproteinas Ricas en Hidroxiprolina
JA.eiiiiinnnnnn. Acido Jasmonico
LAR............ Leucoantocianidin Reductasa
LChPL........... Extremo del Cotiledon de la Planta Lesionada
LCsPL............ Extremo del Cotiledon de la Planta Lesionada
LCsPs........... Extremo del Cotiledon de la Planta Sana
MAPK.......... Proteinas Cinasas Activadas por Mitogeno
Mn-SOD........ Manganeso Superoxido Dismutasa.
NADPH......... Nicotiamida-Adenina Dinucle6tido Fosfato
NBT.............. Nitroazul de Tetrazolio
PAL............... Fenilalanina Amonio Liasa
PAS..cccvvveeenn.. Protoantocianidinas
| S Peso Fresco
1) D Punto Isoeléctrico
POD.............. Fenol peroxidasas
PPO............... Polifenoloxidasas
PR................ Proteinas de Defensa
(0 ORI Quelantes para O, = y H,0O,
Y. WU Acido Salicilico

SAR....ccevuinene Resistencia Sistémica Adquirida

ii



Abreviaturas

SOD.............. Superéxido Dismutasa

TO0uieiiiinnnnnns Intervalo cero de recuperacién (minutos)
T20.000eieininnnne Intervalo veinte de recuperacion (minutos)
T30..ceuieniennnn Intervalo treinta de recuperacion (minutos)
T120.....c.c.cu.. Intervalo ciento veinte de recuperacion (minutos)
T24..ceiiiniennnn Intervalo veinticuatro de recuperacion (horas)
TMP.....cccuveene Tetrakis (1-metil 4 piridil) Porfina

XTT.uueeeennnne Fenilamino Carbonil Tetrazolio

ii



Resumen

III. RESUMEN

Ipomoea purpurea es una dicotiledonea de habito rastrero y trepador, que pertenece a la familia
Convolvulacea Esta considerada dentro de las 10 arvenses mas importantes a nivel nacional.
Compite por agua, luz, nutrimentos y bidoxido de carbono, lo cual implica que en México
anualmente se presente un decremento desde el 33% hasta la pérdida total en la produccion 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 fotosintesis. En el intervalo entre la
protusion de la radicula (18 hr) y la generacion de la primera hoja verdadera (mas de 11 dias), los
gastos metabolicos deben ser aportados por las reservas y la sintesis de novo que realicen los
cotiledones durante esta etapa; lo que implica que éstos 6rganos deben de poseer mecanismos de
proteccion contra el dafio mecanico, herbivoria y de patdégenos. Por tanto los cotiledones son un
modelo adecuado, para estudiar los mecanismos intrinsecos de defensa de la planta, lo cual
posibilita encontrar factores de regulacion claves para la sobre vivencia de esta arvense, y con ello

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

En este trabajo se utilizaron dos modelos de lesidn mecanica (extraccion de un cilindro de 1.58 mm
de diametro). El modelo contra lateral consistid en realizar la perforacion en un extremo de ambos
cotiledones. A diferencia del modelo sistémico donde Uinicamente se lesion6 un extremo de uno de
los dos cotiledones. Se determind la actividad de la catequinoxidasa, catequinperoxidasa y
guayacolperoxidasa, sus isoenzimas existentes, la cantidad de i6n superdxido, peroxido de
hidrégeno y compuestos fenolicos; ademas se ubicaron estos parametros. En el caso del modelo
contra lateral dichas mediciones se realizaron en el extremo herido y en el extremo sin dafio de
ambos cotiledones. En el modelo sistémico las cuantificaciones se realizaron en el cotiledon herido
(extremo lesionado y no lesionado) y el cotiledon sin herida de la misma planta lesionada. Ambos

modelos se contrastaron con los cotiledones de una plantula sana.

De los resultados obtenidos se desprende que en el modelo de lesion contra lateral, la generacion de
una herida a las 48 horas de embibicion 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 comparacion con los cotiledones de la planta sana. Dicha

actividad, asi como la produccion de compuestos fendlicos se localizé alrededor del sitio de la
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lesion. Del mismo modo el extremo sin dafio del cotiledon lesionado posee una actividad mayor que
el de la planta control pero menor al del extremo herido. El dafio induce la aparicion de una
isoenzima con pl 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 lesion es
significativo el decremento de superoxido; en este tiempo la cantidad de perdxido de hidrogeno en
los cotiledones de la planta lesionada, no presenta cambios con respecto a los de la planta control.
En este caso la produccion de peroxido de hidrégeno y superoxido se localizaron en el cotiledon

herido alrededor del sitio de lesion.

En el modelo de lesion sistémica al comparar el cotiledon herido contra el cotiledon sano de la
misma planta los cambios en la actividad enzimatica varian en el siguiente orden:
Catequinoxidasa>Catequinperoxidasa>Guayacolperoxidasa (4; 1; 0.5). La actividad enzimatica al
igual que la produccion de compuestos fenolicos, también se localizaron alrededor del sitio de
lesion. El dafio mecéanico indujo a una isoenzima con pl de 4.8 en el cotiledon lesionado. Entre
ambos cotiledones de la planta lesionada es significativo el aumento de fenoles reducidos, PAs y en
el momento de la lesion la disminucion del superoxido, ubicandose la produccion de éste radical y

del perdxido de hidrogeno alrededor del sitio de la lesion, en el cotiledon herido.

En esta serie de estudios se demostré que la catequinoxidasa es una enzima constitutiva cuya
actividad puede ser adicionalmente inducida por una lesion, 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 esta asociado a la

produccion de compuestos astringentes, a la regulacion y control de especies reactivas de oxigeno.



Introduccion

IV. INTRODUCCION

Las malezas son aquellas plantas que invaden y afectan el desarrollo de otras especies de plantas,
desplazando o perjudicando cultivos de mayor valor econémico o deteriorando la calidad ganadera
de los campos. La intensidad de los dafios 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 relacion 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 afios 80
como una arvense importante ya que invade alrededor de 40 cultivos basicos, causando graves
decrementos en la produccion cuando no se controla en los periodos de establecimiento de la

plantula.

El establecimiento de la plantula es una etapa critica, la cual depende de la proteccion de los
cotiledones fotosintéticos que acumulan sustancias de reserva, por ello estas estructuras deben
contar con mecanismos de proteccion que le permitan establecerse exitosamente. La participacion
de polifenol oxidasas, fenol peroxidasas, especies reactivas de oxigeno y compuestos fenolicos 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 lesion por dafio mecanico ocurre la generacion de especies
reactivas de oxigeno, siendo ésta la primera respuesta detectada por la planta, la cual presenta un
comportamiento bifasico. 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 vias de induccion similares, sin
embargo las dos fases se regulan de manera independiente. La especie de reactivas
mayoritariamente detectada es el superoxido, seguido del peroxido de hidrogeno, este Gltimo en
presencia de fierro da lugar al radical hidroxilo. El peroxido de hidrogeno, en conjunto con los fenil
propanoides, pueden ser utilizados para reforzar las paredes celulares mediante la actividad de
peroxidasas, ademas de entrecruzar a las proteinas ricas en hidroxiprolina o extensinas e

incrementar las interacciones con polimeros 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 biosintesis 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 enzimatica asociada a las polifenol oxidasas incluye
a tres grupos de enzimas: a) cresolasas las cuales catalizan la oxidacién 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
oxigeno molecular pero las lacasas, oxidan una amplia variedad de sustratos, incluyendo
monofenoles, trifenoles, acido ascorbico, al igual que o- y p- difenoles. Por su parte las fenol
peroxidasas son enzimas que utilizan el peréxido de hidrogeno para oxidar una gran variedad de
donadores de hidrogeno, como son compuestos fenolicos y participan en diferentes procesos
fisioldgicos de la planta, como son la lignificacion, las suberizacion, el catabolismo de auxinas entre
otros. La capacidad que presentan las polifenol oxidasas y las fenol peroxidasas, para formar o
degradar el oxigeno y el peroxido de hidrogeno respectivamente, a expensas del consumo de fenoles
y generar sustancias de color café en la superficie lesionada, es considerado como mecanismo de

proteccion de la planta contra diferentes agentes estresantes.

De lo anterior deriva la importancia de estudiar el efecto que tiene una lesion por herida a nivel de
los cotiledones de Ipomoea purpurea, minutos y horas después de realizada la lesion, 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 oxigeno.
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L. 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 distribucion. Sus miembros son principalmente
plantas tropicales con numerosos géneros endémicos. El género Ipomoea (ips: gusano y homoios:
enrollarse) estd 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 Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas,
Tlaxcala y Veracruz (Villasefior y Espinosa, 1998). Se le conoce comiinmente como: gloria de la
mafiana, manto de Maria, Don Diego de dia, campanilla morada, batatilla, bejuco, bejuquillo,
quiebraplato, aurora, corregiiela, mecapatli, metlancasis, Xhail. Martinez en 1979, report6 para esta
planta su clasificacion (Fig. 1), asi como su sinonimia botanica: Pharbitis purpurea (L.); Voigt,
Ipomoea hirsutula (Jacq. f.), I hirta Th. Dur., I. mexicana (A. Gray), 1. purpurea var. diversifolia
(Lindl.) O’Donell.

EFeino: Flantae

subreino: Tragueobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales

Familia: Convelvulaceae
Género: Ipomoeea

Especie: Purprec (L.) Roth

Fig. 1. Clasificacion Botanica de [pomoea purpurea (L.) Roth, segun Martinez (1979).

Ipomoea purpurea es una planta herbacea, rastrera o trepadora. Puede llegar a medir de 20 cma 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 peciolos de 4 a 20 ¢cm de largo, laminas foliares en
forma de corazoén, 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 plrpura, al rosa con el centro
cambiando a un tono mas 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 conico con 6 6vulos en su interior. El estilo es de 1.4 a
2.7 cm de longitud y el estigma globoso. El fruto es una capsula de 9 a 11 mm de didmetro con
semillas en forma de gajo, de color café, café rojizo ¢ café oscuro de 2.2 a3.7 mmde largoy 3.1 a5
mm de ancho. Presenta hipocétilo cilindrico, de hasta 100 mm. Cotiledones de 1amina cuadrada a
ampliamente ovada de 18 a 20 mm de largo y 8.5 a 20 mm de ancho y epicétilo cilindrico, de 1 a 17
mm de largo. (Espinosa y Sarukhan, 1997; Rzedowski y Rzedowski, 2001). Estos organos
permanecen asociados hasta los 22 dias de desarrollo de la planta, siendo el tnico medio
fotosintético durante los primeros 11 dias que inicia la formacion de la primera hoja verdadera
(Diaz-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 afios, sin embargo en nuestro grupo de investigacion se ha
observado una viabilidad de hasta 17 afios (Diaz-Pontones; comunicacién personal). Asimismo las
semillas de esta especie muestran alta capacidad germinativa de 95 a 98 % (Miller y Wilkin, 2001).

La informacion etnobotanica en los bancos de datos se relaciona con el empleo de esta planta para
tratar espasmos, depresion, inflamacion, diabetes y trastornos digestivos, ademas de ser utilizada
como ornamento (Villasefior y Espinosa, 1998).

A. Ipomoea purpurea como arvense

Ipomoea purpurea se encuentra ampliamente distribuida en cultivos basicos como el maiz y el
frijol, entre 40 cultivos mas. Por lo general, germina a partir de marzo a abril y ocasiona un
decremento en la produccion del cultivo que invade cuando no es controlada durante los primeros
dias. En el caso del maiz la infestacion en este periodo, ocasiona plantas cloréticas de poco vigor y
altura, de esta forma la reduccion en el rendimiento alcanzan hasta un 22%; sin embargo las
pérdidas se incrementan severamente cuando los periodos de competencia se extienden, o bien
cuando la maleza emerge antes que el cultivar y su densidad de poblacion es alta. En el frijol, el
promedio de reduccion en la productividad es de un 33%, hasta la pérdida total como consecuencia
de los dafios ocasionados por competencia (Agundis, 1984; Villasefior y Espinosa, 1998).

Las técnicas utilizadas hasta el momento por los agricultores mexicanos para el control de las
malezas, incluyen métodos como el mecanico-cultural (azadon, hoz, arado, fuego, anegamiento,
sofocacion y rotacion de cultivos) y el quimico (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 desecacion y colapso celular, ejerciendo de esta manera, una
influencia negativa sobre el crecimiento del vegetal (Suarez y col., 2004).

II. ESTRES EN VEGETALES

Se considera estrés al cambio de cualquier factor ambiental, que actue sobre el vegetal afectando su
respuesta bioquimica y fisioldgica, pudiendo provocar daiios o lesiones. De acuerdo a la naturaleza
del factor causante del estrés, se puede distinguir entre el estrés abidtico producido por condiciones
ambientales y el estrés bidtico causado por organismos vivos (Poschenrieder y col., 2006).

El estrés abiotico es causado por factores fisico-quimicos. Entre los factores fisicos se encuentra el
déficit hidrico, salinidad, temperaturas extremas, excesiva o insuficiente radiacion luminosa,
anaerobiosis por inundacion, altas concentraciones de O,, disminucion de CO, en el ambiente,
compactacion del suelo, dafio mecanico. Entre los factores quimicos se incluyen el estrés
nutricional, o la presencia de contaminantes inorganicos (SO,, NO, O;, o metales pesados) u
organicos como los clorofluorocarbonados (CFCs), bifenilos policlorados (BPCs), hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) 6 herbicidas cuaternarios provenientes de amonio como el
Paraquat, Diquat, Ciperquat (Poschenrieder y col., 2006).

Por otra parte las plantas se encuentran sometidas a estrés bidtico cuando son atacadas por
herbivoros, hongos, bacterias, virus, insectos, nematodos, asi 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).
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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 fisicas, estructurales y/o quimicas, que conllevan la produccion de una
cubierta protectora en la superficie de los tejidos y hace uso de una gran diversidad de sustancias
toxicas para sobrevivir a los diversos cambios ambientales y/o contrarrestar las agresiones
generadas por organismos herbivoros y patégenos. 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 lesion. A nivel celular, la activacion de la HR incluye la
produccion de especies reactivas de oxigeno, peroxidacion lipidica y fuga de electrolitos, debido a
la ruptura de membranas. En adicion a esta respuesta de resistencia local, las plantas han
desarrollado mecanismos de defensa inducida, la cual aparece tiempo después de ocurrido algun
tipo de dafio. Esta reaccion es muy especifica, siendo severa a nivel local y poco agresiva a nivel
sistémico (Gomez-Goémez, 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 fendmeno se le llama resistencia sistémica
adquirida (SAR, del inglés systemic acquired resistance), la cual reduce la severidad de los
sintomas causados por un amplio espectro de patdogenos y requiere de moléculas de sefialamiento
de tipo fenolico como el acido salicilico (Croteau, Kutchan y Lewis, en Buchanan y col., 2000).

A. BARRERAS FiSICAS

La célula vegetal secreta en su superficie un conjunto de polisacaridos, proteinas y otros
compuestos que se ensamblan en una estructura polimérica compleja, externa a la membrana
plasmatica: la pared celular (Sormeville y col., 2004). La pared celular esta constituida por la
celulosa, el polimero principal de las paredes, el cual representa su componente fibrilar, conformado
por cadenas lineales de glucosas unidas de manera covalente por enlaces glicosidicos de tipo B (1>
4), a través de enlaces hidrogeno intermoleculares varias cadenas adyacentes de celulosa (60-70) se
combinan formando microfibrillas y alrededor de 30 microfibrillas se retnen para formar una fibra
cuyo diametro es tipicamente 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 polisacaridos cuya estructura general esta constituida por una
cadena lineal B (1> 4) de un azlcar, desde la que se ramifican cadenas laterales cortas de otros
azucares (O'Neill y York, 2003). Las pectinas son un grupo complejo y heterogéneo de
polisacaridos ramificados y muy hidratados, cuyo componente mas relevante es el acido D-
glucorodnico y D-galacturénico (Cosgrove, 2005). Entrelazadas con las hemicelulosas existen las
glucoproteinas de tipo estructural, las cuales son ricas en aminodcidos serina e hidroxiprolina, 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 formacion de la pared celular secundaria, asi como resultado de diversos factores
bidticos y/o abidticos, aparecen sustancias adicionales que no afectan la apariencia de las células
pero si las propiedades fisico-quimicas de la pared celular, impidiendo la difusion de gases como
oxigeno y didxido de carbono, asi como el agua. Entre estas modificaciones esta la produccion de
suberina, cutina, ceras, lignina y mineralizacion de las paredes celulares. La suberina es un
polimetro insoluble de unidades monoméricas de hidroxi- o epoxi- acidos grasos unidos por uniones
éster, ligados de manera covalente a compuestos fenolicos, se presenta principalmente en las células
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de la epidermis y esta asociada con las células del suber o corcho de la peridermis, también se forma
suberina en areas dafiadas por heridas, en los sitios de abscision de las hojas, asi como en las bandas
de Caspari de la endodermis de la raiz (Franke y Schereiber, 2007). La cutina esta compuesta por
largas cadenas de acidos grasos, que estan unidos entre si por enlaces €ster, creando una capa rigida
llamada cuticula, 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 acidos grasos con alcoholes,
altamente insolubles que suelen depositarse por encima de la cuticula. Al igual que la suberina, la
cutina y las ceras evitan la perdida de agua por evaporacion y protegen a la planta de las agresiones
del ambiente (Taiz y col., 2006). La mineralizacion de las paredes, consiste en la impregnacion con
sales inorganicas como la silice, el carbonato de calcio y el oxalato de calcio, para endurecer
estructuras como por ejemplo la epidermis de las hojas de las gramineas (Jetter y col., 20006).

La lignina (/ignum, madera) es una molécula formada por una condensacion de unidades fendlicas,
que se entrelaza en una red tridimensional alrededor de las microfibrillas de celulosa por la accion
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 funcién principal es aumentar la impermeabilidad y la
rigidez de la pared celular. De acuerdo a la especie de planta dependera el tipo de componte
mayoritario de la lignina, por ello cuando esta es sometida a hidrdlisis 6 pirolisis, puede producir
derivados del guayacol (2-metoxifenol), fenoles, benzoatos, p-hidroxibenzoatos, p-cumaratos,
cinamato, ferulato, catecoles y trazas de benceno mediante homolisis del enlace -O-4. El guayacol
(o-metoxifenol ¢ metilcatecol) es un compuesto fendlico, incoloro y aromatico usado
frecuentemente como sustrato para medir la actividad enzimatica de fenol peroxidasas. Sus
componentes intermediarios son la vainillina y el 4cido vainillinico (Fig. 2). Presenta coloracion
obscura en presencia de luz, de oxigeno o derivados de éste (Boudet, 2003).
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Fig. 2 Esquema general de la degradacion quimica 6 térmica de la lignina hasta la formacion de guayacol
(Gonzales y col., 2004)

B. METABOLITOS SECUNDARIOS

La base fisiologica y bioquimica de la resistencia de plantas se encuentra relacionada con la
biosintesis de metabolitos secundarios. Se llama metabolitos secundarios a los compuestos quimicos
sintetizados por las plantas que no intervienen en su metabolismo primario. La mayoria de los
metabolitos secundarios actian como agentes alelopaticos, fitoalexinas, sustancias astringentes y
como atractores polinicos. Entre estos compuestos fitoquimicos se encuentran los alcaloides,
fenoles simples, polifenoles y terpenoides. Dentro del grupo de los polifenoles se encuentran los
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flavonoides, quienes desempefan un papel muy importante durante los mecanismos de defensa ante
herbivoros, patdgenos y dafio mecanico (Croteau, Kutchan y Lewis; en Buchanan y col., 2000).

