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RESUMEN 

Durante su ciclo de vida desde Ja semilla hasta su madurez. las plantas son utilizadas como 

alimento o refugio por diversos microorganismos parásitos. insectos y otros invertebrados. 

En respuesta a la herbivoría las plantas han desarrollado un sistema defensivo basado tanto 

en la erección de barreras estructurales como la síntesis de proteínas y metabolitos 

defensivos. Estas defensas que pueden tener un efecto directo en el desarrollo. crecimiento. 

vitalidad y longevidad del organismo agresor. o intervenir en la activación de otras 

respuestas que activan una intrincada red de señalización. la cual puede manifestarse como 

cambios en los niveles de expresión génica o como aumentos en la resistencia a futuros 

ataques. La resistencia inducida contra herbívoros muestra especificidad en ténninos de los 

agentes inductores y los organismos que son afectados por dichas respuestas. 

Uno de los mecanismos de defensa que las plantas emplean contra insectos herbívoros 

involucra la rápida acumulación de proteínas que de alguna manera previenen o reducen el 

daño causado por futuros ataques. Las proteínas de defensa exhiben patrones de expresión 

altamente regulados. Éstas incluyen a las proteínas relacionadas con Ja patogénesis. 

enzimas involucradas en la síntesis de alcaloides y fitoa!exinas. inhibidores de proteasas. 

enzimas oxidativas como: fenoloxidasas. polifenoloxidasas. peroxidasas y lipoxigenasas y 

péptidos antimicrobianos como las defensinas y tioninas. 

La información que se tiene sobre Physaiis philadelphica Lam. referente a los mecanismos 

de defensa presentes en dicha planta son limitados. por tal motivo. en un primer esfuerzo 

para caracterizar las defensas endógenas del tomate de cáscara se plantea analizar los 

niveles constitutivos e inducibles de diversas proteínas relacionadas con defensa. Para ello. 

evaluamos la inducción de inhibidores de proteasas. polifeno!oxidasas y peroxidasas en 

respuesta a herbivoría por insectos. a daño mecánico y en respuesta a tratamientos 

exógenos con distintos evocadores bióticos relacionados con defensa. Los resultados 

presentados indican que los patrones de inducción de las proteínas de defensa son similares 

en los tratamientos de AJ. herbivoría (Manduca sexta) y daño mecánico. En contraste. la 

interacción con Trialeurodes vaporariorum presenta niveles similares a las plantas control. 

Estos datos corresponden con el modelo de señalización planteado para otras solanáceas. 

IV 



l. ANTECEDENTES 

1.1 Defensa en plantas 

Las plantas e insectos han coexistido desde hace aproximadamente unos 350 millones de 

años y durante este tiempo han desarrollado una serie de interacciones que van desde el 

mutuo beneficio. como: la polinización. la dispersión de semillas y micorrizas. entre otras 

hasta las parásitas o dañinas: sin embargo. la interacción más frecuente es la depredación de 

las plantas por los insectos o herbivoría. Las plantas en respuesta a este estrés. han 

desarrollado complejos mecanismos de defensa que le permiten contrarrestar los efectos 

negativos y sobrevivir. Entre estas defensas. se incluyen la síntesis de compuestos 

orgánicos y proteínas que pueden llegar a causar un efecto directo sobre !a biología de los 

insectos. al afectar procesos de asimilación de nutrimentos. desarrollo o fertilidad (Walling, 

2000: Gatehouse. 2002). En conjunto, estas respuestas pueden manifestarse en un 

incremento en los niveles de expresión génica, la activación en la síntesis de compuestos 

químicos y/o en el aumento en la resistencia a futuros ataques (Karban y Baldv.1in. 1997). 

La demanda de energía en la planta para la inducción de las defensas aumenta. lo que 

conlleva a una reasignación de los mismos. por ende los mecanismos de defensa son 

costosos. La planta. entonces tiene que encontrar el balance para asegurar su sobrevivencia 

inmediata y contra ataques posteriores sin sacrificar su vitalidad. longevidad y reproducción 

(Walling_ 2000). 

Los mecanismos de defensa en plantas se pueden clasificar en: a) constitutivos. cuando 

dicha característica es expresada de manera invariable durante el desarrollo de la planta: y· 

b) inducibles. cuando se activan solo en respuesta a !a presencia de un organismo invasor. 

Las defensas inducibles requieren de un siste1na de detección. el cual pennita el 

reconocimiento del daño o agresor, que a su vez active un sistema de transducción de 

señales y una respuesta metabólica regulada a nivel transcripcional (Lamb et al .. 1989). 

Algunas respuestas defensivas de las plantas son muy rápidas. presentándose su activación 

en segundos o minutos después del estímulo (respuestas tempranas). mientras que otras se 

inducen más lentamente. horas o días después del daño (respuestas tardías) y regulannente 
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éstas últimas pueden permanecer activas durante varios días (Bald\vin et af .. 2001). El 

reconocimiento del herbívoro ocasiona de manera rápida eventos tempranos como la 

apertura de canales iónicos. cambios en la concentración de ca!cio citosólico. alteración del 

potencial de membrana (despolarización o hiperpolarización). producción de especies 

reactivas de oxígeno y fosforilación de proteínas. Como consecuencia de dichos procesos. 

ocurre la síntesis de ácido salicílico (AS). ácido jasmónico (AJ). peróxido de hidrógeno 

(H 20 2) y/u otros compuestos de señalización necesarios para la inducción de las respuestas 

locales y/o sistémicas en la planta (Hammond-Kosack y Janes. 1996). 

La resistencia inducida contra herbívoros muestra especificidad a los agentes inductores y 

organismos que son afectados por dichas respuestas (Walling. 2000). Las plantas utilizan 

rutas de transducción de señales para inducir respuestas defensivas específicas. Los factores 

esenciales de una ruta de transducción comprenden un receptor (elemento de 

reconocimiento) capaz de detectar un estímulo, un segundo mensajero (elementos de 

transducción) como cascadas de calcio o fosforilación y elementos de respuesta (factores de 

transcripción). En las células completamente diferenciadas se requiere de una ruta de 

transducción que pueda responder de forma específica y rápida. incrementando o 

disminuyendo de manera selectiva la expresión de ciertos genes. Sin embargo. aun cuando 

la ruta de transducción posee elementos únicos para una respuesta en particular. esto no 

excluye la posibilidad de interacciones. comunicación entrecruzada. efectos inhibitorios o 

sinérgicos entre componentes de la ruta (Doares et al .. 1995: Graham y Graham. 1996: 

SchV>·eizer et al .. 1997: Rorneis et al .. 1999). 

1.2 Jasmonatos 

El ácido jasmónico (AJ) es una de las moléculas sefiales más importantes en la respuesta de 

defensa contra insectos herbívoros. Estructuralmente son ciclopentanonas sustituidas con 

dos cadenas laterales producidas a partir del ácido linolénico (18:3) y se encuentra en !a 

mayoría de las plantas superiores. Su presencia se ha relacionado con diversos procesos 

fisiológicos como son: maduración. senescencia. floración y respuesta defensiva asociada a 

daño mecánico. herbivoría y patógenos (Creclman y Mullet 1997). 
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1.2.1 Biosintesis de AJ 

La síntesis del AJ comienza con la liberación del ácido linolénico (18:3). a partir de los 

glicolípidos de las membranas cloroplásticas por acción de una lipasa. La síntesis se lleva a 

cabo a través de una serie de reacciones conocida con el nombre de la ruta de los ácidos 

octadecanoicos. El ácido linolénico es oxigenado por acción de !a enzima 13-lipoxigenasa. 

reacción de la cual resulta el ácido 13-hidroperoxilinolénico. el cual actúa como sustrato de 

las enzimas aleno oxido sintasa (AOS) y a!cno oxido ciclasa (AOC). para formar el ácido 

12-oxofitodienoico (OPDA). Este intermediario es transformado en r\J mediante una 

reducción en el anillo de ciclopentanonas y tres rondas de P-oxidación (Vick y 

Zimmennan. 1987). Posteriormente el AJ es metabolizado y transformado a sus derivados 

más comunes. La enzima carboxil metiltransferasa del AJ (JMT) conduce a la formación de 

una forma volátil. conocida como metil jasmonato (MJ). El MJ participa en la señalización 

sistémica debido a su capacidad de difundirse desde el sitio de síntesis. hasta las partes 

distantes de la planta. o bien mediante migración intercelular. posiblemente a través de 

tloema. Además el AJ puede conjugarse a diversos aminoácidos. tales como leucina (AJ

Leu). fenilalanina (AJ-Phe). valina (AJ-Val) e isoleucina (J\J-Jle). siendo este último el 

conjugado predominante. Además. se conoce que su síntesis es regulada positivamente por 

el ácido abscisico (ABA) (Herde el al .. 1996). etileno (ET) (O'Donnell el al .. 1996). H,O, 

(Orozco-Cardenas et al .. 2001 ). oligogalacturónidos (OGA) (Doares et al .. 1995). luz UV 

(Conconi et al .. 1996) y ácidos grasos conjugados a aminoácidos (FAC) (Turlings et al.. 

1995). mientras que negativamente es regulado por el ácido salicílico (AS )(Figura 1 ). 

J.2.2 Acumulación y distribución de AJ 

El AJ fue aislado por primera vez a partir del hongo Lasiodiplodia rheobromae: sin 

embargo. el interés comercial surgió a partir del aislamiento de su forma volátil. el metil 

jasmonato (MJ) del jazmín (Jasminum grandiflorum) (Crabalona. 1967: J\ldridge et al .. 

1971). No obstante. el papel que desempeña el AJ/MJ en defensa comenzó a estudiarse a 

principio de la década de los 90's. El AJ se ha identificado en 160 familias de diferentes 

plantas. que en su mayoría se agrupan entre las angiospermas (Sembdner y Parthier. 1993 ). 

cabe señalar que Jos niveles endógenos de AJ en planta, varían dependiendo del tejido. 

estado de desarrollo de la planta y en respuesta a estímulos ainbientales y se estima que se 
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encuentra presente en concentraciones <10 µM (Mason et al .. 1992). Las concentraciones 

más altas de AJ se han detectado en flores y tejido en desarrollo como: meristemos y yemas 

laterales, mientras que los niveles más bajos se han reportado en hojas maduras y raíces. El 

AJ puede traslocarse en la planta a través del Jloema. o bien. en fase de vapor. vía M.I. Si: 

ha determinado que los cambios en la expresión de genes son inducidos por AJ/MJ en 

concentraciones comprendidas entre los rangos nano y micro molar. En algunos casos. el 

incremento de AJ por efecto de daño es rápido. pero temporal. además se ha observado que 

el mantenimiento continuo de niveles altos no siempre es requerido para su actividad. por 

lo que la modulación de los niveles de AJ juega un papel importante en la regulación de la 

inducción controlada por esta señal. 

ABA. ET. !-1:0:- 00:\. h;z C\" 

Aad0 hr:oknic0 ¡_l S:.' ¡ 

Akno ox1d0 s1nta;;a (."-0~:1 f--AS 
.-\kno ox:do ciC:a;.a ,AOC'-

1 Acido 12-oxo5:oó~:10100 (OPDAl 

O?DA re-ductasa 

r~~~~~~~-T_''-'-º_º_'º,~,de-Porx1_&_00_0_•_·~~~~~-Aado .ia,,momco (AJ) ;....:e-:il _ia~mon::to i>:J ¡ Acié0 psrr.01:1co 1sokuana 
1AJ-:lt'1. \' 0:~0~ aa 

con.ru:::;ido~ 

JARl J'IT 

Figura l. Ruta biosíntetica del ácido jasmónico en plantas (ruta octadecanoica). 

