












































de actividad, empero no hubieron diferencias significativas en la actividad total, ni en
el patron de isoenzimas en las lineas clonales entre si, y en comparacion con las
plantas provenientes de bulbillos que se utilizaron como testigos. Los resultados
obtenidos en plantas durantes dos fases diferentes del proceso de micropropagacion,
sientan las bases para estudios posteriores, donde las diferencias fenotipicas se
presenten méas claramente. Ademas, este trabajo constituyé la primera aproximacion
al analisis de la relacion entre el rejuvenecimiento y la eficiencia de los sistemas

antioxidantes.






studies constitute the basis for further research involving plants presenting extreme
phenotypical characteristics, and also, the first approach to the analysis of the possible

relationship between rejuvenation and the efficiency of the antioxidant systems.






Es posible que las plantas micropropagadas de henequén, posean sistemas
antioxidantes mas eficientes que sus contrapartes propagadas de manera tradicional.
Esto les permitiria contrarrestar los efectos lesivos de la sobreproduccién de especies
reactivas de oxigeno, y podria explicar su adaptabilidad a las condiciones
desfavorables del medio ambiente. Un andlisis detallado de los sistemas antioxidantes
en las plantas de henequén podria coadyuvar a definir estrategias para generar
plantas con mayor capacidad para tolerar estas condiciones adversas.

La superdxido dismutasa (EC 1.15.1.1.) es una metaloenzima que cataliza la
dismutacién del anion superdxido (‘O,) a perdxido de hidrégeno (H;O;) y oxigeno
molecular (Gil et al., 1999). En la literatura, hay tan sélo un reporte que describe el
comportamiento de esta enzima en el proceso de rejuvenecimiento de plantas de
tabaco (Barna et al.,, 1993). AUn mas, no existen reportes sobre esta enzima, 0 de
otras enzimas involucradas en los sistemas antioxidantes, en la familia Agavaceae.

Es por esto que como una primera aproximacién al estudio de los sistemas
antioxidantes en plantas micropropagadas de henequén, en el presente trabajo se
describen los resultados obtenidos en el estudio de la actividad de la superdxido

dismutasa en dichas plantas.
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ZONA HENEQUENERA

En Yucatan, la zona de cuitivo del henequén se localiza en el centro y al
noroeste del estado (Figura 1) (Peniche, 1985). Esta zona semiérida se caracteriza
por la pobreza organica de sus suelos, los cuales son extremadamente someros,
pedregosos y permeables. El henequén estd adaptado fisiolégica- y morfolégicamente
a la escasez de agua y a las altas temperaturas, crece en un clima calido-subhimedo,
con precipitaciones pluviales de no mas de 1100 mm anuales y con una temperatura

media anual de 26°C (Eastmond et al., 2000).
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Figura 1. Zona henequenera en el estado de Yucatan (Eastmond et al., 2000).

CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE

El henequén pertenece a la familia Agavaceae, es una planta
monocotiledénea, con fijacion de carbono tipo metabolismo acido crasulaceo (CAM),

pentaploide (Castorena-Sanchez et al.,, 1991). Sus hojas o pencas se caracterizan por
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MICROPROPAGACION

Como una estrategia para resolver los problemas que representan un ciclo de
vida largo, una baja capacidad de reproduccion sexual debido a la infertilidad o baja
viabilidad de las semillas, un elevado nivel de ploidia y su teéricamente poca
variabilidad genética, se emplea con éxito la técnica de micropropagacion in vitro para
una rapida y eficiente multiplicacion de plantas élite, con individuos rejuvenecidos.

Entre las principales caracteristicas de las plantas micropropagadas estan un
mayor vigor, que se refigja en la produccion de un mayor nimero de vastagos por afio
en promedio, mayor tolerancia a las enfermedades, mayor numero de hojas y ciclos
de vida mas homogéneos, en comparacion con las plantas cultivadas de manera

tradicional (Eastmond et al., 2000).