1. Flavonoides

La palabra flavonoide proviene del latin flavus, amarillo. Los flavonoides son compuestos de bajo
peso molecular que comparten un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), formado por dos
anillos de fenilos (A y B) ligados a un anillo C de pirano (heterociclico). La introduccion de grupos
OH en los anillos de benceno, les confiere excelentes propiedades quelantes sobre el hierro y otros
metales de transicion, por lo que poseen una gran capacidad antioxidante, ya que atrapan el oxigeno
reactivo especialmente en forma de aniones superoxidos, radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o
hidroperdxidos. De esta manera bloquean la accion deletérea de dichas sustancias sobre las células
(Martinez y col., 2002).

Se han descrito aproximadamente mas de 6000 flavonoides diferentes, los cuales algunos autores
han subdividido en 6 diferentes clases segtin la oxidacion a nivel del anillo de carbono: chalconas,
flavonas, flavonoles, flavandioles, antocianinas y taninos (Lepiniec y col., 2006). Se ha afiadido 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 quimico, los taninos se clasifican en hidrolizables y condensadas. Los taninos
hidrolizables son polimeros de 4cidos fenolicos (galico, hexahidroxidifénico). Las
protoantocianidinas (PAs) o taninos condensados son polimeros flavan-3-oles. Cumplen un papel
importante en la modulacién de los mecanismos de tolerancia al estrés abiotico (Taiz y Zeiger,
1998; Dixon, 2005). Poseen una importante funcion de defensa contra bacterias, hongos y ciertos
herbivoros, debido a la astringencia que presentan, la cual se atribuye a la capacidad que tienen
estos compuestos de interactuar fuertemente con proteinas y formar precipitados, mediante la
oxidacion de los fenoles a sus formas quinona. Dicho proceso en los herbivoros ocurre en el interior
de los intestinos, ocasionando un impacto negativo en su nutricion (Hagerman y Butler, 1981).

La estructura de los taninos condensados es variable, dependiendo de la estereoquimica y del patron
de hidroxilacién de las subunidades de flavan-3-ol. Las subunidades mas frecuentes constituyen la

catequina y la epicatequina o galocatequina, las cuales estdn unidas por enlaces carbono-carbono
(Schofield et al., 2001).

Recientemente, se han caracterizado las enzimas que act@ian en las dos vias de biosintesis de las
protoantocianidinas condensadas: la leucoantocianidin reductasa (LAR) que sintetiza a trans flavan-
3-0ls [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 biosintesis de las unidades flavan-3-
oles, las cuales se forman por reduccion de flavan-3-4 dioles tales como leucoprodelfinidina o
leucocianidina, seguida por una etapa de condensacion para conformar los oligdmeros o polimeros
(Lepiniec y col., 2006).

Las catequinas se obtienen de la hidrolisis de protoantocianidinas y se ha observado que son un
buen sustrato para algunas oxidasas y peroxidasas (Kinsella y cols, 2003). Estan formadas por 15
atomos de carbono y contienen dos nucleos fenoélicos (anillos A y B) que estan unidos por tres
atomos de carbono que forman parte, junto con un atomo de oxigeno, del anillo C. Los carbonos 2 y
3 del anillo C son asimétricos y segin la posicion espacial de los sustituyentes del carbono 3, las
catequinas pueden ser enantidmeros positivos o negativos (Fig. 4); (Yamamoto y col., 1997).
Dichos enantiomeros se encuentran presentes en las semillas de monocotiledoneas y dicotiledoneas,
los cuales al oxidarse adquieren su color café caracteristico (Lepiniec y col., 2006).
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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
(EGCQG) y (+)-galocatequina (GC); (Lill y col., 2003). Poseen efecto antioxidante, el cual se
atribuye a su accion quelante de metales en transicion y de radicales libres mediante la formacion de
estructuras menos reactivas (Taiz y col, 2006).

Los flavonoides pueden actuar como sustancias aleloquimicas en las plantas y tener efecto directo o
indirecto sobre otros vegetales. El tipo, cantidad y localizacion de estas sustancias varia en funcion de
la especies de planta, la etapa de desarrollo de los tejidos y puede ser modulada por sehales
ambientales. Sin embargo se ha reportado la produccion de flavonoides en hojas, tallos y raices como
consecuencia de herbivoria. En otros casos las hojas y restos vegetales que contienen sustancias
alelopaticas, caen al suelo y al descomponerse liberan compuestos toxicos que pueden ser degradados
por la actividad microbiana hasta otros compuestos que, incluso, pueden llegar a ser mas daifiinos que
las sustancias de origen (Igartuburu, 2000)
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Fig. 3: Biosintesis de Flavonoides. En los recuadros color violeta se sefiala 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 funcion 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 infeccion, a agentes quimicos, a dafio mecanico o estrés
inducido por altos niveles de radiacion ultravioleta y descenso de temperatura. Se sintetizan en las
células sanas adyacentes a las células dafiadas y se acumulan tanto en tejidos necroticos, como en
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tejidos susceptibles a la necrosis, es decir se producen restringidamente en un sitio alrededor del
lugar de lesion (Garcia y Pérez, 2003). Se sabe que la herida en una planta producto de un
herbivoro, induce la produccién de etileno y metil-jasménico, esta liberacion causa la
sobreproduccion de fitoalexinas, una respuesta sistémica, entre las fitoalexinas que se inducen estan
los monfenoles, la lignina, los taninos, asi como la induccién de enzimas como las fenol
peroxidasas y polifenol oxidasas (Held, 1999).

A
OH
OH A: enantiomeros (+)
B Rl Rl Catequina
HO 0 R H H catequina (C)
A c? 1 H galato galato de catequina (CG)
3 \ OH H galocatequina (G C)
OR 2 OH galato galato de galocatequina (GCG)
OH
B OH
OH B: enantiomeros (-)
Rl R2 Catequina
HO 0 B . H H epicatequina (EC)
. Ry H galato galato de epicatequina (ECG)
A c ; I OH H epigalocatequina (EGC)
™ OR OH galato galato de epigalocatequina (EGCG)
2
OH

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

IV. ENZIMAS OXIDANTES DE FENOLES

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7 son hemoproteinas, excepto la glutation peroxidasa, que es una
selenoproteina. Catalizan reacciones bisustrato de caracter redox, utilizando un perdxido como
oxidante y un segundo sustrato de caracteristicas reductoras que es oxidado por el peroxido
(Buchanan y col., 2000). La gran afinidad por el H,O,, se debe a que éste se puede unir al hierro del
grupo hemo por los dos planos del centro activo, dando lugar a una inhibicién por exceso de
sustrato ya que cuando ambas posiciones estan ocupadas por el H,O, y no es posible la union del
otro sustrato (Hansberg, 2002).

Las fenol peroxidasas (POD) tienen la capacidad de formar o degradar el H,O, a expensas del
consumo de sustancias de tipo fendlico, generando sustancias de color café, razéon por la cual ha
sido ubicada dentro del sistema enzimatico antioxidante (Hansberg, 2002). Las peroxidasas y las
polifenoloxidasas, catalizan la oxidacion de fenoles propios de las células a quinonas, las cuales son

altamente reactivas con proteinas, acidos 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 oxidacién 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 oxigeno
molecular pero las lacasas, oxidan una amplia variedad de sustratos, incluyendo monofenoles,
trifenoles, acido ascorbico, al igual que o- y p- difenoles (Ruuhola y col., 2007). Su pH 6ptimo
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oscila entre 5y &, aunque varia dependiendo del tipo de polifenoloxidasa y del sustrato. Las PPO
presentan en su centro activo dos atomos de cobre, unidos cada uno de ellos a tres histidinas. En su
entorno se situan una serie de aminoacidos hidrofébicos, con anillos aromaticos, que también son
importantes en su actividad, para la union de los sustratos (Croteau, Kutchan y Lewis.; en Buchanan
y col., 2000).

Las PPO son de gran importancia en las plantas, por su participacion en la oxidacion del acido indol
acético, la sintesis de lignina por la accién de la p-difenoloxidasa, y la resistencia al estrés bidtico
y abiotico. Su actividad aumenta cuando existe senescencia de tejidos, o bien, cuando la planta sufre
dafio mecanico. En este ultimo caso, al ocurrir la ruptura de células, las PPO, interactian con los
sustratos fenolicos y en presencia de oxigeno catalizan la hidroxilacion 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 marrén, rojo o
negro) en la superficie de lesion. Por tanto, se postula que su funcion 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
compartimentacion de los sustratos, cuando estos compartimentos se rompen por un dafio mecanico,
como el triturado, corte, congelacion y descongelacion, se lleva acabo la oxidacion de la tirosina u
otros fenoles, lo cual provoca la reaccion de pardeamiento en la planta (Mayer, 1987). Algunos
agentes reductores como el acido ascorbico y el a-tocoferol pueden actuar revertiendo la reaccion,
de quinonas a fenoles. También pueden actuar directamente sobre el centro activo del enzima,
transformando el cobre 2+ en cobre 1+, que se disocia mas facilmente. El acido benzoico y otros
compuestos aromaticos, actuan reduciendo la actividad de las PPO, al competir con los sustratos
(Hachinohe y Matsumoto, 2007).

V. TRANSDUCCION DE SENALES DURANTE LA RESPUESTA DE DEFENSA

Hasta el momento, se ha descrito como las plantas responden al estrés bidtico y abidtico mediante
diversas estrategias coordinadas de resistencia mediadas por diferentes rutas de sefializacion
bioquimica. La rapidez y la extension de la respuesta a estas sefiales 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 lesion causada por dafio mecénico, herbivoria
o por alglin patogeno, se puede desencadenar una respuesta de hipersensibilidad que induce una
produccion de perdxido de hidrogeno, fitoalexinas y/u otros compuestos. Esta reaccion también
puede propiciar la aparicion de resistencia sistémica, que es efectiva en sitios distantes del punto de
lesion. Esta respuesta, también puede ser una consecuencia de la colonizacion de las plantas por
microorganismos no patégenos o de tratamientos con inductores quimicos tales como el acido
isonicotinico, el acido salicilico y el acido jasmoénico (Kimy col., 2001).

Se ha demostrado que la respuesta de HR y la SAR esta mediada por diferentes vias de transduccion
de sefales; asi como por diferentes rutas como la asociada y dependiente de SA, la ruta
independiente de SA, y la ruta ligada al acido jasmoénico (JA) y al etileno. La ruta dependiente de
SA permite el desarrollo de la SAR y la expresion de genes que codifican proteinas de defensa,
denominadas proteinas PR. La ruta ligada al JA y etileno, conduce a la expresion de genes que
codifican proteinas denominadas defensinas, tioninas o proteinas antimicrobianas (AMP),
inhibidores de proteasas y otras proteinas PR (proteinas de defensa) no inducidas por SA. Ambas
rutas se entrecruzan y pueden inducir compuestos o proteinas de defensa comunes (Kuc’J, 2001).
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Otros estudios demuestran que no existe sobreposicion de las vias inductoras de SA y JA, ademas
de que existen efectos antagonicos entre la aplicacion de SA y la produccion de una herida y/o la
aplicacion de JA y los genes inducidos por este ultimo (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 vias de sefialamiento del SA y del JA
en ensayos bioquimicos (aplicacién de la fitohormona) y/o en ensayos bioldgicos (herbivoria por
insecto); 2) el tiempo de induccién influye en la respuesta quimica y biologica cuando se aplican
simultaneamente ambos inductores (SA y JA/herbivoro) dandose una interaccion negativa; 3) la
concentracion del inductor es importante para determinar la atenuacion quimica de la contravia, en
donde altas concentraciones muestran una interaccion negativa de la sefial; 4) la separacion
temporal y/o bajas concentraciones del inductor (SA y JA) pueden reducir la sefial negativa de la
interaccion; 5) la interaccidon negativa se observa mas constante en ensayos biologicos que en los
quimicos. Dependiendo de la lesion, el tipo de compuestos de defensa sintetizados por la planta
puede variar predominando los inducidos por la via de SA, o por la de JA y etileno. En cualquier
caso, el resultado es la induccion en forma sistémica de compuestos de defensa que incluyen
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HyP), relacionadas con el reforzamiento de la pared celular;
asi como inducciones de enzimas involucradas en la sintesis y uso de los fenilpropanoides:
fenilalanina amonio liasa, fenolperoxidasas y polifenoloxidasas entre otras (Kuc'J, 2001).

Recientemente se propuso que la induccion de resistencia sistémica, es causada por el aumento de
oxidacion y peroxidacion de compuestos fenolicos en el sitio de lesion. Estas reacciones son
catalizadas por polifenoloxidasas y fenolperoxidasas, y producen semiquinonas, quinonas y
especies reactivas de oxigeno (ERO); los cuales pueden tener efectos toxicos y/o propiedades
repelentes contra estrés bidtico provocado por herbivoria (Ruuhola y col., 2007).

VI. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Los radicales libres se forman cuando una molécula con un par de electrones no apareados en la
orbita externa recibe o pierde un electron. La molécula mas comun que forma radicales libres es el
oxigeno. El oxigeno molecular (O,) 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 simultdneamente en las reacciones que interviene. Aproximadamente del 2% del
oxigeno es reducido en forma incompleta al aceptar un menor nimero de electrones, por lo que
origina compuestos intermedios inestables, llamados especies reactivas de oxigeno (Buchanan y
col., 2000). Cuando el oxigeno recibe un exceso de energia se produce un singulete de oxigeno
(10,), una molécula altamente reactiva, que puede transferir su energia a otras moléculas
bioldgicas o reaccionar con ella misma, produciendo endoperdxidos o hidroperoxidos. La
distribucion particular de los electrones de cada molécula de oxigeno diatomico puede aceptar
cuatro electrones y cuatro protones, produciendo dos moléculas de agua. Si la molécula de oxigeno
solo recibe uno, dos o tres electrones, se forman las especies reactivas de oxigeno, como los
radicales superdxido y peroxilo, asi como peroxido de hidrogeno (Fig. 5). El radical superoxido
(0,%) reacciona reduciendo quinonas y complejos de metales de transicion Fe-Cu, afectando la
actividad de las enzimas que contienen estos metales. El O,° no atraviesa la membrana plasmatica,
por tanto es dismutado rapidamente a peréxido de hidrégeno (H,0,). Los radicales hidroperoxilo se
forman a partir del radical superdxido por protonacion; en solucion acuosa, pueden atravesar la
membrana y sustraer atomos de hidrogeno de los acidos grasos insaturados iniciando una
autooxidacion de lipidos. El H,O,; es una molécula moderadamente reactiva se difunde facilmente a
través de membranas, lo que evidencia su funcion como segundo mensajero intra o intercelular. El
H,0, pueden originar radicales hidroxilo (°OH), que son los principales agentes oxidantes de las
proteinas, acidos nucleicos, lipidos, fenoles y azucares (Moller y col., 2007).
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Los principales derivados del oxigeno detectados en la respuesta de hipersensibilidad, son O,°, H,0,
y °OH, que se producen en el apoplasto de la célula. Se considera que la NADPH oxidasa
localizada en la membrana plasmatica, es la enzima causante de la mayor produccion de ERO en
condiciones de estrés bidtico y/o abidtico; otro mecanismo de produccion se encuentra en los
procesos de transferencia de energia en la cadena respiratoria de la mitocondria, fotosintesis y/o
fotorespiracion en los cloroplastos y peroxisomas de la célula vegetal (Apel y Hirt, 2004).
Asimismo se ha reportado que el Ca>" es capaz de activar directamente a la NADPH oxidasa in
vitro, ya que esta proteina posee 2 dominios de union al Ca **, en la region N-terminal (Sagi y
Fluhr, 2001). Ademdas de que las oxidasas y peroxidasas de la pared celular pueden mediar la
produccion apoplastica de ERO; la cual no siempre es nociva para las células, ya que inducen
diversas respuestas asociadas a la diferenciacion, proliferacion y muerte, de tal forma que en
concentraciones adecuadas funcionan como segundos mensajeros (Moller y col., 2007).

‘0, Fe*?
Fenton
Fe*?

Fig. 5: Interconversion de ERO, derivadas de O, El estado basal de oxigeno molecular puede activarse por energia,
formando un singulete de oxigeno (1 O,). Alternativamente, la reducciéon por un electrén lleva a formar el radical
superoxido O,°. El superoxido existe en equilibrio con su acido conjugado, el radical hidroxiperoxilo (HO, ). Después los
siguientes pasos de reduccion forman peroxido de hidrogeno (H,0, ), radical hidroxilo (°OH) y agua (H,0O). Los iones de
metales que estan presentes en las células en forma oxidada (Fe3+) se reducen en presencia de O,, y pueden catalizar la
conversion de H,O, a °OH, por la reaccion de Fenton o Haber-Weiss (Basado en Moller y col., 2007).

La generacion de ERO ocurre en dos fases (Fig. 6): fase 1 o fase inicial transitoria que sucede
minutos después de una lesion por dafio mecanico, herbivoria o ataque de patégenos; y una fase Il 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 lesion, se observa un
aumento en la produccion de ERO en la fase inicial transitoria. Sin embargo después de este tiempo,
si no se cuentan con sustancias antioxidantes como fenoles, asi como enzimas que puedan ocupar a
estos compuestos como sustratos, se presenta una acumulacion de ERO en el area lesionada;
mientras que en presencia de enzimas y compuestos fendlicos con actividad antioxidante, los
niveles de ERO se mantienen bajos en el sitio de lesion (Mittler y col., 2004).

15



Antecedentes

Fase Fase
Transitoria Persistente
H—* F

Ausencia de enzimas y
compuestos antioxidantes

Presencia de enzimas y
compuestos antioxidantes

Especies Reactivas de Oxigeno

Tiempo (horas)

Fig. 6. Produccion Bifasica de ERO en respuesta a dafio mecanico, herbivoria 6 patogénesis
(Modificado de Mittler y col., 2004)

A. MECANISMOS DE DESTOXIFICACION DE RADICALES LIBRES

Existen sistemas de destoxificacion de ERO a nivel celular (Tabla 1), en donde actian enzimas
como: la superdxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) que dismuta los superoxidos a H;O, y O, y la
catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) que convierte el HO, en H,O y O,. El H,0, 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 méas H,O (Vranova y col., 2002).
Las enzimas anteriormente mencionadas asi como otros compuestos como el ascorbato, los
carotenoides, el glutation y el tocoferol ayudan a precisar el lugar de accidon de las cascadas de
transduccion de sefiales derivadas de ERO, para que se lleve acabo el fortalecimiento de la pared
celular (Greenberg y Yao, 2004).

