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1.0 RESUMEN. 

Neobuxbawnia tetetzo es una especie de zonas áridas, donde la elevada radiación 
luminosa promueve que se generen especies reactivas de oxígeno, las cuales dañan 
biomoléculas y favorecen procesos de oxidación y peroxidación. Como un mecanismo de 
protección, las células presentan enzimas como las peroxidasas que eliminan radicale~ 
libres. Así se puede suponer que la mayor expresión de peroxidasas se asocia con el estrés 
oxidativó en la planta por lo que podría ser un indicador bioquímico de fotoprotección en 
la zona de Zapotitlán Salinas Puebla. El objetivo del presente trabajo fue la evaluación del 
efecto de los niveles de radiación sobre la actividad aparente y expresión de las peroxidasas 
en N. tete17JJ de individuos aislados y asociados a Prosopis laevigata Para lo cual se colectaron 
por triplicado muestras de la porción apical, media y basal, del lado iluminado y sombreado 
de cada individuo. La actividad de peroxidasa se registró con 0-dianisidina y la expresión de 
isoenzimas por electroforesis no desnaturalizante y desnaturalizante. Los resultados 
muestran que la mayor actividad se registró en la parte iluminada de los individuos aislados, 
presentándose 2 isofonnas catiónicas y 8 aniónicas, siendo el ápice el que muestra la mayor 
actividad aparente, asimismo, reveló dos isoformas AlO y A12 que no se expresan en la 
planta bajo nodrizaje. Por otro lado, en los individuos que crecen bajo nodrizaje donde se 
expresan 3 isoenzimas catiónicas y 7 aniónicas la mayor actividad se registró en la parte 
media, expresando las isoenzimas C4 y A9 que no se expresan en los individuos aislados, 
no existen diferencias en actividad aparente entre las orientaciones sombreada e iluminada 
en estos individuos. Las isoenzimas que se expresan en mayor proporción en las partes 
sometidas a una mayor radiación son la C4, AS, AlO, All y Al2. Se observa un patrón 
protéico diferencial entre los individuos aislados y bajo nodrizaje. De acuerdo a la matriz de 
similitud se presentan diferencias entre los individuos aislados y los organismos bajo 
nodrizaje con un ISJ =0.25, además de una mayor similitud entre las porciones más 
expuestas a la radiación. Los resultados obtenidos sugieren una posible participación de las 
peroxidasas en la fotoprotección por elevada irradiación, lo cual se observa en los 
individuos aislados que presentaron la mayor actividad. 
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2.0 INTRODUCCIÓN. 
2.1 NODRICISMO. 

México presenta diversos tipos de vegetación, pero casi dos terceras partes de su 
territorio corresponden a zonas áridas o semiáridas, de la denominada región xerofítica 
mexicana, que se caracteriza por presentar hasta 12 meses de sequía al año, con 
temperaturas extremas, y precipitaciones cercanas a los 400 mm de lluvia al año, con 
características ecológicas, productivas y fisiológicas muy diferentes a las demás zonas del 
país (Contreras, 1955). 

Esta región se extiende en una gran altiplarúcie que abarca los estados de Durango, 
Chihuahua, Sonora y otras entidades del norte del país, presentándose también en la zona 
centro-sur, en forma de manchones aislados en Querétaro, Hidalgo, Oaxaca y Puebla; en el 
extremo sureste de este último estado y la porción noreste del estado de Oaxaca se localiza 
el Valle de T ehuacán y es en este valle donde se encuentra la localidad de Zapotitlán de las 
Salinas. Este valle contiene una flora muy diversa constituida por 189 familias, 922 géneros 
y cerca de 3000 especies de plantas vasculares (Dávila, 1993), una proporción considerable 
de esta flora es endémica y dominante en la zona, tal es el caso de las cactáceas columnares 
representantes de la tribu Pachycereae, de la especie Nrobuxhaumia tetetzo conocidas como 
tetechos, tetetzo, ytzetzetzo. (Valiente-Banuet, et al. 1997; Bravo, 1955). 

Esta especie está conformada por plantas que llegan a medir más de 12 m de alto, 
sin ramificaciones o generalmente poco ramificadas, con un eje principal que mide de 30 a 
40 cm de diámetro, sus ramas de color verde grisáceo crecen en un sentido ascendente 
vertical, y tienen de 13 a 17 costillas poco prominentes; con areólas ovadas y dístales entre 
sí en la parte superior; las extremidades de las ramas están provistas de un abundante fieltro 
café claro, mientras que en las demás areólas es de color grisáceo en menor cantidad, 
desapareciendo en las areólas de las partes viejas. Presentan espinas radiales y centrales las 
primeras son aciculares de color verde grisáceo o amarillento claro van en números de 8 a 
15 en las areólas jóvenes, a veces se encuentran hacia la parte inferior de la areóla y 
dirigidas hacia abajo; mientras que las espinas centrales son de color café casi negro de 1 a 
3, las dos superiores más cortas en comparación con la inferior. Con flores nocturnas de 
color blanco verdoso que nacen sobre el ápice de las ramas, el tubo de la flor tiene escamas 
largas y angostas, sin lana, ni espinas, en las puntas presenta un coloración rojiza, los 
estambres tienen un filamento blanco y las anteras son de color crema claro, con estilo 
blanco; los frutos ovoides de color verde claro adquieren con el tiempo coloración rojiza, 
con pulpa fibrosa blanca, dulce y comestible, formada por los funículos de las semillas éstas 
últimas son pequeñas, de color café oscuro con testa brillante (Bravo-Hollis, 1955, 1978). 

Las condiciones extremas que se presentan a lo largo del año en el Valle de 
Tehuacán, y el deterioro ambiental que ésta sufre, afectan de manera directa las respuestas 
fisiológicas de las plantas, modificando sus procesos bioquímicos. La radiación es el factor 
físico más importante que influye en las asociaciones interespecíficas e intraespecificas 
(Zavala, et al. 1990; V aliente-Banuet y Exequiel-Ezcurra, 1991; Nolasco, et al. 1997). En la 
zona de estudio, existe una diferencia significativa en el establecimiento y la densidad global 
de estas especies, en las diferentes pendientes norte- sur del valle; debida a la orientación de 
la pendiente, haciéndose patente una jerarquización entre las cactáceas distribuidas en la 
zona; al mismo tiempo, la estructura por edades, el tamaño y el crecimiento son 
consecuencia de esta orientación, todo esto es provocado por los diferentes niveles de 
radiación para cada pendiente, así como por los patrones de lluvias y evapotranspiración 
(Zavala, et al. 1990). 2 
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El fenómeno de nodricismo en las comunidades áridas y scmiáridas dominado por 
las cactáceas, como el presente en el Valle de Zapotitlán emre Pmíopi5/ae.ms1Ü1 y N. {tti1m 
puede ser considerado esencial para el desarrollo de estas comunidades, ya que este 
nodricismo principalmeme es el resultado de la mayor supervivencIa de las plántubs por las 
vcmajas ambientales conferidas sobre la planta bajo nodrizaje como: disminución en la 
radiación solar, micrositios sombreados, menor temperatura durante el día }' evaporación 
del suelo, además de incrementar los niveles de nitrógeno bajo su dosel, lo cual le confiere 
ventajas a toda planta que viva bajo la nodriza, sobre las plantas localizadas en áreas 
abiertas (Chavéz, 20C0; Godínez-AIvarcz y Valiente·Banuet 1998; Valiente·Banuet y 
Ezequiel·Ezcurra, 1991). 

2.2 FO RMACIÓN DE RADICALES LIBRES. 
El estrés ambiental al que están sometidas estas plantas, cambios de temperatura, 

déficit hídrico y un exceso de radiación electromagnética, promueven que se generen 

especies de oxígeno reactivas: radicales superóxido (O¡ ' ), peróxido de hidrógeno (H¡O J 

y radicales hidróxilo ('O H ), originados por la transferencia de uno, dos y tres electrones 
(Ruci ska,er al. 1999; Hendl)", 1993; Schopfer, a al. 2001). 

Estos radicales libres se generan en el proceso de transferencia de electrones co mo 
la respiración r la fotosíntesis, por los procesos de reducción del oxígeno, en particular las 
reacciones que producen el H IOI intracelular se localizan en la mitocondria, los 
peroxisomas, el citoplasma y el cloroplasto, y en algunos casos pueden contribu ir a 1.\ 
liberación de las especies reactivas de oxígeno, puesto que el H10 ¡ f.lcilmente pennea a 
través de la membrana celular (Schopfer a al. 2001), todas estas especies dalian J muchos 
componentes celulares, incluyendo proteínas, !.ípidos de membrana, ácidos fl\lcl eicos y 
polisacáridos. teniendo efecto direao en la "í~s de transpone electrónico en b mitocondria 
yel doroplasto, así como en otros procesos de oxidación y peroxidación (Ruci ska,el al. 
1999; Hendry, 1993; $chopfer, el al. 2001). 

Los fOldicales libres. al co mhinarse c,-,n los Jípid0s, comi"p.7 ' 11 b ;X'rf':-:idar j" 11 
lipídica o h incrementan, e inaClivan algunas enzimas, incluyendo .\quellas que eSI.Ul 
directamente involucradas en el procesanUelllo del oxígeno en sus divers,ls fo rmas. 
También deterioran la membrana plasmática de la célula, este deterioro de J.¡ membrana se 
refleja en la pérdida de lípidos, y/o cambios en la saturación de los m.ismos, teniendo COIllO 

consecuencia la disminución en la fluidez de la membrana, la inacti\",Kión de las proteínas 
unidas a ésta, incluyendo proteíms de transpone y receptores, y c \mbios en <u 
permeabilidad. Se cree también que los hidroxiperóxidos formados por Id peroxidación 
lipídica, se descomponen con ayuda de metales de transición, a elano }" varios aldehídos 
insaturados volviéndose citolóxicos (Hendl)", 1993). 

En lo que se refiere a la interacción de un radical libre con el DNA. se sabe que los 
radicales hidróxilo, pueden reaccionar con las punnas y las pirimidinas y causar lesiones 
mutagénicas en el ONA o detener su duplicación, además de intervenir en algunos Otros 
procesos (Zentella y Saldaña, 1996). 

Por otra parte el daño hacia las proteínas es a nivel de 'su sínteSIS, ya sea 
inhibiéndola, o formando compuestos que, además de ser altamente reactivos con las 

proteínas, generan productos tóxicos, por ejemplo: el °1 ' al reaccionar con el radical 
3 
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libre del óxido rúnico (NOO) forma el peroxinitrito (ONOO ); a pH fisiológico este 
compuesto reacciona con proteínas y se descompone en productos toxicos como el ión 
nieronio (NcY+), el bióxido de nitrógeno (NOJ yel-OH (Zentella y Saldaña, 1991). 

La formación de radicales libres en el cloroplasto se lleva a cabo cuando se absorbe 
más luz que la que puede ser usada para las reacciones de fijación de COI s::lbre todo en el 
rango de saturación de luz fotosmtécica. Esto lleva a una transferencia de energía a las 
moléculas de 0 1 (Asada, 1992). 

Los mayores procesos que consumen oxígeno asociados con la fotosíntesis y que 
pueden estar envueltos en la fonnación de radicales libres son : A) la reacción oxigenasa de 
la ribulosa I,S-bifosfato carboxilasa (RUBISCO) que inicia las reacciones de la vía foto 
respiratoria, B) la reacción directa del al por el PSI de la cadena de transporte electrónico, 
cienos componentes del PSII que son capaces de reducir el 0 1, q el 0 1 también puede ser 
reducido por una vía respiratoria insensible al cianuro en el cloroplasto que compite por 
electrones con el transpone electrónico fotosintético, D) en la respiración mitocondrial 
(foyer,etal. 1994). 

Dos tipos de reacciones son imponantes para la formación del O/ , H¡OI' 'OH, 
en el caso de los dos primeros radicales la reacción se denomina Reacción de Melher o 

Flujo Electrónico Pseudocíclico, mientras que el 'OH se produce a partir de la Reacción 
de Haber-Weiss o la Reacción de Femon (Foyer, r!ttL 1994; Asada 1992). 

La Reacción de Melher consume equivalentes reducidos de los acarreadores de 
electrones del trasporte electrónico fotosintético (el PSI, la ferrodoxina reducida (Fed,J y 
el centro X y/o B del PSll), los cuales tienen el suficiente potencial electroquímico para 

donar e al O 2 fonnando el 0 1 ' • Posteriormente la enzima superóxido dismutasa (SOD) 
cataliza la formación del H ¡O¡ y estas moléculas pueden reaccionar con el ascorbato vía el 
ciclo de la glutatión-ascorhato peroxidasa (APX) o una proteína hemo {peroxidasa (pXS), 
catalasa (CA 1), etc.) para formar H¡O y 0 1, Este cambio es vital para proteger a las células 

contra el daño oxidativo provocado por la formación del 'OH ,ya que su formación es 
muy tóxica y peligrosa porque son radicales altamente reactivos, interactÚan prácticamente 
con la estructura molecular más cercana, y no se conoce un mecanismo especial de ruptura 

para ellos y eliminando los 0 1 • Y H¡O¡se inhibe la fonnación de estos radicales (Asada 
1999; Foyer el al. 1994). El ascorbato utilizado por la APX puede ser regenerado por la 
oxidación en dos pasos; primero a un radical monodeshidroascorbato (MDH), el cual es 
reducido directamente por el NADPH (vía la enzima monodeshidroascorbato reductasa) y 
secundariamente a deshidroascorhato (DHA), éste es reducido (vía la deshidroascorhato 
reductasa) por la glutatión reductasa, utilizando glutatión reducido (GSH), éste a su vez se 
regenera utilizando NADPH (FIG. 1). El ascorbato no sólo sirve para reducir el HP1. sino 
también para reducir los pigmentos violaxanUna y anteraxantina a zeaxantina, que 
posiblemente son los responsables de otro tipo de fotoprotecci6n por medio de la 
disipación de energía de excitaCión, ya que es posible que la Reacción de Peroxidasas de 
Melher induzca el desarrollo de un gradiente de protones en el tilacoide que puede dar la 
energía para la fosfórilación de ADP (puesto que sopona un flujo electrónico linear sin 
consumo de A 1P) y en el que se promueve la fonnación de zeaxanUna (Demming-Adarru 
y Adams m , 1992; Foyer r!al., 1994; Asada, 1992). 
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De acuerdo a Zapata et al (1998) otra de las peroxidasas que está implicada en la 
degradación de H¡Ü¡ es la peroxidasa hidroquinona, la cual actúa como un acarreador de 
quinonas reducido del wacoide, teniendo un doble efecto contra el estrés fotoxidativo (al 
disminuir la concentración de H¡OJ y el nivel de formas reducidas de acarreadores 
electrónicos. 