Seleccién y recoleccién del material vegetal

Para la micropropagacion, se emplea el cultivo de meristemos seguido de la
induccién de brotes adventicios (Robert et al., 1987). El proceso (Figura 4) se inicia
con la seleccion de la planta madre en plantaciones con una alta productividad. Se
recomienda emplear plantas de 50 a 70 cm de altura, medida desde la superficie del
suelo hasta la punta de la hoja central. La planta seleccionada se deshoja totaimente
evitando dariar el tallo, el cual se lava con jabén. Se eliminan las partes fibrosas hasta
obtener un cubo de tejido meristematico, que se desinfesta y divide en tres niveles.
Cada nivel se secciona a su vez en nueve cubos mas pequefios, de aproximadamente
0.8 cm por lado. Los niveles superiores son los que dan mejores resultados, ya que
tienen mayor cantidad de tejido meristematico. El medio de cultivo que se utiliza en

todas las fases es el Murashige y Skoog (MS, 1962), modificado en su fuente de
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La causa del rejuvenecimiento inducido por el cultivo in vitro es desconocida.
Estas plantas presentan caracteristicas propias de juvenilidad; sin embargo, hay que
aclarar que estas plantas no son verdaderamente juveniles, pues ¢! tejido del cual se
derivaron no era juvenil (Lopez, 2001). Un analisis profundo de los factores
involucrados en el rejuvenecimiento resulta de gran utilidad en plantas de interés
comercial, sobre todo en aquellas que estan sujetas a condiciones ambientales
adversas.

En el caso del henequén, su cultivo in vitro ha conducido a la obtencién de
individuos mas vigorosos, que produce un promedio de 5.6 vastagos por afio en
comparacién con el 1.5 producidos por las plantas de campo. Las lineas clonales
muestran un mayor crecimiento, con hojas de mayor tamafio y una sincronizacion del
crecimiento, de tal manera que casi todas las plantas llegan a la etapa productiva al
mismo tiempo (Eastmond et al. 2000). Investigaciones recientes han demostrado que
las plantas micropropagadas a nivel de plantaciones muestran mayores tasas
fotosintéticas que sus contrapartes cultivadas de manera tradicional (Robert M.L.,
comunicacion personal). Estos datos sugieren que como resultado de su cuiltivo in

vitro, en las plantas se ha dado un proceso de rejuvenecimiento.

EL ESTRES OXIDATIVO Y LOS SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Una de las paradojas de la vida en este planeta es que el oxigeno, la molécula
que hizo posible la vida, no s6lo es fundamental para el metabolismo y la respiracion,
sino que también esta implicada en muchas enfermedades y condiciones

degenerativas (Scandalios, 1993). La toxicidad del oxigeno es consecuencia de su
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metalicos produciéndose el radical hidroxilo (-OH), especie altamente reactiva. Esta
reaccion es conocida como de Haber-Weiss (Bowler et al., 1992):

Fe?/Fe%

HzOz + 02.___» Oz + ‘OH + OH

La adicion de otro electron al anién superdxido conduce a la formacién de
peroxido de hidrégeno (H,0,). Esta reaccién ocurre, ya sea espontaneamente o
catalizada por la enzima superédxido dismutasa (Gebicki y Bielski, 1981).

‘O,H+ 0 + H——p H,0,+ O,
2°0; + 2H 5P H,0,+ 0,

Si este peréxido no es eliminado puede entonces reaccionar en presencia de

metales, generando también al radical hidroxilo, reaccién conocida como de Fenton

(Bowler et al., 1992):

H,0, + Fe* __j intermediarios —_p Fe®" + -OH + OH

El radical hidroxilo tiene la capacidad de reaccionar con casi todas las
moléculas biolégicas. Puede atacar un atomo de hidrégeno de un acido graso y formar
un radical lipidico, dejando un electrén desapareado, el cual sufre un reordenamiento
molecular que produce un dieno conjugado, que a su vez reacciona con el oxigeno
molecular para dar lugar al radical hidroperoxilo, el cual al extraer un atomo de
hidrégeno del carbono del &cido graso polinsaturado adyacente forma otro radical
lipidico, que podria combinarse entonces con ofra molécuia de oxigeno (reaccién en

cadena). Este proceso es conocido como peroxidacion lipidica.
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con una masa molecular de 80-90 kDa. Los miembros de este grupo contienen de 2 a
4 4tomos gramos de fierro en su sitio activo (Alscher et al., 2002).