Ademas existen otros mecanismos de destoxificacion de ERO, mediante quelantes 6 también
llamados “atrapadores”, los cuales pueden ser naturales como la adenina y el piruvato de sodio;
también se han diseflado atrapadores de ERO sintéticos para fines de investigacion como el
methimazol y el DPI (Tabla 2). Estos atrapadores actuan disminuyendo la tasa de oxidacion de los
radicales libres, ya que pueden aumentar su velocidad de hidroélisis o impedir su formacion 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 reacciéon: O, — 0O,° — H,0, — °OH
(Liszkay y col., 2004).
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Tabla 1. Localizacion en la célula vegetal de las enzimas y compuestos que permiten la defensa contra la

oxidacion
Localizacion en la Célula Vegetal
Enzimas Apoplasto | Citoplasma | Cloroplasto | Mitocondria | Peroxisoma | Vacuola
Ascorbato
peroxidasa * * *
Catalasa * *
Cu/Zn-SOD * *
Denidroascorbato
reductasa * *
Glutation peroxidasa *
Glutation reductasa * * *
Mn-SOD * * *
Monodehidroascorbato
reductasa *
Compuestos
Peroxidasa * *
Ascorbato * * *
Carotenoides *
Glutation * * *
Tocoferol *

Cu-Zn- SOD = Superodxido Dismutasa dependiente de Cobre-Zinc
Mn-SOD = Superdxido Dismutasa dependiente de Manganeso
(Modificado de Lambeth, 2004).

Tabla 2: Queladores 6 “atrapadores” de O,", H,O, y OH, ¢ inhibidores de NAD(P)H oxidasa y
peroxidasas

Queladores o
“atrapadores” EROs Inhibidores de

0,” | H,0, | "OH | NAD(P)H Peroxidasas
oxidasa

Adenina (3mM)°
Na-benzoato (3mM)°
Na-salicilato (1mM)°
His (30mM)°
Mn-DFA (10mM)°
CuCl, (30 uM)°
Tiron (10 mM)°
SOD (100 pg mL ')°
Mn-TMP? (100 pM)°
Na-piruvato (30 mM)° *
K1 (30 mM)° *
DPI® (50uM)° *
ZnCl, (10 mM)° *
KCN® (1IMm)°

NaN; (0.3 mM)°
NH,OH (1 mM)°
SHAM (3mM)°
ABAH (3Mm)°
Methimazol (10mM)°

¥ %] %] *

El I I I

Bl I I I N

° Concentraciones frecuentemente usadas en raiz de maiz.
(Modificado de Liszkay y col., 2004)
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B. INTERACCION DE EROS CON OTRAS SENALES

El 4cido salicilico (SA), el 4cido jasmoénico (AJ) y el 6xido nitrico (NO), son otros importantes
reguladores de la respuesta causada por dafio mecénico, herbivoria o por patégenos (Fig. 7). La
interaccion con estas u otras sefiales puede explicar las funciones divergentes de las ERO en las
respuestas de defensa (Durrant y Dong, 2004).
Pardézenos
Herbivoria
Diadio Mecanico

~__J-

NADPH . Sistemas de
xid: . L
Oxidase Perexidases Detoxificacion

Cloroplastos

Peroxisomas -
Mitocondrin \ \ J /

NO —> @ —PSA/JA

VA

Muerte Refuerzo de ka Activacion de
Celular Pared Celular || Genes de Defensa

SAR

RESPUESTA DE DEFENSA INDUCIDA

Fig. 7. Produccion de ERO y funciones en la respuesta a daflo mecénico, herbovoria o patdgenos. SA: acido salicilico,
SAR: respuesta sistémica adquirida, NO: oxido nitrico. (Modificado de Durrant y Dong, 2004)

La acumulacion de ERO en las células donde se ha producido algin tipo de dafio, indica que estas
moléculas, actiian como sefiales regulando el establecimiento de la reaccion de defensa a nivel de la
expresion génica, o el fortalecimiento de la pared celular via entrecruzamiento de proteinas de la
pared (Apostol y col., 1989; Babior, 1992; Blechert y col., 1995). En rutas de transduccion de
sefnales inducidas por estrés bidtico y abiodtico, las ERO participan en la activacion de proteinas
cinasas activadas por mitogeno (MAPK), en el cambio en los niveles de Ca2+, y en la modificacion
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 salicilico. NPR1 se acumula
en el citosol como un oligdbmero inactivo mantenido asi por enlaces disulfuro, después de la
estimulacion su reduccion libera unidades monoméricas que migran hacia el nucleo e interacttian
con el factor de trascripcion reducido TGAI, el cual en turno activa la expresion de genes de
defensa dependientes de acido salicilico (Mou y col., 2003). Asi la cascada de sefializacion 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 H,O, se observaron cambios en el perfil de expresion de 175
genes (de 11,000 analizados). Estos genes codifican para enzimas antioxidantes, proteinas asociadas
con la defensa o con funciones de sefializacion tales como cinasas o factores de transcripcion
(Desikan y col., 2001). La rapida produccion de ERO y la capacidad de difusion del H,O, 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 basicos para la alimentacion humana entre los mas importantes se encuentran el maiz y
el frijol. Compite por agua, luz solar, nutrimentos y bioéxido de carbono, lo cual implica que en
México anualmente se presente un decremento que va del 33% hasta la pérdida total en la
produccion del cultivo que invade (Agundis, 1984; Villasefior 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 hidrélisis
de las reservas del endospermo, y las almacenan temporalmente como almidon, sacarosa,
monosacaridos, proteinas; los cuales son translocados posteriormente al resto de la plantula durante
las primeras fases de post-germinacion, probablemente para el metabolismo primario y crecimiento
(Garcia-Lara, 1998). Observaciones de campo demuestran que los cotiledones sufren constantes
agresiones por dafio mecanico, herbivoria y patogénesis durante la post-germinaciéon temprana; si en
presencia de éstas condiciones fisicas y bioldgicas adversas sufren dafio, puede provocarse una
disminucion del vigor e incluso la muerte de la plantula, ya que los cotiledones son los primeros
organos fotosintéticos. Estudios previos en nuestro laboratorio, han demostrado que la emergencia
de la primera hoja verdadera ocurre alrededor de los 11 dias después de iniciada la embibicion y los
cotiledones senecen a partir de los 11 dias, encontrandose restos hasta los 22 dias de iniciada la
embibicion (Diaz-Pontones y col., 1998). Dado los tiempos entre la protusion de la radicula (18 hr)
y la emergencia de la primera hoja verdadera (mds de 11 dias), los gastos metabolicos deben ser
aportados por las reservas y de la sintesis de novo que realicen los cotiledones durante esta etapa; lo
que implica que los cotiledones deben de encontrarse altamente protegidos contra el dafio mecanico,
ataque de herbivoros y patogenos. Por tanto estos drganos pueden tomarse como modelo biologico,
para estudiar los mecanismos intrinsecos de defensa de la planta, lo cual posibilita encontrar
factores de regulacion claves para la sobrevivencia de esta arvense, y en un futuro poder disefar
estrategias de control para esta especie de maleza, asi como acercarnos a una mejor comprension de
los mecanismos de regulacion de defensa en plantas silvestres.

Debido a la importancia que pudiera tener la generacion y regulacion de especies reactivas de
oxigeno cuando se provoca una lesion en la planta; resulta relevante estudiar la relacion que existe
entre especies reactivas de oxigeno y el aumento en la actividad de enzimas que los pueden regular,
como las peroxidasas y las polifenoloxidasas, asi como la acumulacion de compuestos antioxidantes
(fenoles), lo cual pudiese explicar las funciones divergentes de las ERO en diferentes fendmenos de
defensa.
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Hipotesis

A. HIPOTESIS GENERAL

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

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

de sefalizacion para promover la sintesis de enzimas como la catequin oxidasa, catequin

peroxidasa, guayacol peroxidasa y la acumulacion de fenoles después de un dafio mecénico a

tiempos cortos y largos de recuperacion.

B. HIPOTESIS PARTICULARES

2.

Si el dafno mecanico puede generar ERO a tiempos cortos de recuperacion, 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, asi como poder
determinar su localizacion.

La generacion de una herida en un organo fundamental como lo es el cotiledon, puede
desencadenar un desequilibrio en la homeostasis de la planta, por tanto es posible que 24
horas después del dafio mecanico 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 podria llevarse acabo la sintesis de novo de fenoles, y en consecuencia provocar
niveles altos polifenoles de tipo condensado; por lo que se esperaria que la cantidad de ERO
regresara a su estado basal.

La generacion de un dafio mecanico por perforacion en un extremo de ambos cotiledones
(lesion contra lateral), podria provocar un incremento diferencial en los pardmetros
bioquimicos, entre el lado del cotiledon de una plantula lesionada con respecto al lado del
cotiledon no lesionado de la misma planta; siendo estos parametros mayores en el lado del
cotiledon herido de la plantula lesionada.

La lesion mecénica producida en un extremo de uno de los dos cotiledones (lesion
sistémica), generarda un aumento diferencial en los parametros bioquimicos, entre el
cotiledon lesionado con respecto al cotiledon sano de la misma planta.
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Objetivos

A. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de una lesion por herida a nivel de los cotiledones de Ipomoea purpurea y
correlacionarlo con la actividad enzimatica de, catequin oxidasa (Cox), catequin 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 recuperacion.

B. OBJETIVOS PARTICULARES

Se efectuaron dos tipos de lesion mecanica (extraccion de un cilindro de 1.58 mm de didmetro). La
lesion contra lateral consistio en realizar la perforacion en un extremo de ambos cotiledones. En la
lesion sistémica se perford solo un extremo de uno de los dos cotiledones. Ambas lesiones se
contrastaron con los cotiledones de una plantula sana.

1. Disefio de Lesion Contra Lateral

a. Cuantificar y ubicar la produccién de ERO a tiempos cortos de recuperacion (0, 20, 30 y
120 minutos) posteriores a una lesion por herida en los cotiledones.

b. Cuantificar y localizar la actividad de catequin peroxidasa, catequin oxidasa y guayacol
peroxidasa, asi como de sus isoenzimas existentes a tiempos largos de recuperacion (24 hr)
posteriores a una lesion por herida en los cotiledones.

c. Cuantificar y localizar el contenido de compuestos fenolicos a tiempos largos de
recuperacion (24hr) posteriores a una lesion por herida en los cotiledones.

2. Disefio de Lesion Sistémica

a. Cuantificar y ubicar la produccion de ERO a tiempos cortos de recuperacion (0, 20, 30 y
120 minutos) posteriores a una lesion por herida en los cotiledones.

b. Cuantificar y localizar la actividad de catequin peroxidasa, catequin oxidasa y guayacol
peroxidasa, asi como de sus isoenzimas existentes a tiempos largos de recuperacion (24 hr)

posteriores a una lesion por herida en los cotiledones.

c. Cuantificar y localizar el contenido de compuestos fenolicos a tiempos largos de
recuperacion (24hr) posteriores a una lesion por herida en los cotiledones.
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A. MATERIAL BIOLOGICO Y GENERACION DEL DANO MECANICO

En 1998 se colectaron semillas maduras deshidratadas de los campos de cultivo de maiz 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 contenian papel filtro, dejandose en incubacion a 25 °C en obscuridad. Transcurridas 48
horas después de iniciada la embibicion las plantulas se lesionaron a nivel de los cotiledones,
dejandose posteriormente en recuperacion 0 a 120 minutos (tiempos cortos), y/o hasta 24 horas
(tiempos largos) segun el caso. Se llevaron acabo dos disefios de lesion de los cotiledones, la cual se
realiz6 mediante la extraccién de un cilindro de 1.58 mm de didmetro. El disefio de lesion contra
lateral consistio en realizar la perforacion en la mitad de cada uno de los cotiledones, obteniéndose
asi el lado del cotiledon herido de la planta lesionada (LChPIl) y el lado del cotiledon sano de la
planta lesionada (LCsP1), los cuales se compararon contra el lado de un cotiledén sano de una planta
sana (LCsPI; Fig. 8). En el disefio de lesion sistémica unicamente se perford un extremo de uno de
los dos cotiledones, resultando de esta manera el cotiledon herido de la planta lesionada (SChPI) y
el cotiledon sano de la planta lesionada (SCsPI), dichos cotiledones fueron contrastados contra un
cotiledon sano de una planta sana (SCsPs; Fig. 9). En los dos tipos de lesion cada grupo contd con
unan=6.

LESION CONTRA LATERAL

Cotiledones de fpomoea prirpiireda

|

Grupo Expenimental

(Planta Lesionada)

Grupo Control

LCsPs _L

Fig. 8. Disefio experimental para la lesion contra lateral. Esta forma de lesion consistio en realizar la perforacion en un
extremo de ambos cotiledones, obteniéndose asi 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 cont6 con una n = 6.
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LESION SISTEMICA

Cotiledones de Ipomeen purpurea

Grupo Contrel

Grapo Experimental
(Plania Lessonada)

| l
SChP1

S CsPl
——

Fig. 9. Disefio experimental para la lesion sistémica. En este modelo se lesiono tinicamente un extremo de uno de los dos
cotiledones, resultando de esta manera el cotiledon herido de la planta lesionada (SChPI) y el cotiledon sano de la planta
lesionada (SCsP1), dichos cotiledones fueron contrastados contra un cotiledén sano de una planta sana (SCsPs). Cada
grupo contd con una n = 6.

A tiempos cortos de recuperacion se cuantificd la cantidad de i6n superdxido y perdxido de
hidrogeno (Fig. 10). A tiempos largos de recuperacion (24 horas), se determinoé la actividad de las
enzimas catequinoxidasa (Cox), catequinperoxidasa (Cpx), guayacolperoxidasa (Gpx) y sus
isoenzimas, asi como la cantidad de compuestos fendlicos (Fig. 11). Dichos parametros
bioquimicos fueron ubicados “in situ”. En el caso del modelo contra lateral las mediciones se
realizaron en el extremo herido y en el extremo sin dafio de ambos cotiledones. En el modelo
sistémico las cuantificaciones se realizaron en el cotiledon herido (extremo lesionado y no
lesionado) y el cotiledon sin herida de la misma planta lesionada. Ambos modelos se contrastaron
con los cotiledones de una plantula sana.

B. ANALISIS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO

Para confirmar que el dafio mecanico por perforacion en los cotiledones de I[pomoea purpurea, es
capaz de generar especies rereactivas de oxigeno, a tiempos cortos de recuperacion, se llevaron
acabo estudios de caracter cuantitativo y cualitativo de ERO, los cuales se realizaron de acuerdo al
disefio experimental que se muestra en la figura 10.

1. Cuantificacién de H,O, mediante Titulacion Espectrofotométrica
Una vez transcurrido el tiempo de recuperacion, los cotiledones de cada lote se pesaron y se

homogeneizaron en 1mL de H,O 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 pL se
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afiadieron a una mezcla de reaccion con H,SO,4 1.5 M. A dicha mezcla de reaccion se le adicionaron
volimenes conocidos de KMnO, a una concentraciéon de 160 pM, para determinar del valor de
titulacion, la cual se cuantifico observando el vire de color a una longitud de onda de 530 nm
(Comunicacion personal Corona-Carrillo., modificado del método de Johnson y Temple, 1964).

2. Cuantificacion de O, mediante la reaccion de XTT

Después de transcurrido el tiempo de recuperacion de los cotiledones, éstos fueron divididos en dos
grupos para realizarles la cuantificacion de superdxido, mediante una modificacion de la técnica de
Sutherland y Learmonth (1997). En el primer grupo, las muestras se homogeneizaron en ausencia o
presencia de un quelante [CuCl, 30 pM 6 tetrakis (1-metil 4 piridil) porfina (TMP) 100puM],
inmediatamente después se les adiciono6 una solucion 0.5 mM de XTT, en amortiguador de citrato
de sodio 10 mM a pH 6.0, con ImM de KCl, 0.1 mM de CaCl, (Frahry y Schopfer, 2001). En el
segundo grupo, los cotiledones se incubaron durante 10 minutos en ausencia o presencia de CuCl, o
TMP, seguidos de otros 10 minutos de exposicion con XTT (iguales condiciones que en el primer
grupo), consecutivamente las muestras fueron homogenadas; lo anterior con el propoésito de
determinar si una adecuada difusion del reactivo a través de la estructura cotiledonaria, permitia una
mayor precision en la técnica y descartar que la permeabilidad del cotiledon, pudiese ser un factor
determinante en la cuantificacion. 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,
post?riorrlnente se determind su concentracion usando un coeficiente de extincion de 2.16 x 10*
mol” cm’.

3. Ubicacion “in situ” de O,* y H,0,

Para observar el sitio de la produccion del radical superdxido (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 contenia 0.5 mM de nitroazul de tetrazolio (NBT; Frahry y Schopfer, 2001). Para
el caso de H,0, los cotiledones fueron incubados en un amortiguador de acetato de sodio 50 mM,
pH 4.5, 100?21 de N,N-dimetil formamida (DMF) y 5 mg de 3 amino 9 etil carbazol (Vallejos,
1986; Diaz-Pontones y col., 2009). Las muestras tefiidas, se fijaron en paraformaldehido al 4%,
durante una hora. El tejido se lavé y se infiltré en sacarosa 320 mM a 4 °C; y posteriormente los
cotiledones fueron observados en un microscopio de fluorescencia, realizandose el registro
fotografico de cada una de las condiciones experimentales.
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Tiempos cortos de recuperacion
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Fig. 10: Diagrama del procedimiento utilizado para el analisis de ERO, para ambos modelos de lesion.. Los cotiledones
fueron lesionados 24 horas después de la embibicion, dejandose en recuperacion de 0 a 120 minutos (tiempos cortos),
inmediatamente después se cosecharon para realizarles los métodos de cuantificacion o de ubicacion “in situ” segun el
caso.
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C. ESTUDIO ENZIMATICO

El estudio enzimatico se realiz6 24 horas después de realizado el dafio mecénico, para corroborar si
efectivamente éste puede inducir un aumento en la actividad enzimatica de catequin oxidasa,
catequin peroxidasa y guayacol peroxidasa, asi como presentar en forma diferencial distintas
isoenzimas. Para tal efecto se sigui6 el disefio experimental que se muestra en la figura 11.