Por otra pane los radicales ,OH se producen por la reacción de Fenton, la cual es 

catilizada por el Fel
'. En esta reacción. cantidades traza de Felo se reducen por el O) , 

para producir Fel
• este reacciona con el Hp¡ para la fonnación del 'OH (Foyer et al 

1994) (EC 1 y 2). También se forma por la reacción de 0 1 ' con el H PI por la reacción de 
1ú(,.,,-WÓll (EC 3) (FIG. 1) , 

O,, + Fel+ • FeZ. EC 1 

, 
Feh + H¡OI --+ O¡+OH + 'OH EC2 

H' 

H¡O¡ +-oH --+ O¡+OH + 'OH EC3 

La formación de los radicales libres en el PS II es por una acumulación excesiva de 
la energía luminosa en los pigmentos y proteÍnas del centro de reacción (Rq de este 
fotosistema (mayonnente en la proteína DI, conocida como QB, con 32 KDa. y que es e! 
acarreador de los componentes primarios de la secuencia de reacciones fotoquímicas de 
este complejo), formando un singulete de oxígeno, por la oxidación del fitocromo P wo por 
que este se excita llegando a un estado triplete P 6aO. Y dona sus electrones a el O 2 y.t que el 
PSII no puede mantener a esta proteína en ese estado (Horton, etal. 1996). 

Los productos de la reacción de Me1her son especies potencialmente dañinas, por 
lo que la protección para el cloroplasto se lleva a cabo por la eliminación de! oxígeno 
activo. Estos mecanismos pueden prevenir el daño a este organelo, manteniendo en 
equilibrio la producción de radicales libres. y ruando por alguna razón se excede la 
producción de radicales libres en los organismos y la capacidad de defensa antioxidante es 
ineficiente, se establece el estado denominado estrés oxidaovo, en el se produce daño 
celular, que Uega a ser muy severo y puede conducir a la muene de la planta (ZenteUa y 
Saldaña, 1996, Schopfer, et al. 2001). 

El estrés oxidativo luminoso es producto no solamente de la alta irradiación, sino 
de Wl incremento de la Radiación fotosintéticamente Activa (RFA o PAR) proveniente de 
la mayor absorción de luz., superior a la que se utiliza en la fotoslntesis. También se puede 
deber a un descenso de la fotoslntesis a una RFA constante. Si aunado a este estrés 
lumínico se le adicionan otros factores ambientales estresantes como el hídrico o térmico se 
puede dar una constante reducción en la fotosintesis, dañando el cloroplasto, tiendo que 
ser reparado. Sin embargo, si a pesar de la utilización y disipación de energía por medio 
de la fotosíntesis, en combinación con el proceso fotoprotectivo. existiera insuficiencia para 
distribuir la luz absorbida, d aparato fotosintético puede ser dañado. llevándolo 
posteriormente a fotooxidarse y fotoinhibirse, aún si el factor estresante es suprimido 
(Demming-Adclams y Adams HI, 1992; Hartan, aa/. 1996). 5 



Las plantas muestran un amplio rango de respuestas de protección ante el 
incremento de la PAR tales como: disminución en la absorción de radiación, incremento en 
la fijación fotosintética de ro" disipación de la energía ténnica a tra\"és del Ciclo de las 
Xantofilas, o eliminando las especies de oxígeno activo formadas por medio de un sistenu 
enzimático detoxificador. 

En suma, muchas de las enzimas catalizan procesos que llevan directamente a la 
reducción del oxígeno, que de cualquier forma son procesos de transferencia de electrones, 
como los de la respiración o la fotosíntesis, en los cuales una O dos reducciones de 
electrones del oxígeno ocurren por error y se desata un proceso destructivo. (Hendry, 
1993). 

Tales defectos de la transferencia de la cadena de elearones pueden ser detectados 
en tejidos senescentes, enfermos o sometidos a estrés. Se puede asegurar que pocos 

radicales de 0 1 ' son generadas en tejidos sanos. Sin embargo, los ténninos de salud 
pueden también implicar que cualquier forma activa de oxígeno sea rápidamente destruida, 
antes de que el daño ocurra. Es más razonable suponer que en toda transferencia de la 
cadena de electrones exista la posibilidad de que se desvíen electrones hacia el oxígeno, y 
que esta posibilidad es mayor bajo estados de estrés O enfermedad, porque el mecanismo 
de respuesta no actúa normalmente, generándose un daño (Hendry, 1993). 

El proceso de generación de radicales, en especial el H¡O, ¡:romueve que se 
incremente la generación de enzimas antioxidantes como las peroxidasas; antes que se 
presente algún daño en los tejidos y órganos de la planta, ya que el HIO: poo:le ser utilizado 
como sustrato por esus enzimas y otro tipo de isoenzimas antes de que estas moléculas 

den origen a -OH (Ruci ska, el, al 1999; Schopfer, eral. 2001; Pichomer, et al. V92). 

De acuerdo a lo antes expuesto se puede tener idea de que tán imponante es la 
actividad de las peroxidasas, ya que controlan el nivel de peróxidos en la célula por la 
reducción del Hp¡ a agua, aunque bajo cienas condiciones el producto inicial puede ser el 

0 1 ' (pichomer et al., 1992). 

El paso inicial para la reacción catalizada por las peroxidasas involucra la unión del 
~Ol con el grupo hemoférrico de la peroxidasa en su estado de valencia Fe(IIl) (Ión 
férrico), seguido de su oxidación y el rompimiento de la unión O-O }' la formación de un 
radical catiónico ferril (Fe {IV]- O) porfirioa Ó (Compuesto 1), acompañado de la liberación 
de agua EC 4, seguido de la primera reducción de dos substratos unidos (R - OHde la EC 
4), que dona un electrón al compuesto 1, reduciendo el catión porfirioa, dando como 
resultado un compuesto ferril «(Fe {IV]- O) - enzima (Compuesto 11). El substrato reducido 
es liberado como un radical (R-OH de la EC 5). En el ú1cimo paso del ciclo un segundo 
substrato reducido se une, y dona un electrón al Fe (Fe [IV]-O) (Ión ferril), dando como 
resultado la reducción del hemo a Fe (IlI), y con la adición de dos protones para liberar 
agua un segundo radical se genera en este proceso EC 6. La estequiometrÍa de la reacción 
involucra 2 moléculas de substralO oxidado por cada molécula de HPI reducido. con 
diferentes afinidades de unión del substrato para los compuestos 1 y JI (Bemards et al. 
1999, Rodriguez y van Huystee, 1994). 
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oxidación Compuesto I EC4 

Compuesto I + R-OH Compuesto II + R-0 ECS 

Compuesto II + R-OH2 reducción Peroxidasa + R-0 + 2H20 EC6 

Estas enzimas se distribuyen en diversas plantas, algunas bacterias y hongos, 
localizadas en el citoplasma, la membrana plasmática, espacios intercelulares, en organelos 
celulares (cloroplastos, mitocondrias), y asociados a paredes celulares de hojas tallos y raíz 
(Hamed, et al. 1998, Schopfer et al., 2001, Kevers, et al. 1984, van Hustee 1987). Tienen un 
amplio uso en la industria, en medicina y en biología (Kwak et al., 1995). 

De acuerdo a lo anterior, la medición de los cambios en la actividad de peroxidasas, 
nos puede dar de una manera indirecta, una visión de los procesos de generación de 
radicales libres (Hendry, 1993, Asada, 1992) y de manera particular en cactáceas como 
Neobuxbaumia tetetzo. 

El estudio del metabolismo ayudara a establecer los mecanismos de adaptación de 
estas plantas a su ambiente, para lo cual el análisis de enzimas es indispensable. Se eligió a 
las peroxidasas como modelo, dado que como ya se ha descrito en las líneas anteriores, 
tienen un importante papel en la detoxificación de radicales libres especialmente en zonas 
de alta irradiación, además de participar en diversos eventos, dentro de los cuales están: la 
oxidación de moléculas, la biosíntesis de lignina y etileno, generación de hormonas, la 
degradación de lignina (Zentella y Zaldaña, 1996) la hidroxilación de prolina, además de 
intervenir en el desarrollo y organogénesis de las plantas vía la degradación de AIA 
(Pressey, 1990., Cabañas, 1999, Amako et al., 1994). 

Catalizando oxidaciones aeróbicas, hidroxilación de moléculas aromancas, 
halogenaciones y por supuesto la oxidación peroxidativa de moléculas donadoras de 
electrones (Gaspar et al. 1982, Ruci ska,et al. 1999, Schopfer, et al. 2001), destoxificación de 
H20 2 (Lee y Kim, 1994), formando tres tipos de compuestos: denominados I, II y III 
(Bernards et al. 1999). 

2.3 PEROXIDASAS IMPLICADAS EN LA DEGRADACIÓN DE RADICALES 
LIBRES. 

2.3.1 CATALASAS (CAT). 
Enzima que se encarga de eliminar el H 20 2 dentro de la célula catalizando la 

reacción de la ecuación 7 y 8: 

Catalasa-Fe (IIl) + Hp2 -+ Compuesto I 

-+ Catalasa-Fe (III) + Hp2 +02 

EC7 

EC8 

Muchas de las catalasas están constituidas de cuatro subunidades que contienen un 
grupo (Fe (III)-porfirina) unido a su sitio activo. Cada subunidad usualmente contiene una 
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molécula de NADPH unida a ella para estabilizar a la enzima (HalliweU y Guneridge, 
1995). 

Es difícil saturar a la catalasa con H¡O) porque su Km pvala destrucción de esta 
molécula es enorme. La EC 7 y 8 muestra que se necesitan dos moléculas de HIO] para la 
eliminación de este sobre e! sitio activo de la enzima, este proceso disminuye cuando la 
concentración de! substrato disminuye. La descomposición del H10 1 puede registrarse por 
la absorbancia a 240 nm, o por mediciones polarográficas. La catalasa puede ser inhibida 
por la azida de sodio, cianuro, ácido salicilico, y por el aminotriazol. Al separar en 
subunidades a la catalasa se obtiene una baja actividad, esta enzima tiene actividad 
peroxidasa con un amplio rango de substratos, incluyendo el NADH (Halliwell y 
Guneridge, 1995). 

Solo se localiza en el peroxisonu unida a membranas sencillas. La mitocondria, el 
retÍculo endoplásmico y el doroplasto tienen poca actividad catalasa, así que cualquier 
H¡Ü¡ generado inuio en estas partes no puede ser eliminado (HaIliwell y Gutteridge, 1995). 

La CATes susceptible de fotoinactivación y degradación, su efeaividad para 
eliminar el HPz es limitada por su localización sólo en el peroxisonu (Halliwdl y 
Gutteridge, 1995). 

2.3.2 GLUTATIÓN PEROXIDASAS 
Su substrato es el glutati6n, presente en concentraciones en el rango milirnolar 

(aproximadamente 10'~. El glutati6n libre generalmente se presenta en la fonna de 
glutati6n reducido (GSH) en lugar de oxidado (GSSG), pero tercera parte del glutatión 
celular puede estar unido como disulfuros a otros compuestos que contienen grupos -SH 
(HaIliwell y Guneridge, 1995). 

La glutación peroxidasa cataliza la oxidación de glutatión reducido (GSH) a oxidado 
(GSSG) a expensas de HPl (Ee 9) yse localiza en el cloroplasto, citoplasma, y la 
mitocondria (Bowler el. al. 1992). 

--Jo- GSSG + 2 HP EC9 

La enzima es espeáfica para GSH como donador de hidrógenos, pero puede 
aceptar otros peróxidos como también del H¡OI' Esta formada de cuatro subunidades 
proteínicas, cada una de las cuales contiene una átomo de selenio en su sitio activo, como 
selenocisteina (la cisteina tiene reemplazado un átomo de sulfuro por un átomo de selenio). 
El GSH aparentemente reduce el selenio y luego la forma reducida de la enzima con el 
~Ol a una velocidad de 5 x 10' MI S·I. La concentración entre GSH/GSSG se mantiene 
elevada en la célula. (HaIliwdl y Gutteridge, 1995). 

2.3.3 PEROXIDASAS NO ESPECfFICAS (PO X). 
Las plantas contienen peroxiclasas con un grupo hemo, capaces de actuar sobre un 

rango de substratos amplio, son enzimas bifuncionales que pueden cataliur la reducción 
del ~Ol a ~Oy O¡por usar una molécula del H P l romo reductor (actividad catalasa), o 
una molécula orgánica reducida como pirogalol (actividad peroxidasa) (MiIIer et al. 2O:XJ). 
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Las peroxidasas de la clase III (POX) (TABLA 1) son relativamente estables a altas 
temperaturas, y su actividad es muy fácil de medir usando reacciones cromogénicas, con 
extractos celulares se usan substratos artificiales a los que estas enzimas oxidan , en la 
presencia de H 20 2 para dar productos coloridos, estos substratos artificiales incluyen 
guaiacol, bencidina, y 0-dinizidina. Se han usado como modelo enzimático en estudios de la 
estructura de las proteínas, en reacciones y función enzimática y para diversas aplicaciones 
prácticas. Generalmente carecen de estricta especificidad hacia los reluctantes, y algunas 
peroxidasas catalizan la oxidoreducción independiente del H 10 2. 