J,2.3 Respuesta de defensa asociada a AJ 

La ruta octadecanoica que produce AJ como producto final. ha sido relacionada 

directamente con Ja resistencia a insectos herbívoros y daño mecánico. Los productos 

génicos asociados con la regulación o establecimiento de una respuesta defensiva incluyen 

la inducción de proteínas relacionadas con defensa.. como son: los inhibidores de proteasas 

(IPs), polifenoloxidasas (PPO) y peroxidasas (POD): enzimas que participan en la síntesis 
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de AJ: proteínas inactivadoras de ribosomas (RIP): enzimas involucradas en la producción 

de fitoalexinas y metabolitos secundarios: proteínas que refuerzan la pared celular y 

proteínas relacionadas con patogénesis (PRs) (Creelman y Mullet 1997)(Figura 2). 
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La respuesta defensiva dependiente de AJ que se ha estudiado con más detalle. es la 

inducción de IPs por daño y herbivoría en especies solanáceas. particularmente en jitomate 

(Ryan. 1990). En este modelo. se logra explicar la activación de esta respuesta que 

involucra la liberación de sistemina a nivel local, un polipéptido de 18 aminoácidos. 

obtenido a partir de un precursor llamado prosistemina. La recepción de sistemina en las 

células blanco causa la liberación del ácido linolénico de las membranas. induciendo Ja 

síntesis de AJ. activando la transcripción de los inhibidores de proteasas 1 y 2 (Pinl y 

Pin2). Aunque la sistemina es requerida para inducir la biosíntesis de AJ por daño o 

herbivoría. no es la señal móvil requerida a larga distancia para la activación sistémica de 

los !Ps. La sistemina debe actuar cerca del sitio de daño para incrementar los niveles de AJ 

requeridos para la producción de señales de transporte sistémicas. En este sentido. Ho\ve 

(2004) postuló que el AJ o un compuesto relacionado con la ruta del ácido octadecanoico es 

el que puede actuar como señal sistémica. 
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Se ha establecido que las respuestas mediadas por AS son inducidas principalmente en 

respuesta a patógenos biotróficos e insectos succionadores. mientras que las respuestas en 

las cuales se involucra la síntesis del Al están relacionadas con heridas y en respuesta a 

daño por insectos masticadores ( Wal!ing. 2000; Ho\ve. 2004: Thaler et al .. 201 O). 

Peña-Cortes et a!. ( 1993) sugirieron que la vía de señalización mediada por AS. bloquea la 

síntesis de AJ en el sitio de conversión del ácido 13-hidroperoxilinolénico a OPDA en 

plantas de jitomate. Stout et al. ( 1998) y Thaler et al. (2002a) demostraron que plantas de 

jitomate tratadas con BTH. un análogo sintético del AS. redujo la expresión de inhibidores 

de proteasas (IPs) y polifenoloxidasas (POD). originando por consecuencia un incremento 

en el daño causado por la larva Helicoverpa ::.ea y Spodoptera exigua. Sin embargo. la 

señalización por AS y la ruta octadecanoica es complementaria en algunas plantas. Lo que 

sugiere que la relación que existe entre la resistencia a insectos y la resistencia a patógenos 

depende de !a especie de planta. del insecto herbívoro y del patógeno involucrado (Felton y 

Korth. 2000). 

Tomando en cuenta la importancia del AJ en respuesta al daño causado por herbívoros y a 

los producidos por heridas. se han generado mutantes afectadas en la ruta de su biosíntesis. 

Entre las mutantes insensibles a Al cabe destacar jail. mutante generada en tomate que 

alberga una deleción en el gen homólogo de la coratina insensitiva 1 de Arabidopsis (Coi 1 ). 

la cual es requerida para la germinación de la semilla respuestas de defensa mediadas por 

AJ y el desarrollo de tricomas glandulares (Li et al .. 2004). Otra mutante producida en 

jitomate es la defl la cual esta bloqueada en la actividad enzimática de la conversión del 

ácido 13-hidroxiperoxilinolenico a OPDA. resultando en plantas que se encuentran 

incapacitadas para sintetizar AJ (Ho\ve et al.. 1996). Esto confirma que los productos 

generados por esta ruta metabólica son esenciales en la vía de señalización que regula la 

inducción de Pin2. los cuales a su vez desempeñan un papel importante en la protección de 

la planta contra insectos herbívoros (Bergey et al .. 1996 ). 

De manera general. los estímulos bióticos inducen un incremento en los niveles de AJ. 

mayores que aquellos presentes en la respuesta a daño mecánico. En plantas de papa. la 

regurgitación de la larva Afanduca sexta colocada sobre la herida producida 

mecánicamente. induce la acumulación de transcritos en niveles similares a los obtenidos 
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por herbivoría ( Korth y Dixon 1997). La respuesta diferencial al daño mecánico y al daño 

generado por herbivoría se ha asociado al reconocimiento de compuestos específicos 

presentes en las secreciones orales de ciertos insectos. La volicitina aislada a partir de las 

secreciones orales de larvas de Spodoptera exigua y una ~-glucosidasa aislada de larvas de 

Pieris brassicae. se han caracterizado como los compuestos responsables del incremento en 

la emisión de conjugados volátiles que favorecen la atracción de insectos depredadores en 

plantas sometidas a herbivoría (Mattiacci et af .. 1995: Albom et af .• 1997). 

1.3 Proteínas relacionadas con resistencia a insectos 

Uno de los mecanismos de defensa que las plantas emplean contra insectos herbívoros. es 

aquel que involucra la rápida acumulación de proteínas que de alguna manera previenen o 

reducen el daño causado por futuros ataques. Entre estas proteínas encontramos a los IPs. 

enzimas oxidativas. proteínas de pared celular y enzimas involucradas en la síntesis de 

fenilpropanoides. 

J.3.1 lnhibidores de proteasas 

Los inhibidores de protcasas (IPs) son proteínas con gran afinidad por enzimas 

proteolíticas. capaces de inhibir fuerte y específicamente su actividad enzimática. Se 

caracterizan por ser proteínas de bajo peso molecular y se han descrito principalmente en 

tejidos de almacenamiento como semillas o tubérculos: sin embargo. también han sido 

identificados en tejidos aéreos de la planta (De Leo et a! .. 2002). La acumulación de IPs 

puede ser inducible en repuesta al daño producido por herbívoros y patógenos (Ryan, 

1990). Se han propuesto que estos IPs. son reguladores de proteasas endógenas en plantas y 

constituyen una de las principales estrategias de defensa. como consecuencia de los efectos 

antinutritivos en los insectos al interferir con el proceso digestivo. Son particularmente 

efectivos en la inhibición de proteasas digestivas de insectos herbívoros y/o proteasas 

secretadas por microorganismos fitopatógenos. causando una reducción en la disponibilidad 
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y asimilación de aminoácidos necesarios para su crecimiento y desarrollo (LaV11Tence y 

KoundaL 2002). 

En 194 7. surgieron los primeros indicios del papel insecticida de los IPs de plantas. cuando 

Mickel y Standish observaron que !as larvas de ciertos insectos eran incapaces de 

desarrollarse normalmente en productos derivados de la soya. Más tarde. se determinó que 

los inhibidores de tripsina de soya mostraban toxicidad en larvas del escarabajo Triboíium 

confusum (Lipke et al .. 1954). Posterionnente se comprobó que los IPs estaban 

involucrados en la defensa de plantas. al estudiar su acumulación loca! y sistémica en tejido 

foliar de papa expuesta a daño por el escarabajo de la papa Leptinotarsa decemlineata 

(Green y Ryan. 1972). Desde entonces. se ha demostrado en muchos casos la actividad de 

!Ps en diferentes especies de insectos. tanto en ensayos in vitro. utilizando proteasas del 

tracto digestivo de estos organismos. como en ensayos in vivo con dietas artificiales o con 

plantas transgénicas que sobreexpresan IPs (Koiwa et al .. 1997: Habib y Fazili. 2007). Los 

genes codificantes para inhibidores de serín. cisteín y metalo proteasas de distintos 

orígenes, en plantas transgénicas se han expresado establemente. con resultados positivos 

en la protección contra insectos plaga (Gutiérrez-Campos et al .. 1999: Vishnudasan et al .. 

2005: Álvarez-Alfageme et al .. 2007: Quilis et al .. 2007). No obstante. la flexibilidad 

metabólica presente en los insectos. ha reducido la efectividad que la sobreexpresión 

pudiera tener en el control de insectos a largo plazo. 

Además de afectar a las proteasas del tracto digestivo de insectos. los IPs son activos frente 

a las proteasas de microorganismos fitopatógenos. Lo anterior se ha demostrado ya que !Ps 

aislados de plantas de cebada inhiben el crecimiento de Botrytis cinerea. Co!!etotrichum 

granlinico/a. y Piectosphaerel!a cucunierina. ya que regulan la actividad de enzimas 

endógenas (Valueva y Mosolov. 2004: Martíncz et al .. 2005a) y también han comprobado 

su efectividad frent.: a nematodos (Stepek et al .. 2007). virus (Gholizadeh et al .. 2005) y 

bacterias (Charity et al .. 2005). 
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1.3. J. l Clasificación de !os JPs 

La actividad de los IPs se basa en su capacidad de fonnar complejos estables con las 

proteínas blanco. bloqueando. alterando o previniendo el acceso del sustrato al sitio activo 

de la enzima. Debido a que las proteasas se clasifican en función de los aminoácidos o 

metales que poseen en su centro activo. tradicionalmente se clasificó a los !Ps como 

inhibidores de serín. cisteín. aspartiL metalo. glutámico y treonin proteasas (Koiv.ia et al.. 

1997: De Leo et al .. 2002: Rav. .. lings. 2008). Además. su nomenclatura se ha basado en su 

origen y actividad en principalmente: tripsina.. quimotripina y subtilisina. No obstante. 

recientemente debido a la presencia de !Ps bi y mu\tifuncionales. Ra\vlings et al. (2008) 

proponen la agrupación de estos en 68 familias y subfamilias de acuerdo a la homología en 

su secuencia de aminoácidos. la topología de sus puentes disulfuros y la localización del 

sitio reactivo. Cabe destacar que en esta agrupación solo 13 familias incluyen miembros de 

especies vegetales (Cuadro 1). 

El dominio inhibidor se define como el fragmento de la secuencia aminoacídica que 

contiene un sitio reactivo simple después de la eliminación de las partes no involucradas 

directamente en la actividad inhibitoria. Según esta definición podemos encontrar dos 

categorías de inhibidores: a) simples. con un único dominio inhibidor o b) inhibidores 

complejos. con múltiples dominios inhibidores. Dentro de la segunda categoría 

encontramos 11 familias con miembros que contienen entre 2 y 15 dominios inhibidores. 

Cuando los inhibidores contienen dominios pertenecientes a una única familia se 

denominan homotípicos y en contraste son heterotípicos cuando contienen dominios de 

diferentes familias (Trexler et al .. 2001 ). 
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Cuadro l. Clasificación de IPs de origen vegetal (Habib y FazilL 2007). 