1. Extraccion Enzimatica

Para la extraccion del extracto crudo enzimatico 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 centrifugd a 10,000 xg. durante 30 minutos a 4 °C. En seguida
se recuper? el sobrenadante y se conservo en un vial a una temperatura de 7 °C.

2. Cuantificacion de Proteina Total

La determinaciéon de la concentracion de proteina total del extracto crudo enzimdtico se realizd
utilizando el método de Lowry (Dawson y Heatlie, 1984).

3. Cuantificacion Enzimatica

La determinacion de la actividad de catequin oxidasa (Cox), catequin peroxidasa (Cpx) y guayacol
(Gpx), se llevé acabo mediante una modificacion del método de Chen y col (1992), Kubo y Kinst-
Hori (1999) y Sojo y col (1999). En el caso de la Cox se realizo una mezcla de reaccion de 1 mL, la
cual contenia 10 mM de catequina. Para la Cpx la mezcla de reaccion de 1 mL contenia 10 mM de
catequiza y H,O, al 3%. En el caso de Gpx la mezcla de reaccion de 1 mL contenia 1 pL de
guayacol en presencia de HyO, 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 enzimatico. Para Cox y Cpx se
monitoreo la absorbencia durante 5 minutos en intervalos de 60 segundos a 475 nm para el producto
de la oxidacion/peroxidacion 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 peroxidacion del guayacol.
La actividad enzimatica se expreso como unidades de actividad que equivalen al cambio en la
absorbancia/minuto mg de tejido fresco, estructura y actividad especifica.

4. Determinacion de Isoenzimas mediante Isoelectroenfoque

Se determinaron mediante isoelectroenfoque los puntos isoeléctricos (pl), utilizando geles de
poliacrilamida (6 %) de 17 cm de largo y 1 cm de diametro, con anfolitas con un intervalo de pH de 4a 6
yde 6 a 10, a dicha mezcla se le afiadieron voliumenes conocidos del extracto crudo enzimatico. Los geles
se corrieron a 200 Volts durante 3 horas. En forma paralela a los geles que contenian la muestra se corrio
un gel sin muestra el cual se fracciono en secciones de 0.5 cm de largo y cada segmento se incub6 en 2 mL
de agua desionizada durante 24 horas, al cual posteriormente se le determiné el pH (Allen y col., 1984;
Rielan, 1986).

5. Ubicacién de la actividad enzimitica de Cox, Cpx, y Gpx
Para visualizar los puntos isoeléctricos de las diferentes isoenzimas, se llevd acabo la técnica de Sato
y Hasegawa, 1976; Vallejos, 1986; Diaz-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 incubd a 25 °C en la obscuridad, con una
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solucion que contenia 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 pl 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 incubd a 25 °C en la obscuridad, con una soluciéon que contenia 58
mg de catequina y H,O, 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 reaccion que contenia 1pL de
guayacol y H,O, al 3%_en 10 mL de amortiguador de acetato de sodio 50 mM, pH 4.5. Finalmente
como control positivo para las peroxidasas se llevo acabo la determinacion de isoenzimas con
amino etil carbazol (AEC), en donde los geles se incubaron a 25°C en la obscuridad, en una mezcla
de reaccion que contenia 100 pL de N,N-dimetil formamida (DMF), 5 mg de 3 amino 9 etil
carbazol y 750 pL de H,O, al 3%, hasta que aparecieron bandas rojas.

La ubicacion “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 llevo 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 tefiidos, los cotiledones se introdujeron en paraformaldehido al 4%, durante una
hora. Luego el tejido se lavo tres veces, con agua desionizada, por espacios de diez minutos.
Enseguida se incluyeron en una solucion 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), realizdndose el registro fotografico para cada una de las condiciones
experimentales.

D. CONTENIDO DE FENOLES

Para verificar que los compuestos fendlicos, 24 horas después de la lesion, pueden generarse por
sintesis de novo, se siguio el procedimiento que se muestra en la figura 11.

1. Cuantificacion de Fenoles

Los fenoles fueron extraidos segin 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 homogen6é por 10 minutos. El
homogeneizado resultante se centrifugéd a 12000 xg durante 15 minutos. A continuacion se recupero
el sobrenadante (fraccion acuosa/etandlica), al cual se le determind el contenido de fenoles totales,
fenoles reducidos y protoantocianidinas.

a. Fenoles Detectados con Reactivo de Folin

Se determinaron usando el método reportado por Scalbert y col., 1989. Para tal efecto en un tubo
Eppendorf se coloco 0.1 mL de la fraccion acuosa/etanolica, a la cual se le adiciond 0.5 mL de
reactivo Folin (diluido 10 veces con agua desionizada), la muestra se agito vigorosamente para
lograr una mezcla homogénea. Inmediatamente se incub6 a temperatura ambiente durante 1 minuto.
A continuacién se le adicion6 0.4 mL de soluciéon Na,CO; al 7.5 % en agua desionizada y se
calentd6 a 50 °C durante 5 minutos, transcurrido este tiempo la muestra fue enfriada. En un
espectrofotometro se determind la absorbencia a 760 nm. Para la determinacién cuantitativa se
realiz6 una curva patron de 0.8 a 8.0 pug de acido galico
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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 fraccion acuosa/etanodlica, se adicionaron 60 pl de solucion de
FeCl;0.1 M en HC1 0.1 N, la mezcla se agito vigorosamente. En seguida se adicion6 60 pl de la
solucion de K;Fe(CN)g 0.008 M en HCI1 0.1 N, se agit6 nuevamente la mezcla y se incub6 durante
10 minutos a temperatura ambiente. Mediante el uso de un espectrofotometro se obtuvo la
absorbencia a 720 nm, la cual fue comparada con una curva con un intervalo entre 0 a 10 pug de
acido tanico.

c. Protoantocianidinas

Las Protoantocianidinas fueron determinadas mediante la técnica de Swain y Hellis, 1959; Price y
col., 1978. Por tal motivo se colocé 0.5 mL de la fraccion acuosa/etanolica en tubos Eppendorf de
2 mL, a la cual se le adiciondé 1 mL de solucidon de vainillina al 1% disuelta en H,SO, al 70%, la
muestra se agitd vigorosamente para lograr una mezcla homogénea. Los tubos de reaccion se
mantuvieron en un bafio a 20°C durante 15 minutos. Inmediatamente en un espectrofotometro se
determiné la absorbencia a 500 nm. En seguida se compar6 con una curva patrén de 4 a 40 ug con
catequiza.

2. Ubicacion “in situ” de Fenoles

Fracciones frescas de cotiledones de las diferentes condiciones experimentales en forma individual,
se incubaron en una solucidon que contenia 89 mL de agua desionizada, 0.25 mL de acido acético
glacial, 10 mL de formalina al 37% y 2g de FeSO,; hasta que el tejido se tifio de color azul
(Johasen, 1940; Rawlins and Takahashi, 1952). Una vez tefiida la muestra, fue fijada en
paraformaldehido al 4%, durante una hora. Inmediatamente el tejido se lavo y se infiltrd en sacarosa
320 mM a 4 °C. Los cotiledones fueron observados en un microscopio de fluorescencia,
realizandose el registro fotografico para cada una de las condiciones experimentales.
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Fig. 11: Diagrama del procedimiento seguido en el estudio enzimatico y en el estudio de fenoles, para ambos modelos de lesion. En los

dos estudios los cotiledones fueron lesionados 48 horas después de la embibicion, dejandose 24 horas de recuperacion (tiempo largo). En
A: se muestran las estrategias utilizadas para el estudio enzimatico (Enz): cuantificacion de la actividad de las enzimas, determinacion de
puntos isoeléctricos (pl), y localizacion histoquimica “in sifu” usando como sustratos catequina, catequina + H,O,, guayacol + H,O, y
AEC + H,0,. En B. se muestran los tipos de fenoles que se determinaron mediante espectrofotometria, asi como el compuesto utilizado
para la ubicacion “in situ” de éstos compuestos.
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E. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos experimentalmente fueron analizados mediante una prueba paramétrica de
analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tuckey con una P < 0.05 utilizando el paquete
estadistico SPSS version 17.
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6. RESULTADOS

33



Resultados

A. EFECTO DE LA LESION EN LA CANTIDAD DE PROTEINA Y
PESO FRESCO

1. DISENO CONTRA LATERAL

El presente estudio se centra en el periodo de post-germinacion de la plantula de Ipomoea purpurea.
El estudio comienza 48 horas después de iniciada la embibicion, tiempo en el que se realiz6 una
perforacion en un extremo de ambos cotiledones, dejandose éstos en recuperacion hasta completar
las 72 horas. Durante este intervalo el peso fresco del LChPI present6 un decremento significativo
con respecto al control (Fig. 12A); no obstante la cantidad de proteina 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, mas que a la disminuciéon de la masa por la
perforacion.

LESION CONTRA LATERAL
CANTIDAD DE PESO FRESCO Y PROTEINA
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Fig. 12: Cantidad de proteina y peso fresco; Diseflo Contra Lateral. A, muestra el peso fresco expresado en gramos (g); B
presenta la cantidad de proteina obtenida en miligramos (mg), obtenido para cada una de las condiciones experimentales,

72 horas después de iniciada la embibicién. Dichos resultados representan la X + EEM (n=4), y se sefiala la significancia
P < 0.05 con respecto al control (a). Abreviaturas: LCsPs = extremo del cotiledon sano de la planta sana, LCsP1 = extremo
del cotiledon sano de la planta lesionada y LChP1.= extremo del cotiledon herido de la planta lesionada.

2. DISENO SISTEMICO

De manera paralela y bajo las mismas condiciones que en el disefio contra lateral, se realizo el
estudio de lesion sistémica. En este caso la herida se efectué en un extremo de uno de los dos
cotiledones, 48 horas después de iniciada la embibicion, dejandose en recuperacion hasta completar
las 72 horas, en que se proceso cada cotiledon en forma independiente. A diferencia del disefio
anterior, en el disefio sistémico el peso fresco (Fig. 13A), asi como la cantidad de proteina (Fig.
13B) de los cotiledones de las tres condiciones experimentales no presentaron cambios
significativos.
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LESION SISTEMICA
CANTIDAD DE PESO FRESCO Y PROTEINA
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Fig. 13: Cantidad de proteina y peso fresco; Lesion Sistémica. En A, se muestra el peso fresco expresado en gramos (g),
en B la cantidad de proteina obtenida en miligramos (mg), obtenido para cada una de las condiciones experimentales.

Dichos resultados representan la X + EEM (n=4), a los cuales se les realizo una prueba estadistica con P < 0.05, sin que
ninguno resultara significativo.

B. ANALISIS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
1. UBICACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO EN LA ZONA DE LESION

a. DISENO CONTRA LATERAL

Para confirmar que el dafno mecanico por perforacion en los cotiledones de I[pomoea purpurea, es
capaz de generar especies activas de oxigeno en el sitio de la lesion, y poder determinar su
localizacion, se realizd la ubicacion “in situ” de perdxido de hidrogeno mediante la tincion con
amino etil carbazol (AEC), el cual reacciona con el H,O, endogeno producido por el cotiledon. Esta
técnica demostré mediante la observacion en microscopia de fluorescencia, que la zona de mayor
produccion de H,O,, se encuentra localizada alrededor del sitio de lesion y en las zonas contiguas a
la herida en el LChPI a tiempos cortos de recuperacion (Fig. 14A1 a 14C1). Asimismo en el LCsPI
y en el cotiledon de la planta control, la tincion para H,O,, se observaron pequefios 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 formacion paulatina de un precipitado color
blanco fluorescente, depositado en la cercania del borde del sitio de lesion y en el interior del
parénquima adyacente al area de la herida (Fig. 15A a 15C).

b. DISENO SISTEMICO

Al igual que en el disefio anterior, la técnica de tincion con amino etil carbazol (AEC), confirmo
que el dafio mecanico en los cotiledones de Ipomoea purpurea, genera peroxido de hidrogeno
alrededor del sitio de la lesion y en zonas adyacentes a la herida, en el SChP1. Del mismo modo que
el disefio de lesion contra lateral, en el SCsPl y el SCsPs la tincion para H,O, se observo difundida
a lo largo de toda la estructura cotiledonaria, pero en menor intensidad que en el area lesionada del
SChP]I, a tiempos cortos de recuperacion (datos no mostrados).
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LESION CONTRA LATERAL
UBICACION DEL PEROXIDO DE HIDROGENO

Tiempo de recuperacion (min)

Fig. 14: Ubicaciéon de perdxido de hidrogeno en LChPI, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a la herida; Disefio
Contra Lateral. La produccion de H,O, fue detectada con AEC; y visualizada por microscopia de fluorescencia de onda
larga (340nm) a Smin (A1), 30 min (B1) y 120 min (C1), y a nivel macroscopico (A2-C2). Las flechas sefialan al H,0,.
Las barras en Al- Cl equivalen a 1pum.

LESION CONTRA LATERAL
UBICACION DEL PRECIPITADO BLANCO
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Fig. 15: Ubicacién del precipitado blanco fluorescente en LChPI, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a la
herida; Disefio Contra Lateral. El H,0, fue detectado con AEC (tincion café). Mediante microscopia de fluorescencia de
onda larga, fue posible apreciar a 5 min (A), 30 min (B) y 120 min (C), la formacion paulatina de un precipitado blanco
fluorescente, depositado alrededor del sitio de lesién y en las zonas contiguas a la herida. Las flechas sefialan al
precipitado. Las barras equivalen a 10 pm.
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2. CUANTIFICACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO

a. DISENO CONTRA LATERAL

Una vez localizado el H,0,, se procedio a cuantificarlo mediante la titulacion con KMnO,, para
corroborar que la lesion, puede generar dicho intermediario de ERO, a tiempos cortos de
recuperacion. La determinacion de la cantidad de H,O,, presente en el extracto de los cotiledones de
cada grupo experimental se realizé a cero (TO0), veinte (T20), treinta (T30) y ciento veinte (T120)
minutos posteriores a la herida. En el caso del LCsPs en TO de recuperacion 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 recuperacion ulteriores a la herida
(Fig. 16D).

Para el grupo LCsPl en TO, se reporto un valor de HO, 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,
presentandose esta misma tendencia de disminucion en T30 y T120 (Fig. 16E). En el caso del
LChPI a tiempo cero de recuperacion se obtuvo 22.51 = 3.38 micromolas/gr de tejido fresco, las
cuales al compararse con las obtenidas en el LCsPs muestran una disminucion del 14.06%; en este
caso se muestra una tendencia a aumentar la cantidad de H,0O, en T20 de recuperacion, siendo este
aumento de 17.29%, sin embargo en T30 se observa una ligera disminucion, la cual muestra una
ligera tendencia de aumento a T120 (Fig. 16F).

Entre los extremos de los cotiledones de la planta lesionada (LChP] vs LCsPl) se experimentd un
aumento de H,O, del 4.21%. En resumen los niveles de H,O, de la planta herida tanto en el LCsPl
como en el LChPI no presentaron cambios estadisticamente significativos con respecto al control.
Dicho andlisis de la cuantificacion de H,O, también se expreso por estructura (cotiledon),
encontrandose que en el LCsPs, en el LCsPl y en el LChPI existe comportamiento similar al
reportado en unidades por gramo de tejido fresco (Fig. 16A, 16B y 16C).

b. DISENO SISTEMICO

Los datos obtenidos de la determinacion cuantitativa de peroxido de hidrogeno en este tipo de
lesion, utilizando la misma metodologia que en el disefio contra lateral, reportaron que en el caso
del SCsPs en TO de recuperacion, 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 TO, se reporto un valor de H,O, 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 observo una tendencia de aumento de H,O, de aproximadamente 25% en T20, esta
cantidad aumento ligeramente en T30, disminuyendo posteriormente en T120 en un 42.23 %, sin
presentar significancia estadistica en ninglin tiempo de recuperacion (Fig. 17E).

En el SChPI a tiempo cero de recuperacion 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
estadisticamente significativo; dicho valor tiende a disminuir en T20, no obstante en T30 se
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presenta una pequefia tendencia de aumento, el cual decrece a T120 de recuperacion, a ningun
tiempo de recuperacion se presentaron diferencias estadisticas (Fig. 17F).

Entre los cotiledones de la planta lesionada (SChPI vs SCsPl) en T0, se experiment6 un aumento de
H,0, del 29.25%, sin ser éste un valor estadisticamente significativo. En resumen los niveles de
H,O, de la planta herida tanto en el SCsPl como en el SChPl no presentaron cambios
estadisticamente significativos con respecto al control. En dicho analisis de la cuantificacion de
H,0,, los datos también fueron expresados por estructura (cotiledon), encontrandose para el SCsPs,
el SCsPl y el SChPl un comportamiento analogo al reportado en unidades por gramo de tejido
fresco (Fig. 17A, 17B y 17C).

LESION CONTRA LATERAL
CUANTIFICACION DE H,0,
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Fig. 16: Cuantificaciéon de H,0,, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a la herida; Disefio Contra Lateral. Se
muestra la cantidad de H,O, (nmolas/cotiledén; A-C y nmolas/gr de tejido fresco; D-F), obtenida mediante la técnica de
titulacion con KMnO,. para el LCsPs (A, D), el LCsPI (B, E) y el LChPI (C, F), a 0, 20, 30 y 120 minutos después de
realizada la lesion. Los resultados expresan la X + EEM (n=4), a los cuales se les realizo una prueba estadistica con P <
0.05, sin que ninguno resultara significativo.
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LESION SISTEMICA
CUANTIFICACION DE H,0,
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Fig. 17: Cuantificacion de H,0,, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a la herida; Disefio Sistémico. Se muestra la
cantidad de H,O, (nmolas/cotiledon; A-C y nmolas/gr de tejido fresco; D-F), obtenida mediante la técnica de titulacion
con KMnOy, para el SCsPs (A, D), el SCsP1 (B, E) y el SChPI (C, F), a 0, 20, 30 y 120 minutos después de realizada la

lesion. Los resultados expresan la X + EEM (n=4), a los cuales se les realiz6 una prueba estadistica con P < 0.05, sin que
ninguno resultara significativo.