Es difícil definir las funciones específicas de las peroxidasas individuales a causa de 
su baja especificidad in vitro y la presencia de muchas isoenzimas, frecuentemente los 
substratos utilizados in vivo por estas peroxidasas no han sido identificados (Halliwell y 
Gutteridge, 1995). 

Las enzimas de la clase III se localizan en la pared celular y citósol o son 
transportadas dentro de la vacuola, pero no en organelos como el cloroplasto donde no se 
detecta actividad de estas enzimas (fABLA 1) (Bernads et al. 1999). 

Las peroxidasas oxidan varios substratos desde pequeñas moléculas hasta 
rnacromoléculas. Cinco aminoácidos separados posicionalmente son altamente 
conservados entre las tres clases de peroxidasas I, II y III, aunque con una baja homología 
en las secuencia, y son importantes para la catálisis y estructura, así como el plegamiento del 
polipéptido entero (Halliwell y Gutteridge, 1995). 

Quizá la peroxidasa no específica más estudiada ha sido la peroxidasa de rábano 
obtenida de la raíz de esta planta (Annoraaa /apathifdia). Existen varias formas de la enzima, 
cada una de ellas contiene unidas iones de calcio y carbohidratos (glicoproteínas) 
combinadas a una ferriporfirina roja parda, pueden oxidar guaiacol, pirogalol, iones CN­
NADH, compuestos tiol, fenoles, y el promotor de crecimiento AIA (ácido indo! acético). 

La oxidación por peroxidasas de rábano, y probablemente muchas otras 
peroxidasas, casi en todos lo casos puede representarse por la reacción descrita 
anteriormente para las peroxidasas EC 4, 5 y 6 (Halliwell y Gutteridge, 199 5). 

La oxidación de NADH es un ejemplo de la reacción oxidasa de la peroxidasa de 
rábano en la cual iguales cantidades de SH 2 y H10 2 se pueden formar y el 0 2 no se 
consume, la reacción oxidasa ocurre cuando el radical SH· puede reducir el 0 2 directamente 
y no se produce con la adición de H 10 2, puesto que cantidades trazas de este siempre están 
presentes en las soluciones de NADH. La oxidación del NADH produce un radical NAD· 

el cual reduce el 0 2 a 0 2 • • 

Peroxidasa + H 2Ü 2 

Compuesto I + NAD H 
Compuesto II + NADH 
2NAD·+ 20

2 

reacción completa 2NADH + 0
2 

+ 2H + _________.. 

Compuesto I 
Compuesto II + NAD" + H 20 
Peroxidasa + NAD"+H

2
0 

2NAD+ +202 • 

Hp + 0 2(dismutación) 
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Los radicales NAn se unen para dar un dimero NAD: 

NAO + NAD _ (NAO), 

Esta reacción es más lenta (K} 3 X Ic!M" s" ) que la reacción del NAD con el O!. el 
radical superóxido generado en esta reacción puede combinarse con la peroxidasa de 
r.í.bano para generar una fonna de enzima conocida como oxiperoxidasa o conpesto /JI 
(Halliwell y Gutteridge, 1995). Enzima-Fe" + O/ -----+ enzima Fel+ . O/ 

Las oxiperoxidasas oxidan NADH muy lentamente, y esta acumulación durante la 
reacción, baja el grado de oxidación completa del NADH 

La lignificación de las paredes celulares de plantas involucra la polimerización de un 
número de fenoles derivados del aminoácido aromático fenilalanina. Las peroxidasas unidas 
a la pared celular funcionan para oxidar esos renoles a radXnles fenoxi los cuales se 
p::>limerizan para formar lignina. Una fuente para el H IO} nquerido para esta oxidación 
puede ser la oxidación simultánea p::>r las peroxidasas del NADH generado por la enzima 
malato deshiclrogenasa. 

Como ya se menciono las peroxidasas están involucradas en la degradación de un 
regulador de crecimiento auxinico AlA y de esta manera en el crecimiento. Esta reacción es 
mucho más complica.da que la reacción nonnal de la peroxidasa. La oxidación de la auxina 
puede dar lugar a la fonnación de un intennediario dioxetano- I el cual se descomp::>ne a un 
compuesto carbonil en el estado excitado. Cuando este compuesto decae a un estado basal, 
emite luz y puede dar lugar a la fonnación de un singulete de oxígeno en su decaimiento, al 
indol-3-aldehido y al 3-metilenoxindol (Halliwell)' Gutteridge, 1995). 

2-3.4 ASCORBATO PEROXIDASAS (APX). 
La ascorbato peroxidasa (APX) elimina el HP1)' se localiza en el estroma, la 

membrana del tilacoide, el cloroplasto, el citóso1 de 1a mitocondria, el peroxisoma, y como 
una isoenzima soluble del citósol de la célula (cAPX) (Halliwell)' Gutteridge, 1995). 

Esta última isoenzima de 28 KDa responde ante el estrés lumínico y tratamientos 
con metil viológeno, no tan especifica a e! ascorb;llo como donador de electrones)' puede 
aceptar otros substratos como e! pirogalol, en el periodo de estrés o en e! restablecimiento 
no se detecta incremento de proteína de la cAPX, pero su actividad aumenta 1.7 \'eces 
cuando la planta se estresa, el nivel de! H,O¡ disminuyc al cabo de 5 horas de actividad de 
cAPX (Y oshimura el al. 2000). 

La enzima de la membrana peroxisomal (pAPX) en comparación a la cAPX tiene 
31 Kda, y se ha localizado sobre estructuras membranosas en la calabaza, espinaca )' 
pepino, caracterizándose bioquímica y en¡o.imaticamemc. Los estudios sobre la APX han 
sugerido que el H:O¡ producido en los peroxisomas puede ser eliminado por la acción 
conjunta de la APX y la CAT, a causa de que la Km para la APX por el Hp} (30.80 J.Lhl) es 
mucho más baja que para la CA T, lo cual indica que la APX esta mejor adaptada para 
eliminar bajas concentraciones de H IO¡. La APX elimina el H}O¡ cpe escapa fuera del 
citósol, de la destrucción p::>r la catalasa. (Nito, (1 (tI. 200 1). 

10 



- INTRODUCCIÓN -

En cloroplasto que no tiene actividad CA T, glutatión peroxidasa ó POX pero 
contiene la actividad de la enzima APX glicosilada, se lleva a cabo la reacción de la ecuación 
10: Ascorbato + H 20 2 .., 2H

2
0 + dehidroascorbato EC 10 

Por lo que la disminución del ascorbato causa una rápida inactivación de la forma 
cloroplástica no así de la citosolica, ya que la pAPX necesita como donador de electrones el 
ascorbato y tiene una vida muy corta en un medio carente de este sustrato. 

Esta enzima puede ser inhibida por cianuro, azida de sodio, hidroxiurea, 
aminotriazol, p-aminofenol y el inhibidor especifico hidroxilamina. La función de 
destrucción del H 20 2 por esta enzima es probablemente una razón por la cual el 
cloroplasto contiene una concentración elevada de ácido ascórbico (Halliwell y Gutteridge, 
1995). La APX expresa 2 isoenzimas en hojas de té (Asada, 1992). 

2.3.5 SUPERÓXIDO DISMUTASAS {SOD). 
Presente en la matríz del cloroplasto y la membrana tilacoidal, también existe en 

diferentes formas en otros organelos como las mitocondrias y peroxisomas. 

2.3.5.1 SUPERÓXIDO DISMlITASA COBRE-ZINC {CuZnSOD) 
Esta enzima del estroma del cloroplasto (Bowler et al., 1992) elimina catalíticamente 

los 0 2 • , no se ha podido encontrar otro substrato sobre el cual actué esta enzima por lo 
que se considera específica para estos radicales. Las SOD son altamente estables y fáciles de 
aislar. Soportan la extracción con solventes como la acetona, son completamente 
resistentes al calor, al ataque por proteasas y a la desnaturalización por reactivos como 
cloruro de guanidina, dodecil sulfato de sodio {SOS), o urea. Se localizan en todas las 
células eucarióticas, pero no en las bacterias. 

Tienen una masa molecular relativa de ± 32000, formada de dos subunidades 
proteínicas cada una de las cuales con un sitio activo que contiene un ión cobre y un ión 

zinc (Halliwell y Gutteridge, 1995). La reacción que cataliza es la dismutación del 0 2 • yes 
muy acelerada 

EC 11 

La constante para la reacción depende fuertemente del pH de la solución y se da 
una velocidad de 5 x 105 M-1s·1 a pH fisiológico, esta enzima es inhibida por el cianuro, o 
por incubación prolongada con dietilditiocarbamato el cual elimina el cobre de la enzima. 

Los iones cobre parecen que funcionan en la reacción por sufrir una alternación de 
reducción y oxidación por ejemplo: 

Enzima-Cu 2+ + 0 2 • 

E-Cu++ 0 2 • + 2H+ 

E-Cu++ 0 2 

E-Cu++ H
2
0

2 

Pero existe otro mecanismo factible de acción en el cual el primer radical 
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superóxido no reduce el ión cobre sino que forma un complejo con él. Mientras que el ión 
Zn2

+ parece que no funciona en el ciclo catalítico solo estabiliza a la enzima, y este ión es 
reemplazable por otros iones como cobalto, mercurio o cadmio. La purificación y análisis 
de enzimas de las CuZnSOD ha demostrado la presencia de 2 isoenzimas con ligeras 
diferencias en semillas de trigo (Halliwell y Gutteridge, 1995). Con varias isoformas 
citosólicas pero una sola cloroplástica, las citosolicas se localizan en compartimientos 
celulares en el núcleo, tonoplasto, peroxisomas, en compartimientos apoplásticos y 
participan en la biosíntesis de lignina. 

2.3.5.2 SUPEROXIDO DISMUTASA MANGANESO (MnSOD). 
Estas enzimas de la matriz mitocondrial contienen manganeso en su sitio activo 

como Mn(III), no es inhibida por el cianuro o el dietilditiocarbamato, tiene una masa 
molecular relativa de 40000, es destruida por tratamiento con cloroformo y etanol, cataliza 
exactamente la misma reacción que las CuZn SOD. A pH 7 la constante para las dos 
enzimas es similar, pero la MnSOD disminuye a pH alcalino. Un pH elevado utilizado para 
medir la actividad en extractos, sobreestiman la cantidad de MnSOD en relación a la 
CuZnSOD, es mucho más labil a desnaturalización por calor, o químicos como 
detergentes, esta formada por 4 subunidades proteínicas (Halliwell y Gutteridge, 1995). 

SUPERFAMILIA a.ASES 
Catalasa Catalasa 
Peroxidasas de I Peroxidasas de la Mitocondria de la levadura CcP 
plantas Peroxidasas del cloroplasto 

Peroxidasa bacteria! con genes duplicados 
Ascorbato peroxidasas (APOX) 
Catalasa peroxidasa 
Citocromo c peroxidasa 

II Peroxidasas fúngicas secretoras 
A)Peroxidasa de lignina Ó lignasa 
B) Peroxidasa dependiente de manganeso 

III Peroxidasa (POX) 
HRP peroxidasa de rábano 
Peroxidasa catiónica de cacahuate (CPRX) 
Peroxidasa aniónica de cacahuate (APRX). 
Peroxidasa aniónica de papa 

. . . .. 
TABLA l. Las peroxidasas de plantas se han divtdido en superfarnilias en base a sus 

propiedades catalíticas y estructurales. Las enzimas de la ·clase I son intracelulares y 
prefieren el ascorbato como substrato, las de la clase II son extracelulares, mientras que las 
de la clase III se localizan en la pared celular, el citósol, dentro de la vacuola, pero no están 
en el cloroplasto y prefieren el guaico! como substrato (según Hiraga etaL 2001; Rodríguez 
y van Huystee, 1994; Bemads et al. 1999). 
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Reacción 
de Melher e 

H20 

Reductasa 

NADPH NADP. 

~¡ 
~ 

GSSG 2GSH 

Ciclo de la Glutatión 
Peroxidasa 

Peroxidasas 
CAT 
POX 

0 2 

APX Fe2
• Fenton 
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Fe3
• 

o;- H20 2 

Peroxidación de lípidos 
Daño a proteínas 
Daño al DNA 

Reacción de 
Haber-Weiss 

o;-+ OH-

FIGURA l. Muestra la mteracc1on de las diferentes enzimas implicadas en el sistema 
detoxificador de radicales libres así como su formación. 1) Producción del radical superóxido 
por reducción de un electrón del oxígeno molecular por medio de la Reacción de Melher. 2) La 
SOD cataliza la formación del H p ,. 3) Los dos mecanismos por los cuales se producen 
radicales hidroxilo a partir de la Reacción de Fenton y de H aber-Weiss. 4) El H ,O, puede 
destruirse por la reacción con el glutatión, o puede ser convertido a oxígeno y agua en la 
reacción mediada por la CA T u otra Peroxidasa (Modificación de Roskoski 1998; Bowler et cd 
1992). 
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3.0 ANTECEDENTES. 
Se han utilizado varios métodos para la separación y medición de la actividad de 

peroxidasas de plantas. 