Nombre 

común 

Kunitz 

(plantas) 

Kunilz 

(plantas) 

Cereal 

Calabaza 

Papa tipo I 

Mostaza 

C~·starin 

Kinino,::en 

Bowman-Birk 

Papa tipo 11 

Ejemplo 

lnhibidor de tripsina de soya 

Jnhibidor de subtilisma de cebada 

Jnhibidor de quimotripsma de frijol alado 

Jnhibidor de Kunitz cistcin peptidasa 

Jnhibidor de proteasa A 

lnhibidor de Kunitz subtilisina 

lnhibidor de catepsina D 

lnhibidor de tripsina 

lnhibidor de tripsma/a-amilasa 

fnhib1dor de tripsmalfactor X!la de cebada 

!nhibidor de tripsinal a-ami lasa de trigo 

lnhibidor de tripsinalfactor Xlla de maiz 

inhibidor de tripsina MCTl-1 

!nhibidor de tripsina MCT!-11 

lnhibidor de tripsina macrocic!ica de calabaza 

lnhibidor de tripsina CSTI-IV 

lnhibidor de qmmotripsina 1 

Jnhibidor de glutamil peptidasa II 

lnhibidor de sublilisina-quimotripsina Cl-1 A 

lnhib1dor de subtilisina-quimotripsina de trigo 

lnhibidor de tripsina de mosta?.a 

lnhibidor de tripsina-2 de mostaza 

lnhib1dor de tripsina 

Oncocistatina 

Orizacistatina 11 

Sarcoc1statma 

lnhibidor de tnpsina de planta unidad 1 B-B 

lnhibidor de tnpsina/quimotripsina B-B 

lnhibidor de tripsina ciclica de girasoles 

lnhibidor de proteasa 11 

lnhibidor de pcptidasa de papa 11 unidad 1 

lnhib1dor de peptidasa de wmate 1 l unidad l 

lnhibidor de peptidasa de tomate ll unidad 2 

Origen Pro teas as 

inhibidas 

(;/veme max T.Q 

Hordeum \'u/gare S. et-A 

P.1·ophonJrpus ll:"lragono/ohus et-O 

Salanum 111h1:ro.nm1 C 

Sag111arw .wg11i1folw 

('anal'a/w hn1:a1a 

Solanum luherm·um 

A''ª"'ª confusa 

/;fru.1·me niranma 

Hordeum n1/gari: 

Tr111cum aes/1rum 

lea mays 

fvfomord1ca charamw 

A411nwrd1ca c/wranrw 

Momord1ca codun,·h1nem·1.1· 

('u"'m11.1.1·am·a.1· 

Solanum luhero.,·11111 

A1omordKa ,·harm111a 

Hordeum rulgare 

Trillcum ae.1·1n·11m 

Sma¡n1· a/ha 

Hra.1·.1n·a h1rta 

Hrus.1·1Ca napus 

()nc/wcerl'U rof,·11/u.1· 

()ry::a .m111·a 

Sarcophagu peregrma 

(j~n·1m· max 

Ara,·h1.1· lnpo¡.:aea 

Helwnth11.1· annuu.1· 

Solam1m /11haosum 

Solanum 1uheros11m 

Solanum (l ¡·oper\'lcum 

Solam1m l.in,per.1·1cum 

T.Q 

s 
Cat-D. T 

T. a-Q 

U·A 

a-A. T 

a-A. T 

T de mamifero 

E de páncreas 

T 

T 

T 

T.Q 

s 
Q. s 
S. u-Q 

p 
~-T bovina. T, 

Q.u-Q 

e 
e 

T.Q 

T. Q 

T_ Cat-G, E. Q 

T.Q 

T.Q 

T.Q 

T.Q 

T=tnpsma, Q=qu1motnpsma, S=subti!1sma. C=c1stem. E=e!astma, Cat=catepsma. A=amilasa 
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Se1J2_inas (inh_lhidores de§erín protea§_@l 

La familia de las serpinas es la más numerosa y extensa dentro de los IPs. ya que se han 

identificado miembros de esta familia en casi todos Jos organismos_ incluyendo virus. 

bacterias. plantas y animales (Rav·,1lings et al.. 2008). Estas proteínas son en su mayoría 

inhibidores irreversibles de serín proteasas de la familia de la quimotripsina pero existe una 

minoría que inhibe otro tipo de serín proteasa e incluso algunas también son capaces de 

inhibir cisteín proteasas (Gettins. 2002). 

En plantas. se identificó por primera vez una serpina en semillas de cebada (Hejgaard et al .. 

1985) y desde entonces se han aislado o identificado más de 20 serpinas en semillas de 

cereales como trigo, centeno y avena (Hejgaard_ 2001: Hejgaard y Hauge 2002: Hejgaard et 

al .. 2005). También se han aislado serpinas a partir de polen y exudados de floema de 

calabaza en donde se observa un incremento como respuesta a herbivoría por el pulgón 

A1y=us persicae (Yoo er al .. 2000). En Arabidopsis se han identificado 29 genes de 

serpinas: sin embargo, su expresión se ha relacionado con !a inducción de resistencia a 

patógenos, no en acción directa sobre las proteasas de los microorganismos. sino como 

elementos de las rutas involucradas en la inducción de la respuesta inmune (Lavv et al.. 

2006). 

Al parecer esta familia de IPs está presente en todo el reino vegeta!: sin embargo. existe 

poca información acerca de su función fisiológica. En semilla se les ha relacionado con 

defensa, al ejercer un efecto directo sobre las proteasas exógenas de insectos. 

microorganismos y aves (Hejgaard, 2001). Posíblemente !as serpinas del floemajuegan un 

papel importante en el mantenimiento e integridad de péptidos o proteínas implicadas en 

señalización (Yoo et al .. 2000) o regulación de la muerte celular programada (la Cour 

Petersen et al.. 2005). 

lnhibidpres tipo Bowman Birk (!BB~ 

Los lBB forman otra familia de inhibidores de serín proteasas. Esta familia !leva su nombre 

en tributo a sus descubridores. quienes identífícaron y caracterizaron por primera vez un 
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miembro de esta familia en soya (Birk et al .. 1963: Bowman. 1964). Los inhibidores de esta 

familia se han identificado en leguminosas y gramíneas (Tanaka et al.. 1997). aunque 

también se ha reportado un miembro de esta familia en girasol (Korsinezky et al .. 2001). 

Cabe destacar que principalmente se encuentran en la semilla de forma constitutiva aunque 

pueden expresarse en hoja como respuesta a daño (Eckelkamp et al .. 1993 ). 

Estos inhibidores provenientes de dicotiledóneas son polipéptidos sencillos de 8kDa con 

dos dominios homólogos que contienen diferentes sitios reactivos. Estos inhibidores 

interaccionan independientemente. pero de forma simultánea. con dos proteasas de distintos 

tipos (Birk. 1985). Generalmente. uno de los centros reactivos es especifico para tripsina., 

quimotripsina y elastina (Qi et al .. 2005): sin embargo. la afinidad relativa por una proteasa 

se altera cuando uno de los centros activos está ocupado. Por ejemplo. el inhibidor de 

cacahuate no tiene actividad frente a quimotripsina cuando uno de sus centros activos está 

ocupado por tripsina y viceversa (Tur et al .. 1972). Por su parte. los inhibidores de 

monocotiledóneas pueden ser de dos tipos: a) péptidos de una sola cadena., con un peso 

aproximado de 8kDa y con un solo sitio activo; y b) proteínas de mayor tamaño. con un 

peso de alrededor de 16kDa y con dos sitios reactivos (Tashiro et al .. 1987). 

El potencial efecto como insecticida de los JBB. se ha evaluado extensamente. Por e:_jemplo. 

en las leguminosas Cajanus cajan y Vígna mungo. los inhibidores redujeron 

significativamente el peso y el porcentaje de supervivencia de las larva<; de Achaeajanata. 

Además. mostraron actividad inhibitoria contra las enzimas digestivas de Heíicoverpa 

arndgera y Spodoptera litura (Prasad et al .. 2010). Así mismo. los IPs presentes en / "ígna 

unguiculata inhibieron tanto in vitro como in vivo la actividad proteolítica de tripsina y 

quimotripsina en el coleóptero Anthonomus grandis (Franco et al .. 2003). 

E! inhibidor de tri psi na de T amarindus indica, inhibió !a actividad de proteinasas de los 

coleópteros Ca!!osobruchus maculatus. Zabrotes subfasciatus y Anthonon1us grandis 

ocasionando una mayor tasa de mortalidad y de inanición (Araújo et al .. 2005). 
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En base a !a homología los inhibidores de tipo Kunitz forman una familia separada. sus 

componentes son mayoritariamente activos frente a serín proteasas. ya que inhiben tripsina. 

quimotripsina y subtilisina (Park et al.. 2005). aunque también son activas frente a otras 

proteasas como la aspartil proteasa. catepsina D y la cisteín proteasa papaína. Estos 

inhibidores se caracterizan por tener un peso entre 18-22kDa. dos puentes disulfuro y un 

centro reactivo. En la unión con la proteasa forma un complejo fuerte que se disocia muy 

lentamente. Estos inhibidores se encuentran ampliamente distribuidos en plantas. 

habiéndose descrito en leguminosas. gramíneas y solanáceas (Lasko\vski y Kato. 1980: 

Ishikav.'a et a! .. 1994 ). Además. también se inducen en condiciones de estrés. como se ha 

descrito en tubérculos de papa (Park et al .. 2005: Ledoigt et al .. 2006). 

El inhibidor de tripsina-Kunitz aislado de Adenanthera pavonica inhibió in vitro la 

actividad papaina de Ca/iosobruchus maculatus. Acanthoscelides obtectus y Zabrotes 

subfasciatus y en bioensayos produjo 50°/o de mortalidad de Ca!losobruchus niaculatus 

cuando se le incorporó en una dieta artificial (Macedo et al .. 2004). Además. el inhibidor 

tripsina-papaina de Pithecelobiun1 dumosun1 inhibió la actividad proteolítica de Zabrotes 

subfasciatus y Callosobruchus n1aculatus (Oliveira et al .. 2007). En general. el patrón de 

expresión. la evolución aparentemente rápida de los genes de inhibidores y la actividad 

inhibitoria. son consistentes con un papel en defensa contra los insectos herbívoros (Haruta 

el al .. 2001 ). 

Esta familia de inhibidores se ha descrito solo en cucurbitáceas (Hamato et al .. 1995: Lee y 

Lin. 1995: Felizmenio et al .. 2001) y son activos frente a serín protcasas. Su actividad 

contra las proteasas digestivas de insectos herbívoros. ha sido demostrada contra e! 

coleóptero Epi!achna borealis (Tamally. 1985). Estos inhibidores son péptidos sencillos de 

28-30 aminoácidos con un tamaño de entre 3 :' 3.5kDa y con 3 puentes disulfuro (Heitz et 

al .. 200 l ). El pequeño tamaño de estos inhibidores sumado a su poder inhibitorio resultan 

atractivos para el estudio de las interacciones proteasa-inhibidor. 
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Los inhibidores de tripsinala-amilasa son polipéptidos sencillos con cinco puentes disulfuro 

y aproximadamente 12-I6kDa. importante en el endospermo de cereales. Se han 

caracterizado más de 20 miembros en diferentes especies de la familia Poaceae (ejemplo: 

cebada. trigo. centeno. maíz y mijo africano) (Carbonero y García-Olmedo. 1999). Su 

expresión ocurre durante el desarrollo del grano. donde su síntesis precede a la de las 

proteínas de reserva y se degradan rápidamente durante la germinación de la semilla. Los 

miembros de esta familia son activos frente a serín proteasas y/o a-amilasa (Gourinath et 

al .. 2000). Cabe señalar que un gran número de estos inhibidores solo son activos frente a

amilasa pero existen inhibidores de algunas especies como cebada y centeno que son 

activos frente a tripsina (Odani et al .. 1983) u otros como los de maíz y mijo que muestran 

una actividad dual de serín proteasas y a-ami!asa (Shivraj y Pattabiraman. 1981: Mahoney 

et al .. 1984 ). 