La Cu/ZnSOD se encuentra en todos los compartimentos de la célula. Hay dos
grupos diferentes de esta isoenzima. El primero incluye las formas citosélica y
periplasmica, que son homodiméricas. En el segundo, se encuentran las formas
cloroplastica y extracelular, ambas de naturaleza tetramérica (Alscher et al., 2002).
Los sitios activos de cada subunidad funcionan de manera independiente. Cada
subunidad tiene unido un atomo de Cu®*, esencial para su accién catalitica, y otro de
Zn** que desempefia un papel estructural; éstos se sitian en el extremo de un largo
canal entre 2 asas de la cadena polipeptidica, de forma tal que el cobre queda
parcialmente expuesto al disolvente (Garcia et al., 1995).

La MnSOD se encuentra en las mitocondrias y los peroxisomas. Contienen un
s6lo atomo de manganeso por subunidad. Estas enzimas no funcionan en ausencia de
su cofactor metalico. Aunque la MnSOD y la FeSOD tienen una gran similaridad a
nivel de su estructura primaria, secundaria y terciara, estas enzimas divergen lo
suficiente como para que el Fe (Il) no pueda restaurar la actividad de la MnSOD y
viceversa (Fridovich, 1986). La MnSOD puede ser una enzima homodimérica u
homotetramérica con un atomo de Mn(lll) por subunidad. Las enzimas vegetales
tienen una similaridad a nivel de secuencia del 65% entre si, y también presentan gran

similaridad con las bacterianas (Bowler et al., 1994).

LA SUPEROXIDO DISMUTASA Y EL ESTRES AMBIENTAL

Distintas condiciones de estrés inducen la expresion de los genes que

codifican las isoenzimas de SOD necesarias para proteger un compartimento
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formacion de raices y hojas que se refleja como una mayor cantidad de carbohidratos
y proteinas disponibles (McKersie et al., 1999, 2000; Samis et al., 2002).

La regulacion de los genes SOD parece ser muy sensible al estrés ambiental,
pues se han podido detectar diferentes niveles de los mRNAs de SOD en respuesta a
una condiciéon ambiental especifica (Tsang et al., 1991; Bowler et al., 1992).

Existen evidencias que sugieren que la manipulacién de las capacidades
antioxidantes de las plantas representa un enfoque valioso para la obtencion de
plantas tolerantes al estrés. Se ha propuesto que la sobreproduccién de enzimas
depuradoras de ROS en plantas transgénicas, podria tener un efecto protector contra

el dafio por estrés oxidativo (Inzé y Van Montagu, 1995).

Justificacion

Aunque las bases moleculares y fisiologicas del rejuvenecimiento producido
por el cultivo de tejidos no han sido estudiadas a profundidad, es l6gico pensar que en
dicho proceso deben estar implicados mecanismos de expresion diferencial del
genoma.

Las plantas de henequén provenientes del cuitivo in vifro muestran, a nivel de
las plantaciones experimentales, caracteristicas propias de plantas rejuvenecidas,
como son: mayor vigor, mayor fijacion de CO,, una mejor productividad y tolerancia a
condiciones ambientales adversas, por lo que podria suponerse que existan
diferencias en cuanto a la eficiencia en el funcionamiento de sus sistemas
antioxidantes. El estudio de la SOD constituye la primera aproximacion al analisis de
la eficiencia de los sistemas antioxidantes en las condiciones ambientales adversas a

las que estan sometidas las plantas de henequén. Si se demuestra que existe una
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA SUPEROXIDO
DIMUTASA

Los extractos se obtuvieron a partir de la parte media de la hoja. Un gramo de
material congelado se trituré en un mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un
polvo fino, al que se agregd 1 ml de buffer de fosfatos 100 mM, pH 7; EDTA, 1.5 mM;
polivinilpolipirrolidona, 5% (p/p), y se homogeneizé con un politrén durante 1 minuto a
velocidad maxima (relacién 1:1 p/v). El homogeneizado se centrifugd a 18,000xg
durante 15 minutos. E! sobrenadante se separd y filtré a través de papel Whatmann
#1, el filtrado se desald empleando una columna de Sephadex-G25, previamente
equilibrada con buffer de carbonatos 50 mM, pH 10.2; EDTA, 0.1 mM. Todos los
procedimientos se realizaron a 4°C.