Mitler y Zalinskas (1991) aislaron y caracterizaron la APX citosolica del ajo (Pisum 
satiwm L.) reportando una isoforma con un peso molecular por electroforesis en geles de 
poliacrilamida desnaturalizante de 29.5 KDa y una Km pira H 20 2 de 20 µ.M. Esta enzima 
tenía una estabilidad muy alta en un medio carente de ascorbato y un potencial para utilizar 
donadores de electrones alternativos como el pirogalol o guaiacol 

Lee y Kim (1994) obtuvieron isoperoxidasas de raíz de rábano coreano, 2 catiónicas 
(e1, e3) y cuatro aniónicas {A¡, A2, A30, A3). Purificaron y estudiaron las propiedades 
fisicoquímicas, cinéticas y catalíticas de estas enzimas, encontrándose con 4 isoperoxidasas 
mayores A" A2, A3, e3, y cuatro menores e1, e1, e30, A30, la masa molecular relativa (Mr) 
para las peroxidasas aniónicas A30 y A3 fueron de 31000 y 50000 respectivamente y para et> 
C¡, A1 y A2 fue de 43500. El pH óptimo para la oxidación de la 0-dianizidina de e3 y de A3 

fue de 5, núentras que para las isoperoxidasas e1, A2 y A30 fue de 4.5. La Km pua e1, e3, A 1, 

Al> A30, A3 fue de 0.81, 1.2, 0.6, 0.63, 0.7, 0.6 mM respectivamente. Las dos peroxidasas 
catiónicas e1 y e3 tienen mayores valores de Km contra 0-dianizidina cuando se comparan 
con las peroxidasas aniónicas A¡, A2, A30 y A3• 

Kwak, et. al. (1995) purificaron y caracterizaron las peroxidasas de cultivos celulares 
en suspensión de camote (Ipamaa batatas), obteniendo 3 peroxidasas aniónicas A-1, A-2, A-
3, el peso molecular presentó valores para las 3 peroxidasa en el rango de los 40000 a 
43000, el pH Óptimo fue de 7.1 para A-2 y A-3, y de 7.5 para A-1, los valores de Km (nM) 
para Hp2 de las isoenzimas A-1, A-2 y A-3 fue de 2.65, 5.75, 2.78 respectivamente. 

Padiglia et. al. (1995) estudiaron y purificaron las propiedades enzimáticas, físicas y 
químicas de la peroxidasa de Opuntia, obteniendo una solo isoforma con actividad 
enzimática en un rango de pH=5-8, y un peso molecular de 58000 ± 2000. 

Hamed et. al. (1998) estandarizaron técnicas para obtener procedinúentos simples y 
reproducibles para la purificación de peroxidasas de la raíz de nabo y rábano picante a gran 
escala, dos formas de peroxidasas fueron extraídas, la soluble (S) y la iónicamente unida 
(IB), siete se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida, tres aniónicas y cuatro 
catiónicas de los extractos de la raíz de rábano picante y de nabo. Observaron que las 
partes con mayor actividad eran las SP 2 y la IBP 4 pero ésta última en menor porcentaje, la 
fracción SP 2 tenía un pH Óptimo de 5.5, y la IBP 4 de 6 con una Km pira HP2 de 2 x 1 O' M, 
núentras que para la fracción IBP, fue de 2.5 x 10 -; M, se observó que la fracción SP2 tenía 
mayor actividad. 

Por otro lado los estudios referentes a formación de radicales libres y degradación 
de éstos por las isoenzimas peroxidasas y el comportamiento originado por la influencia de 
otro tipo de estrés: 

Ruciu ska et. al. (1999) examinaron la influencia del plomo a diferentes 
concentraciones, en la formación de radicales libres en raíces de Lupinus IU!eus siguiendo la 
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respuesta de las células de la raíz a las diferentes concentraciones de plomo por medio de 
patrones isoenzimácicos y por la actividad de las enzimas antioxidantes, encontrando que, 
a una concentración baja de plomo el nivel de radicales libres se mantiene baja, mientras 
que a niveles altos éstos se incrementan, (ambien se obselVó que hay un incremento 
dependiente del tiempo de exposición al plomo en las actividades de enzimas tales como 
superóxido dismutasa, peroxidasa y ascorbato peroxidasa, mientras que las actividades de 
las enzimas catalasa y ascorbato peroxidasa bajan a altoS niveles de plomo, además de que 
le expresión de isoenzimas de peroxidasa fue la única dependiente de la dosis, y que la 
exposición a éste estrés causa cambios en el patrón isoenzimático. Este estudio sugiere que 
si se sobrepasa el sistema ancioxidacivo sobrevienen efectos tales como la reducción del 
crecimiento radicular. 

Existen además reportes referentes a estrés luminoso, formación de radicales libres 
originados por éste y sistemas enzimácicos degradadores de radicales libres de tipo 
peroxidasa como tos realizados por: 

Streb el al. (1997) analizaron los pigmentos relacionados con el sistema disipador de 
del exceso de energía (ciclo de las xanto6.1as) y el enzimático detoxificador realizaron 
ensayos con enzimas de la SOD, CAT, glutación reduaasa, guaiacol peroxiclasa, glicolato 
oxidasa y APX en dos plantas del desieno R.aetttma raetam y AtripJex haJimus como procesos 
Cotoprotectores ante el estrés lumin.ico, comparándolas con organismos de la misma 
especie sometidos a condiciones favorables que no son silvestres, sus resultados sugieren 
que los organismos silvestres de Raetama raef4m presentan una mayor concentración de 
pigmentos del ciclo de las xantofilas y actividad de las enzimas SOD y guaiacol peroxidasa, 
mientras que en Atriplex balimus silvestres la actividad de la SOD, APX y guaiacol es tres 
veces más alta y la concentración de pigmentos no cambia en relación a los sometidos a 
condiciones más favorables. Además sugieren que cada planta utiliza una estrategia 
diferente de protección ante el daño por estrés lumi.nico. 

Zapata el al. (1998) investigaron la oxidación de la hydroxiquinona por dos 
peroxidasas de fracciones obtenidas de hojas de cebada soluble y tilacoidal, estudiando sus 
propiedades cinéticas y patrones zimográficos, obselVaron una oxidación de la 
hidroxiquinona dependiente del H¡Üz adicionado al medio; en la fracción soluble se 
obselVaron 4 isoenzimas de peroxidasas nllenlraS que en la tilacoida! solo 1, la Km""" 
aparente para la fracción tilacoida! y soluble fue de 50 y 60 pM respectivamente, mientras 
que la Vmax (¡.Lmol de Q min·! mg proteina! ) fue de 0.3 para la fracción tilacoidal y de 1.8 
para la fracción soluble. De acuerdo con estos investigadores la peroxidasa de 
hidroquinona del tilacoide tuvo mayor actividad cuando los segmentos de la hoja se 
incubaron a 22 OC bajo 46 Wm·: de luz blanca que bajo 22 Wm·1 de luz blanca por 20 hrs. 
Sus resultados sugieren que la peroxidasa hidroxiquinona puede disminuir el aumento en la 
concentración de HPl bajo estrés oxidativo de la cadena de transpone electrónico al nivel 
de transportadores de quinonas, de esta manera la peroxidasa hidroxiquinona y la APX, 
pueden actuar como un mecanismo de defensa contra el estrés fotooxidacivo y disminuir el 
nivel de formas transponadoras de eleCtrOnes por medio de la eliminación del H 10 1 dd 
doroplasto, que carece de catalasa. 

Casano et al. (1999) evaluaron el papel del cloroplasto ante al estrés fotooxidacivo 
en hojas de cebada de diferentes edades, investigando los efectos de las diferentes 
concentraciones de! secuestrador de electrones mecil viológeno en combinación con alta y 
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bajo intensidad de luz, en hojas en desarrollo y senescentes, para analizar los cambios en la 
actividad de las peroxidasas y los niveles de pemella de la 500 , la glutauón reductasa (GR) 
y la NADH deshidrogenasa de un complejo que incluye proteínas codificadas por los genes 
rrfh del cloroplasto. La GR fue la más sensible a 1.1 inactivación ante el incrementO del estrés 
fotooxidativo. La SOO se indujo preferentemente en hojas en desarrollo jóvenes, mientras 
que la NADH deshidrogenasa y la peroxidasa se indujeron en hojas adultas senescentes. 
Los resultados sugieren un papel limitado de la GR en la protección ante el estrés 
fotooxidativo y una cercana acción entre el complejo ndh y la peroxidasa... Se obseiVó un 
aumento en la actividad de la peroxidasa en respuesta al estrés fotoxidativo el cual fue más 
pronunciado en hojas senescentes que en hojas en desarrollo, la mayor actividad de la 
peroxidasa se observo; al someter a las hojas a una concentración de 100 nm de metil 
viológeno, ¡nactivándose la peroxidasa a 300 nM de metil viologeno con alta )' baja 
intensidad de luz en hojas senescentes. 

Yoshimura el al. (20c0) ana.li.w-on las respuestas de las diferentes isoenzimas de la 
APX en hojas de espinaca bajo condiciones de estrés impuestas por altas concentraciones 
de luz, estrés hídrico, salinidad, mecil viológeno y ácido abscisico, el nivel de trascripción de 
la APX aumenta marcadamente en respuesta al alto estrés Iwninoso y con metil viológeno 
pero no responde ante ningún otro factor de estrés, mientras que el nivel de la APX no 
cambió en el wacoide, el estroma del cloroplasto y el peroxisoma bajo ningún tratamiento, 
Observaron un awnento en la actividad y trascripción de la APX citosólica durante una alta 
intensidad luminosa, pero no en el nivel de proteínas, las otras isoenzimas del estroma, 
membrana wacoidaJ del cloroplasto, peroxisoma, citósol, y de la isoenzima citosolica 
soluble no presentaron cambios en el nivel de trascripción, proteína y en actividad, excepto 
por un descenso gradual en la actividad isoenzinútica del cloroplasto, estas isoenzimas son 
expresadas constantemente bajo condiciones normales y estresantes, también obtuvieron 
un ligero estrés en plantas sometidas a alta intensidad luminosa por 5 hes. 

Algunos antecedentes citados anterionnente, hacen referencia a los 5.Ístemas 
enzinuticos de las peroxidasas como medios fotoprotectores que mantienen en equilibrio 
el nivel de radicales libres como el HPl , producto del transpone electrónico bajo niveles 
elevados de radiación para evitar el estrés fotooxidativo, pero hasta el momento no se ha 
analizado la participación de estos sistemas detoxificadores dentro del metabolismo de las 
cactáceas, y sobre todo no se conoc.e la actividad y expre5.Íón de estas peroxidasas en 
N~ tetetzo. cactácea endémica y dominante en el Valle de Tehuadn que tiene una 
alta probabilidad de contar con este tipo de fotoprotección por que a 10 larto de toda su 
vida esta sometida a estrés lwrúnico, hídrico y ténnico. 

Es por eso que estas plantas han desarroUado una compleja maquinaria de defensa., 
por lo que observar el comportamiento de las peroxidasas tanto en su actividad como en su 
expresi6n. darán la pauta para poder entender estos procesos fisiológicos, proporcionando 
una visión de los mecanismos de adaptación de estas plantas a su ambiente por lo que se 
han planteado los siguientes hipótesis y objetivos: 
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4.0 HIPÓTESIS. 

Los organismo jóvenes de la población de Neobuxhaumia tetetw bajo nodrizaje de Pravpis 
laeiiagata estará sometida menor estrés lumínico que los organismos de N. tetetzo aislado, lo 
que ocasionará diferencias en el patrón de expresión y actividad de peroxidasas solubles, 
dado que la producción de radicales libres será diferente en estas dos condiciones. 

5.1 OBJETIVOS GENERALES. 

Caracterizar la actividad aparente y patrones isoenzimáticos de peroxidasas solubles en 
organismos de Neobuxbaumia tetetzo jovenes en diferentes porciones y orientaciones del tallo 
de la planta. 

Establecer la relación entre los niveles de radiación a las 1500 hrs ocasionados por la 
orientación de la planta con respecto al sol y la actividad aparente, así como los patrones 
isoenzimáticos de las peroxidasas solubles. 

Comparar la actividad de peroxidasas solubles y patrones isoenzimáticos en tetechos 
aislados y bajo nodrizaje de Prowpis /aeviaffita. 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES. 
Determinar que porción y orientación del tallo de Neobuxhaumia tetetzo aislada y bajo 

nodrizaje recibe mayor radiación 

Establecer que porción y orientación del tallo de Neol:uxhaumia tetetzo aislada y bajo 
nodrizaje presenta mayor actividad aparente de peroxidasas. 

Observar las diferencias en el patrón de expresión de la electroforesis en geles de 
poliacrilarnida sin desnaturalizar y desnaruralizantes 

Realizar un analisis de similitud para obtener el Indice de Similitud de J ackard y 
establecer si existen diferencias debido a los niveles de radiación recibidos por cada 
porción y orientación del tallo de Neobuxbaumia tetetzo aislada y bajo nodrizaje. 
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6.0 METODOLOGÍA. 
6.1 COLECTA DE MUESTRAS. 

Se utilizarón 6 plantas en total de la población joven de Neobuxbaumia tetetzo de 
Zapotitlán Salinas Puebla, de organismos distribuidos aisladamente de arboles y arbustos, y 
bajo el nodrizaje de Prowpis ~ a las 15:00 hrs ya que esta hora corresponde a la de 
mayor radiación, en los meses de mayo y agosto del 2001. 

Colectandose muestras de las costillas del tallo de 20 cm3
, se cuido que cada 

porción obtenida mantuviera una profundidad de 5 cm. Congelando en nitrógeno líquido, 
para su transportación fracciones de 3 porciones del tallo de la planta; ápical, media y basal, 
en dos diferentes orientaciones con respecto a la incidencia de radiación solar, la parte 
iluminada y la parte sombreada, eligiéndose a los organismos de 1 a 2 metros de altura, 
estos organismos representan a la población joven de la comunidad, cada muestra se 
colectó por triplicado. 

Además se tomó la cantidad de Radiación Fotosinteticamente Activa (RF A o PAR) 
que recibe la planta en los meses muestreados, por medio de un radiómetro acoplado a un 
analizador de C02 por infrarrojo (marca U-COR 3000 A). 

6.2 AISLAMIENTO DE PROTEÍNAS. 
Todo el procedimiento de extracción se realizó a una temperatura de 4 a 8 ° C 

Para la extracción se descongelaron las muestras y se homogeneizaron 10 gr. de tejido, 
tomando una porción de clorenquima e hidrenquima de la planta en un mortero con buffer 
Tris-HCl 50 mM pH 7.3 conteniendo polivinilpolipirrolidona (PVP) al 0.1 %, el extracto se 
centrifugó a 18000 x g en una centrifuga refrigerada durante 10 minutos a 4° C, 
posteriormente se recuperó el sobrenadante (peroxidasa soluble), al cual se le determinó el 
contenido de proteínas total por el método de Bradford, mediante una curva de albumina 
de suero bovino de 10 a 50 µg (Bradford, 1976). 