Es importante señalar que la actividad inhibitoria de las amilasas puede llegar a causar 

efectos drásticos en el ciclo de vida de los insectos herbívoros. debido a que estas enzimas 

son esenciales para su crecimiento y desarrollo. Estudios llevados a cabo con plantas 

transgénicas de chícharo (Pisum sativum) y de frijol azuki (l'igna angularis). 

sobreexpresantes del inhibidor de a-amilasa a-Al-1 de frijol común (Phaseolus vulgaris). 

generaron semillas resistentes a tres especies de gorgojos. Callosobruchus maculatus. 

Callosobruchus chinensis y Bruchus pisorum (Shade et al .. 1994: Schroeder et al .. 1995: 

Morton et al .. 2000). 

fnhibidores tipo tripsina de niosta:::a 

Esta familia de inhibidores está compuesta por polipéptidos con un tamaño de 

aproximadamente 7kDa que inhiben serín proteasas. Se han aislado de crucíferas y se han 

podido caracterizar de un gran número de especies incluyendo la mostaza y canola 

(Ascenzi et al .. 1999: Volpicella et al .. 2000). Estos inhibidores se expresan en semillas 

durante el desarrollo. sin embargo también se inducen en respuesta a herida (De Leo et al.. 

2001 ). Plantas de tabaco y Arabidopsis sobreexpresantes presentaron diferente grado de 
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resistencia contra Pfutella xylostella. ,i\1amestra brassicae y Spodoptera !ittora!is. Mientras 

que l\4an1estra brassicae y Spodoptera íittorali, mostraron retraso en el desarrollo y baja en 

la tasa de fertilidad en P!ute!la xy/oste!!a se incremento su mortalidad (De Leo et al .. 

2001). 

Jnhibidor tipo I v JI de papa 

Los inhibidorcs de esta familia se han aislado en numerosas especies vegetales como: papa 

(Ryan y BalL 1962), tomate (Ryan. 1990) y calabaza (Murray y Christeller. 1995) y se ha 

demostrado su inducción en respuesta a herida y herbivoría en las hojas de tomate (Lee et 

al.. 1986). Tienen un tamaño de 8kDa., normalmente son monoméricos y por lo que no 

forman puentes disulfuro (Cai et al .. 1995). Estos inhibidores se componen de 1 a 8 

unidades múltiples repetidas y se caracterizan por inhibir tripsina, quimotripsina. elastina. 

orizaina. pronasa E y subtilisina (Antcheva et al .. 2001). Los inhibidores tipo 11 se han 

identificado exclusivamente en solanáceas: donde inicialmente. se describieron en 

tubérculos de papa y posteriormente se identificaron en hojas. flores, frutos. semillas, raíces 

y floema de diferentes especies de solanáceas entre las que se incluyen: la berenjena 

(Richardson, 1979), papa (Bryant et al., 1976), tomate (Gustafson y Ryan, 1976), tabaco 

(Pearce et al .. 1993) y Soíanum americanum (Xu et al .. 2001 ). Pueden expresarse de fonna 

constitutiva. como el inhibidor presente en flores de tabaco (Atkinson et al., 1993) o 

inducirse en respuesta a herida (Pearce et al.. 1993). 

Niveles altos de Pinl y Pin2 se correlacionan positivamente con la mortalidad o disuasión 

de los insectos (Ryan. 1990). A! sobreexpresar los inhibidores Pin 1 y Pin2 de tomate y 

papa, en plantas de tabaco se encontró que la expresión de Pin2 presentaba un mayor efecto 

sobre el crecimiento de larvas de Afanduca sexta (Johonson et al .. 1989). Sin embargo !as 

plantas sobrcxpresantes del gen Pin l. provocan la disminución en e! crecimiento de larvas 

de Chr_vsodeixis erioson1a (McManus et al. 1994). La expresión de Pinl utilizando un 

promotor inducible por daño en plantas de arroz. aumento la resistencia contra Sesamina 

inferens durante 5 generaciones (Duan et al., 1996). 
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_Jnhibidores de aspartií v metaíoprotep§as 

Existen dos familias de inhibidores de metaloproteasas en plantas: la familia de inhibidores 

de metalocarboxipcptidasas en tomate y papa (Rancour y Ryan. 1968: Graharn y Ryan. 

1997) y la familia del inhibidor de catepsina O en papa (Keilova y Tomasek. 1976). Son 

pequeños péptidos de 38-39 aminoácidos y un tamaño de aproximadamente 4.2k0a (Hass y 

Hermodson. 1981 ). Son capaces de inhibir cinco de las proteasas digestivas más 

importantes: tripsina quimotripsina elastasa carboxipeptidasa A y carboxipeptidasa B de 

animales superiores y de muchos insectos (Hollander-Czytko et al .. 1985). Este grupo de 

inhibidores se acumula en tubérculos de papa durante su desarrollo y en hojas se 

incrementan sus niveles en respuesta a herida (Hollander-Czytko et al .. 1985: Graham y 

Ryan, 1997). Los inhibidores de aspartil proteasas se han identificado en flores de girasol 

(Park et al .. 2000). en semillas de trigo y cebada (Galleschi et al .. 1993). alcachofa (Frazao 

et al .. 1999). hojas de tomate y tabaco (Graham y Ryan. 1997). l"icia sativa (Roszko\vska

Jakimiec y Banko\vska 1998) y en tubérculos de papa (Graham y Ryan 1997). Algunos 

miembros de esta familia son capaces de inhibir la actividad proteolítica de determinadas 

enzimas digestivas de insectos. por ejemplo el inhibidor de peptatina aisaldo de Aspergi!!us 

japonicus inhibe las proteasas digestivas del escarabajo que afecta a la papa (Leptinotarsa 

decemlineata) (Wolfson y Murdock. 1987). 

Cistatinas (inhibidores de cisteín pr9teasa!i) 

Las cistatinas son un grupo de proteínas identificadas en vertebrados. invertebrados. plantas 

y algunos microorganismos que inhiben la actividad de cisteín proteasas (Oliveira et al.. 

2003 ). Según la homología entre sus secuencias. el tamaño molecular y el número de 

puentes disulfuro se agrupan en 4 familias (Turk y Bode. 1991). En particular. solo en la 

familia IV se incluyen las cistatinas de plantas o fitocistatinas. las cuales se caracterizan por 

no poseer puentes disulfuro y por estar formada por más de 80 miembros descritos en 

plantas mono y dicotiledóneas. que se agrupan en una rama independiente del árbol 

evolutivo de esta familia de proteínas. La mayoría posee un peso molecular entre 1 I-16k0a 

y un solo dominio inhibidor (Martínez et al .. 2005b). 
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Las fitocistatinas se han purificado principalmente de semillas (Abe et al .. 1987: Gaddour 

et al .. 2001) aunque también se han descrito en hojas (Pernas et al., 2000). raíces (Gaddour 

et al .. 2001: Martínez et al., 2005b). tubérculos (Waldrom et al .. 1993). tallos (Pernas et al .. 

2000). polen (Martínez et al .. 2005b). botones florales (Li et al .. 1996) y frutos (Ryan et al .. 

1998). Además se han identificado cistatinas que se inducen tanto por heridas como por 

tratamientos exógenos con MJ (Grunden el al .. 1997: Pernas et al .. 2000). Sin embargo. en 

jitomate se han caracterizado y purificado cistatinas inducibles por AJ. cuyos niveles de 

expresión no responden a daño mecánico (Wu y Haard. 2000). 

1.3.2 Polifenoloxidasas 

La polifenoloxidasa {PPO). es una metaloenzima ampliamente distribuida en la escala 

filogenética. encontrándose tanto en organismos procariontes como eucariotes. esta enzima 

se encuentra considerablemente en el reino vegetal. identificándose en algas. briófitas. 

pteridófitas. gimnospermas y angiospennas (Mayer y Harel. 1979) y también son conocidas 

como tirosinasas. fenoloxidasas. monofeno!oxidasas o cresolasas. Son proteínas de 54-

62kDa ( Constabel et al.. 1996 ). responsables de las reacciones de pardeamiento enzimático. 

catalizando la hidroxilación de monofenoles a ortodifenolcs. y su posterior oxidación a 

ortoquinonas. las cuales se polimerizan dando lugar a pigmentos color marrón. rojo o 

negro. dependiendo de los componentes naturales presentes en los tejidos vegetales. Estas 

reacciones modifican las características organolépticas y nutricionales de los alimentos. 

depreciando su calidad (Friedman. 1996). 

La actividad de PP() se ha encontrado en diversas plantas de interés agronómico. como son: 

manzana. aguacate. plátano. pepino. uva pifia. mango. durazno. albaricoque. berenjena. 

calabaza. lechuga papa betabeL té negro. café y cacao (Yoruk y Marshall. 2003). Se 

acumulan principalmente en raíz. hoja llar y t~jido vascular (Constabel et al .. 1996: 

Mayer. 2006) aunque los niveles de esta proteína varían dependiendo de Ja especie. 

cultivar. estadio de maduración y estadio fenológico (Amiot et al .. 1995). 

En tejidos vegetales intactos las PPOs y sus sustratos fenólicos permanecen en 

compartimentos separados. como es el caso de cloroplastos y vacuolas respectivamente. por 
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lo que no ocurre reacción alguna. La pérdida de la integridad celular ocurre de forma 

natural durante el proceso de senescencia: sin embargo. sus niveles se incrementan en 

respuesta a heridas y daño mecánico lo que favorece el contacto de la enzima y sus 

sustratos. El pape! de !as PPO en plantas aun no es claro. no obstante se han asociado con la 

defensa hacia patógenos y herbívoros. Los argumentos con mayor evidencia indican que la 

acumulación de melanina (en forma de costra). presente por !a polimerización de o

quinonas. puede prevenir infecciones por patógenos. inclusive se ha documentado un 

incremento en los niveles de PPO en interacciones incompatibles de hospedero-patógeno. 

Además. la unión de las o-quinonas con aminoácidos básicos o sulfurados provoca una 

precipitación de estas proteínas alterando de manera significativa la digestión y asimilación 

de !as mismas (Dongfens et al .. 2004). La inducción de PPO en respuesta a daño o herida. 

ha sido documentada en numerosas plantas incluyendo: manzana, papa. tabaco y jitomate 

(Thipyapong y Steffens, 1997: Constabel y Ryan, 1998). 

Los trabajos de Felton y Duffey. (1989) reportaron el papel que desempeñan las PPO en 

defensa contra insectos herbívoros. ya que demostraron que plantas de jitomate expuestas a 

herbivoría por Heliothis ::ea mostraban niveles altos de esta enzima en tejido foliar. La 

inducción de PPO en jitomate por insectos y MJ han sido repetidos tanto en laboratorio 

como en estudios de campo (Stout et al., 1998: Thaler et al .. 1996. 2002b). Además esta 

inducibilidad ha sido confirmada en otras plantas. incluyendo cultivos herbáceos y árboles 

(Constabe! y Ryan. 1998). 