3. UBICACION DE SUPEROXIDO EN LA ZONA DE LESION

a. DISENO CONTRA LATERAL

Ademas de la localizacion de perdxido de hidrogeno también se realizd la ubicacion del radical
superoxido, mediante la tincion con nitroazul de tetrazolio (NBT), en cotiledones con tiempos
cortos de recuperacion después de realizada la perforacion. Esta técnica permitidé observar que la
produccion de superoxido se encuentra localizada en el LChPl, en las capas del parénquima
adyacentes al sitio de la LESION (Fig. 18A2, 18B2 Y 18C1). Se observo que a los cinco minutos
de recuperacion después de producida la herida, en el extremo distal de la LESION a nivel de los
estomas, las células oclusivas no se tifien con NBT, a diferencia de las células acompafiantes que si
presentan una ligera coloracion azul (Fig., 18A1) asi como algunas células del parénquima (18B1).
Asimismo en el LCsPl y en el extremo del cotiledon de la planta control, la tincion para superoxido,
se observo disperso en toda la estructura cotiledonaria, a nivel del parénquima, pero con menor
tincion que en el area lesionada del LChPI (datos no mostrados).
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LESION CONTRA LATERAL
UBICACION DE SUPEROXIDO

Tiempo de recuperaciom (min}

Fig. 18: Ubicacion de superoxido, en LChPI, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a la herida; Disefio Contra
Lateral. La produccion fue detectada con NBT (tincion azul obscuro); y visualizada por microscopia de fluorescencia de
onda larga (Al, A2, B1, B2, y Cl), y a nivel macroscopico (A3, B3 y C2), a 5 min (A1-A3), 30 min (B1-B3) y 120 min
(C1-C2) después de realizada la lesion. Las flechas sefialan al superoxido. Barras en Al y Bl equivalen a 10 um y en
A2,B2yClalum.

b. DISENO SISTEMICO

La tincién con nitroazul de tetrazolio en este tipo de herida corroboré que la produccion de
superdxido en el SChPI, tiene lugar alrededor del sitio de LESION, y que dicha tincion se pierde
paulatinamente con el transcurso del tiempo de recuperacion. De igual forma que en el disefio
anterior se detectd superoxido en SCsPl y SCsPs, aunque en menor magnitud en comparacion con el
SChPI.

4. CUANTIFICACION DE SUPEROXIDO
a. DISENO CONTRA LATERAL

Después de realizar la ubicacion del radical superoxido, se procedio a cuantificarlo utilizando la
reaccion del XTT. Para esta determinacion las muestras del extracto de los cotiledones de cada
grupo experimental a cero (TO0), veinte (T20), treinta (T30) y ciento veinte (T120) minutos
posteriores a la herida, se dividieron en dos grupos. En el primero el tejido se homogeno
inmediatamente después de la herida (H.I), y en el segundo los cotiledones se homogeneizaron
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después de un tiempo de incubacién (H.D.T.I), en ausencia o presencia de un quelante (Ver seccion
del método B-2).

A continuacion 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 superoxido, dicho
valor disminuye significativamente en un 51.2%, cuando es comparado con los resultados del
LCsPl1 en TO, dicho decremento tiende a mantenerse en 30 y 120 minutos posteriores a la lesion
(Fig. 19A). Cuando los cotiledones de la planta control son expuestos a un tratamiento con TMP,
los valores del radical sufren un decremento significativo del 19.56 %, que al confrontarse con las
cifras detectadas para el LCsPI en TO, se observa una disminucion estadisticamente significativa de
50%, que tiende a aumentar en T30 y T120 (Fig. 19B).

Por otro lado al compararse los resultados registrados de la cuantificacion de dicho radical en el
LChPI, se detectd que éstos disminuyen de forma significativa un 30.39 % con respecto a la planta
control en TO, este valor disminuye ain mas en los tiempos restantes de recuperacion,
presentandose significancia entre T120 con respecto a TO, cuando los cotiledones son tratados en
ausencia de TMP (Fig. 19C). Un comportamiento similar al anterior se presentd en LChPI, cuando
los cotiledones al tratados con TMP, reportaron un decremento significativo en TO de 36.26% con
respecto al control, revelandose una tendencia a mantenerse conforme transcurre el tiempo de
recuperacion (Fig. 19D).

Si se comparan las cantidades de superoxido obtenidas del ensayo en ausencia de TMP, entre el
extremo lesionado y la region contra lateral sin lesion de la planta herida, no se presenta
significancia entre ambos extremos, sin embargo se observa una tendencia de disminucion del
radical en el LChPI con respecto al LCsP1 (Fig. 19A vs 19C). Cuando se comparan los cotiledones
del LCsPl con los cotiledones del LChP1 tratados con TMP, se observa que en ambos casos la
cantidad de superoxido reportada no presenta cambios significativos en sus valores de TO a 120
minutos posteriores a la lesion (Fig. 19B vs 19D).

Finalmente la determinacion de la cantidad de superoxido mediante el procedimiento HI como del
procedimiento H.D.T.I, muestra que en ambos extremos de la planta lesionada (LChPl y LCsP1),
tratados con y sin TMP exhiben una tendencia de disminucion del radical en TO con respecto al
control para todos los casos, manteniéndose éste decremento en los tiempos restantes de
recuperacion (Fig. 19A-19H). No obstante en este tipo de herida, en los cotiledones H.D.T.I, se
observa una mayor disminucion del radical superoxido en TO, 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 disminucion del 55.93% en TO (Fig. 19E), dicho valor se ve afectado cuando
las muestras son expuestas al quelante puesto que la disminucion de superoxido en el LCsP1 en TO,
con respecto al control fue de 47.7% (Fig. 19F).

Asimismo al comparar las muestras tratadas sin TMP del LChPI 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 TO se observa una disminucién 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 disminucion de superoxido de TO a T120 (Fig. 19E-H), es decir la
cantidad de superdxido en la planta lesionada tanto en el LCsPl como en el LChPI, present6 una
disminucion significativa en relacion con el LCsPs, siendo mayor la disminucién en el LChPI. Los
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valores de superdxido, también se expresaron en funcion de la estructura (cotiledon), encontrandose
en cada caso un comportamiento similar al reportado en nmoles/gr de tejido fresco.

LESION CONTRA LATERAL
CUANTIFICACION DE SUPEROXIDO

H. 1. H.D. T. I
A
1400 ab E
T
1200 + T 1500 - ah
1000 4 b T
800 4 b T b 1000 A
_ T _ .
z | oo I 1 T % | a4 : h h
400 4 o =
[&]
o | ]
= | 2m 2 o
" o LCsPs w| F LCsPs 0 130 T120
dle T0 T30 T120 & | 20 - )
G | 1200 ac S | 100 | LA
1000 c € B00 4 ;
8O0 - . 600 4 )
BO0 - 200 4 ! i
° 4001 200 4
- -~ 200 A
— l-l- 0 1]
> o LCsPs To T30 T120 LCsPs T0 T30 T120
o5
== c
[-H] E 1400 a.d G
= 1200 al
== e 1500 (3]
s 1000 T p "
800 T T e 1000 - - .
_ ]
_| e i 5in & ) )
[ 400 S| 500 1 i
o | 2m - =
- 04 > v LCsPs
z D LCsPs T0 T30 T120 { H T0 T30 T120
o & | 1200 4 K
& 1z af S o] e
3| 1om 1 e K
800 f f ]
600 B00 4
400 400 - K K
200 203 1
o4
LCsPs 10 T30 T120 LCsPs T0 T30 T120

Tiempo de Recuperacion (min) -

Fig. 19: Cuantificacion de superdxido, Disefio Contra Lateral. Se muestra la cantidad de superoxido (nmol/gr de tejido
fresco), obtenida mediante la técnica de reaccion de XTT, en ausencia (A, C, E y G) y en presencia (B, D, F y H) de
tetrakis (TMP), para el LCsPs vs LCsPl1 (A, B y E, F) y el LCsPs vs LChPI (C, D y G, H), a tiempos cortos de
recuperacion posteriores a la herida. Se presentan los graficas resultantes tanto para el grupo homogeneizado
inmediatamente después de la perforacion (H.I; A - D), como para el grupo homogeneizado después de un tiempo de

incubacion (H.D.T.I; E - H). Los resultados expresan la X + EEM (n=3), y se sefiala la significancia P < 0.05 de a-k.
Las letras sobre la barra muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales.

b. DISENO SISTEMICO

Para la cuantificacion del radical superoxido, en este tipo de lesion, se utilizo la reaccion del XTT,

bajo las mismas condiciones experimentales a las que fueron sometidas las muestras del disefio
anterior.

Haciendo uso de la técnica de homogeneizacion del tejido inmediatamente después de la herida
(H.I), se obtuvo que la reaccion de reduccion 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 SCsP1 en TO, T30 y T120 minutos posteriores a la
lesion (Fig. 20A). Cuando los cotiledones son tratados con tetrakis, la reduccion del XTT de la
planta control sufre un decremento significativo del 35.02 %, que al compararse con las cifras
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detectadas para el SCsPl en TO, se observa un incremento significativo de 50.29% en TO, que se
mantiene en T30 y disminuye ligeramente en T120 (Fig. 20B).

Por otro lado al compararse los resultados registrados de la cuantificacion de superoxido mediante
la reaccion de reduccion de XTT, se detectd que éstos presentan una tendencia de disminucidén con
respecto a la planta control en T0O, manteniéndose los niveles sin cambio desde T30 hasta T120 (Fig.
20C). En el caso del SChPI, cuando los cotiledones son expuestos a una solucion con TMP, los
valores de TO hasta T120 no presentan ningun cambio significativos con respecto al control (Fig.
20D). Si se cotejan las cantidades de superoxido obtenidas del ensayo en ausencia y presencia de
TMP, entre el cotiledon lesionado y el cotiledon sano de la planta herida, no se presentan cambios
significativos entre ambos cotiledones, sin embargo se observa una ligera tendencia de disminucion
del radical en el SChPI con respecto al SCsPI (Fig. 20A vs 20C y Fig. 20B vs 20D).

Sin embargo cuando los cotiledones fueron homogeneizados después de un tiempo de incubacion
(H.D.T.D), los resultados obtenidos para las muestras del SCsPI tratadas en ausencia de TMP,
presentaron un comportamiento diferente al reportado en el disefio de lesion anterior; ya que los
valores de superoxido en TO 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
superoxido decrece significativamente en comparacion con su control, lo que implica que TMP en
este caso afecta mas la produccion de superdxido en el periodo de incubacion; no obstante en T30
se presenta una tendencia de incremento del radical, la cual se hace mas evidente en T120 (Fig.
20F).

En el caso de los cotiledones heridos de la planta lesionada tratados en ausencia de TMP, en TO
mostraron una tendencia de aumentar los valores de superoxido con respecto al control, sin embargo
en T30 Y T120 se presenta una ligera tendencia de disminucion de la cantidad de dicho radical (Fig.
20G). Cuando los cotiledones heridos de la planta lesionada son expuestos al TMP, se observa un
aumento significativo de superdxido en TO, pero en T30 se exhibe una tendencia de disminucion, la
cual tiende a aumentar ligeramente en T120 (Fig. 20H).

La determinacion de la cantidad de superoxido en el disefio de lesion sistémica, tanto para el SCsPI
como para el SChPI, haciendo uso del procedimiento HI y del procedimiento H.D.T.I, reveld que en
algunos casos se muestra una tendencia de disminucion (Fig. 20C), o un decremento significativo
(Fig. 20F en TO) del radical superoxido; y en otros casos se presenta una tendencia o bien un
aumento significativo de dicho radical (20B, 20D, 20G y 20H). Sin embargo la cantidad de
superoxido en la planta lesionada tanto en el SCsPl como en el SChPI, en general presentd valores
muy cercanos al control. No obstante entre SCsP1 y SChPI se observo una tendencia de disminucion
del radical superoxido siendo ésta mayor en el SChPI.
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Fig. 20: Cuantificacion de superdxido, Disefio Sistémico. Se muestra la cantidad de superdxido (nmol/gr de tejido fresco),
obtenida mediante la técnica de reaccion de XTT, en ausencia (A, C, E y G) y en presencia (B, D, F y H) de tetrakis
(TMP), para el SCsPs vs SCsP1 (A, B y E, F) y el SCsPs vs SChP1 (C, D y G, H), a tiempos cortos de recuperacion
posteriores a la herida. Se presentan los graficas resultantes tanto para el grupo homogeneizado inmediatamente después
de la perforacion (H.I; A - D), como para el grupo homogeneizado después de un tiempo de incubacion (H.D.T.I; E - H).
Los resultados expresan la X = EEM (n=3), y se sefiala la significancia P < 0.05 de a—e. Las letras sobre la barra
muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales.

¢. DISENO CONTRA LATERAL: EFECTO DEL CuCl,

Ademas del TMP, existen una gran variedad de queladores especificos para el superoxido, entre los
que se encuentra el CuCl,. Dicho compuesto fue ensayado para corroborar que efectivamente existe
una disminucion del radical, en los cotiledones de la planta lesionada a tiempos cortos de
recuperacion. Para tal efecto se llevaron acabo una serie de experimentos utilizando CuCl, a una
concentracion de 30uM, de forma similar al articulo Liszkay y col., publicado en el 2004, en donde
reportan que éste compuesto presenta eficiencia como atrapador del radical superoxido.

La aplicacion de CuCl, en el LCsPl, en el tiempo cero de recuperacién tanto en las muestras
tratadas en ausencia como en presencia del quelante reportan valores similares de superdxido. Sin
embargo a T20 y T30 posteriores a la herida, se mostré una ligera tendencia de disminucion del
superdxido, tanto para los cotiledones expuestos al quelante como para aquellos tratados en
ausencia de CuCl,, tendiendo nuevamente a aumentar la concentracion del radical en T120 (Fig.
21A); en este caso las muestras del LCsP] no reportaron en ningtin tiempo de recuperacion, cambios
significativos con respecto al control.
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En cuanto al LChPI, fue posible apreciar cambios significativamente diferentes entre las muestra sin
tratamiento con CuCl, desde TO hasta T120 minutos posteriores a la LESION. Asimismo la
aplicacion del quelante, reporto disminucion estadisticamente significativa entre TO y T30 de
recuperacion (Fig. 21B).

En sintesis los resultados obtenidos de las muestras de LCsPl y LChPI tratadas con CuCl,,
reportaron que dicho quelante a la concentracion sugerida no presenta efecto sobre el superoxido e
incluso al parecer aumenta su produccion (Fig. 21A y 21B). Por tal motivo esta serie de
experimentos no fueron realizados en el disefio sistémico.

LESION CONTRA LATERAL
CUANTIFICACION DE SUPEROXIDO
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Fig. 21: Cuantificacion de superdxido utilizando CuCl, como quelante, a tiempos cortos de recuperacion posteriores a la
herida; Modelo Contra Lateral. Se muestra la cantidad de superoxido (nmol/gr de tejido fresco), obtenida mediante la
técnica de reduccion de XTT (0.5 mM), en ausencia o presencia de CuCl, (30uM), para el LCsPl (A) y el LChPI (B), a
diferentes tiempos de recuperacion. Los resultados expresan la X + EEM (n=4), y se sefiala la significancia P < 0.05 de
a-b. Las letras sobre la barra muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales.

Simbolos: n ausencia y presencia de CuCl,,

C. ESTUDIO ENZIMATICO

1. UBICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
a. DISENO CONTRA LATERAL

La actividad “in situ” utilizando como sustrato catequina, catequina + H,O, Guayacol + H,0, y
AEC + H,0,; veinticuatro horas después de realizada la perforacion en los cotiledones de Ipomoea
purpure en el LChPI, la tincién se presentd alrededor del sitio de LESION (Fig. 22). En LCsPl y
LCsPs se observd una tincion distribuida homogéneamente en toda la estructura cotiledonaria,
aunque de menor intensidad a la presentada alrededor de la herida en LChPI. Indicando que existe
en este organo una cantidad de enzima (Cox, Cpx, Gpx, AECpx) constitutiva, y que el dafio
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mecanico es capaz de inducir, 24 horas después de la LESION, la actividad de las enzimas
alrededor del sitio de la LESION.

LESION CONTRA LATERAL
UBICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Cox Cpx Gpx AECpx

Fig. 22: Ubicacion de la actividad enzimatica en LChPI, 24 horas posteriores a la herida; Disefio Contra Lateral. La
actividad fue detectada alrededor del sitio de LESION y en las zonas contiguas a la herida, utilizando catequina para
catequin oxidasa (Cox, A1-A2), catequina + H,0, para catequin peroxidasa (Cpx, B1-B2), Guayacol + H,0O, para
guayacol peroxidasa (Gpx, C1-C2), y AEC + H,0, para peroxidasas (AECpx, D1-D2); y observada por microscopia de
fluorescencia de onda larga (A1-D1), y a nivel macroscopico (A2-D2). Las flechas sefialan la actividad enzimatica. Las
barras equivalen a 1pm.

b. DISENO SISTEMICO

En este disefio la actividad “in situ” fue ubicada en el tejido, utilizando como sustrato catequina,
catequina + H,O, guayacol + H,O, y AEC + H,0,; veinticuatro horas después de realizada la
perforacion en los cotiledones de Ipomoea purpurea. E1 SChPI presentd una tincion alrededor del
sitio de LESION (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 observo una tincion de menor intensidad a la presentada alrededor de la herida
en SChPI1. Del mismo modo se detectd, que las células laticiferas no presentan ninguna actividad
enzimatica (Fig. 23A1, 23B1 y 23D1).
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LESION SISTEMICA
UBICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
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Fig. 23: Actividad enzimatica en SChPI, 24 horas posteriores a la herida; Lesion Sistémica. La actividad fue detectada
alrededor del sitio de LESION y en las zonas contiguas a la herida, utilizando catequina para detectar catequin oxidasa
(A1-A2), catequina + H,0, para catequin peroxidasa (B1-B2), Guayacol + H,0, para guayacol peroxidasa (C1-C2), y
AEC + H,0, para peroxidasas (D1-D2); y observada por microscopia de fluorescencia de onda larga (A1-D1), y a nivel
macroscopico (A2-D2). En Al, Bl y D2 se observa la ausencia de actividad enzimatica a nivel de las células laticiferas
(células azules). Las negras en A1-D1 y en A2-AD2 sefialan la actividad de las enzimas. Las barras en Al- D1 equivalen
a lpm.

2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
a. DISENO CONTRA LATERAL

La actividad enzimética determinada en los cotiledones a los que se les realizé una LESION en un
extremo del cotiledon, se encuentra expresada en funcién de la estructura (Fig. 24A), del peso
fresco (Fig. 24B), y la actividad especifica (Fig. 24C); debido a la existencia de un cambio
significativo en el peso (Fig. 24A), los datos que se describen a continuacidon son los obtenidos en
funcién 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 significativo entre el
cotiledon sano de la planta lesionada (LCsPl) con respecto a el cotiledon sano de la planta sana
(LCsPs); en donde la proporcion entre ambas es de 25 veces siendo mas alta la actividad en el
LCsPl; mientras que es de 20 veces la diferencia entre el cotiledon herido de la planta lesionada
(LChPI) con respecto al LCsPs, sin embargo el aumento en la actividad entre el extremo lesionado y
el no lesionado o region contra lateral de los cotiledones de la planta herida, no presenta ninguna
significancia (Fig. 25B). El patron encontrado al expresar los datos por peso fresco, es similar al
obtenido cuando la actividad se expresa en funcion de la proteina (actividad especifica; Fig. 24C); a
diferencia cuando se muestra la actividad en funcién del cotiledon Unicamente la diferencia
significativa se reporta entre LCsP1y el LCsPs (Fig. 24A)

La actividad de catequin peroxidasa aumenta en ambos extremos de los cotiledones de la planta

lesionada en relacion con los cotiledones de la planta control, éste aumento es significativo para
ambos casos; sin que las diferencias entre ambos extremos de los cotiledones de la planta lesionada
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presenten significancia, si la actividad es expresada en funcidn del peso fresco (24B); no obstante al
expresarse en funcion de estructura o actividad especifica se encontré que son estadisticamente
significativas las actividades entre los extremos del cotiledon lesionado (LCsPl vs LChPI), siendo
mayor la actividad en el extremo no dafiado del cotiledon (Fig. 24A y 24C). La proporcion entre las
actividades es de 3 veces en el LCsPl y de 2 veces en el LChPI con respecto al LCsPs (Fig. 25E y
25F).