A partir de este paso se realizaron dos tipos de ensayos: 
1 )Registro de la actividad colorimétrica con ortodianizidina, 
2) electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante y no desnaturalizante. 

6.3 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE PEROXIDASA. 
Se tomaron 240 µg de proteína de cada extracto registrando la actividad de la 

peroxidasa a una absorbancia de 450 nm, utilizando 0-dianizidina como sustrato, la mezcla 
de la solución contenía: 2000 µl de Buffer de Citrato de sodio 50 mM pH 4.8, con 
variaciones de 8, 16, 32, 64, 128 µM de ortodianizidina, 120 µl de H 20 2 al 0.1 %, el 
experimento se llevó a cabo en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 2S. Se 
determinaron los parámetros cinéticos Vmax y Km "f!I' (aparente), utilizándose dos replicas 
para cada ensayo. Posteriormente se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y Pruebas de 
T ukey para saber si existÍan diferencias significativas entre la actividad de peroxidasa de las 
diferentes orientaciones y porciones del tallo de las plantas, así como entre individuos 
aislados y bajo nodrizaje. 

6.4 ELECTROFORESIS DE GELES DE POLIACRILAMIDA. 
Se llevó a cabo la electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) al 12%, 

18 

' 



.~H:Tol)oLOGiA ~ 

utilizando dodecilsulfato de sodio (SDS) sólo en el caso de los geles desnaturalizantes 
(Laernli 1970), usando un sistema miniprotean JI (Bio·Rad). Los geles se corneron a 250 V, 
50 rnA por una hora en TR1S (IX) 2A8 mM, glicina 19.2 mM pH 8.3, adicionandole SDS 
al 0.1 % para los geles desnaturalizantes. 

Se sembraron 15 lAg de proteína en cada poza, en el caso del gel desnaturalizante, se 
realizó la cinción con azul brillante de Coomassie R, uti.liundo un patrón de peso molecular 
(protein Standar:s Bio-rad) conteniendo bandas de 10, 15,25,37,50,75, 100, 150 Y 250 
K.Da, mientras que en el gel no desnaruralizante para obtener el patrón isoenzimático de 
peroxiclasas se realizó la Unción con bencidina (4, 4'·Diaminobifenil) 3.8 mM como 
sustrato, H;01 45 mM y en acetato de sodio 100 mM pH 4.8, en cualquier caso se hizo un 
análisis de las bandas de los geles por medio del registro de la trasmitancia (densitometria) 
de estos en un transiluminador MultiImager™ LightCabinet A1pha lnnotech Corporation, y 
con la ayuda del programa A1phalmager 200.1 Se realizarón tres replicas de cada PAGE 
para cada caso. I 

Además se realizó un analisis con el lndice de Similitud de Jackard con las 
isoenzimas expresadas en cada gel con actividad peroxidasa y de proteínas totales. 

\21. 
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7.0 RESULTADOS Y ANÁLISIS. 
'.1 EVALUACIÓN DE RADIACIÓN FOTOSINTÉTICAMENTE ACTIVA. 

Se determinaron los valores de radiación fotosintéticamente activa (RFA) por medio 
le un radiómetro acoplado a un analizador de C02 por infrarrojo marca LICOR 3000 A en 
~ada porción de N. tetetzo tanto aislados como bajo nodrizaje, con el fin de determinar si había 
!iferencias en relación a la radiación recibida por cada una de estas. 

rEMPERATURA PROMEDIO 33º C.+ 1 -
~ARTE DEL TALLO DE LA TETEGIO TETEQ-IOBAJO 
'LANTA AISLADO NODRIZA JE 

PROMEDIO PROMEDIO 
\pica! Iluminado 1538 ± 195.16* 537 ± 499.21* 
víedia Iluminado 1263 ± 663.26 780 
3asal Iluminado 1296 ± 436.99 982 ± 472.34 
'\pica! Sombreado 360 ± 244.65 174 ± 79.19 
\.1edia Sombreado 175 130 
:~asa! Sombreado 305 ± 230.51 135 ± 3.53 

., ·l. -1 o TABLA 2. Radiac1on en µmol foton m s de Neobuxbaumia tetetzo a 33 Ca las 15:00 hrs. 
\.1uestra la relación de los valores de radiación fotosintéticamente Activa (RFA). Los datos son 
xomedio de 2 épocas de muestreo ± desviación estándar. '~Porciones con diferencias 
;ignificativas. 

Los organismos de N. tetetzo aislados presentaron un aumento en los valores de 
·adiación del 50 % con respecto a las plantas de N. tetef2o bajo nodrizaje, se observó una 
~radación en la radiación en las diferentes porciones del tallo, con un 24 % de mayor radiación 
~n las porciones ápicales de individuos aislados respecto a las porciones medias y basales; la 
·ara de la planta que se expone al sol Oado iluminado) exhibió un aumento del 79 % de 
!iferencia en relación a la no expuesta Oado sombreado), de igual manera en los individuos 
)ajo nodriza je la orientación iluminada mostró los más altos valores de radiación respecto a la 
.ombreada con una diferencia del 82%, en contraste a los individuos aislados los individuos 
)ajo nodrizaje reciben mayor radiación en la porción basal con un 36% respecto a la porción 
nedia y apical. Esto indicaría que las porciones del tallo sometidos a mayor radiación, 
orrespondientes a las iluminadas y apicales de Neobuxfuumia tetetzo aislados, e iluminadas y 
1asales de individuos bajo nodrizaje están sometidos a un mayor estrés lumínico (TABLA 2), 
·sta radiación de zonas áridas es mucho mayor que la recibida por plantas de otras zonas. 

' .2 PARAMETROS CINETICOS (Kmapp y Vmax). 
Se registró la actividad enzimática por colorimetría y se determinaron los parámetros 

·inéticos Km~ (aparente) y Vmax, para obtener las diferencias en la actividad enzimática de la 
>eroxidasa en las diferentes porciones del tallo de N. tetef2o aislados y bajo nodrizaje sometidos 
1 diferentes niveles de radiación, y comprobar si había relación entre la radiación captada y la 
1ctividad enzimática de la planta. 
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GRÁFICA l. Muestra el parámetro cinético Km'"' en µM de cada porción analizada de N . 
tetetzo aislados y bajo nodrizaje. Los datos son promedio de 2 replicas realizadas ± desviación 
estándar. A, N Neobuxbaumia tetetzo aislada Ó bajo nodrizaje; A, M, B; porción apical, media o 
basal; S, L; orientación sombreada Ó iluminada. 
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GRÁFICA 2. Muestra el parámetro cinético Vmax en U. Abs./min./mg. Prot. de cada porción 
analizada de N tetet:z.o aislados y bajo nodrizaje. Los datos son promedio de 2 replicas 
realizadas ± desviación estándar. 
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La GRAFICA 1 indica que a pesar de no presentar diferencias significativas en algunos 
puntos, por las desviaciones tan altas que se registraron, los valores de Km.,. para individuos 
aislados fueron menores que las penenecientes a individuos bajo nodrizaje, mientras que 105 
valores de Vmax en general son mayores en los individuos aislados (GRÁFICA 2) esto indica 
que el efecto de un 55% de mayor radiación (fABLA 2) en los individuos aislados 
comparándolos con los individuos bajo nodrizaje, coincide con un aumento en la actividad 
enz.imática para la foroprotección, ya que se pr;sentó mayor afinidad y velocidad de la enzima 
por el substrato en los individuos aislados (GRAFICA 1 Y 2). 

La menor Km-w en individuos aislados se registró en la porción AAS correspondiente a 
zonas con mayor radiación 360 ~l fotón m·l S·l (fABLA 2), del mismo modo la orientación 
iluminada tuvo valores de Km'f9_ menores, mientras que la porción media iluminada presentó 
mayores valores de Vmax (GRAFICA 1 Y 2). 

En cambio la menor Km", en los individuos bajo nodrizaje se localizó en la porción 
media tantO iluminada como sombreada (fABLA 2), si se toma en cuenta que estas porciones 
feciben mayOf radiación, ya que la porción apical crece bajo la sombra de la nodriza, es 
congruente que la Km'f9 es menor en la porción media de estos indivi<}uos, sin diferencias 
significativas en Km'f9 entre las orientaciones iluminada y sombreada (GRAFICA 1). 

La mayor Km'f9 se localizó en la porción basal tanto en individuos bajo nodrizaje como 
aislados, estas porciones recibieron la menor radiación en comparación a los ápices (TABLA 2, 
GRÁFICA 1). En los individuos aislados y bajo nodrizaje la mayor Vmax se localizó en las 
b=, (GRAFlCA 2). 

Se observó una mayor actividad de peroxidasa en las zonas más expuestas a la 
radiación, en los individuos aislados porciones apicales, y orientación iluminada, mientras que 
en individuos bajo nodrizaje no se presenta tan marcadamente por la sombra dada a 
Noobux1wmria tetet:o:J por Pwsopis ~ pero de algún modo la porción media recibió mayor 
radiación. 

Se aplicó un análisis de varianza (ANOVA) multifaccoriaJ a los datos obtenidos de 
Km." y Vrnax y prueba de Tukey para saber si exisúan diferencias significativas entre porciones 
(apiCa! media y basal), orientaCiones (Iluminada y sombreada) del tallo de N~, así 
como entre individuos aislados y bajo nodrizaje. 

Se presentan diferencias en Km-w (Tukey P- O.O(4) entre individuos aislados y bajo 
nodrizaje (TABLA 4, APENDICE n b), con un PCl,:¡as-QOO1 (TABLA. 5, APENDICE II b) 
por ANOVA multifactorial, reflejando el efecto significativo de la radiación sobre la actividad 
de las enzimas peroxidasas, con mayor actividad en individuos aislados por presentar valores 
menores de Km.", (GRAFICt\ 1) Y valores mayores de radiación (fABLA. 2) a diferencia de los 
N. teteI:ZiJ bajo nodrizaje. 

Con un de Paum-O.OO5 se observaron diferencias significativas en Km., entre las 
diferentes porciones del tallo de N. teteI:ZiJ Y la orientación en la que se localizó esa porción 
(fABLA 5y6APENDICE 11 by,). 
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Se presentaron diferencias altamente significativas Km,.:,t entre las diferenles porciones 
del tallo de la planta.: apical, media y basal con una P -O.OC09 II ABLA 5 Y 6 APENDICE II b 
Y c) en N. letetzo aislados y bajo nodriz.aje P .. O.04 (TABLA 5 Y 6 APENDICE II by c) y por 
Tukey (TABLA 4, APENDICE II b) lo que indicó que la radiación tuvo efecto sobre las 
peroKidasas por observarse diferentes valores de Km"" en las distintas porciones del tallo de la 
planta, presentando valores menores de Km4'l' en el ápice de individuos aislados y en la porción 
media de individuos bajo nodrizaje (GRAFlCA 1). Reflejandose d efecto de radiación recibida 
en estas porciones, ya que las porciones que recibieron mayor radiación fueron las apicales 
(con 24 % de mayor radiación) de los individuos aislados, y las porciones medias (con 22 % de 
mayor radiación) de los individuos bajo nodrizaje (TABLA 2). 

No existen diferencias en Km4'l' al relacionar los tres factores porción, orientación e 
individuos con una P- 0.30 (TABLA 5, APENDICE JI b) por ANOVA mulcifactorial y por 
Tclrey (fABlA 6, APENDICE II o). 

Con relación a Vmax no se presentaron diferencias significativas entre individuos 
P-O.60, ni entre orientaciones P-O.94, ni al comparar las orientaciones entre individuos 
aislados y bajo nodrizaje P - O.90, tampoco entre porciones P- 0.16, ni en porciones al 
comparar los dos individuos P- 0.51, ni en las porciones entre las dos orientaciones P- O.28 
(fABlAS 7, APENDICE II d). 

Si bien no se observan diferencias en el parámetro Vmax del extracto crudo 
posiblemente el valor específico de algunas o varias enzimas podría variar, ya que se tienen 
todo un conjunto de isoenzimas de peroxidasa que enmascaran la velocidad real, además de 
algunos otros compuestos que pueden interferir en la reacción como la concentración de 
componentes precursores de lignina. 

73 EXPRESIÓN E INTENSIDAD DE ISO ENZIMAS DE PEROXIDASA POR 
MEDIO DE GELES DE POLIACRlIAMIDA NO DESNATURALIZANTES 

Se obtuvo el patrón de expresión de isoenzimas con actividad de peroxidasa por 
elecrroforesis en geles de poliacrilamida no desnaruralizantes, con d fin de detenninar si había 
alguna correlación entre la radiación y la expresión de peroxidasas (ESQUEMA 1), además de 
las GRAFICAS 3 a la 13 que muestran las diferencias en intensicltd de cada isoenzima 
expresaclt con actividad peroxidasa, en las 6 porciones del tallo de N. tetet:m aislados como bajo 
nodrizaje, obtenida por densitometrÍ.a con ayuda del programa AlphaImager 20Cl0. 
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ESQUEMA 1. Muestra las diferentes isoenzimas expresadas con actividad perolcidasa en las 6 
porciones obtenidas de N. tetetzJJ aislados y bajo nodriuje. en isoenzima catiónica, An 
isoenzima aniónica. 

En expresión isoenzimácica se presentaron diferencias entre individuos aislados y bajo 
nodrizaje, las isoenzimas AIO y la A12 solo se presentaron en los individuos aislados en las 
porciones que recibieron mayor radiación y no se expresaron en los individuos bajo nodrizaje, 
en estos últimos las is~ CA y la A9 no se expresan en los individuos aislados 
(ESQUEMA 1). 

Las isoenzimas constitutivas que se expresaron en todas las porciones de los individuos 
tanto aislados como bajo nodrizaje fueron la el, C2, Al Y AS, a diferencia de las isoenzimas 
CA, A5, AIO, All }' A12 que se expresaron en l~ porciones que estuvieron sometidas a un 
mayor estrés por las condiciones de mayor radiación (apicales e ilwninadas) tanto en individuos 
aislados como bajo nodrizaje (ESQUElv1A 1). 