Felton y Duffey ( 1992). demo!:>l:raron que plantas de ji tomate y papa expuestas a herbivoría 

por el escarabajo de la papa (Leptinotarsa decemlineata) inducían niveles de PPO de 3 a 7 

veces mayores que los presentes en plantas control. Resultados similares se obtuvieron con 

plantas de mora negra. frijol común y té. expuestas a daño por herbivoría de insectos 

pertenecientes a diferentes gremios alimenticios (Tscharntke et al .. 2001: Alba-Meraz y 

Choe. 2002: Chakraborty y Chakraborthy. 2005). Esta respuesta también se observó con la 

especie arborícola Populus trichocarpa x Popu/us deltoides (álamo). donde los niveles de 

PPO se incrementaron significativamente en el tejido foliar a causa del daño generado por 

el lepidóptero A1alacosoma disstria (Constabel et al .. 2000). Por el contrario, diversos 

trabajos presentan un nulo incremento en la actividad oxidativa en respuesta a daño por 
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herbivoría. Tal es el caso de lo reportado en soya :y algodón expuesta a herbivoría por 

Heficoverpa :;ea y Ceratoma trifurcata (felton et al .. 1994; Bi y Fclton. 1995; Bi et al .. 

1997). En pastos y cereales expuestos a infestación con insectos succionadores. no se 

encontró un patrón claro en la inducción de la actividad de PPO (Ni et al .. 2001; Heng

Moss et al.. 2004 ). Los resultados de inducción en siete de doce experimentos. demuestran 

que la actividad de PPO es consistente con la hipótesis de que esta enzima esta relacionada 

con la defensa contra insectos herbívoros: sin embargo. no se ha determinado un patrón de 

expresión específico regulado por el gremio alimenticio a! que pertenecen dichos insectos. 

En el cuadro 2 se presentan algunos ejemplos de inducción de PPO en respuesta a 

herbivoría en diferentes plantas. 

Cuadro 2. Inducción de la actividad de PPO en respuesta a herbivoría en diferentes plantas 

(Constabel y Barbehenn. 2008). 

Gremio 
Planta (taxa) Especie de insecto (orden) Inducción 

alimenticio 

Tomate Lep!inotarsa decemlineata (C) -2X 

Papa Leptinotarsa decemlineata -r- SO -3-7X 

Mora negra Agelastica a/ni (C) -3X 

Soya Ceratoma tr[furcata (C) No detectado Masticador 

Álamo poplar (híbrido) /\!fafacosoma disstria (L) -l2X 

Soya liel1coverpa =ea (L) No detectado 

Algodón Helicoverpa =ea No detectado 

Frijol común Afelanoplus differential1s (0) -2X 

Pasto bufet Blissus occiduus (H) No detectado 

Soya Spiss1stilusfest1nus (H) l.6X 
Succionador 

Té lie!opeltis theivora (H) -2-3X 

Cebada trigo. avena D1uraphis noxia (Ho) No detectado 

C=Coleoptera. L="Lepidoptera, H=Heteroptera. Ho=Homoptera. O=Orthoptera so--secrec10nes Orales 
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Además de presentarse una alta actividad de esta enzima en el tejido foliar de diversas 

especies vegetales. Kowalski et al. ( 1992) demostraron que alguna<; especies como 

Solanum berthaultii y Solanum tuberosum presentan una intensa actividad de PPO en 

tricomas. donde el papel de defensa no estaba relacionado con el efecto antinutritivo sino 

con la presencia de un polímero pegajoso que se forma a partir de la ruptura de los tricomas 

seguida de una rápida oxidación y polimerización de compuestos fenó\icos en donde los 

insectos quedan atrapados. 

En hojas de tomate se ha demostrado que moléculas señales relacionadas con la respuesta 

de defensa a insectos. como la sistemina y el AJ. inducen la transcripción y acumulación de 

PPO (Constabel et al .. 1998). Al evaluar genotipos de papa con diferentes niveles de PPO. 

se observó que los genotipos con niveles altos en PPO fueron más resistente al escarabajo 

que afecta a la papa (Leptinotarsa decemfineata) (Castanera et al .. 1996). En contraste altos 

niveles en PPO en tejido foliar de café no presentaron resistencia ante la herbivoría por 

Leucoptera cojfeella (Melo et al .. 2006). Líneas transgénicas sobreexpresantes de PPO 

generadas en jitomate mostraron un efecto negativo en el desarrollo de Helithís armígera y 

Spodoptera litura. Mientras que las líneas suprimidas de PPO. presentaron efectos 

contrarios (Li y Steffens. 2002). 

1.3.3 Peroxidasas 

Las peroxidasas (PODs) son enzimas. ampliamente distribuidas en los reinos animal y 

vegetal. que catalizan la oxidación de una gran variedad de sustratos orgánicos e 

inorgánicos. utilizando el peróxido de hidrógeno o hidroperóxido orgánico como molécula 

aceptara de electrones. Las reacciones en !as que están implicadas las peroxidasas son las 

bisustratos y las que siguen un mecanismo ··ping-pong ... Todas ellas se caracterizan por 

tener en el centro activo de la enzima un grupo prostético y un grupo hemo tipo b 

(protoporfirina IX). con Fe (111) pentacoordinado (Passardi et al .. 2005. 2007). Las PO Os se 

agrupan en base a dos criterios. uno en función a su estructura y secuencia aminoacídica ) 

otro por su capacidad de unirse a diferentes iones metálicos (Smith y Veitch. 1998). La 

superfamilia de peroxidasas de plantas se divide en tres grandes grupos: 

20 



Clase l. Peroxidasas de origen procariotica. en donde se incluyen proteínas intracelulares. 

que muestran dos tipos de actividades enzimáticas catalasa-pero.xidasa y ascorbato

peroxidasa. La primera relacionada con la protección de la célula frente al estrés oxidativo 

(Welinder. 1992). y la segunda asociada con la eliminación de H.::O.:: en cloroplastos y 

citosol de plantas superiores (Dalton. 1991 ). 

Clase II. Peroxidasas fúngicas. esta categoría engloba proteínas de secreción como !a 

lignina peroxidasa (LiP) y la manganeso peroxidasa (o peroxidasa dependiente de Mn2
-) 

(MnP) producidas por los hongos ligninolíticos (Hatakka. 1994). Las peroxidasas fúngicas 

maduras presentan de 40-60 residuos adicionales en su dominio C-terminaL cuatro puentes 

disulfuro conservados y en su secuencia no aparece ninguna tirosina. poseen dos iones 

calcio y están glicosiladas. 

Clase III. Peroxidasas de secreción en plantas. este grupo incluye proteínas con funciones 

fisiológicas muy variadas y específicas del tejido en el que se producen. Pueden participar 

en la oxidación de compuestos tóxicos. en la biosíntesis de la pared celular. en el 

catabolismo del ácido 3-indolacético. en la biosíntesis de etileno. etc. (Campa. 1991). 

Estructuralmente son muy similares a las proteínas de Ja clase 11. son glicoproteínas 

monoméricas. poseen dos iones calcio y cuatro puentes disulfuro conservados (Cuadro 3). 

Cuadro 3. Características de las distintas clases de peroxidasas de plantas (Welinder. 

1992). 

Elementos Clase 1 Clase 11 Clase 111 

Grupo hemo s; Si s; 

Carbohidratos No 0-5o/o 0-25°/o 

Iones metálicos No Ca2_,_(2) ca'·m 

Puentes disulfuro No 4 4 

En e! extremo En el extremo 
Señal peptídica de secreción No 

N-terminal N-terminal 

Propéptidos en el extremo C-termina\ No No s; 
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En el interior de una planta existen distintas formas de peroxidasas (isoenzimas). cada una 

de ellas involucrada en diferentes funciones dependiendo de su localización subcelular. Hay 

isoenzimas que se encuentran localizadas en pared celular y por e!lo intervienen en 

procesos de crecimiento y endurecimiento de la misma y otras. en cambio. son más 

abundantes en el citoplasma y están implicadas en reacciones de oxidación que ocurren al 

interior de la célula. 

Las PODs de plantas superiores de la clase 111 están relacionadas con diversos procesos 

fisiológicos durante el ciclo de vida de las plantas, desde la germinación hasta la 

senescencia. Esto debido a la variedad de isoformas presentes. así como a la regulación de 

la expresión de las mismas (Passardi et al.. 2005). Entre los procesos en los cuales 

participan dichas proteínas se encuentra el desarrollo y endurecimiento de la pared celular. 

la lignificación y suberización. catabolismo de auxinas y protección contra estrés oxidativo 

y ataque de patógenos (Kawano, 2003). El rol de las PODs en defensa también se relaciona 

con la formación de barreras físicas en la pared celular, al promover la acumulación de 

lignina. suberina. polisacáridos y glicoproteínas ricas en hidroxiprolina (Bowles. 1990). 

Además de regular el aumento de la producción de especies reactivas de oxigeno que 

participan como moléculas señales y agentes antimicrobianos (Ka\vano y Muto. 2000). 

también promueven una mayor producción de fitoalexinas (Kristensen et al.. 1999). 

Generalmente. múltiples PO Os son inducidas durante la infección en respuesta a patógenos 

(Chittoor et al .. 1997). lo que sugiere un papel específico para cada una durante el proceso 

de defensa. 

Se ha demostrado un aumento en !os niveles de proteínas o de transcrito en respuesta a 

daño mecánico o a diversos patógenos. En diversas plantas como: tabaco. tomate. papa. 

pepino. frijol chino. arroz. rábano picante. cacahuate. frijol y camote se ha documentado un 

aumento en la actividad foliar en respuesta a daño (Hiraga 2001 ). /\demás se ha reportado 

la inducción de PODs en respuesta a diversos patógenos. hongos (Harrison et al .. 1995), 

bacterias (Rasmussen et al .. 1995). virus (Hiraga et al .. 2000) y viroides (Vera et al .. 1993), 

o inductores de defensa (Tha!er et al.. 1996: Délano-Frier et al .. 2004). Esta enzima fue 

clasificada como una PR en tabaco (PR-9) (van Loon et al.. 1994). en donde se encontró 

una correlación positiva entre la actividad y aumento de POD con la resistencia a la 
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infección por Pseudonionas syringae pv tabaco (Simons y Ross. 1970). Debido a la 

presencia de diversas formas de PODs y su inducción por patógenos y/o daño. se ha 

sugerido que las PODs desempeñan un papel importante en los sistemas de defensa de las 

plantas. Duffey y Felton (1991) evaluaron Jos niveles de POD en tejido foliar de plantas de 

jitomate. inducidas por diferentes insectos y observaron que las plantas con mayores 

niveles de POD. causaban efectos negativos en el desarrollo de los insectos que se 

alimentaban de ellas. Stout et al .. ( 1994). observaron inducción de POO en tejido foliar de 

jitomate en respuesta a herbivoría por Liriomy::a trifolii y Acufops (vcopersici. pero no por 

el masticador Helicoverpa ::ea, concluyendo que las plantas responden de manera 

diferencial ante el tipo de daño generado por los distintos herbívoros. En estudios 

posteriores en la misma planta y por el mismo grupo de trabajo. se demostró la inducción 

de esta enzima únicamente por el áfido Afacrosiphum euphorbiae (Stout et al .. 1998). Otros 

panoramas relacionados con defensa en los que participan estas enzimas posiblemente se 

basa en el proceso de lignificación y suberización. las cuales contribuyen a la defensa a 

través del reforzamiento de la pared celular. aumentando la dureza de la hoja lo que 

repercute en el acceso a nutrimentos (Coley. 1983). 