Para determinar la actividad especifica de la SOD, se utilizé la técnica de
Spychalla y Desborough (1990), la cual se basa en el acoplamiento de dos
reacciones: la primera es la reaccion xantina/xantina oxidasa (XO), que actia como
fuente de radicales superéxido y la segunda, es la reduccion del citocromo C, como
indicador de la produccién del superéxido. La superéxido dismutasa presente en el

extracto compite por el radical superéxido inhibiendo la reduccién del citocromo C.

Xantina + H,0 + 0, —X%p 20, + 2H" + &cido Grico

0, + 0, + 2H" —°—» 1,0, + 0, + LCytC”
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volumen dado de la muestra se incub6 con 100 yl de desoxicolato de sodio 0.15%
durante 10 min a temperatura ambiente y luego, 15 min a 4°C. La proteina se precipitd
agregando 100 pl de acido tricloroacético 72% frio y dejando incubar durante 20 min.
Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos. Se deseché el
sobrenadante. La pastilla se resuspendi6é en un 1 mi de agua destilada y se le afiadio
una mezcla de partes iguales de CTC (carbonato de sodio, 10%; sulfato de cobre,
0.1%; tartrato de sodio-potasio, 0.2%) SDS 10%, NaOH 0.8 N y agua destilada en ese
mismo orden. La mezcla se incub6é durante 10 min a temperatura ambiente y
finalmente, se agreg6 el reactivo de Folin-Ciocalteau (1:6). Las muestras se dejaron
reposar por 30 minutos a temperatura ambiente. Se determiné la absorbencia de las
muestras a una longitud de onda de 750 nm. La cantidad de proteina se reporté como

uo/ul.
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La actividad especifica de SOD en hojas de plantulas de henequén en fase de
multiplicacién fue de 10.47 U/mg proteina.

Una vez detectada esta actividad, se procedié a realizar la separacion de las
isoenzimas, lo cual se llevd a cabo mediante un analisis electroforético no
desnaturalizante. En la figura 7 se presentan los patrones obtenidos con diferentes
concentraciones de proteina, lo que permitié establecer que se necesitaban alrededor
de 70 ug de proteina por carril para obtener una buena resoluciéon de las bandas. Es
notable el hecho de que en las hojas de plantulas de agave se encuentren 8 bandas
de actividad, cuando en otros sistemas, por lo general, solamente se encuentran entre
3 y 5 bandas. En Lycopersicon esculentum Mill. se han determinado solamente tres

bandas (Escobedo y Miranda-Ham, en preparacion).

Figura 7. Determinacién del patron isoenzimatico presente en plantulas de henequén
en fase de multiplicacién in vitro. A. Extracto crudo (28 ug de proteina), B. 54 g de
proteina, C. 68 ug de proteina.
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Figura 8. Patron zimografico comparativo entre hojas de plantas de henequén en fase
de vivero. N, planta testigo (bulbillo); P28, P34 y P48, lineas clonales. La cantidad de
proteina cargada fue de 70 pug.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE SOD EN PLANTAS EN FASE DE VIVERO

Una vez estandarizadas las condiciones para la medicién de la SOD en hojas
de plantas de hojas de Agave fourcroydes L. en fase de vivero, se procedié a realizar
un muestreo mas representativo y homogéneo que comprendiera a todas las clonas
existentes en el vivero de Baca, por lo que se aumenté el numero de plantas
muestreadas por linea clonal, asi como de las plantas testigos. Los detalles del
muestreo se pueden consultar en el cuadro 3 del capitulo 1. Esta colecta de muestras
se realiz6 en el mes de julio de 2002, en el cual se inicia la temporada de mayor
precipitacién pluvial.

En la figura 9 se muestra la comparacién de las actividades especificas
determinadas en las plantas testigo y las diferentes lineas clonales. Cada barra

representa el promedio de todas las determinaciones realizadas en cada una de las
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Figura 10. Patron zimografico de hojas de henequén en fase de vivero. Los carriles
A1, B1y C1 corresponden a los patrones zimograficos de las plantas testigo N2, N3 y
N4, respectivamente. El carril B2 corresponde a una planta de la clona P17; el carril
C2 corresponde a una planta de la clona P28; los carriles A2 y C3 corresponden a dos
plantas diferentes de la clona P34; el carril A3 corresponde a una planta de la clona
P37; el carril B3 corresponde a una planta de la clona P46. En todos los casos se
cargaron 70 ug proteina

Cuando se identificaron las isoenzimas, con base en su sensibilidad a los
inhibidores KCN y H,0, (Spychalla y Desborough, 1990), se demostré que la MnSQD
(resistente a ambos inhibidores) migra con menor movilidad, mostrando mayor masa
molecular; mientras que fa Cu/ZnSOD (sensible a ambos inhibidores) aparece con la
menor masa molecular. Al parecer esta uUltima isoenzima, la Cu/ZnSOD, se ha visto
mas comunmente ligada a la tolerancia al estrés provocado por sequia, donde la
produccién de ROS en los cloroplastos se presenta de forma activa.