La isoenzima CA se expresó en las porciones NML y NAS de N. teretzo bajo nodrizaje, 
AS se expresó en AAS y AAL de individuos aislados y en las porciones NA!., NML, NBL Y 
NAS en individuos bajo nodrizaje, A6 se localizó en la mayona de las porciones de individuos 
bajo nodriz.aje penenecientes a las porciones NAL, NML, NBI., NAS Y NMS, a diferencia de 
N. tetetzJJ aislados en los cuales esta isoenzinu se expresó en las porciones AAS y AA!., A9 se 
expresó en NAL, NML, NBI., NAS Y NM:S de individuos bajo nodrizaje, AIO soo se expresó 
en las porciones ABL y AAL de individuos aislados, mientras que AII se expresó en la porción 
AAL como en la AAS de individuos aislados y en las porciones NA!., NML Y NAS de 
individuos bajo nodrizaje, por ultimo A12 solo se expresó en la porción AAS (ESQUEMA 1). 

Los ápices y las panes iluminadas presentaron un número mayor de isoenzllnas. Varias 
de las isoenzimas que se expresaron en las diferentes porciones de los individuos bajo 
nodrizaje no se expresaron en los aislados, los cuales están sometidos a un mayor estrés 
lumínico por recibir una radiación entre 1538-175 ~mol fotón m·l S·l mayores a los recibidos 
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por N. tetetzo bajo nodrizaje con valores entre 982-130 µmol fotón m·2 s·' (TABLA 2), y un 
patrón de expresión constante, con mayor número de isoenzimas expresadas en todas las 
porciones de estos individuos (ESQUEMA 1). 

7.4 INTENSIDAD PEROXIDASA DE LAS ISOENZIMAS EXPRESADAS EN CADA 
PORCIÓN DE N. tetetzo TETECJ-IO AISLADO Y BAJO NO DRIZAJE. 
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Gráfica 5 
GRÁFICAS 3, 4 y 5 muestran la intensidad de la isoenzima C l, C2 y C4 respectivamente, con 
actividad peroxidasa expresada en las diferentes porciones analizadas de N. tetetzo aislados y 
bajo nodrizaje. Los datos son promedio de 3 réplicas ± desviación estándar 
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Gráfica 9 

GRÁFICAS 6, 7, 8 y 9 muestran la intensidad de las isoenzima AS, A6, A7 y A8 
respectivamente, con actividad peroxidasa expresada en las diferentes porciones analizadas de 
N. tetetw aislados y bajo nodriz.aje. Los datos son promedio de 3 réplicas ± desviación 
estándar. 26 
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GRÁFICAS 10, 11, 12 y 13 muestran la intensidad de las isoenzima A9, AlO, Al 1 y A12 
respectivamente, con actividad peroxidasa e.xpresada en las diferentes porciones analizadas de 
N tetetzo aislados y bajo nodrizaje. Los daros son promedio de 3 réplicas ± desviación 
estándar. 27 



7.5 ANÁLISIS DE INTENSIDAD. N lelelzo AISLADOS Y BAJO 
NODRIZAJE. 

Las isoenzimas el, e2, C4, AS, A 10, A l! Y A12 no presentaron diferencias en 
intensidad peroxidasa en ninguna porcion expresada tanto de N. tetet:zo aislados como bajo 
nodrizajc (Gráficas 3, 4, 5, 6, 11 , 12)' 1J). 

Sólo se observaron diferencias significativas en la intensidad de la aCtividad pcroxidasa 
las siguientes porciones de individuos aislados como de individuos bajo nodrizaje, 

La isoenzima A6 solo presentó mayor intensidad y menor vari,¡ción en lJ ¡x' rción AAS 
respecto a la AAL (Gráficas 7). 

En la iSoenzllna Al se presentó mayor intensidad en AAS con respecto a AAL, con 
igual variación en las dos porciones. En contraste, en los individuos bajo nodrizaje la mayor 
intensidad y menor variación se expreso en la porción apica1 sombra respeclO a la apica! 
iluminada, entre la bases iluminada y sombreada la segunda porción presentó mayor intensidad, 
las dos porciones cuentan con la misma variación, en los individuos bajo nodnzaje, al 
comparar los lados iluminado y sombreado el segundo es el que presentó la mayor intensidad 
para esta isoenzima (Gráficas 8). 

Para la isoenzima A8 entre las porciones AAS y AAL de los individuos aislados se 
localizó mayor intensidad en la primera porción con menor variación, entre las orientaciones 
iluminada y sombreada se presentó mayor intensidad en la iluminada con menor variación. En 
cambio en los individuos bajo nodrizaje al comparar los ápices NAS y NAL se presentó mayor 
intensidad en NAS con igual variación para las dos porciones, entre NML y NMS en esta 
ultima porción se presentó la mayor intensidad y la menor variación (Gráficas 9). 

A9 expresada en los individuos bajo noJriz.-Ije tuvo mayor intensidad en NAS y mellor 
variación con respecto a NA!., mientras que la porción NBL tiene menor intensidad y 
variación que las otras porciones iluminadas de estos individuos (Gráficas 10). 

Isoenzimas como la A7, AS Y A9 present:uon mayor intensidad, en porciones 
correspondientes a mayor radiación, como la apical e iluminada de N. tCletZO aisbdos y basal e 
iluminada de N. tetetzo bajo nocLrizaje, en el caso de la Al en N. teretzo aislados porcioncs AAS y 
AJvfL yen nodrizaje en NBS, en A8 en N. tetetzo aislados porción AAS, en A9 en N. letetm bajo 
nodriz.aje porción NBL 

Puede ser que las isoenzimas implicadas en la fotoprotección sean la A8 por presentar 
mayor intensidad en los N teretzo aislados sometidos a un mayor r-.idiacÍón, .Jdem.is J e otros 
factores como baja humedad y altas temperaturas. 
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7.6 EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS POR MEDIO DE GELES DE 
POLIACRILAMIDA DESNA TIJRALIZANTES 

Se realizaron geles de poliacrilamida desnaturalizantes para determinar el patrón de 
ausencia o presencia de cada banda de proteína desnaturalizante, con un peso molecular 
determinado en K.ilodaltons (KDa) en las diferentes porciones y orientaciones del tallo de N 
tetetz.o aislados y bajo nodrizaje, por densitometría con ayuda del programa Alphalrnager 2000. 
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ESQUEMA 2. Mueslra las diferentes bandas de proteína desnaturalizadas y determinadas que se 
expresaron con su peso molecular, en las 6 porciones de N tetetz.o aislados y bajo nodrizaje 
determinadas. 

La siguiente descripción se enfoca solo a las más importantes con respecto a la 
orientación o a la porción del tallo de N tetetzo aislados y bajo nodrizaje: 

Las bandas correspondientes a pesos moleculares entre 156.37 y 8.00 KDa se 
localizaron en la porción sombreada tanto de N tetetzo aislados como bajo nodrizaje 
(ESQUEMA 2). Mientras que en los aislados solo las bandas con pesos correspondientes a 
100.29 y 28.83 se localizaron en la porción sombreada (ESQUEMA 2). 

Para los individuos bajo nodrizaje las bandas con pesos entre 195.53 y 79.96 se 
localizaron en la porción sombreada, las de 127.70, 110.99, 7.94 y 2.06 se localizaron en la 
porción iluminada de estos individuos, las demás bandas se localizaron en diferentes porciones 
tanto de los individuos aislado como bajo nodrizaje y no siguen un patrón (ESQUEMA 2). 
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Del mismo modo que en el gel de expresión de actividad peroxidasa en estos geles se 
observó que el número de bandas de proteínas expresadas para los individuos aislados fue 
menor que para los individuos bajo nodrizaje. 

7.7 ANALISIS DE SIMILITUD DE LAS ISOENZIMAS DE 
PEROXIDASA Y PROTEÍNAS EXPRESADAS. 

Posteriormente se realizó un análisis de presencia y ausencia de cada isoenzima 
expresada con actividad peroxidasa y de proteínas totales en las diferentes porciones del tallo 
tanto de N. tetetzo aislados y bajo nodrizaje, para determinar la relación de similitud que 
presentaba cada porción con respecto a otra y entre individuos aislados y bajo nodrizaje, 
obteniéndose el siguiente árbol de similitud, mediante el programa NTSYSpc 2.02i. 

0.22 

0 bo ,.\; o ~ o 
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---------- AAS 

'--------- -- AAL 

------------ AMS 

'------------- ABS 

----------- ABL 
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ESQUEMA 3. Árbol de similitud indicando las semejanzas existentes entre las diferentes 
porciones del tallo de individuos aislados y bajo nodrizaje y entre ambos individuos. Los 
valores representan el Índice de Similitud de J ackard (ISJ), Coeficiente de correlación r= O. 9 3. 

De acuerdo a la matriz de similitud se presentaron diferencias entre los individuos 
aislados y bajo nodrizaje, cada individuo se agrupó por porciones, presentándose menor 
similitud entre los individuos aislados y bajo nodrizaje y no se relacionaron porciones de los N. 
tetetzo aislados con los individuos bajo nodrizaje, reflejando el efecto de la radiación ya que los 
individuos aislados que recibieron mayor radiación, tuvieron valores de Km", menores y menor 
expresión isoenzimática que los individuo bajo nodrizaje estos últimos sometidos a 
condiciones más favorables por la protección proporcionada por P. laeviagcaa, como menor 
radiación por lo tanto mayores valores de Km'ff' y mayor expresión de peroxidasas, tal vez la 
cantidad de isoenzimas este determinada por las condiciones rnicroambientales, porque en los 
individuos aislados no se presentaron las condiciones adecuadas para que se expresaran rodas 
las isoenzirnas que se expresaron en los N. tetetzo bajo nodrizaje (ESQUEMA 3). 
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Al realizar una comparación entre individuos, se observó una menor similitud entre las 
diferentes porciones del tallo de individuos aislados con un ISJ-0.22 en comparación a los 
individuos bajo nodriz.aje, debido a la diferencia de radiación recibida en las diferentes 
porciones del tallo así como en orientaciones (TABLA 2 Y ESQUEMA 3). 

En los individuos aislados las porciones apicales (AA5 y A.;1,l) que recibieron un 24 % 
más de radiación con respecto a las porciones media y basal (fABLA 2), son !O-ás similares 
entre si con un 15J - 0.64 además de presentar mayor afinidad enzimática (GRAFlCA 1), en 
contraste las porciones medias y basales en base a la orientación, la ilwninada con un 151 - 0.60 
tuvo mayor similitud que la sombreada con un valor ¡5J - 0.57, esto fue debido a que la porción 
ilwninada recibió un 79 % de mayor de radiación que la sombreada (fABLA 2), marcando una 
considerable diferencia en radiación, expresada como una mayor similirud, cabe destacar que 
la porción iluminada tiene actividad enzimática (GRÁFICA 1, ESQUEMA 3). 

Por otra pane los individuos bajo nodrizaje presentaron una relación clara de 
agrupación y similitud por orientación; la unión entre las porciones apica1 y media con un 
¡5J -0.69 para la orientación iluminada, y un ISJ -0.70 para la sombreada. la radiación recibida 
por la planta, que para la porción ilwninada fue de un 81 % más que para la sombreada, 
teniendo en mente que la porción media presentó la mayor actividad enzimácica (GRÁFICA 
1). A diferencia de las anteriores las porciones basales sombreada e iluminada presentan la 
menor similitud con un ¡5J _0.65, estas recibieron un 36% más de radiación que las porciones 
medias y apicales (fABLA 2), aun cuando no hay diferencias en la actividad enzimácica entre 
orientaciones en los individuos bajo nodrizaje (GRAFICA 1, TABLA 5 APENDICE II b) el 
árbol de similitud indica que si se presentan diferencias (ESQUEMA 3). 
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8.0 DISCUSIÓN. ' Los individuos de N tetetzo aislados estuvieron sometidos a un mayor estrés lumínico 
registrándose mayores valores de radiación hasta en 55 % más en comparación a los N tetetzo 
bajo nodrizaje de P. /aevig.ita, debido a que los individuos aislados no cuentan con las ventajas 
rnicroclirnáticas proporcionada por la planta nodriza, y están expuestos a condiciones 
ambientales más extremas; corno temperaturas del suelo cercanas a los 40 ºC o mayores por lo 
que están sometidos a un mayor estrés (Chavéz 2000, Godínez-Álvarez y Valiente-Banuet, 
1998), en contraste los N. tetetzo bajo nodrizaje registran valores de radiación menores, 
confirmando lo reportado por Valiente-Banuet (1991a) (citado por Godínez-Álvarez y 
Valiente-Banuet, 1998) y Cruz et al., (1997) la radiación electromagnética que reciben los N. 
tetetzo bajo nodrizaje baja hasta en un 94 % con respecto a los N. tetetzo que se desarrollan en 
espacios abiertos, así corno ventajas proporcionadas por la asociación: mayor retención en la 
humedad del suelo, rnicrositios sombreados, menor radiación solar directa, menor temperatura 
ambiental durante el día, menor evaporación, ternperaruras del suelo menores que en las áreas 
abiertas, mayor contenido de nutrientes (Godínez-Álvarez y Valiente-Banuet, 1998; Shreve, 
1931; Valiente-Banuet y Ezequiel, 1991; Nolasco eta!., 1997). 