1.4 Tomate de cáscara 

En la actualidad. al menos 19 especies de Physalis se recolectan para el consumo de su 

fruto (Santiaguillo et al .. 2009). En el caso particular del tomate de cáscara (Physalis 

philadelphica) también llamado tomate. tomate verde. tomate de hoja o tomatillo. ha 

cobrado gran importancia agronómica en los últimos 20 años. Se cultiva comercialmente y 

su producción se destina al mercado nacional y/o de exportación. Physa!is philadelphica es 

una planta diploide con 24 cromosomas. monoica con flores hennafroditas o perfectas que 

crecen solitarias y salen de la dicotomía de las ramas. el tamaño varía según raza y 

variedad. son pentámeras de color amarillo brillante. presentan igual número de máculas de 

color café obscuro. las anteras son azules o azul-verde. La aparición de la primera flor suele 

ser entre los 17 a 21 días después de la siembra alrededor de los 52 días puede alcanzar la 

cantidad máxima de flores que puede ser de hasta 125. reduciéndose en !os siguientes días 

de su desarrollo fenológico (Sánchez et al .. 2006). La planta se puede encontrar de manera 
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silvestre. cultivada e incluso asociada con cultivos como calabaza frijol y maíz 

principalmente. 

En México existe una gran variedad genética que ha sido agrupada en ocho razas: Silvestre. 

Milpero. Arandas. Tamazula. Manzano. Rendidora. Salamanca y Puebla (Peña. 1992: Peña 

y Santiaguillo. 1999). En 2011 la superficie sembrada con esta hortaliza fue de 47.427 ha 

con un rendimiento promedio de 14.08 ton/ha. Este cultivo se produce en casi todas las 

entidades de la República Mexicana: siendo Sinaloa el principal estado productor. seguido 

de Sonora Nayarit. Guanajuato. Michoacán y Jalisco (SIAP. 2011). 

El tomate de cáscara se caracterizaba por su rusticidad y se consideraba una hortaliza 

privilegiada por las pocas plagas que Ja atacaban: sin embargo. debido a cambios en los 

esquemas tradicionales de producción. en años recientes se han incrementado las pérdidas 

por plagas (Sánchez et al .. 2006). Las principales plagas reportadas para el tomate de 

cáscara son: el barrenador de fruto del tomate de cáscara (Heliothis subflexa). la paratrioza 

(Bectericera cockereffi). la mosquita blanca (Trialeurodes vaporariorum. Bemisia tabaci y 

Bemisia argentifo!ii). el picudo del toloache (Trichobaris mucorea). el mayate del tomate 

de cáscara (Len1a trilineata). la pulga saltona (Epitrix sp.). la mosca del tomate de cáscara o 

arrocillo (Afelanogramysa tomatae). el minador de la hoja (Liriomysa sp.) y trips (Jiménez 

et al .. 1992: Morales et al .. 2002: Sánchez et al .. 2006). 

Dentro de la constitución química de las especies del género Physafis destacan las 

sustancias derivadas del ergostano denominadas v.·ithaesteroides. entre los cuales los 

\Nithanólidos y las ixocarpalactonas son las más abundantes (Su et al .. 2002). Estos 

compuestos presentan actividad antinutritiva contra numerosos herbívoros (Waiss et al.. 

1993 ): sin embargo. la eficiencia de estos metabolitos en defensa es cuestionable. debido a 

que los niveles presentes en el fruto disminuyen a medida que este se va desarrollando y a 

la presencia de mecanismos de desintoxicación presentes en algunos insectos como es el 

caso de Heliothis subjlexa (Bado et al .. 2005). En lo que respecta a la acumulación externa 

de metabolitos. se han encontrado algunas flavononas glicosiladas derivadas del 

kaempferol. quercitina y myrcitina en los exudados de tricomas presentes en Physalis 

peruv;ana y Physahs angulata (Wollen\veber et al .. 2005). Otros metabolitos secundarios 

con función defensiva contra patógenos e insectos son los glicoalcaloides esteroidales. que 
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se encuentran ampliamente distribuidos en plantas solanáceas como son e!jitomate. la papa 

y la berenjena (Fricdman, 2006). En frutos de Ph,vsalis philadelphica se ha reportado la 

presencia de a-tomatina. el glucoalcaloide más representativo del jitomate (friedman y 

Levin. 1995). Se considera que la toxicidad de la a-tomatina está relacionada con la 

formación de complejos con el colesterol y la desintegración de membranas celulares así 

como con la inhibición de la colinesterasa (Hollister et al._ 2001 ). No obstante. también se 

han observado efectos sobre el comportamiento en la elección de hospederos o durante la 

oviposición (Zhang y MitchelL 1997). 
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2. HIPÓTESIS 

2.1 Hipótesis 

Las plantas de Physalis philadelphica expuestas a herbivoría daño mecánico y tratamientos 

con ácido jasmónico y ácido salicílico inducirán en el tejido foliar !a actividad de proteínas 

relacionadas con defensa (inhibidores de proteasas. polifenoloxidasas y peroxidasas). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

Determinar Ja actividad enzimática de proteínas relacionadas con defensa en hojas de 

Physalis philadefphica en respuesta a herbivoría. daño mecánico y tratamientos con 

moléculas señales (AJ y AS). 

3.2 Objetivos específicos 

l. Detenninar la actividad de IPs y la actividad enzimática de PPO y POD en plantas 

expuestas a herbivoría por el masticador l'vfanduca sexta y Trialeurodes 

vaporariorum. 

2. Determinar Ja actividad de !Ps y la actividad enzimática de PPO y POD en plantas 

expuestas a daño mecánico. 

3. Determinar la actividad de IPs y la actividad enzimática de PPO y POD en plantas 

tratadas con AJ y AS. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Material biológico 

4.1.J Plantas e insectos 

Las semillas de Physalis phi!ade/phica var. Morada fueron donadas por e! MC. José 

Sánchez Martínez del CUCBA-Universidad de Guadalajara. Para el cultivo de las plantas. 

las semillas se colocaron en charolas de germinación y se incubaron en una cámara de 

crecimiento con un fotoperíodo de 16h luz a 28ºC y 8h de oscuridad a 16ºC. 

Aproximadamente dos semanas después. las plántulas fueron transplantadas a macetas de 

350mL. con sustrato compuesto de partes iguales de sucio agrícola. tezontle. perlita 

(Dicamex) y peat moss (Sunshine). Éstas fueron regadas regularmente y fertilizadas 

semanalmente con una solución de 20-20-20 (N-P-K. Profesional Solution Scotts) y 

mantenidas bajo condiciones controladas (descritas previamente). evitando cualquier tipo 

de estrés. En todos los experimentos se utilizaron al menos ocho plantas. con un tamaño 

entre 12 y 15cm. con 4 o 5 hojas desarrolladas. 

Las larvas del insecto masticador }vfanduca sexta fueron proporcionadas por el insectario 

del Cinvestav- Unidad lrapuato. Las larvas crecieron con una dieta semi-sintética a 26ºC y 

90o/o de humedad relativa bajo un fotoperíodo de J 6h luz y 8h oscuridad. Las moscas 

blancas (Tria/eurodes vaporariorum). fueron obtenidas a partir de una colonia previamente 

establecida en el laboratorio de marcadores moleculares del CUCBA-Universidad de 

Guadal ajara. La colonia es mantenida en plantas de tomate (Solanun1 !ycopersicum cv. Rio 

Fuego). con un fotoperiodo de l6h luz y 8h de oscuridad a 25ºC. Para los experimentos con 

mosca blanca siempre se utilizaron adultos recién emergidos ( 1 a 5dias). 

4.2 Inducciones 

4.2. J Herbivoría 
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Los ensayos de herbivoría se realizaron mediante el contacto directo de !as plantas con los 

insectos herbívoros. Para los ensayos de inducción con llfanduca sexta se colocaron de 3 a 

4 larvas en 2° instar en las hojas más desarrolladas de cada planta. Las larvas se 

alimentaron libremente hasta presentarse una perdida de aproximadamente un 30o/o de! 

tejido foliar total y llegado ese nivel de herbivoría las larvas fueron retiradas. Las muestras 

fueron colectadas después de 24h o 5d de haber comenzado el daño (primera mordida). 

Durante el ensayo las plantas se mantuvieron en una cámara de crecimiento en condiciones 

controladas. 

Para las inducciones por infestación con Trialeurodes vaporariorum. las plantas se 

colocaron dentro de la colonia de mosca en el punto de mayor emergencia de adultos. 

durante 24h o 5d. Para estimular que las moscas volaran hacia !as plantas de tomate de 

cáscara se procedió a sacudir violentamente las plantas de jitomate. En cada planta durante 

la colecta se observaron entre 200 a 300 moscas: sin embargo. a pesar de Jos altos niveles 

de infestación. no se observaron señales evidentes de daño. como lesiones necróticas o 

cloróticas. En todos Jos ensayos de herbivoría las muestras fueron colectadas en nitrógeno 

y fueron almacenadas a -80ºC hasta su análisis. Como controles experimentales se 

incluyeron planta-; intactas. 

4.2.2 Daño mecánico (DM) 

El tratamiento con DM se realizó haciendo heridas con pinzas acerradas presionando dos 

veces de manera perpendicular sobre la nervadura central en todas las hojas de la planta El 

tejido foliar fue colectado 24h después del daño y colocado en nitrógeno. posteriormente 

las muestras fueron almacenadas a -80ºC hasta su análisis. Como control se incluyeron 

plantas sin dañar. 

4.2.3 Aplicación de ácido jasmónico (AJ) y ácido salicílico (AS) 

Para los tratamientos con moléculas señales se utilizaron soluciones de AJ a lmM (Sigma) 

y AS a 0.25mM (Sigma) de acuerdo a lo reportado por Thaler et al. ( 1996). Para favorecer 
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la solubilidad del AJ. este fue diluido previamente con metano!. para obtener una 

concentración a IM. en ambos casos las soluciones fueron preparadas justo antes de su 

aplicación. La aplicación de cada solución se realizó por aspersión sobre el tejido foliar 

ha<;ta el punto de saturación (o corrimiento). Las concentraciones utilizadas no mostraron 

síntomas de fitotoxicidad. Una vez transcurrido el tiempo de inducción (24h). el tejido 

foliar de cada planta fue colectado en nitrógeno líquido y almacenados a -80ºC. hasta su 

análisis posterior. Como control se utilizaron plantas intactas crecidas en las mismas 

condiciones. 

4.3 Preparación de extractos 

Para la determinación de la actividad inhibitoria de PPO y POD. se prepararon extractos 

proteicos acuosos: partiendo de 200mg de tejido pulverizado con nitrógeno líquido y 

400µL de agua bidestilada. la mezcla se homogenizó a 1300rpm en un agitador de tubos de 

microcentrífuga {Eppendorf termomixer) a 4ºC. durante 15min. Posteriormente. el 

homogenizado se centrifugó durante 20min a 13000rpm {Eppendorf 54150). se procedió a 

recuperar el sobrenadante y continuar con los ensayos calorimétricos. Para las 

determinaciones se emplearon extractos recién preparados. 

4.4 Ensayos de actividad enzimática 

4.4. J Actividad inhibitoria de serin proteasa (tipo tripsina) 

La actividad inhibitoria se determinó de acuerdo al método de Erlanger et al. ( 1961 ). con 

algunas modificaciones. En este método. la actividad proteasa se establece en base al 

incremento en !a absorbancia a 405nm. causada por la reacción especifica de la enzima 

(tripsina) sobre el sustrato N-benzoil-arginina-P-nitroanilina (BAPNA). Esto corresponde al 

grado de hidrólisis y libreración del grupo p-nitroanilina. que presenta una coloración 

amarillenta lo que permite seguir por espectrofotometría el progreso de la reacción. 
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La actividad inhibitoria se determino en placas de 96 pozos. utilizando una solución 

amortiguadora de Tris 0.1 M pHS. colocando para la reacción un alícuota variable de ésta 

solución. una alícuota variable de la enzima (tripsina O. lmg/mL) y una alícuota de 30µL 

del extracto acuoso (inhibidor o muestra). se preincubó 15min a 37ºC. Posterionnente. se 

agregó 20µL de sustrato (BAPNA O.OIM) y se ajustó el volumen final a 200µL. Se incubó 

20min a 37ºC y se tomó lectura a 405nm en el espectofotómetro (ELX800. Bio-tek). En 

todas las mediciones se incluyó una lectura de blanco de muestras (BM). correspondiente a 

una alícuota de 30µL de muestra y 170µL de solución amortiguadora para restar el valor 

de absorbancia de los extractos foliares. La actividad inhibitoria fue definida como el 

decremento en la absorbancia a 405nm bajo las condiciones anteriormente descritas. 