La actividad de guayacol peroxidasa present6 un ligero aumento en el LCsPI con respecto a LCsPs,
mientras que en el LChPI la actividad fue muy semejante a la obtenida en la planta control, sin
embargo por la dispersion de los datos no permitid que éstos datos fueran estadisticamente
diferentes para alguno de los tres parametros determinados (Fig. 24A, 24B y 24C). La proporcién
en la actividad de esta enzima es de 1.5 veces en el LCsPl y de 1 vez en el LChPI con respecto al
LCsPs (Fig. 25H y 25])

LESION CONTRA LATERAL
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Fig. 24: Actividad Enzimatica en el Disefio Contra Lateral. Se muestra la actividad enzimatica obtenida 24 horas después de realizada la
perforacion en los cotiledones. En A los datos se expresaron en funcion de estructura (cotiledon), En B en funcion de peso fresco y en C

por actividad especifica. Los resultados representan la X + EEM (n=4), y se sefiala la significancia P < 0.05 de a-e. Las letras sobre la
barra muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales

Simbolos: n Cox. D Cpx. n Gpx.
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LESION CONTRA LATERAL
PROPORCION EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
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Fig. 25: Proporcion en la Actividad Enzimatica de Cox, Cpx y Gpx, 24 horas después de realizada la herida; Disefio Contra Lateral. Las
proporcion en la actividad representan en cada caso el producto del cociente de LCsP1 y LChPI con respecto a su control (LCsPs); y
fueron expresadas bajo tres parémetros:_A, D y G, estructura (cotiledén); B, E y H, peso fresco (P. F) y C, F e I, actividad especifica

(proteina). Los resultados muestran la X +EEM (n=4), a los cuales se les realizo una prueba estadistica con P < 0.05, sin que ninguno
resultara significativo.

b. DISENO SISTEMICO

La determinacion cuantitativa de la actividad enzimatica de catequinoxidasa, catequinperoxidasa y
guayacolperoxidasa en el presente disefio se llevo acabo de la misma manera que en el disefio
anterior, y se encuentra expresada en funcion de la estructura (Fig. 26A), del peso fresco (Fig. 26B),
y la actividad especifica (Fig. 26C). Aunque no se presentaron diferencias significativas entre el
peso de los cotiledones (Fig. 13A), los datos que se describen a continuacion con fines
comparativos son los obtenidos en funcion de peso fresco.

En el caso de la actividad de la catequinoxidasa, se observa un aumento significativo en los
cotiledones de la planta lesionada, con respecto a los cotiledones de la planta control (Fig. 26B),
ademas dicha enzima mostro ser 6 veces mas activa en el SChPI con respecto al SCsPs (Fig. 27B).
Del mismo modo, también se observa un incremento significativo entre el cotiledon sano de la
planta lesionada y el cotiledon sano de la planta sana; asi la catequinoxidasa en el SCsP1, es 2 veces
mas activa con respecto al SCsPs (Fig. 27B). En este disefio entre los cotiledones de la planta herida
se presentaron diferencias estadisticas significativas entre si, siendo mayor la actividad en el SChPI
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(Fig. 26B). El patrén 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 funcion de estructura
(cotiledon), en donde se pierde toda significancia entre los grupos (Fig. 26A).

Por otro lado la actividad de catequinperoxidasa aumenta en los cotiledones de la planta lesionada
en relacion con los cotiledones de la planta control, éste aumento es significativo; sin que las
diferencias entre ambos cotiledones de la planta lesionada presenten significancia, si se expresan en
funcién del peso fresco o actividad especifica (Fig. 26B y 26C), cuando se expresa la actividad
enzimatica por estructura se pierde toda significancia entre grupos (Fig. 26A). Para este caso la
proporcién en la actividad enzimatica es 3 veces mayor en el SChPI y 2 veces mayor en el SCsPI
con respecto al CsPs (Fig. 27E y 27F). La actividad de guayacolperoxidasa en el presente disefio,
presentd un ligero aumento en el CsPl, mientras que en el SChPI la actividad se encontré6 una
tendencia de aumento mas visible, si los datos se expresan en funcién de peso fresco o por
estructura sin ser estadisticamente significativos; no obstante cuando éstos datos se expresan por
actividad especifica se reportan cambios estadisticamente significativos entre el SCsPs y el SChPI
siendo éste ultimo el que presenta mayor actividad enzimatica (Fig. 26C). La proporcion en la
actividad enzimatica en este caso fue en promedio 1.7 veces mayor en el SChPIl y de 1.5 veces en el
SCsPI con respecto al SCsPs (Fig. 27H)
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Fig. 26: Actividad Enzimatica en el Disefio Sistémico. Se muestra la actividad enziméatica obtenida 24 horas después de realizada la
perforacion en los cotiledones. En A los datos se expresaron en funcién de estructura (cotiledon), En B por peso fresco y en C por

actividad especifica. Los resultados representan la X + EEM (n=4), y se sefiala la significancia P <0.05 de a-f. Las letras sobre la barra
muestran los cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales

Simbolos:n Cox. n Cpx. n Gpx.
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Fig. 27: Proporcion en la Actividad Enzimatica de Cox, Cpx y Gpx, 24 horas después de realizada la herida; Disefio de
Lesion Sistémica. La proporcion en la actividad representan en cada caso el producto del cociente de SCsP1 y SChPI con
respecto a su control; y fueron expresadas bajo tres parametros: A, D y G, estructura (cotiledén); B, E y H peso fresco

(P.F)y C,Fel, actividad especifica (proteina). Los resultados muestran la X + EEM (n=4), a los cuales se les realizo
una prueba estadistica con P < 0.05, sin que ninguno resultara significativo.

3. DETERMINACION DE ISOENZIMAS MEDIANTE ISOELECTROENFOQUE

a. DISENO CONTRA LATERAL

Una vez ubicada y cuantificada la actividad enzimatica de Cox, Cpx y GPS, se determino si 24
horas después de realizada la herida, el dafio mecanico era capaz de inducir distintas isoformas de
las enzimas de interés. Para tal efecto se obtuvieron los puntos isoeléctricos (pl) para el disefio
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 pl acidos (4.5, 5.1, 5.2, 5.6 y 6.2-6.6), estando presentes en LCsPs, LCsPl y LChPI
(Fig. 22A-B). Se evidencio que el pl 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 LChPI. Se obtuvo un pl de 6.2-6.6 el cual se presenté actividad exclusivamente de
oxidasa, tanto en la planta control como en la planta lesionada. Asimismo se observo que en LCsPs,
LCsPl y LChPI los pl 5.2, 7.0-7.1 y 7.2 se reportan Gnicamente para las peroxidasas. Ademas fue
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posible apreciar que el dafio mecanico induce una isoenzima con pl 7.3, nica y exclusivamente en
el LChPL la cual presentd actividad de peroxidasa (Fig. 22B). La isoenzima con pl 5.6 fue comtin
en Gpx, AECpx y Cox, no obstante la enzima con pl 4,5 tnicamente lo fue para Gpx y AEC, en los
LCsPs, LCsPl y LChPI (Tabla 3).
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Fig. 28. Zimograma para el Disefio 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 obtencion, 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 llevo acabo de acuerdo a
la seccion de métodos. Las flechas negras muestran los pl de las enzimas constitutivas del cotiledon. La flecha roja sefiala
la isoenzima inducida por dafio mecéanico en el LChPI.
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Tabla 3. Isoenzimas en la lesion Contra Lateral

Cox Cpx Gpx AECpXx

Constante 5.1 5.1 51 541
oxidasay
peroxidasa {LCsPs, LCsPly LChPI} | {LCsPs, LCsPly LChPI) [ (LCsPs, LCsPly LChPI) [ {LCsPs, LCsPly LChP)
Exclusivo 6.2- 6.6
oxidasa {LCsPs, LCsPly LChPI)
Exclusive 5.2,7.0-71,7.2(5.2,7.0-7.1,7.2(5.2,7.0-7.1,7.2
peroxidasas {LCsPs, LCsPly LChPl}| (LCsPs, LCsPly LChPIY {LCsPs, LCsPly LChPl)

7.3 (LChPl) | 7.3 (LChPI) |7.3 (LChPI)

Comun 5.6 5.6 5.6
Cox, AEC, GpX |{LCsPs, LC=Ply LChPI {LCsPs, LCsPly LChPI) |{LCsPs, LCsPly LChPI)
Comuin 4.5 4.5
AEC, Gpx {LCsPs, LCSPl v LChPI) [{LCsPs, LCSPLy LChPD

* Se muestra el consenso de los pl obtenidos para Cox, Cpx, Gpx y AECpx, en el LCsPs, LCsPl y el LChPI. En rojo se
encuentra sefialado el pl inducido por dafio mecanico.

b. DISENO SISTEMICO

Al igual que en el disefio anterior la lesion sistémica reporto 8 isoenzimas, dos alcalino-neutras: 7.5
y 7.6-7.7 y seis con pl acidos: 4.3-4.4; 4.8; 5.1; 5.3; 6.5 y 6.73 (Fig. 31; Tabla 4). Se evidencio que
las isoenzimas con pl 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 inicamente en SCsPs y SCsPIl, mientras que en los casos restantes se presentan en SCsPs,
SCsPly el SChPI.

Por su parte todas las peroxidasas reportaron enzimas con pl de 4.3-4.4, 5.1, 5.3 y 7.6-7.7, para
SCsPs, SCsPl y el SChPL, a excepcion del pl 5.1 de Cpx que se obtuvo solamente en SCsPs. Los
zimogramas obtenidos para Cox y AECpx, reportaron una isoenzima conspicua con pl 4.8, la cual
se induce por dafio mecanico y solamente se encontrd en el SChPI. Finalmente la isoenzima con pl
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 Diseflo 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 obtencion, 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 llevo acabo de acuerdo a
la seccion de métodos. Las flechas negras muestran los pl de las enzimas constitutivas del cotiledon. La flecha roja sefiala
el pI 4.8 inducido por dafio mecanico en el SChPL.
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Tabla 4. Isoenzimas en la Lesion Sistémica

Cox Cpx Gpx AECpx

Constante 6.5 (scsPs,scsPy | 6.5 (SCsPs, SCsPl) | 6.5 (505, 5ceR, schpl)| G, Biscsps, soem, sohpl)

oxidasay

peroxidasa 7.5150ps s0sR, SChP1)| T Biscsps, 50sR, 50nl]| T B I5CsPs, SCsH. SChFI) | T« BI5CsPs, SCsA, SCHFI)
4.3-44

[SCsPs, SCsM, SChP

5.1 (sCsPs) 43-44,51, | 43-4.4, 51,
53,76-77 | 5.3,76-7.7

[SCsPs, SC=A, SCHPT) [SCsPs, SCsM, SChHPT)

Exclusive
peroxidasas
5.3 50sPs s0sR, S0P

7.6-7.7

[SCsPs, SCsM, SChP

Comun
Cox, AEC

Unicamente Gpx

4.8 (schpiy 4.8 (schpy

[ECsPs, SC=A, SCHPI)

* Se muestra el consenso de los pl obtenidos para Cox, Cpx, Gpx y AECpx, en el SCsPs, SCsP1 y el SChPI. En rojo se
encuentra sefialado el pl inducido por dafio mecanico.

D. CONTENIDO DE FENOLES

1. UBICACION DE FENOLES
a. DISENO CONTRA LATERAL

Para corroborar que 24 horas después de realizada la perforacion en los cotiledones de Ipomoea
purpurea, puede generarse por sintesis de novo de fenoles en el sitio de la herida, se llevo acabo la
tincion con FeSO, la cual permitio observar de manera macroscopica y microscopica que la
produccion de fenoles se encuentra localizada en la zona de lesion del LChPI (Fig. 30). Asimismo
en el LCsPl y en el extremo del cotiledon de la planta control, la tincion para este tipo de
compuestos, se observd difundida en toda la estructura cotiledonaria, al igual que en el resto del
parénquima, pero en menor intensidad que en el area lesionada del LChPI.

b. DISENO SISTEMICO

En el presente disefio de lesion, 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 disefio anterior. Los resultados obtenidos en la lesion sistémica corroboran que en el SChPI se
presenta una tincion café alrededor del sitio de lesion; Asimismo también fue posible apreciar la
tincion en SCsP1 y SCsPs aunque en menor intensidad (datos no mostrados)
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Fig. 30: Ubicacion de fenoles, en LChPI, 24 horas posteriores a la herida; Disefio Contra Lateral. La presencia de fenoles
fue detectada mediante el reactivo de técnica FeSQy (tincion café-ambar); y observada por microscopia de fluorescencia
(B-D), y a nivel macroscopico (A). Las flechas indican la posiciéon de los compuestos fendlicos. Las barras en B
equivalenal pm,yenCyD a2 um.

2. CUANTIFICACION DE FENOLES

a. DISENO CONTRA LATERAL

La realizacion de una herida en un extremo de ambos cotiledones, a las 48 horas después de iniciada
la embibicion, dejandose en recuperacion hasta completar las 72 horas, reveld que la cantidad de
compuestos determinados con reactivo Folin 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 pequefios 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 LChPI se encontré un aumento de 1.2 veces en relacion al LCsPs, tampoco en
este caso el cambio es estadisticamente significativo (Fig. 31B). En contraste la cantidad de
Protoantocianidinas detectadas para el LCsPI presentod un incremento significativo del 21% lo que
equivale a 1.20 veces mas con respecto al control; y en el LChPl se observd un aumento
estadisticamente significativo del 23%, es decir en este caso se experimentd un incremento en la
cantidad de protoantocianidinas de 1.23 veces en relacion al LCsPs; in embargo entre el LCsPs y el
LChPI no se presentaron diferencias significativas (Fig. 31C).

En resumen la cantidad de fenoles detectados con reactivo Folin y fenoles en su forma reducida en
el disefo de lesion contra lateral presenta una tendencia a incrementar sus valores en los extremos
de los cotiledones de la planta herida, en relacion a los extremos de los cotiledones de una planta
sana, sin embargo no se exhiben diferencias significativas entre LCsPs, LCsPl y LChP1 (Fig. 31A 'y
31B). Asimismo la cantidad de protoantocianidinas en ambos extremos de los cotiledones de la
planta lesionada (LCsPl y LChPI) son significativamente mayor con respecto a las reportadas en el
LCsPs (Fig. 31C)
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Fig. 31: Cuantificacion de Fenoles, 24 horas posteriores a la herida; Disefio Contra Lateral. Se muestra la cantidad de
fenoles (mg/ gr P. F.), obtenidos mediante tres métodos: En A por el método Folin, En B con Azul de Prusia para Fenoles
Reducidos y en C con Vainillina para Protoantocianidinas; para el LCsPs, el LCsPl y el LChPI. Los resultados expresan

la X+ EEM (n=4), y se sefiala la significancia P < 0.05 de a-b. La letra sobre la barra muestran los cambios
significativos entre las diferentes condiciones experimentales.

b. DISENO SISTEMICO

La determinacion de Fenoles Totales, Reducidos y de Protoantocianidinas, en este disefio se llevo
acabo siguiendo la misma metodologia empleada en el disefio anterior. En este sentido en los tres
casos el SChPI reporta las cantidades mas altas de fenoles, seguido del SCsP1 en comparacion con
el SCsPs. La cantidad de Fenoles Totales en el SCsPl aumenta 1.12 veces y en el SChPI 1.16 veces,
presentandose significancia unicamente en relacion a los cotiledones de la planta lesionada y el
control (Fig. 32A). La cantidad de Fenoles Reducidos aumenta aun mas, ya que en el SCsP1 se
incrementa 1.24 veces y en el SChP1 aumentan 1.6 veces (Fig. 32B). En las protoantocianidinas se
registraron valores muy semejantes a los anteriores, acrecentandose en el SCsPI 1.2 veces y en el
SChP1 1.6 veces (Fig. 32C). Tanto la cantidad de Fenoles Reducidos como de Protoantocianidinas,
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presentaron un aumento estadisticamente significativo en sus valores entre el SCsPl, SChPI y el
SCsPs. En todos los casos los datos se encuentran referidos al control.

LESION SISTEMICA
CUANTIFICACION DE FENOLES
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Fig. 32: Cuantificacion de Fenoles, 24 horas posteriores a la herida; Lesion Sistémica. Se muestra la cantidad de fenoles
(mg/ gr P. F.), obtenidos mediante tres métodos: En A por el método de Folin, En B con Azul de Prusia para Fenoles
Reducidos y en C con Vainillina para Protoantocianidinas (C); para el SCsPs, el SCsPl y el SChPIL. Los resultados
expresan la X + EEM (n=4), y se sefiala la significancia P < 0.05 de a-C. Las letras sobre la barra muestran los cambios
significativos entre las diferentes condiciones experimentales
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7. DISCUSION
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Se ha demostrado que la invasion de malezas como Ipomoea purpurea en cultivos basicos en
Meéxico, causa serios decrementos en la produccion cuando no se controlan en los periodos de
establecimiento de las plantulas (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 (Diaz-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 dafio mecanico.

Los aspectos abordados en el presente proyecto estuvieron enfocados en la respuesta celular y
bioquimica que provoca una lesién mecanica a nivel de los cotiledones de Ipomoea purpurea a
tiempos cortos y largos de recuperacion. Observaciones de campo muestran que los cotiledones
de esta especie sufren constante dafio mecdnico provocado por herbivoria, ya que en ellos se
almacenan temporalmente sustancias de reserva, ademas de que son estructuras fundamentales
para el establecimiento de la plantula, por tanto deben poseer mecanismos de defensa que le
permitan contrarrestar diversos agentes bidticos y abioticos para que la planta logre establecerse

y competir con el cultivo que invade.