Los valores de radiación obtenidos para esta cactácea en otras especies resultarían 
fotoinhibitorias, corno lo menciona Asada (1992) un valor de RFA de 500 µmol fotón rn·2s" 1 

produce fotoinhibición en diferentes plantas, mientras que para Cornic et al. (2000) 1080 µmol 
foton rn·2s·1 de RFA en plantas de ajo (Pisum satiwm) son suficientes para provocar 
fotoinhibición, pero Nobel y Hartsock (1983) indican que las plantas de zonas áridas corno 
Opuntia ficus-indica necesitan sobrepasar los 1150 mol fotón rn·2s·1 por más de 6 horas para que 
una cactácea sufra fotoinhibición, también hay que tornar en cuenta que las plantas cuentan 
con diversos sistemas antioxidantes corno: el sistema enzimático antioxidante y el disipador de 
energía (ciclo de las xantofilas) (Dernrning-Addams y Adarns III, 1992), el primero de ellos es 
irnponante, ya que de acuerdo a los resultados obtenidos en plantas aisladas se presentó un 
aumento en la actividad cinética de peroxidasas y en las porciones más sometidas a estrés 
lumínico (apicales e iluminadas) traducida en una mayor afinidad enzimática, por la formaci ón 
de radicales libres que se generan por esta alta radiación, a diferencia de los N. tetetz.o asociados 
en los que no hay diferencias en orientación, solo en porciones medias donde se localiza la 
menor Km nrr• no se observa claramente la mayor actividad por el efecto de sombra producida 
por la nodriza. 

Una evidencia de que los sistemas fotoprotectores están más activos en los organismos 
aislados sometidos a mayor radiación, se presenta en el trabajo realizado por Ordoñez 2002, 
que repona en N. tetetzo aislados en la orientación iluminada, más desarrollado el ciclo de las 
xantofilas que en los N. tetetzo bajo nodrizaje, y es en estos últimos donde se presenta la 
condición opuesta, esto es que la orientación sombreada tiene el ciclo de las xantofilas menos 
desarrollado, esto es que un aumento de la RFA promoverá un incremento en los pigmentos 
del sistema disipador de energía en las plantas (sucede lo contrario en los porciones sometidas 
a una menor RFA donde este sistema se encuentra activo de manera parcial), con estos 
sistemas la planta es capaz de mantener su capacidad fotosintética elevada y por lo tanto 
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el flujo de electrones para que el sistema fotosimético no llegue a un estrés oxidativo (Loggini 
el al 1999, Miller el aJo 2000), apoyando la teona de un sistema fotoprotector eficiente en N. 
reteOt:J ais1ados. Otra evidencia de que los sistemas fotoprotectores están más desarrollados lo 
menciona Sueb el al. (1997) los cuales analizando los pigmentos relacionados con el ciclo de las 
xantof¡Jas y el enzimático detoxificador en especies de zonas áridas en R~ raetam y A tri¡iex 
halimJ/S silvestres y domesticados sugieren que los organismos silvestres de Raetm7a rlli.W1n 

presentan una mayor concentración de pigmentos del ciclo de las xantofilas y actividad de las 
enzimas SOD y guaiacol peroxidasa que en la planta domesticada, mientras que en A lriplex 
hali»lIls silvestres la actividad de la SOD, APX y guaiacol es tres veces más alta y la 
concemra.ción de pigmentos no cambia en relación a los domesticadas. 

Además la fotolnhibición se desarrolla solo si la planta se eXlxme a altoS niveles de luz, 
superiores a los que están sometidas durante su desarrollo y también se presenta en las hojas 
cuando se exponen a un estrés adicional, como un aumento o disnúnución de la temperatura 
y/o deficiencia de agua (estrés hídrico), localizado marcadamente en plantas de zonas áridas . 
Este estrés adicional disminuye la utilización de energía para la asimilación de carbono 
fotosintético, generando un aumento en la formación de radicales libres (Loggi.ni el al 1 cm), en 
N. t.etetzo los sistemas fotoprotectores están muy desarrollados así que la adaptación de esta 
planta a su ambiente es mayor y por eso, está libre de la fotolnhibición o tolera una irradiación 
mayor. 

Las porciones AAL, AML, ABL. NA!.., NML. NBL presentan valores de radiación 
mayores a los presentados en otros trabajos como fotolnhibitorios mientras que las porciones 
AAS, AMS, ABS, NAS, NMS, NBS presentan valores por debajo de este rango por lo que es 
posible que las porciones con mayor radiación de ambos N. teterUJ estén sometidas a un mayor 
estrés que la que están expuestas a menor radiación, tal vez estos altoS valores de radiación 
para las pociones más expuestas, podrían incrementar el nivel de radicales libres, promoviendo 
con esto el aumento en la actividad de las enzimas de detoxificación peroxidasas en estas 
porciones de la planta, antes de que se presente un daño en ]05 organelos celulares (Asada, 
1992) o bien impidiendo la actividad de peroxidasas que participan en Q[ros eventos celulares 
como división o crecimiento. 

Aparte de las diferencias en los niveles de radiación parJ cada porción analizada ROj.lS­
Ar&:higa el al. (1997) menciona que los organismos de N. tL1etZú tienen diferen( i.l ~ en 
temperatura por aniba de 10 o e entre en el ápice y en la base. esta es mayor en \a base, \0 cual 
también puede ser que este repercutiendo en el componamiento de la actividad y expresión de 
las iosenzimas de peroxidasa. 

En el caso de N. teterzI) la radiación afecta tanto la aeti\idad como la expresión de las 
isoenumas peroxidasas en las diferentes porciones y orientaciones del tallo de la pl.ullJ, 1.'11 

otras especies como Escrntria dmtilla de la misma manera, se habla de un efecto de la radiación 
sobre la actividad fOlOsintética, ya que se presentan diferencias en la acidez titulable entre L\ 
porción joven (apica!) y la porción vieja (basal) siendo mayor la incidencia de luz}' actividad 
fotosintética en las apicales, en cuanto a orientación la porción sur (Iluminada) recibe Jl1lyor 
radiación y valores mayores de actividad fotosintética (Mandujano, 2002), lo mismo puede 
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estar pasando en N. /etetZJ), esto es una mayor actividad fotosmtética por lo tanto un aumento 
en la generación de radicales libres producto de este aumemo en la actividad fotosintética, ya 
que se obtuvo un mayor número de isoenzimas de peroxidasas expresadas, en las zonas 
sometidas a mayor radiación apical e iluminado de los indi,iduos aislados y de los individuos 
bajo nodrizaje, esto indica que existen diferencias en el metabolismo de las plantas en las 
diferemes porciones de! lallo. 

La diferencias que se localizan en el individuo aislado ~ lo largo del tallo indica que los 
factores de radiación a la que están sometidas, como disminución de humedad y nutrientes por 
la falta de cobenura dada por una planta nodriza como P. ~ están afectando a este 
organismo en su expresión, ya que se presentó menor expresión de isoperoxidasas en algunas 
porciones del tallo de la planta, pero mayor expresión en 1015 zonas más expuestas a mayor 
radiación y con mayor intensidad como en la isoenzima .\8, tal vez esta es la isoenzima 
implicada en el proceso de fotoprotección, mientras que las "emajas que le confiere la nodriza 
al individuo bajo nodrizaje permiten que la expresión diferencial de isoenzimas a lo largo del 
tallo de la planta sean similares. 

Se obtuvieron en general 11 isoenzimas de dos clases de peroxidasas: 3 catiónicas 
(Cl,C2,C4 ) y 8 aniónicas (AS, A6, Al, AS, A9, AIO, A11, .\12), algunas presentan diferente 
intensidad en cada porción de las plantas aisladas y bajo nodrizaje, otros autores han reportado 
diferente número de isoenzimas expresadas para diversas especies como; Lagrimini y Rornstein 
(1987) (citado por Hiraga el al. 2(01) quienes encontraron 35 y 12 isoenzimas en extractos 
crudos de arroz y tabaco, Evans y Aldridge (1965) (ciudo por Padiglia et al. 1995) reportaron 6 
y posterionnente 12 isoenzimas en botones de tomate, mientras que Padiglia el al (1995) 
encontraron 1 isofonna en GpD1li::r tanto para el gel de actividad como para el gel 
desnaruralizante, Baier et. al (1993) localizaron en extractos crudos de álamo 8 isoenzimas, Lee 
y Kim (1994) localizaron en raíces de r.ibano coreano (RariXU1US satiws L) 2 isoenzimas de 
peroxidasa caciónica (CI y C3) y 4 aniónicas (A l, Al, A3n. A3), Gubler y Ashford (1983) 
(ciudo por aarkson el al. 1992) con buffer básicos encontraron 5 catiónicas en cebada, esto se 
debe a que cada planta responde de manera diferente ante un suceso determinado, no todas las 
plantas expresan la misma cantidad de isoenzlmas de peroxid.tsa. 

Existen tres maneras por las cuales pueden ocurrir cambios en la población de 
isofonnas de peroxicbsa de una especie analizada las cuales son mutuamente exclusivas: 1) 
expresión diferencial de un multifamilia genética, 2) spliCl.ng diferencial de RNAm recién 
formados, que genera secuencias codificantes que dirigen la síntesis de las diferentes 
isoenzimas, 3) que ocurra un procesamiento traduccion.u de las preproteinas como 
fosforilación , glicosilación, generación de diferentes estados de oxidación, eliminación de 
residuos tenninales o diferentes estados confonnacionales de 1J. proteína. (Edwards, et al. 1994, 
van Huystee, 1987, Decedue et al. 1984) como OCUITe en este estudio u otros. 

AntelÍonnente se ha reportado que las peroxidasas ~ expresan diferencialmente ame 
una condición detenninada, tal es el caso de las isoenzimas C4, AS, AIO, AI I Y A12 ya que 
estas se expresan en las ronas donde la radiación es mayor tamo N. reret'ZJ) aislados como en N. 
terf12:X) bajo nodrizaje, por ejemplo Lagrimini y Rosthstein 19S7 (citado por Hiraga et al., 
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2001) reportan diferencias en la respuest'a ante el estrés y la especificidad del órgano de las 12 
diferentes isoenzimas del tabaco, el patrón de expresión cambia de acuerdo a su distribución 
en el órgano analizado, para corteza se expresan 4 isoenzimas, en hojas 5 isoenzimas mientras 
que en raíz y callos de expresan 8 isoenzimas del mismo modo que en este trabajo, para 
tetet.zos las panes más expuestas a! estrés expresan un mayor número de isoperoxidasas, 
también en especies de nabo y tabaco se menciona que la expresión diferencia! de 
isoperoxidasas puede ser inducida por la luz (van Huystee y Caims, 1982, ehurch y Galston, 
1988). Puede ser que estas enzimas que se inducen en las porciones con mayor radiación estén 
protegidas por proteínas del tipo de chaperoninas que las protegen de la degradación por la 
luz, temperatura o proteasas y es por eso que soportan estos factores adversos (Miemik, 1999). 

Todas las especies de plantas poseen un juego común de peroxidasas con características 
similares entre especies que se expresan constitutivamente (Hiraga el al, 2001) como las 
localizadas en N. tem71J aislados y bajo nodrizaje, las cuales son el, Cl, Al Y A8 que se 
expresan a lo largo de toda la porción del tallo analizado. 

Algunas isoperoxidasas presentes en N. tetet21J bajo nodrizaje desapare<:en en N. teretzrJ 

aislados, esta supresión O falta de inducción algunos autores la atribuyen a diferentes factores 
del medio en las que se hayan presentes: una inadecuada condición para que la enzima 
funcione, desnaturalización por un aumento de temperatura o radiación (Adamska et. al., 1993), 
ó que no se active por la concentración de substrato presente (diferencias en Km haja el 
substrato, esto ocurre en algunas enzimas del sistema de detoxificación) (Y oshimura el aJ., 
200J), como en el caso de los individuos aislados. Miemik (1999) menciona que existen 
proteasas que degradan proteínas implicadas en el estrés oxidativo. 

Además los factores que afectan la expresión y actividad de un grupo particular de 
enzimas protectoras contra el estrés oxidativo dependen del organismo, la naturaleza del 
cambio oxidativo, el tejido analizado, la hora del día. (Halliwell y Guneridge, 1995), esta 
desaparición se ha reportado por autores como Golberg eL al (1986) quienes analizando tfeS 
porciones de frijol mungo apical media y basal de extractos solubles localizaron 4 isoenzimas 
de peroxidasa en la porción apical, mientras que en la basal y media se presentan 6 isoenzimas, 
desapareciendo 2 isoenzimas en la primera porción, y Mangolin el al (1997) quienes observaron 
supresión de isoenzimas en callos de Cenm permianus. 

Es importante destacar que las enzimas de peroxidasa analizadas en este trabajo a 
diferencia de otras enzimas necesitan menor concentración de H¡OI ya que su Km." pcreste 
substrato disminuyó, mientras que en otras la Km" para HIOles del rango entre 7-2500 ~ en 
N tetetzIJ es de 0.66 ¡JM (Zapata el al., 1998, MUjer el al., 1983, Miller et al. 2COO, Lee y Kim, 
1994, Dean el al, 1994, Ta!war ft al, 985, Mider y Zalinskas, 1991), se menciona que las 
peroxidasas del citoplasma necesitan la adición de H¡OI e.:ógeno para tener actividad ya que 
son dependientes de esta adici6n, lo han reportado autores como ezaninski, el al. (1993) en el 
álamo, otros autores han utilizado este criterio para saber si es exactamenle una peroxidasa la 
implicada en el proceso como Bernards el al (1999). 
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En el caso de este trabajo solo se tomaron las peroxidasas solubles por lo cual 
disminuye la probabilidad de que peroxidasas implicadas en procesos de ligrúficación asociadas 
a la pared como las covalentes e ionicamente unidas sean las que este involucradas (Rusi skael 
al. 1999). 

Por ensayos realizados en otros trabajos con N. tetetzo se comprobó que estas 
peroxidasas no están implicadas en la biosíntesis de ~ormonas por que en estos ensayos en 
geles de poliacrilamida no se obtuvieron actividad de Acido Indol Acético oxidasa. Además si 
estas plantas reciben niveles altos de radiación y el AlA es fotolábil. los niveles en las plantas 
podrían ser bajos por fotodestrucción, más que por oxidación eru.imática lo cual explicaría no 
encontrar actividad de esta enzima. (Gaspar 11 al. 1982). 

De las proteínas localizadas de peso molecular entre el rango de 6 a 21 KDa algunas 
podrian corresponder a las glutatión peroxidasas, las de 28 a 63 KDa a las ascorbato 
peroxidasas o peroxidasas no especifica, las de 79 a 110 KDa a las glutatión peroxidasas, y las 
de 143 a 195 KDa a las catalasas (fABLA 3, APENDICE II a). 