Una unidad de actividad inhibitoria fue considerada como el número de unidades de 

enzimas (tripsina) inhibidas (UI) por mL. Para el cálculo de dicha actividad se utilizó la 

siguiente ecuación: 

a) UI/rnL = (DOrripsina - DOmuesira)/(0.01 *Ve) 

Donde: 

DOmucsira =Densidad óptica de la muestra- Densidad óptica del BM 

Ve =Volumen de muestra= 30µL 

DOmpsina =Densidad óptica de la enzima en ausencia de inhibidor. valor ajustado a -0.5 

Partiendo de las UJ se determino la actividad específica (AE) utilizando la siguiente 

ecuación. para lo cual se determinó la proteína total utilizando el método de Bradford (ver 

apartado 4.5). 

b) AE = UI/ Proteína total 

4.4.2 Determinación enzimática de polifenoloxidasa (PPO) 

La actividad enzimática se determinó de acuerdo al protocolo reportado por Thaler et al. 

( 1996 ). Este método se basa en la medición del cambio de coloración que ocurre a 
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consecuencia de la oxidación del ácido cafeico y formación de o-quinonas, las cuales se 

asocian en polímeros complejos que generan el color típico marrón rojizo. característico del 

pardeamiento enzimático. La detenninación de la actividad enzimática se realizó en placas 

de 96 pozos utilizando una alícuota de 200µL de ácido cafeico (2. 92mM). preparado en una 

solución amortiguadora de fosfato de potasio (0. IM pH8). 1nás 30µL de extracto acuoso 

(muestra) y se dejo reposar por 3min. en seguido se realizó la medición en el 

espectrofotómetro (ELXSOO. Bio-tek) a 450nm. El blanco de muestras (BM) incluyó 

volúmenes equivalentes de muestra y solución amortiguadora de fosfato de potasio. La 

actividad enzimática de PPO es reportada como el cambio en la absorbancia a 450nm entre 

el tiempo de reacción en relación a la proteína total del extracto (Bradford ver apartado 

4.5). El cálculo se realizó utilizando a la siguiente ecuación: 

DOmuestral Tiempo de reacción I Proteína total 

Donde: 

DOmuestra = Densidad óptica de la muestra - BM 

Tiempo de reacción= 3 (expresado siempre en min) 

Proteína total = mg/mL 

4.4.3 Determinación enzimática de peroxidasa (POD) 

La actividad enzimática se detenninó de acuerdo al protocolo reportado por Thaler et al. 

( 1996). Este método se basa en la medición del cambio de coloración. debido a que la 

enzima cataliza la oxidación de ciertos compuestos fenólicos (guayaco!) en presencia del 

H20 2 . Teniendo como resultado el desarrollo de un complejo de tetraguayacol. que genera 

el color rojo ladrillo. La detenninación de la actividad enzimática .se realizó en placas de 96 

pozos utilizando una alícuota de 200µL de guayaco! (2.92mM). preparado en una solución 

amortiguadora de fosfato de potasio (0. l M pl-18). mas una alícuota de 30µL del extracto 

acuoso (muestra) y por último IOµL de I-120 2• A los 30seg se realizó la medición en el 

espectrofotómetro (ELXSOO. Bio-tek) a 450nm. El blanco muestra (BM) incluyó 
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volúmenes equivalentes de muestra y solución amortiguadora de fosfato de potasio. La 

actividad enzimática de POD es reportada como el cambio en la absorbancia a 450nm entre 

el tiempo de reacción en relación a la proteína total del extracto (Bradford ver apartado 

4.5). E! cálculo se realizó utilizando a la siguiente ecuación: 

DOmuesiral Tiempo de reacción J Proteína total 

Donde: 

DOmuema = Densidad óptica de la muestra - BM 

Tiempo de reacción= 0.5 (expresado siempre en min) 

Proteína total = mg/mL 

4.5 Determinación de proteína total 

Para estimar la cantidad de proteína total en los extractos foliares se utilizó el método de 

Bradford (Sigma). El método se basa en la unión entre un colorante aniónico ácido (azul de 

Coomassie R-250) y las proteínas que forman un complejo que puede ser detectado 

espectrofotométrieamente a una longitud de onda de 630nm. El colorante azul de 

Coomassie presenta afinidad con aminoácidos básicos y aromáticos. particulannente con la 

arginina. La curva estándar de proteína se preparó a partir de una solución de albúmina de 

suero bovina (BSA Sigma) e incluía un rango de 0.25 a l.4mg/mL. Para Ja determinación 

se mezclaron SµL de cada muestra con 250µL del reactivo comercial de Bradford (Sigma). 

se incubó a temperatura ambiente durante lümin y se midió la absorbancia a una longitud 

de onda de 590nm. 

4.6 Análisis estadístico 

Todos los experimentos incluyeron al menos 8 plantas por tratamiento y en todos los casos 

se realizaron repeticiones independientes de los mismos. Para determinar el efecto de !os 
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tratainientos se realizó un análisis de varianza (ANOV A) seguido de una prueba de 

comparación múltiple de medias de Tukey-Kramer. El programa estadístico empleado fue 

JMP. versión 3.1.6.2. 
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S. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Actividad de IPs, PPO y POD en respuesta a herbivoría 

Dependiendo del gremio alimenticio al que pertenezcan. los insectos herbívoros pueden 

causar diferentes tipos de daños. La acumulación de !Ps en tejido foliar. como parte de los 

mecanismos de defensa en las plantas ante el ataque de insectos masticadores. ha sido 

documentado previamente en diversas especies vegetales (Ryan. 1990: Stout y Duffey. 

1996). Los resultados obtenidos en los ensayos realizados con lvtanduca sexta. mostraron 

una inducción significativa en los niveles de lPs y este incremento fue observado desde las 

24h posteriores al daño. no obstante los niveles más altos se detectaron a los 5d (Figura 3a). 

Por el contrario. en respuesta a la infestación con mosca blanca (MB) no se observaron 

cambios en Jos niveles de estas proteínas (Figura 3d). El incremento en !os niveles de IPs. 

detectado horas posteriores al daño. en respuesta a herbivoría fue documentado por primera 

vez en plantas de jitomate (Green y Ryan. 1972). Posteriormente se identificaron IPs 

inducibles en tejido foliar de papa (Ryan. 1990). tabaco (Lindhorst et al .. 1993) y maíz 

(Cordero et al.. 1994). 

Los resultados obt~nidos en este trabajo representan el primer reporte de la actividad 

inducible de IPs en Physalis philadelphica en respuesta a herbivoría. Es importante resaltar 

que. no siendo Manduca sexta una plaga comúnmente asociada al cultivo de Physalis 

philadelphica. se descarta la posibilidad de que la inducción de la actividad inhibitoria se 

manifieste como una respuesta especifica frente a la interacción de la planta con un 

herbívoro especialista. Esto permite insinuar que la inducción en la actividad inhibitoria se 

presenta como una respuesta general al daño causado por herbívoros masticadores. Aun así. 

experimentos con insectos relacionados con el cultivo de Physalis phi/adelphica y otras 

plagas generalistas deberán llevarse a cabo para evaluar más ampliamente la respuesta de la 

actividad inhibitoria frente a daño causado por herbivoría. 
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Figura 3. Efecto de dos tipos de herbivoría sobre la actividad de pr-oteínas 

relacionadas con defensa. Medición de !os niveles de IPs y la actividad de PPO y POD en 

extractos proteicos de hojas de Physalis phiiadelphica expuestas 24h o 5d a herbivoría por 

larvas de Manduca sexta y adultos de mosca blanca Trialeurodes vaporarioruni. En todos 

los casos se utilizaron plantas intactas como control. Cada barra corresponde a la media ± 

ee de n 2: 8. Letras diferentes sobre las barras denotan diferencias significativas (P<0.05. 

utilizando una prueba de ANOVA-Tukey-Kramcr). 
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La falta de inducción de IPs en las plantas infestadas con Tria!eurodes vaporariorun1 

(Figura 3d). podría estar relacionada con el poco daño ocasionado por el insecto 

succionador durante el proceso de alimentación. resultados similares se han observado en 

interacciones con los áfidos IV!acrosiphum euphorbiae (Stout et al .. 1998) y Afy::u:: 

persicae (Fidantsef et al .. 1999). 

Éstos resultados coinciden con los datos obtenidos por Walling {2000) y Estrada

Hemández et al. (2009). quienes reportan la ausencia de expresión de los genes Pin2 en 

respuesta al daño de cualquier estadía larvario de la mosca blanca Bemisia tabaci. 

En conjunto con la determinación de !Ps se evaluó !a inducción de enzimas oxidativas. 

proteínas que juegan un papel importante en la protección de brotes nuevos (Thiyapong et 

al.. 1997). Como se muestra en la Figura 3b. los niveles de PPO se incrementaron más del 

doble en respuesta al daño provocado por .Manduca sexta: sin embargo. este aumento fue 

significativo a los 5 días. La actividad de POD en los ensayos con Afanduca sexta fueron 

semejantes a la actividad presente en las plantas control (Figura 3c). Resultados similares 

en la inducción de la actividad de PPO han sido reportados en plantas de jitomate dañadas 

por larvas de Helicoverpa ::ea (Thaler et al .. 1996: 2002b; Stout et al .. 1998) y confinnados 

en diversos árboles y plantas de interés agronómico. pertenecientes a varias laxa 

(Constabel y Ryan. 1998; Constabel y Barbehenn. 2008). Además. el incremento en los 

niveles de transcrito en respuesta a herbivoría y/o daño mecánico se han reportado en: papa 

(Thiyapong et al .. 1995). jitomate (Thiyapong et al .. 1997). manzana (Boss et al .. 1995) y 

álamo (Constabe! et al .. 2000). 

La generación de plantas transgénicas sobree:xpresantes de PPO en jitomate (Thiyapong et 

al., 2006) y álamo (Wang y ConstabeL 2004). han demostrado la importancia de éstas 

proteínas en la resistencia a insectos herbívoros. Las larvas de Spodoptera litura. 

Spodoptera exigua y Heliothis armigera alimentadas a partir de plantas de jitomate 

transgénicos mostraron efectos negativos en su desarrollo y mortalidad: mientras que !as 

plantas con el gen reprimido presentaron efectos contrarios. con un ma:yor consumo de 

follaje y talla (Bhonwong et al .. 2009). 
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La ausencia de actividad de enzimas oxidativas en respuesta a la infestación con mosca 

blanca (Figura 3e y f) podría estar relacionada con e! tipo de daño que genera este insecto 

durante el proceso de alimentación. Thaler et al. (2010) reportan una represión de genes 

codificantes para PPO. treonina desaminasa e IPs en plantas de jitomate expuestas por el 

áfido (A1acrosiphun1 euphorbiae). Resultados similares fueron presentados por Stout et al. 

( 1998). quienes encontraron un incremento en la actividad de PPO e IPs solo en respuesta a 

un insecto masticador y no en presencia de áfidos (.Macrosiphum euphorbiae), no obstante. 

en respuesta a! áfido solo se indujo actividad de POD. 