La identificacién de las diferentes isoenzimas en los extractos de hojas de
henequén no estaba contemplada como uno de los objetivos de esta tesis; sin
embargo, el patrén zimografico obtenido nos podria permitir especular que la banda

de mas lenta movilidad podria tratarse de la isoenzima mitocondrial (MnSOD),
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El analisis de los patrones isoenzimaticos demostro la presencia de mas de
una isoenzima, lo que podria dar a esta especie una amplia versatilidad a las
plantas de henequén para enfrentar los cambios ambientales (Salisbury y
Ross, 1994).

Al comparar las actividades especificas observadas en diferentes especies de
plantas, es claro que las plantas de henequén en fase de vivero se encuentran
en niveles parecidos a los de otras plantas con fijacion de carbono tipo CAM,
como Mesembryanthemum crystallinum L. El hecho de que estas plantas
posean actividades elevadas de SOD podria indicar que éstas requieren
depurar una mayor cantidad de ROS, con el fin de mantener la homeostasis
de los sistemas redox, dados los ambientes donde comunmente se

desarrollan.

Las futuras investigaciones relacionadas con el proceso de rejuvenecimiento y

sistemas antioxidantes en las plantas de henequén, deberan enfocarse hacia las

diferentes fases de cultivo de esta planta, sobre todo en aquellas en donde las

caracteristicas fenotipicas entre un cultivo tradicional y el de plantas micropropagadas

se hacen evidentes. El andlisis zimografico nos sugiere la importancia de realizar

pruebas de inhibicién para asi identificar las diferentes isoenzimas y poder asignarles

un papel en la tolerancia a las condiciones de estrés en estas plantas. Asi mismo,

resultaria interesante observar la eficiencia de los sistemas antioxidantes bajo la

induccién de diferentes tipos de estrés en ambos tipos de plantas.

La realizacién de nuevas investigaciones surgidas a partir de los resultados

obtenidos en esta tesis ayudaran al entendimiento del proceso de rejuvenecimiento de
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Anexo 2

Actividad especifica de SOD en cada una de las plantas muestreadas durante el mes
de julio de 2002 en la localidad de Baca, Yucatan.

ACTIVIDAD ESPECIFICA (U/mg proteina)
DI ANTA (CLONA) | REPLICAS | MEDIA DESVIACION ESTANDAR
N1 6 94.27 3.94 R
N2 3 107.53 4.53
N3 6 93.04 2.92
N4 4 94.95 1.71 ]
N5 6 88.35 4.46
NG 4 116.99 2.67
N7 4 101.25 1.02
P17(6) 3 86.74 3.24
P17(11) 3 85.33 3.12
P17(13) 3 " 73 3.04
P17(16) 3 10/.70 0.43
P17(17) 3 103.62 5.99
P17(18) 3 89.40 2.18
P28(2) 3 92.99 2.21
P28(5) 3 85.37 2.09
Pe/43) 3 107.68 2.92
Pes(19) 4 105.63 2.36
P28(27) 3 89.05 4.23
P28(30) 3 104.95 4.34
P34(2) 3 107.97 1.71
P34(5) 4 84.48 3.83
P34(8) 3 107.00 5.97
P34(21) 4 103.89 2.13 ]
P34(27) 3 98.64 1.43
P34(29) 3 102.09 3.01
P37(4) 3 86.54 2.54
P37(6) 3 93.07 4.19
P37(10) 3 92.77 2.98
P37(18) 3 104.64 3.31
P37(21) 3 88.77 2.36
P37(25) 3 96.47 2.96
P46(3) 2 121.14 0.95
P46(6) 3 117.22 4.94
P46(18) 3 103.30 4.09
P46(20) " 92.04 5.19
P46(28) | 3 122.35 0.95
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