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1.1 Respuestas de defensa en plantas. 

 

Las plantas responden activamente a diferentes tipos de estrés provocados por el medio 

ambiente a través de cambios específicos en su metabolismo y en su patrón de expresión 

genética. 

Estas respuestas se pueden dividir en dos tipos (Figura 1): 

a) Pasivas. Son aquellas relacionadas con la estructura de la planta, un ejemplo es la 

pared celular compuesta por polímeros complejos derivados de los carbohidratos 

y cuyo principal componente es la celulosa; otro caso es la cutícula, la cual se 

deposita sobre la pared celular  y está formada principalmente por moléculas 

derivadas de ácidos grasos. Estas dos estructuras proporcionan barreras 

mecánicas contra la penetración de patógenos, contribuyendo así a la defensa de 

la planta. 

b) Inducibles. Las plantas cuentan con estrategias que dependen de la producción de 

compuestos químicos tóxicos (para los microorganismos), cuya síntesis se 

estimula cuando la planta reconoce la presencia de un posible patógeno. Estos 

mecanismos incluyen la acumulación de compuestos de bajo peso molecular 

(conocidos como fitoalexinas) y la deposición, en la pared celular, de 

glicoproteínas ricas en el aminoácido prolina; las cuales se entrecruzan 

químicamente con los componentes de la pared celular incrementando se fuerza 

y la generación de especies reactivas derivadas del oxígeno molecular. 
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Figura 1. Mecanismos de defensa en plantas. 
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1.2 Especies reactivas de oxígeno. 

 

El término especies reactivas de oxígeno (ERO) se usan para describir a las formas del 

oxígeno que son energéticamente más reactivas que el oxígeno molecular. Típicamente 

las ERO (algunas veces llamadas especies activas de oxígeno o intermediarios reactivos 

del oxígeno) son especies moleculares que sufren la adición de electrones y por lo tanto 

son formas reducidas del oxígeno. Las ERO incluyen a dos especies de radicales libres, 

el anión superóxido (O2
.-

) y su forma protonada el radical perhidroxilo (HO2
.
), la 

especie no cargada peróxido de hidrógeno (H2O2) que no se considera un radical y el 

altamente reactivo radical hidroxilo (OH
.
). Las ERO también incluyen a los singuletes 

de oxígeno (1O2) generados por la fotoexcitación de la clorofila. Todas estas moléculas 

son tóxicas y su poder destructivo depende de su reactividad. Las altas concentraciones 

de ellas pueden resultar en una oxidación no controlada de gran variedad de estructuras 

celulares, incluyen al ADN, proteínas y lípidos de membrana, lo que puede resultar en la 

perturbación del metabolismo y la destrucción de las estructuras celulares (Desikan et 

al., 2005). 

Las ERO se generan en plantas por muchos mecanismos en varios compartimentos 

celulares (Mittler, 2002). Estos incluyen mecanismos no enzimáticos tales como la 

transferencia de electrones al oxígeno molecular durante la fotosíntesis y la respiración 

en los peroxisomas, la amino oxidasa y oxalato oxidasa en el apoplasto y xantina 
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oxidasa y enzimas de oxidación de los ácidos grasos en el peroxisoma. Algunos agobios 

abióticos tales como las bajas y las altas temperaturas, el exceso de irradiación, la sequía 

y la salinidad modifican el balance celular e incrementan la generación de ERO. La 

célula vegetal también contiene enzimas cuya función específica parece ser la 

generación de ERO, estas incluyen a la NADPH oxidasa y a las peroxidasas de la pared 

celular (Bolwell et al., 2002; Nelly et al., 2002). La generación de superóxido y de 

peróxido de hidrógeno por estas enzimas se incrementa por varios agobios tales como la 

herida, las temperaturas extremas, la anoxia, los contaminantes ambientales, la radiación 

UV y la luz intensa. 

 

1.3 Química de las ERO. 

 

Las ERO se producen por una reducción secuencial del oxígeno molecular (Figura 2). 

La reducción con solo electrón del O2 resulta en la generación del anión superóxido 

(O2
.-

). Este es usualmente, pero no siempre, el primer ERO que se forma. Es 

relativamente reactivo  y como el electrón que recibe esta es un estado no apareado, esta 

molécula se clasifica como un radical libre. La dismutación del anión superóxido es 

inevitable, especialmente a bajo pH, cuando un electrón de anión superóxido es 

traspasado a otra molécula de anión superóxido, y junto con una protonación se genera 

peróxido de hidrógeno. El peróxido es un agente oxidante débil y puede reaccionar con 

moléculas biológicas tales como proteínas. La reacción de dismutación es también 

catalizada muy eficientemente por la enzima superóxido dismutasa. Existen algunos 
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tipos de superóxido dismutasa en plantas localizadas en diferentes compartimentos 

celulares. 

Ambas moléculas son potenciales moléculas señal en plantas, si bien se ha 

realizado más trabajo en este sentido con el peróxido de hidrógeno. El H2O2 es 

relativamente pequeño, no tiene carga y puede atravesar las membranas y es 

rápidamente destruido. Estas son características favorables para una molécula señal. Por 

otro lado, el anión superóxido tiene una vida media relativamente corta y tiene carga. Su 

acción por lo tanto puede ser restringida a la proximidad de su sitio de generación. Sin 

embargo esta molécula puede ser protonada para formar el radical perhidroxilo, y esta 

tiene el potencial para pernear a través de la membrana, y tener una función como 

molécula señal (Jabs, 1999). 