Los resultados en la actividad de PPO (Figura 3e) difieren de los trabajos reportados para 

otra especie de mosca blanca. Bemisia argentifolii (Mayer et al .. 2002). Posiblemente esto 

se deba a diferencias en los niveles de infestación. estadio de crecimiento del insecto o 

señales (inductores) específicas presentes en la saliva de ésta especie (Walling. 2000: 

Estrada-Hernández et al .. 2009). Esta especie es caracterizada por su voracidad durante el 

proceso de alimentación. es altamente agresiva, produce un exceso de excreta y está 

asociada con la aparición distintiva del síntoma .. plateado de la hoja·· (Puthoff et al .. 201 O). 

En general. se sabe que la respuesta de las plantas a los herbívoros masticadores de hojas. 

es similar a la inducida ante la respuesta por heridas. Mientras que los herbívoros 

succionadores que se alimentan de floema. tienden a inducir respuestas que están más 

relacionadas a patógenos (Walling. 2000). Los insectos que se alimentan directamente del 

floema son altamente especializados en sus hábitos alimenticios y presentan un tipo de 

estrés particular a la planta (Kempema et al .. 2007). 

5.2 Actividad de IPs, PPO y POD en respuesta a daño mecánico 

Las plantas reaccionan al daño mecánico mediante la activación de distintas respuesta )-' 

pueden ser similares a las que se activan en respuesta a herbivoría. estando posiblemente 

involucrados en defensa y restablecimiento del tejido dañado. Los resultados obtenidos en 

los ensayos de daño mecánico. mostraron una inducción significativa en !os niveles de IPs 

(Figura 4a). Por el contrario. en los niveles de enzimas oxidativas no se encontró ninguna 
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diferencia en Ja actividad presente entre plantas control con respecto a las plantas dañadas 

(Figuras 4b y c). 

Moura y Ryan (2001) observaron un incremento de 2.6 veces en los niveles de proteína en 

respuesta a daño mecánico y una inducción de transcrito a partir de las 4h posteriores al 

daño. no obstante permanecieron altos durante 48h. Resultados semejantes se han reportado 

en papa jitomate (Ryan. 1990). maíz (Cordero et al .. 1994). alfalfa (Brov,.rn et al .. 1985) y 

álamo (Bradshav.· et al .. 1989). El incremento en la actividad inhibitoria encontrado en las 

hojas de Ph_vsalis philadelphica dañadas y en respuesta a Afanduca sexta corresponde al 

modelo de señalización planteado para jitomate: donde, se observa que en respuesta a daño 

y herbivoría con insectos masticadores se induce de manera local y sistémica la expresión 

de los genes Pin! y Pin2 (Ryan, 1990. 2000) y en consecuencia la actividad de IPs (Green 

y Ryan, 1972: Ryan. 1990) a través de una ruta de transducción de señales mediada por AJ 

(Bergey et al .. 1996: Ryan. 2000). Inevitablemente el proceso de alimentación de los 

insectos herbívoros conlleva cierto grado de daño en la planta: sin embargo. numerosos 

trabajos han demostrado que algunas respuestas son inducidas específicamente y/o con 

mayor rapidez solo en plantas expuestas a herbivoría (Stout et al .. 1994: McCloud y 

Baldv.'in. 1997). Korth y Dixon ( 1997) demostraron una mayor acumulación de transcritos 

de Pin2 y HMGR (reductasa de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A) en tejido foliar de 

papa expuestas a herbivoría respecto a las plantas dañadas mecánicamente. Sin embargo. la 

actividad inhibitoria detectada en Physalis philadelphica requiere de una mayor 

caracterización. la identificación de los genes involucrados y la confinnación de la 

inducción sistémica de la respuesta. 

Por un lado. !a inducción nula de la actividad de PPO en respuesta a daño mecánico ha sido 

reportada previamente en diversas plantas, como: mostaza negra. canola. soya. chile y 

sauce llorón ( Constabel y Ryan, 1998). Además otra posibilidad de explicar los resultados 

obtenidos se relaciona con la muestra utilizada durante las detenninaciones. ya que para 

jitomate se ha reportado que la inducción de PPO en respuesta a daño se presenta 

exclusivamente en tejido joven (Thipyapong y Steffens. 1997). y durante los ensayos con 

Physalis phifadelphica se colectó todo el tejido foliar. 
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Figura 4. Efecto del daño mecánico generado sobre la actividad de proteínas 

relacionadas con defensa. Medición de los niveles de !Ps y de la actividad de PPO y POD 

en extractos proteicos de hojas de Physaíis philadelphica colectadas 24h después de haber 

empezado el daño. En todos los casos se utilizaron plantas intactas como control. Cada 

barra corresponde a la media ± ee de n :::=:. 8. Letras diferentes sobre las barras denotan 

diferencias significativas (P<0.05. utilizando una prueba de t-Student). 
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Cabe señalar que los resultados en la actividad de POD difiere de lo reportado para otras 

especies de plantas. donde la inducción de esta enzima ha sido documentada en tabaco. 

jitomate. papa. pepino. frijol, arroz y rábano (Hiraga et al .. 2001 ). no obstante en plantas 

de pepino y de tabaco. está documentada la acumulación de POD por hcrbivoría.. pero poco 

se sabe si hay inducción inducida por daño mecánico (Lagrimini y Rothstein 1987: 

Rasmussen et al .. 1995). 

5.3 Actividad de IPs, PPO y POD en respuesta a tratamientos de AJ y AS 

El reconocimiento del daño como consecuencia del proceso de herbivoría activa una o más 

rutas de transducción de señales que conllevan a cambios en la expresión de genes di.: 

defensa y/o síntesis de metabolitos. La regulación de las rutas involucradas en la respuesta 

a herbivoría. incluye la presencia de una o más señales endógenas. entre las que destacan e! 

AJ y el AS. Si se presentan respuestas distintas a diferentes herbívoros la ruta de 

transducción debe poseer elementos únicos para una respuesta en particular. aun así esto no 

excluye la posibilidad de interacciones. comunicación entrecruzada efectos inhibitorios o 

sinérgicos entre componentes de la ruta de transducción (Hov-,re. 2004: Wa\\ing. 2000). 

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados con AJ mostraron una inducción 

significativa en los niveles de !Ps (Figura 5a). Este incremento fue tres veces mayor 

respecto a las plantas control. Resultados similares han sido reportados en plantas de 

jitomate expuestas a tratamientos de AJ en concentraciones que van de 0.1 a IOmM (Thaler 

et al .. 1996 ). Con Ja finalidad de establecer la concentración adecuada de AJ a utilizar en 

los ensayos con Physalis phifadelphica. se realizaron ensayos preliminares utilizando dos 

concentraciones (lmM y lOmM). en donde se observó que la concentración mayor 

provocaba efectos fitotóxicos (Datos no mostrados). La inducción foliar de !Ps en respuesta 

a tratamiento con AJ o su forma volátil (MJ) se ha documentado en plantas pertenecientes a 

diferentes taxas entre las que se incluye: trigo (Dutt et al .. 2011 ). tabaco. alfalfa (Farmer et 

al .. 1992). papa. frijol y algodón (Creclman y Mullet. 1995: Blechcrt et al.. 1995: Karban y 

Baldwin. 1997). 
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El uso potencial del AJ y del AS como inductor de resistencia contra insectos herbívoros ha 

sido evaluado exitosamente en cultivos agrícolas de tomate (Thaler et al. 201 O). algodón 

(Benedict y Chang. 1991) y amaranto (Délano-Frier et al .. 2004). No obstante. el uso de 

estas moléculas tiene que evaluarse en función de los costos/beneficios que representa para 

la planta mantener niveles altos de defensa (Thaler. 1999: Délano-Frier et al .. 2004). 

Además. estas moléculas pueden ejercer efectos positivos sobre las poblaciones de los 

enemigos naturales (Thaler. 1999). 

Similar a los resultados obtenidos en los ensayos con herbivoría los patrones de inducción 

en respuesta a AJ. concuerdan con los resultados reportados previamente para jitomate. en 

donde se induce la actividad de IPs y PPO acompañada de la disminución en la actividad de 

POD (Thaler et al.. 1996). Posiblemente. las respuestas defensivas de Physa/is 

philadelphi"ca comparten muchos elementos con otras especies de solanáceas ya que la 

relación antagónica entre el AS y AJ está documentada en respuestas asociadas a daño 

mecánico (Doares et al.. 1995: Peña-Cortés et al.. l 993 ). También se han encontrado 

evidencias de! efecto antagónico del AS en las respuestas defensivas a patógenos inducidos 

por AJ en Arabidopsis (Walling. 2000: Thaler et al .. 2010). 

El tratamiento de jitomate con AJ induce varias enzimas oxidativas relacionadas con 

defensa aumentando la resistencia a plagas. En Physalis phifadelphica. la aplicación de AJ 

exógeno. no incrementó los niveles en la actividad de PPO (Figura 5b). lo que 

potencialmente puede estar relacionado con la edad de la planta ya que Cipollini y Redman 

( 1999). demostraron que plantas de jitomate de 8 semanas tratadas con AJ. tenían niveles 

más altos en la actividad de PPO respecto a plantas de 4 semanas. 

La disminución en la actividad de POD observados en las plantas tratadas con AJ (Figura 

Se). son similares a los resultados reportados por Thaler et al. ( 1996 ). quienes también 

encuentran una disminución en la actividad de esta enzima en plantas de jitomate tratadas 

con AJ. Estos resultados coinciden con el argumento planteado por Farmer et al. ( 1992). 

quienes discuten que Ja respuesta de POD ante daño o AJ probablemente no se encuentra 

regulada de la misma manera que IPs y PPO. 
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Estos resultados concuerdan con lo reportado en jitomate. en donde el AS o el ASA inhiben 

la síntesis de JPs inducida en respuesta a daño (Ooherty et al .. 1998). El incremento en los 

niveles de AS en respuesta a la infección por patógenos se encuentra asociada con la 

expresión sistémica de varias PR y con el establecimiento de un estado de resistencia a 

futuros ataques por una amplia gama de patógenos (SAR). En los ensayos realizados en los 

cuales se evaluó el papel del AS respecto a la inducción de IPs. PPO y POD. no se 

presentan diferencias en la actividad de las enzimas evaluadas (Figura 5d. e y f). 
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Figura 5. Efecto de moléculas señales sobre la actividad de proteínas relacionas con 

defensa. Medición de actividad en extractos proteicos de hojas de Physalis phi/adelphica 

inducidas con AJ (0. lmM) y AS (0.25mM) colectadas 24h después del tratamiento. Cada 

barra corresponde a la media ± ee de n 2-. 8. Las plantas control corresponden a plantas 

intactas. La actividad inhibitoria de cada tratamiento se comparó mediante un análisis de 

varianza de una vía ANOV A (p=<0.05) acompañado de una comparación múltiple de 

medias utilizando la prueba de Tukey-Kramer. Letras diferentes señalan diferencias 

significativas. 
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6. CONCLUSIONES 

Physa!is phi!adelphica en respuesta a herbivoría por larvas de 1\1anduca sexta. 

indujó los niveles de IPs y PPO. 

Physafis philadelphica en respuesta a Tria!eurodes vaporarorium y tratamientos 

con AS no indujó Ja actividad de ninguna de las proteínas evaluadas. 

Physalis phi!adefphica en respuesta a daño mecánico y a tratamientos con AJ 

únicamente incrementó la actividad de !Ps. 

~ Los tratamientos de herbivoría por A1anduca sexta. daño mecánico y AJ indujeron 

la actividad de IPs en niveles similares. 
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