Estudios previos en el laboratorio, demuestran que después de una lesion, ya sea por golpe o
escarificacion la planta experimenta un ligero aumento en la actividad de las polifenoloxidasas
(PPO) y fenol peroxidasas (POD), encontrandose diferencias entre ellas, a tiempos cortos (0 a
120 minutos) y largos (24 h) de recuperacion, con respecto a su control (Diaz-Pontones
comunicacion personal). Se determiné realizar un dano mecanico mas severo que el anterior,
realizando la extraccion de un cilindro de 1.58 mm de diametro, para potenciar los efectos de la
lesion en los parametros de interés: produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
actividad de polifenol oxidasa y fenol peroxidasas, asi como el aumento de compuestos
fenolicos. Por lo tanto se realizaron dos disefios de lesion, el disefio sistémico (lesion en un
extremo de uno de los dos cotiledones), en donde en donde se busco que la lesion fuera “menos
severa” en comparacion con el disefio contra lateral (perforacion en un extremo en ambos

cotiledones) donde la lesion debe ser “mas severa”.

Por ello hicimos la distincion entre un cotiledon herido que en el caso del sistema contra lateral
nos referimos a los extremos perforados de ambos cotiledones (LChPI), mientras el LCsPI
consiste en la suma de los extremos no lesionados de los cotiledones de la planta. En cambio en
el disefio sistémico se consider6 como el SChPI a la unidad funcional y estructural que
presentaba una perforacion en s6lo en uno de sus extremos, mientras que el SCsPI es el otro

cotiledon de la plantula al cual no se manipuld experimentalmente. Estos disefios
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experimentales nos permitieron determinar el grado de severidad en el dafio y ademas llevar
acabo la comparacion del efecto en el extremo contra lateral de la misma unidad estructural. Por
otra parte la perforacion realizada en uno de los cotiledones nos permitié evaluar las secuelas
de la herida en la unidad funcional y estructural de un cotiledon dafiado en comparacion con el
cotiledon de la misma planta que no ha sufrido ninguna manipulacién experimental, y a su vez

compararlos con los cotiledones de una planta en condiciones normales.

En la lesion contra lateral se observa que la perforacion en un extremo de cada cotiledon
(LChPI), genero6 en esa zona una diferencia estadisticamente significativa en peso fresco con
respecto a la misma porcion de un cotiledon sano (LCsPs), sin embargo la cantidad total de
proteina no fue significativamente diferente desde el punto de vista estadistico. Dado que la
cantidad de proteina puede ser un indicador de la masa celular, la eliminacion 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 proteina fluctiia en un mismo valor entre el LCsPs y el LChPI, lo que
implica que la diferencia estadisticamente significativa en peso fresco probablemente se deba a
la pérdida de agua a través de la herida, aunado a la pequefia masa por la perforacion. Si la
lesion solamente se realiza en un extremo de uno de los cotiledones (disefio sistémico) no es
posible observar entre el SChPl y el cotiledon de la planta sana (SCsPs) diferencias
estadisticamente significativas tanto en masa proteica como en peso, lo que indica que este tipo

de lesion es “menos severa” que la lesion contra lateral.

Se debe tener en cuenta, que la herida producida por el dafio mecénico tanto por depredacion
como por factores fisicos, son condiciones que se traducen en una respuesta de defensa de la
planta, la cual involucra en primera instancia la produccion de especies reactivas de oxigeno en
el sitio del dafio, tales como el superéxido y peroxido de hidrogeno (Mittler, 2002; Benezer-
Benezer y col., 2008). El aumento de ERO se confirma en nuestro estudio haciendo uso de
pruebas histoquimicas, mediante las cuales pudo observarse que la produccion del H,O, se
localizd en el borde de la herida y en las capas profundas a ésta, siendo difusa la tincidon a nivel
intracelular y en las células que han sido lisadas; mientras que el radical superoxido se situo

principalmente en las capas subyacentes a la lesion, en una posicion puntual e intracelular.

Es decir se observd que existe una compartimentacion 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 comparacion a las células de los estratos subyacentes y que se observa por la aparicion
paulatina de un precipitado blanco fluorescente en las capas subyacentes en donde se colocaliza

el superdxido y el peroxido de hidrogeno. Hasta el momento no se ha identificado la
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composicion quimica del precipitado, pero debe poseer una estructura quimica que le permita la
fluorescencia similar al de los productos resultantes de la sintesis de compuestos destinados a la
cicatrizacion de la lesion; sin embargo esta aseveracion debe comprobarse mediante una prueba
histoquimica especifica para corroborar que dicho precipitado puede o no formar una barrera
mas rigida para prevenir un potencial dafio a la planta. Sin embargo se tiene evidencia que el
H,0, desempefia un papel muy importante como modulador de los estimulos provenientes de
estrés por dafio mecanico, ya que induce la expresion de 175 genes (de 11,000 analizados), que
participan en la sintesis de proteinas ricas en hidroxiprolina; ademas a través de las reacciones
de lignificacion, suberizacion, formacion de calosa y fenoles que en conjunto participan en el
reforzamiento de la pared celular de las plantas que han sufrido una herida (Pefia- Cortés y
Willmitzer, 1995; May y col., 1998). Lo anterior representa una evidencia bibliografica de que
el componente blanco fluorescente depositado en las capas subyacentes a la herida puede

tratarse de un compuesto comprometido para la cicatrizacion del dafio.

Otro de los componentes moleculares de la respuesta inmediata a heridas son las especies
reactivas de oxigeno. Por lo que se determind la “cantidad de superoxido” mediante la
reduccion 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 dafio (Meller y
col., 2007); y en éste estudio se obtuvo una reduccion en la cantidad de “superdxido” en el
disefio contra lateral comparando el LChPI con el LCsPs, con un decremento del 30 % de O,°-
valor estadisticamente significativo. Al contrastar el LCsPl con el LCsPs la disminucién del
“superoxido” fue del 50% siendo este porcentaje significativamente diferente desde el punto de

vista estadistico.

La disminucion estadisticamente significativa en la cantidad de XTT reducido en un 50 % en el
LCsPl y en un 30 % en el LChPI denota que el sistema responde a la lesion neutralizando los
radicales libres generados por el estrés oxidativo provocado por la herida indicando que el
organo posee un alto poder antioxidante; y que la diferencia del 20 % entre los extremos de los
cotiledones perforados se debe a que en el LChPI se puede generar una cantidad de superdxido,
ya que al usar el TMP, reactivo quelante o atrapador de superoxido, queld en el disefio contra
lateral alrededor del 19% del poder reductor del XTT un valor similar al 20 % de la diferencia
sefalada anteriormente, sin embargo el TMP tiene la capacidad de quelar a varias especies
reactivas de oxigeno, por ello lo anterior debe comprobarse con técnicas mas especificas para la

cuantificacion de éste anion.

Por otro lado la “cuantificacion de superoxido” mediante la reduccion de XTT en el H.D.T.L

nos permitid inferir que el tiempo de incubacioén de 20 minutos previa a la homogeneizacion,
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significa la caida en el poder reductor del cotiledon sobre el XTT en el disefio contra lateral del
43 al 50%, lo que implica que en este tiempo de incubacion disminuye la capacidad reductora
del cotiledon herido en ambos extremos lo que permite deducir que en este tiempo es liberado,
sintetizado y ha reaccionado un componente endoégeno 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 determinacion de superoxido mediante la reduccion 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 investigacion revelan que las
concentraciones usadas en la literatura de CuCl, (50 uM), NADPH (200 uM), NADH (200
uM), acido ascorbico (50 mM) y catequina (5 mM), estos compuestos son capaces de reducir al
XTT (Carrillo-Corona comunicacién personal). Benova y Fridovich en el 2002 también
demostraron que la sal de tetrazolio ademas puede ser reducida por otros factores como azlicares
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 superdxido 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 nimero
considerable de células laticiferas que cuentan en su interior con una gran cantidad de
carbohidratos insolubles y proteinas en los cuales se han determinado alto poder reductor

(comunicacion personal Diaz-Pontones).

Asimismo en el disefio sistémico en general los valores de “superdxido” obtenidos con la
técnica de reduccion del XTT en la planta lesionada tienden a mantenerse de manera similar que
el control, ya que el anioén superdxido tanto en el SCsPl como en el SChPI presentan cambios
minimos no significativos en relacion al SCsPs. En el caso del SCsPI se observa que dicho
cotiledon no se encuentra en estrés oxidativo, ya que los valores de reduccion 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 especifico de superdxido, por tanto éste dato da evidencia de que
la reduccion del XTT no se debe exclusivamente al O,°- sino a la capacidad reductora “per se”

que poseen los cotiledones. Por tanto los datos anteriores apoyan que en el disefio sistémico se

produce una lesion “menos severa” en comparacion con el disefio contra lateral.

Liszkay y col., en el 2004 publicaron que el CuCl, en concentracion de 30 M, es un quelante
eficiente del radical superoxido. Sin embargo en la literatura también se encuentra citado desde

hace varios afios, que el cobre es un metal toxico para las plantas, ya que disminuye la

63



Discusion

produccion de azicares libres, ejerciendo un efecto inhibitorio sobre la fotosintesis (Baron,
1995); vy en consecuencia sobre el metabolismo activo de los carbohidratos, el cual esta
implicado en todas las actividades de biosintesis y conservacion de la planta (Kramer y
Kozlowski 1979). Del mismo modo se ha reportado que el cobre tiene la capacidad de afectar la
funcion bioquimica de compuestos antioxidantes, tal es el caso del acido ascorbico el cual en
presencia de este elemento puede catalizar la formacion de especies reactivas de oxigeno,
funcién contraria a la que desempefia el ascorbico de manera aislada (Halliwell y Gutteridge,
1985). Lo anterior se ve reflejado en los resultados obtenidos de las muestras de LCsPl y LChPI
tratadas con CuCl,, en las cuales se observa que dicho compuesto a la concentracion sugerida no
presenta el efecto quelante del “superdxido” como se reporta en la literatura, ya que no se
observan cambios en presencia o ausencia de CuCl, por lo que induce a pensar que tiende por
un lado a quelar el superdxido y por otro a aumentar la produccion del radical lo que implica

que el CuCl, en el cotiledon este generando estrés oxidativo.

Las plantas al estar expuestas a diferentes factores estresantes deben de contar con mecanismos
endogenos que les permitan mantener la cantidad de perdxido de hidrogeno y superdxido en un
intervalo de concentracion 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 podria derivar en la muerte del 6rgano y con ello de la planta.
Por tanto las plantas han desarrollado mecanismos de detoxificacion del radical superdxido, ya
sea por una reaccion no enzimatica o mediante la accion de metaloenzimas como la superéxido
dismutasa, la cual transforma éste anion en peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular, asi
mientras mas superdxido se produzca mayor cantidad de H,O, se formara (Meller y col., 2007).
Lo anterior resulta consistente con los datos arrojados del analisis cuantitativo de peroxido de
hidrogeno mediante la titulacion con permanganato de potasio, ya que en este estudio en el
disefio contra lateral se presentd un descenso en la cantidad de perdxido de hidrogeno en donde
comparando el LChPI con el LCsPs se obtuvo un decremento de alrededor del 14.06 % vy al
contrastar el LCsPI con su respectivo control se encontr6é una disminucion de aproximadamente
17.48 %, en ambos casos los porcentajes no son significativos. En el caso del disefio sistémico
también se observé un decremento del 9.79 % entre el SCsPI con respecto a SCsPs, sin ser éste
valor significativo; no obstante cuando se contrasta el SChPI 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 estadistico.
Los valores anteriores muestran que si bien los cotiledones de la planta herida se encuentran en

estrés oxidativo, la cantidad de peroxido de hidrogeno detectada en los cotiledones de la planta

herida tanto en el disefio contra lateral como en el disefio sistémico, posee un patron semejante
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al obtenido en la planta testigo, puesto que dichas estructuras deben contar con mecanismos de
proteccion para disminuir el potencial toxico de este intermediario de la familia de las ERO y de
esta forma proteger a la estructura cotiledonaria de la reactividad del peroxido de hidrogeno e
impedir posteriores dafios al ADN, proteinas y lipidos. Es decir este intermediario puede estarse
degradando mediante mecanismos de destoxificacion no enzimaticos, en donde se encuentran
involucrados compuestos antioxidantes de bajo peso molecular, como los fenoles, ademas
también la accion de enzimas como las polifenol oxidasas o fenol peroxidasas (Gossett y col.,
1994), pueden ser factores causales de que la deteccion de niveles de perdxido de hidrogeno en
la planta lesionada sean muy similares a los reportados en la planta control. Otra explicacion a
éste fenomeno esta dada en funciéon de que el peroxido de hidrogeno en presencia de fierro
puede transformarse en el radical hidroxilo (Meller y col., 2007). Asimismo debemos tomar en
cuenta que sin bien la cantidad de “superoxido” obtenida en ambos disefios fue similar o
significativamente menor al encontrado en los controles, resulta evidente que éstos bajos niveles
del radical al ser transformados en peroxido de hidrogeno también deben representar un valor

muy parecido a los encontrados en los cotiledones de la planta sana.

Sin embargo la tendencia de aumento de peroxido de hidrégeno en el SChPI con su respectivo
control en cero, veinte y treinta minutos después de realizada la perforacion 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 incrementd de peréxido de hidrogeno,
ya que dentro de sus funciones esta actuar como una molécula que transmite las sefales
exteriores al interior de la célula (Neil y col., 2002), puesto que al ser un compuesto oxidante
mas estable que el superdxido puede atravesar la bicapa lipidica 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 estadistica en las cantidades de perdxido de
hidrégeno encontradas en los cotiledones de la planta lesionada en relacion con los cotiledones
de la planta control, se deba al método de determinacion de peroxido de hidrogeno con KMnO,
acoplado a la espectrofotometria, ya que en nuestro grupo de investigacion se ha mostrado una
resolucion en la deteccion de H,O, de 44 nanomolas/mL en relacion con la técnica mas sensible
mediante fluorescencia utilizando diclorodihidrofluoresceina (H,DCF) como reactivo, que es de
1 nanomol/mL (Hawes y Satiat-Jeunemaitre, 2001), pero aunque la determinaciéon con KMnO,
es 44 veces mayor, ha permitido detectar variaciones importantes en otros modelos bioldgicos

como el maiz.
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Debe tomarse en cuenta que los valores resultantes de la cuantificacion de “superdxido” y
peroxido de hidrogeno en ambos disenios de estudio se refieren a los obtenidos en toda la
estructura cotiledonaria y no concretamente el producido en el lugar del dafio; se debe
considerar ademas que la vida media de las especies reactivas de oxigeno es muy corta, tal
como una millonésima de segundo (Murray y col., 1993). Asimismo la perforacion dentro del
cotiledon pudo haberse realizado muy cerca de la vena central o bien directamente en dicha
estructura lo cual representa en el segundo caso un dafio mas substancial que en el primero.
Aunado a esto hay que considerar la variabilidad del material biologico que si bien proviene de
la misma cosecha éstas semillas varian en cuanto al peso seco puesto que en los primeros lotes
era bastante homogéneos debido a la disposicion 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 seleccion fue menos estricta, obteniéndose de esta manera lotes con pesos mas
heterogéneos; lo cual puede ser otra causa, de que los resultados obtenidos en algunos casos no

presentan significancia estadistica debido a la dispersion de los datos.

Se observo que la generacion de una herida en un extremo del cotiledon induce el aumento en la
actividad de las enzimas antioxidantes. Alrededor de la lesion se identificé 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 dafio. La presencia “in situ” de estas enzimas correlaciona con el
aumento cuantitativo de su actividad de tal forma que en la lesion contra lateral la catequin
oxidasa (Cox) se incrementd en el LCsPl 25 veces y en LChP1 20 veces, en relacion a la
actividad obtenida en la planta control, esto indica que existe una alta actividad enzimatica
inducida después de veinticuatro horas de realizada la lesion. De la misma forma la catequin
peroxidasa (Cpx) en el disefio contra lateral presenta un aumento significativo en su actividad en
el LCsP1 de 3 veces y en el LChPI de 2 veces, en relacion a la planta testigo, ademas existe una
diferencia estadisticamente 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 parametro mas adecuado para sefialar los cambios inducidos por la herida. Dicha diferencia
significativa en la actividad de Cpx puede explicarse parcialmente debido a la induccion en el
LChPI de una isoenzima con punto isoeléctrico (pl) 7.3, sin encontrar ninguna divergencia en el
patron de aparicion en el resto de las isoenzimas en éste diseno; 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 induccion
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 abidtico, ya que en la planta del camote se presentan
cambios en la expresion de 10 genes, siendo los principales swpbl, swpb2, y swpb3, lo cual
indica que algunas isoenzimas de fenol peroxidasas, posiblemente participan en mecanismos
especificos de defensa contra el estrés oxidativo inducido por diferentes tipos de estrés en

plantas de camote (Yun-Hee Kim y col., 2007).

Cuando se utiliz6 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
LChPI una isoenzima con pl 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
estadistica en los resultados de Gpx implica que la induccion de esta enzima mediante una
herida es muy pequefia en comparacion 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. Asi en este trabajo Gpx parece ser una enzima poco inducible por estrés
mecanico, ya que aumenta su actividad en muy bajas proporciones con respecto a Cox y Cpx.
Probablemente existan diferencias a nivel biologico entre la cantidad de peroxidasas solubles,
puesto que se ha reportado que después de un estrés por dafio mecanico la Gpx incrementa su
actividad enzimatica 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 dispersion de los resultados de las actividades
obtenidas en el uso de guayacol, asociados con la variabilidad que representa el sitio de lesion
puede estar enmascarando esta probable diferencia, por ende a futuro debe considerarse si
realmente existen estos pequefios cambios los cuales deben llevarse acabo en la zona de lesion
como indica las pruebas histoquimicas y que por ello no impacte en el total de la actividad

enzimatica de la estructura.

La actividad en el disefio sistémico indica que la herida induce después de 24 horas de realizada
la perforacion un increment6é en la actividad tanto de oxidasa como de la peroxidasa que
emplean como sustrato a la catequina, tanto en el SChPI como en el SCsPI en comparacion con
los cotiledones de una planta sana. Los resultados obtenidos para Cox en el SChPl demostraron
que esta enzima es significativamente 6 veces mas activa en el SChPl y 2 veces en el SChPI1 en
con respecto al testigo; mientras que en la catequin peroxidasa se observa un cambio
significativo en su actividad de 3 veces en el SChPI y de 2 veces en el SCsPl, con respecto
SCsPs. De esta manera nuevamente se corrobora que el dafio que se produjo con este disefio

experimental es “menos severo” o de menor intensidad que el dafio producido en el disefio
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contra lateral, dado que el cambio en la actividad de Cox es mucho menor en este disefno de
lesion. Se observa que si bien ambas actividades (Cox y Cpx) son estadisticamente
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 cotiledén dafiado
(SChPI). La diferencia encontrada entre los dos cotiledones puede deberse a la desaparicion de
una isoenzima con punto isoeléctrico 5.1 que tiene actividad de catequin peroxidasa y que
unicamente se presenta en el SCsPs, simultaneamente existe una aparicion de una isoenzima de
catequin oxidasa con punto isoeléctrico de 4.8 en el SChPI indicando que la actividad de esta
enzima debe ser mayor en dicho cotiledon. Hay que hacer mencion 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 cotiledon herido, sin embargo cuando se
utiliza guayacol o AEC dicha enzima ademds aparece en el SChPI, lo que implica que para
determinar la participacion 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 sdlo del aumento de la induccion por lesion mecanica, sino también

por el incrementd de la actividad de las enzimas constitutivas existentes.