En los individuos aislados y bajo nodrizaje, se expresaron bandas con pesos 
moleculares muy bajos entre 2 a 8 KDa, estas banclas quizá correspondan a proteínas de 
choque térmico (heat shock) (TABLA 3,APENDlCE 11 a). 

El hecho de que se registren diferentes tipos de peroxidasas posiblemente la APx, 
glutatión peroxidasa, POX y CA T implica que existe una acción cooperativa entre ellas 
requeridas para la fotoprotección ya que estas enzimas están ligadas por el sistema enzimácico 
degraclador de radicales libres (HaIliwell y Guueridge, 1995, Bowler el al. 1992), la APX se 
localiza porque generalmente se encuentra en fonna soluble (Asada 1992), la CAT porque que 
existe una diferencia en los requerimientos de substrato por parte de la CATy la APX (Nito el 

al. 2001), Puede ser que solo exista poco H:Ül en el citoplasma que escape de la eliminación 
por el ciclo de las xantofilas, o que este no pueda eliminar todas las especies reactivas de 
oxígeno, también que la catalasa sea sensible a la luz y sufra inactivación y posteriormente 
degradación, por lo que enzimas como la APX tengan que entrnn en el proceso para eliminar el 
HPl> Y como la glutación esta unida por el ciclo del ascorbato+glutatión va a entrar en el 
proceso cy oshimura et al, 2000). 

Diversos autores indican cambios en la distribución intracelular de las isoenzimas y la 
sensibilidad diferencial ante la fotooxidación es mucho más importante que el aumento en la 
actividad enzirnática total, también indican que cambios en los diferentes tipos de isoenzllnas 
son más importantes ante el estrés que una inducción de los genes o un neto aumento en la 
síntesis de proteínas (Edwards et al., 1994). Y que las condiciones de estrés resulran en la 
producción de isoformas con diferente afinidad por el substrato (Foyer etal., 1994). 

En la mauiz de similirud de N. tetet2iJ existen diferencias entre las orientaciones 
porciones e individuos, hay una mayor similirud por orientaciones y en algunos casos por 
porciones, lo que indica que la radiación sí esla afectando a estas cactáceas, las apica\es del 
individuo aislado 
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y las medias del individuo bajo nodrizaje son más simihlIes, lo que de alguna manera refleja las 
diferentes condiciones de radiación que recibe cada organismo, que a su vez afecta la actividad 
aparente de la enzima peroxidasa y su expresión como posible sistema fOloprOtector, 
investigadores como Hsiao y Lee (1999) atribuyen estas diferencias a la onemación, a la 
selección en la diversificación que presentan las plantas a su medio ya que los individuos se 
agrupan dependiendo de las condiciones de luz o sombra en las que se desarrollan como lo que 
sucede con caña (Yu~ niitakapnmsis) 

De acuerdo a diversos autores las plantas han desarroUado un sistema altamente 
resistente por la variabilidad genética y la alta adaptación que tienen las plantas a su ambiente 
(especies tolerantes) (Loggini el al. 1999), lo que para algunas plantas resulta inhibitorio 
(especies no tolerantes) para otras no lo es, y sobre todo para especies de zonas áridas el nivel 
de esués aumenta y no es comparable a especies de zonas con factores ambientales menos 
estresantes, hablando de plantas del desieno se necesita mayor temperarura y radiación para 
sufrir un trastorno como los valores de estrés térmico para Ag.nedeserri y Opuntia fiC/6-jneb que 
están en el rango de bl OC que en otras especies esto sería la muene.(Cheni y NobeI1987). Se 
habla también de una aclimatación gradualist.a para eviur el estrés promoviendo una más alta 
est.abilidad de estas plantas ante condiciones adversas (Oliver, eral. 2000) 

Las diferencias en la resistencia de las plantas ante el estrés se pueden relacionar a 
modificaciones en el nivel consurutivo de enzimas antioxidantes y antioxidantes no 
enzimáticos, estos dependen de la edad de la plant.a, la especie, o debido a modificaciones en la 
expresión genética. Las plantas están muy bien adaptad.as para minimizar el daño oxidativo las 
cuales se encuentran bajo muy extremas condiciones o sobre imposición de la combinación del 
estrés. La adapt.ación al estrés fotooxidativo es mulcifactorial, involucra la regulación de la 
síntesis y reparación de protein.as y un aumento en la protección antÍoxidativa (Foyer el al 
1994). 

Se obsenró a través de este análisis de expresión y actividad que la rJdiación esta 
afectando tanto la expresión como la .actividad de peroxidasas ya que en los organismos 
aislados, que son los que presentan las condiciones microambientales más eX1:remas son los 
que tienen mayor afmidad enzimática, una mayor expresión en porciones ron mayor radiación 
(apicales e iluminadas), pero menor expresión en general y la posible prescnciJ. de enzimas 
implicadas en procesos de degradación de radicales y que en N. tctct?.1J .Úslados el factor 
radiación afecta más la expresión de peroxid.as.as mientras que en N. lI.:tet?O bJ¡o nodrizaje la 
afinidad enzimática es menor, tienen una expresión constante de isocnzimas por causas 
microambientales más benévolas y la expresión de isoenzimas no es afectad,¡ por la radiación 
como en el caso de los individuos aislados. Aun así no se descJna la infl uencia de otros 
factores como temperatura ambiental y del suelo, contenido hídrico y hume(l,¡d_ 
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9.0 CONCLUSIONES. 

~:: La radiación recibida por los individuos de N. tetetzo aislados fue mayor que la 
recibida por los N. tetetz.o bajo nodrizaje. En las plantas de N. tetel20 aislados la 
porción apical y orientación iluminada tienen mayor radiación, en contraste en los 
individuos de N. tetetzo bajo nodrizaje la mayores valores de radiación se presentan 
en la porción basal y orientación iluminada. 

~:: La actividad aparente de las isoenzimas peroxidasas es significativamente mayor en 
individuos aislados que en los asociados. 

~:: La mayor actividad aparente se presentó en las porciones; apical de individuos 
aislados, y en la porción media de individuos bajo nodrizaje, estas porciones reciben 
mayor radiación. 

~:: Los individuos de Neobuxlxwnia tetetzo expresan 11 1soenZlffias con actividad 
peroxidasa. 

... . ,. 

... 
«· 

... . ,. 

... ... 

... ... 

Las isoenzimas AlO y A12 solo se expresan en individuos aislados con mayores 
niveles de radiación y actividad aparente y las isoenzimas C4 y A9 exclusivamente 
en individuos bajo nodrizaje con valores menores de radiación y actividad aparente. 

Las isoenzimas Cl, C2, Al y A8 son constitutivas y se presentan tanto en 
individuos aislados como en individuos bajo nodrizaje, mientras que las isoenzimas 
C4, AS, AlO, Al 1 y A12 se expresan en las porciones expuestas a mayor radiación. 

Las porciones apicales y orientaciones iluminadas expuestas a mayor radiación 
expresan mayor número de isoenzimas tanto en individuos aislados como en 
individuos bajo nodrizaje. 

Las isoenz.imas A7, AS, y A9 se expresan con mayur int ensid ad en las porcion-es 
sometidas a mayor radiación de N. tetetzo aislados y bajo nodrizaje. 

Se observa un patrón protéico diferencial entre los individuos aislados y bajo 
nodrizaje 

De acuerdo a la matriz. de similitud existen diferencias entre los individuos aislados 
y los organismos bajo nodrizaje con un ISJ =0.25 . Las porciones más expuestas a la 
radiación presentan mayor similitud. 
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APÉNDICE. 

AUTORES SUPERF AMILIA CLASE PESO MOLECULAR 
(KDA) 

Hiraga et al. 2001 Peroxidasas Animales Glutarion Peroxidasa 6-22 
(Ec. 1.11.1.9) 75-112 

Catalasas Catalasa 140-153 
(Ec. 1.11.1.6) 

Peroxidasas Plantas I Catalasa (Ec. 1.11.1.6) 150-240 
Ascorbato Peroxidasa 
(Ec. 1.11.1.11) 30-58 

Peroxidasas Plantas II Peroxidasa 28-60 
(Ec.1.11.17.POX) 

Nito et al. 2001 Catalasa 250 
Ascorbato Peroxidasa 3 1 
Peroxidasa de raíz de 40 
rábano 
Catalasa 25.50 

Dean et al. 1994 Peroxidasa an1oruca de 42 
arce 

Lee y K.im 1994 Peroxidasas de raíz de 
rábano coreano 
Cl 45 
C3 44 
A l 43 
A2 43 
A3n 31 
A3 50 

Gijz.en et al. 1993 Peroxidasas 30-60 
Mujer et al. 1983 peroxidasas de 

endospermo de coco 
PxS 196 
subunidad de pxS 55 
px3 363 
px4 46.8 

Deceduc, et al. 1984 peroxidasas (AIA 
oxidasas) de papa 105 
AS 94 
C3 GS. 5 
C4, CS 48 .5 
C6 

Rodriguez )' van Peroxidasa catiónica de 
Huysree, 1994 cacahuate (cPRX) .¡Q 

Halliwell )' Guneridge, ProteÍnas de choque IS- 42 
1995 ténnico pequeñas (small 

heat shock) 
Bernards et al. 1999 Peroxidasa anióruca de 45.8 

papa 

TABLA 3. Muestra el peso molecular de diferentes peroxidasas reportadas. 
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ANALISIS ESTADISTICOS. 
Resultados del analisis estadistico realizado para comprobar las diferencias de KmªPP eme 
organismos de N. tetetzo aislados y bajo nodrizaje; así como entre orientaciones (iluminado 
y sombreado), y porciones del tallo de las plantas (apical media y basal), con un valor de 
P<0.05 

ORIGEN DE LAS VARIACIONES AISLADO NODRIZA JE 
PROMEDIO 71.51 132.54 

Aislado 1 0.042 
Bajo nodrizaje 0.042 1 

TABLA 4. Muestra los resultados de la prueba de Tukey para comparar diferencias entre 
individuos. 

ORIGEN DELAS SUMA DE GRADOS PROMEDIO DE VALOR Pao.os-0.005 
VARIAOONES CUADRADOS DE L\SUMADE DEF 

LIBERTAD CUADRADOS 

Individuos 22348.57 12 1346.15 16.60 0.0015 

Orientaciones 216.90 12 1346.15 0.16 0.69 

Porciones del tallo 17794.56 12 1346.15 13.21 0.0009 

Individuos y 297.58 12 1346.15 0.22 0.64 
Orientaciones 
Individuos y 5449.47 12 1346. 15 4.04 0.04 
Porciones 
Oriemacion y Porcion 19855.17 . 12 1346.15 14 .74 0.0005 
del tallo 
Individuos, 1762.52 12 1346.15 1.30 0.30 
Orientaciones y 
Porciones del tallo 

TABLA 5. Muestra los resultados de la ANOVA multifactorial para la comparación de 
Kmapp entre los diferentes factores analizados en este estudio: porciones, orientación del 
tallo de Neobuxbaumia tetetzo aislados y bajo nodrizaje, así como entre individuos. 
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ORlGEN DE LAS AAL AML ABL AAS AMS ABS NAL NML NBL NAS NMS NBS 
V ARlACIONES 

PROMEDIO 57.86 76.80 60.28 22.7 1 57.53 153.86 165.29 103.1 1 130.56 84.0 1 33.50 278.57 

AAL 1 0.99 1 0.96 1 036 0.24 0.97 0.69 0.99 0.99 0.0022 

AML 1 0.99 0.92 0.99 0.63 0.46 0.99 0.92 1 0.98 0.0046 

ABL 1 0.99 1 0.39 0.26 0.98 0.73 0.99 0.99 0.0024 

AAS 1 0.99 0.92 O.OS 0.57 0.23 0.85 0.99 0.00067 

AMS 1 0.35 0.23 0.97 0.69 0.99 0.99 0.002 1 

Af\S 1 0.99 0.94 0.99 0.71 0. 14 0. 12 

NAL 1 0.8·1 0.99 0.56 0.09 0. 19 

NML 1 0.99 0.99 0.74 0.014 

NBL 1 0.96 0.34 0.045 

NAS 1 0.94 0.0062 

NMS 1 0.0009 

NBS 1 

TABLA 6. Muestra los resultados de la Prueba de Tukey para la comparación entre los diferentes factores analizados en este 
estudio: porciónes, orientación del tallo de Neobuxbaumia tetetz.o aislados y bajo nodriza.je, así como entre individuos. 
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Resultados del analisis estadístico de varianza (ANOVA) realizado para comprobar las 
diferencias de Vmax entre organismos de N. tetetzo aislados y bajo nodrizaje; así como 
entre orientaciones (iluminado y sombreado), y porciones del tallo de las plantas (apical 
media y basal). 

ORIGEN DE LAS SUMA DE GRADOS PROMEDIO \ .ALOR Pao.os =0.005 
VARIAOONES OJADRADOS DE DELA SUMA DEF 

LIBERTAD DE 
CUADRADOS 

Individuos 3.7525 12 14.7811 0.2538 0.62 

Orientaciones 0.0852 12 14.7811 0.0057 0.94 

Porciones del tallo 31.0826 12 14.7811 2.1028 0.16 

Individuos y 0.2340 12 14.7811 0.0158 0.90 
Orientaciones 
Porciones en los 10.3766 12 14.7811 0.7020 O.SI 
individuos 
Orientacion y 20.3385 12 14.7811 1.3759 0.28 
Porción del tallo 
Individuos, 0.9954 12 14.7811 0.0673 0.93 
Orientaciones y 
Porciones del tallo 

TABLA 7. Muestra los resultados de la ANOVA multifactorial para la comparación de 
Vmax entre los diferentes factores analizados en este estudio: porciónes, orientación del 
tallo de Nrobuxbawnia tetet'zo aislados y bajo nodrizaje, así como entre individuos. 
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