Los resultados anteriores sugieren que al ser sometidos a un dafio los cotiledones de /. purpurea
aumentan la actividad enzimatica preferentemente de Cox seguida de la actividad de Cpx,
posiblemente debido a que el estrés mecanico en la plantula, desencadena una cascada de
reacciones que incrementan la expresion de las polifenol oxidasas y la fenol peroxidasas para la
defensa ante alglin agente externo, por lo que se puede sugerir que el dafo producido en los
cotiledones act@ia como un inductor positivo de la actividad enzimatica, confirmando asi lo
reportado en la literatura en donde se muestra que al realizar una dafio mécanico por tension en
los margenes de las hojas de Vigna unguiculata, existe un aumento en la actividad de polifenol
oxidasas siendo éste 13 veces mayor en la zona de lesion y 15 veces en la zona aledafia, 48
horas después de provocado el un dafio mecanico (Marcio y col. 2008). Asimismo en las hojas
de Lycopersicum esculentum lesionadas también por presion mecdnica se ha reportado un
incremento6 de 18 veces la actividad de polifenol oxidasas en la planta dafiada en comparacion
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 abidtico, la
actividad de fenol peroxidasas se incrementa 7 veces cuando la planta es expuesta a 500 ppb de
SO, durante 8h, 3 veces si se somete a 200 ppb de O; 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 dafiadas 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 fisiologicos de la planta, como la lignificacion, las suberizacion, la
formacion de papilas de calosa, el catabolismo de auxinas, los mecanismos de respuesta contra
patogenos y contra dafios mecanicos; éstos procesos inducen diferentes isoformas que varian
tanto en la secuencia como en la funciéon 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 ademas esta clasificada como
una sustancia antioxidante, puesto que se encuentra presente de manera natural en las semillas
de las monocotiledoneas y dicotiledoneas, realizando una acciéon quelante de metales en
transicion y de radicales libres mediante la formacion de estructuras menos reactivas (Taiz y
col., 2006). También esta protoantocianidina asi como la Cox y la Cpx pueden estar
participando de manera directa en la generacion de polimeros que funcionen en los mecanismos
de defensa como sustancias astringentes, barreras mecanicas y/o quimicas, ya que tanto
polifenol oxidasas como fenol peroxidasas juegan un papel muy importante en la defensa de la
planta debido a la oxidacion de los componentes fenolicos enddgenos a quinonas, las cuales son
moléculas altamente toxicas, empleadas en la defensa contra herbivoria, ya que el resultado de
las quinonas puede experimentar una autopolimerizacion no enzimatica o covalente en el

intestino del depredador (Tomas-Barberan y Espin, 2001; Hagerman y Butler, 1981).

La catequina también se encuentra involucrada en los mecanismos de proteccion en las hojas de
T¢ verde ante el estrés luminico en donde se induce un dafio por especies reactivas de oxigeno
(Reich y col., 2008); de forma similar en este estudio la catequina puede estar actuando en la
regulacion del estrés oxidativo producido en cotiledones al ser expuestos a una lesion mecanica
(como lo muestra la tincion “in situ” de ERO), para mantener los niveles de peroxido de
hidrogeno dentro de un intervalo fisiologicamente adecuado puesto que minutos después de
producida una herida se lleva acabo la generacion de especies reactivas de oxigeno en la zona de
lesion por lo que durante la primera hora después de provocada la lesion, se observa un
aumento en la produccion 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, asi
como enzimas que utilicen éstos compuestos como sustratos, se presenta una acumulacion de

ERO y de sus intermediarios en el 4rea lesionada; mientras que en presencia de enzimas y
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compuestos fendlicos con actividad antioxidante, los niveles de ERO se mantienen bajos en el

sitio de lesion (Mittler y col., 2004).

Lo anterior se encuentra apoyado por la colocalizacion espacio-temporal entre los fenoles y la
actividad de oxidasas y peroxidasas que usan como sustrato a la catequina en la zona de dafio en
ambos disefios de lesion, lo cual indica que inmediatamente después de producida la herida las
ERO generadas en el sitio de perforacion posiblemente estan implicadas en la actividad
enzimatica y la deposicion de fenoles presentes 24 horas después en el borde y las capas
subyacentes de la lesion, lo cual coincide en cierta forma con la ubicacion de superdxido pero
fundamentalmente con la de peréxido de hidrégeno, esto concuerda con lo observado en hojas
de encino expuestas a herbivoria, las cuales producen H,O, en la zona de lesion y en las
células guarda de los estomas (Ruuhola y Yang, 2006), y se ha planteado que el H,O, puede ser
capaz de translocarse por el xilema y actuar como sefial 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 generaciéon de H,O, proveniente de la oxidaciéon de los componentes
fenolicos (Richard-Forget y Gaulliard, 1997). Ademas la expresion de genes de defensa no solo
es regulada por este intermediario, sino también por moléculas tales como el acido salicilico, el
acido jasmonico, el etileno, modulando asi la expresion de los genes de las enzimas implicadas
en la sintesis de metabolitos secundarios como son los compuestos fenolicos, los cuales son
importantes en la respuesta de defensa de las plantas, puesto que restringen el sitio de lesion
reforzando a su vez la pared celular (Garcia- 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 6xido-reduccién de la célula vegetal. Esto explica que el aumento
estadisticamente 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 LChPI; dicho aumento del 20% se
refleja en los cambios que existen en los fenoles reducidos, es de llamar la tension que el grupo
de fenoles que cambian por efecto de la lesion 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 lesion 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 observo durante la determinacion de la

cantidad de protoantocianidinas en el disefio sistémico, en donde de manera similar al sistema

contra lateral se experiment6 un cambio del 20% entre las protoantocianidinas y los fenoles
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reducidos de el SCsPI1 con respecto a el SCsPs, corroborando parcialmente lo que anteriormente
se discutio, pero en este caso el cambio en el SChPI con respecto al control el cambio por efecto
de la lesion es del 60% tanto en fenoles reducidos como en protoantocianidinas; es decir en este
disefio el aumento de este tipo de fenoles es considerablemente mayor en el SChPI en relacion al
obtenido en el disefio contra lateral; esto implica que después de 24 horas de realizada la herida
la planta es capaz de inducir la sintesis de novo de protoantocianidinas y que en el caso de esta
lesion “menos severa” en donde unicamente se dafia un extremo de un cotiledon induce un
increment6 de 1.6 veces la cantidad de fenoles tipo catequina y que €stos permanecen en su
mayoria en forma reducida en el cotiledon lesionado; mientras que en el dafio “mas severo”,
como el que se presenta en los extremos de ambos cotiledones heridos, se lleva acabo una
respuesta que involucra el empleo y/o transformacidén en mayor medida de fenoles en su estado

reducido mediante su oxidacidn y/o peroxidacion y con ello su polimerizacion.

Probablemente este efecto se deba a que la extraccion etanolica permite solamente obtener
fenoles de alta y mediana polaridad, mas no fenoles de menor polaridad o los polimeros de los
mismos. Es decir si en el caso de una lesion “mas severa” se debe de inducir una barrera fisica
para sellar el sitio de lesion, algunos de estos fenoles solubles, ya habrian sido transformados
en sus polimeros correspondientes o taninos condensados y por ello no podran extraerse. Por
tanto se puede estar facilitando la polimerizacion de los fenoles cambiando su solubilidad y por
ello no es posible extraerlos con agua-etanol. Estos polimeros pueden ser derivados de la
oxidacion y peroxidacion de la catequina como medio para evitar el estrés oxidativo a largo
plazo y/ o bien la generacion de polimeros de taninos condensados que generen una astringencia
como mecanismo de defensa cuando la estructura es dafiada mecanicamente. Aunque lo anterior
debe ser comprobado con estudios posteriores, existe un experimento preliminar en donde el
tejido fue tefiido con vainillina reactivo que detecta protoantocianidinas y el color café-magenta

resultante alrededor del sitio de lesion correlaciona con la tincion azul del FeSO,.

Los cambios en la cantidad de fenoles reducidos y protoantocianidinas, asi como la actividad
oxidativa/peroxidativa entre los cotiledones de la planta lesionada indican que cuando existe
una lesion se activan los mecanismos enzimaticos que desembocan en la produccion de
compuestos fenolicos, siendo ésta activacion poco especifica en la lesion “menos severa” o
lesion sistémica en el SCsPI, puesto que en este caso se observa que todos los compuestos
fenolicos aumentan su cantidad significativamente; sin embargo en un dafio “mads severo” como
el realizado en la lesion contra lateral, se aumentan especificamente protoantocianidinas, no
obstante el aumento mayoritario de éstos compuestos se presento en el diseflo sistémico, lo cual
puede deberse a que en el SChPl donde tinicamente se ha llevado acabo una perforacion el

cotiledon detecta un dafio inicial y por tanto envia masivamente al sitio de lesion 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 toxicos y dificilmente digeribles para los microorganismos, y de esta manera evitar un
ataque posterior en el resto de la estructura, es decir cuando la plantula es dafiada, se
desencadena inmediatamente una serie de reacciones de hipersensibilidad para que se genere en
la zona lesionada moléculas y compuestos que restrinjan la expansion del dafio y asi aislarlo del
resto de la planta, ademas de proteger a las células contiguas y los tejidos distantes al sitio de la
lesion (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 asi la

llamada resistencia sistémica adquirida (Camarena-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 dafio se incremente, y de este modo mantener
el cotiledon funcional, por ello las plantulas tratan de restringir el dafio a la zona de impacto,
para mantener su metabolismo. De manera reiterativa, nuevamente se muestra que la intensidad
de la lesion en la planta, representa un factor determinante en la intensidad de la respuesta de
defensa. Sin embargo en los dos disefios de lesion el cambio significativo en la produccion de
protoantocianidinas grupo al que pertenecen las catequinas, representa un dato relevante para
este estudio, ya que éstos compuestos pueden estar actuando como sustratos endogenos de las
polifenoloxidasas y fenol peroxidasas propuestas en el proyecto, o bien constituir un

componente de la barrera fisica y quimica debido a la astringencia que presentan.

Lo anterior corrobora que el aumento de los niveles constitutivos de compuestos fendlicos,
solo se incrementan como parte de la respuesta al estrés abidtico o biotico (Wink, 1999).
Sumado a esto, se sabe que en Malus domestica, durante la herbivoria 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
herbivoria 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 herbivoros en Populus tremuloides, se induce la
actividad de las polifenoloxidasas en toda la planta dafiada, ademas de que existe una mayor
acumulacion de transcritos del gen de la catequina oxidasa en las células de la planta dafiada en
relacion a la planta intacta. De este modo se refuerza la hipotesis de que las catequinas, pueden
estar actuando como sustratos de enzimas como las polifenol oxidasas y fenol peroxidasas,

cuya sintesis puede estar siendo regulada por ERO, para actuar como agentes reductores o bien
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contribuir con otros sistemas de destoxificacion para la generacion y amplificacion de otras

sefiales.

Por ello, seria recomendable estudiar a mas detalle, la actividad enzimatica de la catequin
oxidasa y catequin peroxidasa, caracterizar a las isoenzimas inducidas por dafio mecanico en
cuanto a su pH optimo, su constante de afinidad (Km), inhibidores (Ki), peso molecular
especifico para corroborar cuantitativamente que funcion tienen en el aumento en la proporcion
de la actividad enzimatica. Asimismo se debe llevar acabo la cuantificacion de la produccion de
fenoles a tiempos cortos de recuperacion. Igualmente la cuantificacion de superdxido debe
efectuarse mediante una técnica mas sensible y determinar la cantidad en ambos disefios la
presencia de otros compuestos que pudiesen interferir con la reduccion de XTT, aparte de
cuantificar los niveles de ERO, 24 horas después de la herida, ya que resultan realmente

promisorios dichos analisis.
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A. DISENO CONTRA LATERAL

e El disefio de lesion contra lateral, mostrd 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 dafio “mas severo” en comparacion con el disefio
sistémico, el cual puede potenciar los efectos de la lesion en los parametros de interés.

e La cantidad del radical superdxido reporto una disminucion significativa tanto en el LCsPl
como en el LChPI, con respecto al control a tiempos cortos de recuperacion.

e Cox present6 una actividad enzimatica entre 20 y 25 veces mayor en el LCsPs vs LChPl y
en el LCsPs vs LCsPI respectivamente, en comparacion con Cpx 2y 3 vecesy Gpx 1 a 1.5
veces a nivel de estructura, peso fresco y actividad especifica.

e La actividad enzimatica 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.

e Sereportaron 8 isoenzimas: tres alcalino-neutras y cinco con pl acidos.

e El dafio mecanico induce una isoenzima con pl 7.3 en el LChPI.

e 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. DISENO SISTEMICO

e El Diseflo de lesion sistémica, constituye un modelo menos sensible, para estudiar los
mecanismos de proteccion en una planta, ya que al lesionar s6lo un extremo de uno de los
dos cotiledones, se ocasiona un dafio “menos severo” con respecto al disefio contra lateral,
el cual puede enmascarar e incluso omitir, algunas respuestas involucradas en los
mecanismos de proteccion de la planta.

e Cox presentd una actividad enzimatica entre 2 y 6 veces mayor en el SCsPs vs SCsPl y en
el SCsPs vs SChPI respectivamente, en comparacion con Cpx que es de 3 a 2 veces y Gpx

esde 1.5y 1.7 veces anivel de estructura, peso fresco y actividad especifica.

e La actividad de Cox, Cpx asi como la de Gpx se vio aumentada, por ello en este tipo de
lesion, las tres enzimas son inducibles.

e Sereportaron 8§ isoenzimas; dos alcalino-neutras y seis con pl acidos

e FEl dafio mecanico es capaz de inducir en Cox y AECpx, una isoenzima con pl 4.8, en el
ChPL
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e La cantidad de fenoles detectados con reactivo de Folin obtenidos en ambos cotiledones de
la planta lesionada, presenté un aumento significativo con respecto al control.

e La cantidad de Fenoles Reducidos, mostré un aumento significativo en los cotiledones de la
planta lesionada, siendo los valores mas altos en el SChPI, seguidos del SCsPI, con respecto
al control.

e El nivel de Protoantocianidinas en los dos cotiledones de la planta lesionada, present6é un
incremento significativo en relacion a la referencia, siendo mayores los valores en el SChPI,
seguidos de el SCsPl.

C. AMBOS DISENOS

e La intensidad del dafio en la planta, determina la magnitud de las respuestas de defensa del
vegetal.

e La produccion de ERO y sus intermediarios a tiempos cortos de recuperacion
posiblemente puede inducir, 24 horas después la actividad de enzimas como Cox, Cpx y
Gpx, asi como la cantidad de sus sustratos.

e La producciéon de H,O, en los Cotiledones de la planta sana no presentd cambios
significativos con la cantidad de H,O, producida en los cotiledones de la planta Lesionada.

e El tratamiento con CuCl,, no presenta efecto de inhibicion de superdxido, e incluso al
parecer aumenta su produccion.

e Se observan cambios significativos en la actividad enzimatica de Cox, seguida de Cpx, a
tiempos largos de recuperacion.

e La actividad enzimatica/proteina y actividad enzimatica/peso fresco, fueron los parametros
mas Optimos para expresar la actividad de Cox, Cpx y Gpx.

e La diferencia en cuanto a las veces actividad enzimatica de Cpx comparada con las veces
actividad de Gpx, denotan que ambas proteinas a pesar de ser peroxidasas, realizan
funciones distintas, tanto en la lesion contra lateral, asi como en la lesion sistémica, durante
la recuperacion larga.

e Se observo la formacidn paulatina de un precipitado color blanco fluorescente, depositado
alrededor del sitio de lesion y en las zonas contiguas a la herida, el cual posiblemente este
destinado a formar una barrera fisica para evitar que la zona de dafio se incremente.

e La cantidad de protoanatocianidinas en el SChPIl fue mayor en compasion con el LChPI
probablemente debido a que la extraccion etanolica permite solamente extraer fenoles de
alta y mediana polaridad, mas no fenoles de menor polaridad o polimeros de los mismos.

e La actividad enzimatica, la produccion de H,0, superoxido y la acumulacion de

compuestos fenolicos se encuentra localizada en el cotiledon herido alrededor del sitio de
la lesion y en las zonas aledanas a la herida.
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Para obtener un esquema mas completo sobre los mecanismos de defensa que presenta la plantula
de Ipomoea purpurea en condiciones de estrés causado por dafio mecanico, en futuras
investigaciones en ambos diseflos es necesario indagar en el comportamiento de la actividad
enzimatica y la cantidad de compuestos fendlicos a tiempos cortos de recuperacion (5, 30 y 120
minutos) y determinar la produccién de especies reactivas de oxigeno a tiempos largos de

recuperacion (24 hrs) después de provocada la lesion.

Igualmente se debe caracterizar a las isoenzimas inducidas por dafio mecanico en cuanto a su pH
optimo, su constante de afinidad (Km), inhibidores (Ki), peso molecular especifico para corroborar
cuantitativamente que funcion tienen en el aumento en la proporcion de la actividad enzimatica. Por
otro lado la cuantificaciéon de superdxido debe efectuarse mediante una técnica mas sensible y
determinar en ambos disefios la cantidad y la presencia de otros compuestos que pudiesen interferir

con la reduccion de XTT.

Del mismo modo resulta importante establecer el papel que juegan ciertas hormonas vegetales como
el acido salicilico y el acido jasmonico, tanto de manera independiente como en combinacion,
sobre la localizacion y el efecto de ERO, la actividad de catequin peroxidasa, catequin oxidasa,
guayacol peroxidasa y la acumulacion de fenoles a tiempos largos de recuperacion, después de una

lesion por herida en los cotiledones.

Asimismo convendria analizar la participacion de otros mecanismos reguladores de proteccion
celular de los vegetales contra el estrés oxidativo, tales como la via ascorbico/glutation, la
intervencion de enzimas claves en la sintesis de compuestos fenolicos como la fenilalanina amonio-
liasa (PAL); utilizando herramientas a nivel celular y molecular que permitan dilucidar los
mecanismos y estrategias bioquimicas que esta especie a desarrollado como proceso de adaptacion
al medio. Dichos estudios podran aportar nuevos conocimientos para obtener una mejor
comprension de los mecanismos de regulacion de defensa en plantas silvestres que favorezcan a

corto y largo plazo el control de este tipo de malezas.
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