En presencia de metales de transición tales como el hierro y el cobre las ERO 

sufren reacciones adicionales, tales como la reacción de Fenton y la Haber-Weis para 

producir radicales hidroxilo. Estos son extremadamente reactivos y reaccionan a una 

velocidad limitada por su difusión. La presencia y concentración de los metales de 

transición en diferentes partes de la célula podría determinar la formación de estos 

radicales, generando manchas localizadas de acción de estas moléculas. Así, los efectos 

del daño de estos radicales podrían estar localizados en regiones bien definidas de la 

célula. Por lo tanto este radical reaccionará con la primera molécula que encuentre, ya 

sea proteína, lípido o ácido nucleico. 

El anión superóxido puede reaccionar con otro radical libre de señalización, el 

oxido nítrico (NO
.
), para producir peroxinitrito (OONO-). El OONO- es altamente 
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reactivo y si bien puede ser una molécula tóxica es sistemas animales no se han 

reportado evidencias que indiquen lo mismo en plantas. 

El singulete de oxígeno es otra forma de oxígeno reactivo pero en esta molécula no 

hay una adición  de un electrón extra al oxígeno molecular, sino que un electrón es 

elevado a un orbital de energía superior. Este movimiento electrónico provoca que el 

singulete de oxígeno reaccione rápidamente con moléculas orgánicas, provocándoles 

daños. En plantas el singulete puede ser formado por la fotooxidación de la clorofila y su 

reacción con le oxígeno, lo que puede provocar daño a los lípidos. Normalmente los 

carotenoides previenen la formación del singulete. Datos recientes indican que el 

singulete también puede actuar como una molécula de señalización, regulando la 

expresión de varios genes (Op den Camp et al., 2003). 
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Figura 2. Reacciones secuenciales para la producción de ERO, a partir del oxigeno 

molecular. 

 

1.4 Señalización por ERO. 
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Para que las ERO funcionen como moléculas de señalización, estás deben de ser 

percibidas de alguna manera para que la señal sea propagada y regular las respuestas 

celulares. Idealmente se debe de efectuar un cambio en la molécula receptora, y el 

próximo componente de la señalización debe también de ser afectado a través de la 

inhibición, activación o el reclutamiento con otras moléculas. El peróxido de hidrógeno 

es una molécula pequeña y parece improbable que exista un receptor que lo reconozca 

como una reacción clásica ligando / receptor. Sin embargo, el H2O2 es un agente 

oxidante débil, y podría ser que a través de esta actividad transmita su “información” 

(Danon, 2002). Las proteínas involucradas podrían estar en dos estados, un estado de 

señalización y un estado quiescente, y se ha sugerido el término nanotransductores para 

el potencial grupo de proteínas de señalización sensibles a ERO (Cooper etc al., 2002). 

Es también posible que la microlocalización de las ERO dentro de una célula determine 

la eficiencia con la cual actúan como señal. 

Dependiendo de su localización celular podrían interactuar con diferentes 

proteínas, posiblemente formando complejos macromoleculares. Tales “señalosomas” 

podrían estar localizados en regiones definidas dentro de la célula donde puedan regular 

un efecto. 

Se han identificado proteínas sensores en levaduras las cuales probablemente 

capten la presencia de las ERO y transformen (transduscan) esta señal en una respuesta 

celular. Se ha propuesto que el sistema histidina cinasa de dos componentes puede 

actuar como un receptor para H2O2, de tal manera que la percepción de ERO podría 

conducir a un evento de fosforilación que terminaría en una respuesta al estrés oxidativo 
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(Buck etc., 2001). Se han reportado algunas histidina cinasa en plantas (Hwang, et al., 

2002), pero no se ha establecido su relación con el estrés oxidativo. 

Otros sensores potenciales de ERO se podrían encontrar dentro de la célula, y estos 

podrían incluir a tiol peroxidasas, proteín cinasas o fosfatasas. En levaduras se ha 

identificado una tiol peroxidasa citosólica la cual es un blanco directo para la oxidación 

por el H2O2 (Delaunay et al., 2002). Algunos factores de trascripción pueden actuar 

también como blancos para la señalización redox. Por lo tanto, existen potenciales 

blancos para las EROS en diferentes partes de la célula y es posible que múltiples 

proteínas sensen y transmitan las señales para activar una respuesta celular especifica.  

Se ha sugerido que las ERO reaccionan con proteínas que contienen un grupo tiol, 

o –SH de un residuo de cisteina o de metionina. En muchas proteínas el grupo –SH 

puede ser modificado oxidativamente a –S –S –, lo cual ayuda en la estabilidad 

conformacional de la proteína. La oxidación de un grupo –SH a través del H2O2 puede 

establecer la formación de puentes entre las cisternas en las proteínas, con un cambio 

resultante en la conformación de la molécula. Tal cambio puede modular la actividad de 

la proteína o permitir que interactúe con otras proteínas que anteriormente no lo hacia 

(Desikan et al., 2005). 

Por otra parte, la oxidación de las proteínas debe de ser revertida para terminar la 

señal. Las proteínas tioredoxinas podrían cumplir esta función. Estas proteínas son 

disulfuro oxidoreductasa ubicuas en plantas que contienen dos grupos de cisterna activos 

dentro de un dominio estructural conservado (Buchanan et al., 2002). Las tioredoxinas 

catalizan reacciones de reducción que incluyen la conservación de puentes –S –S – a 

grupos –SH. 
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1.5 Reguladores de la señalización por ERO. 

 

1.5.1 Cambio en los niveles de calcio. 

 

El calcio es un segundo mensajero ubicuo en las plantas. Las concentraciones 

incrementadas de calcio citosólico activan varias proteínas de señalización tales como 

cinasas y fosfatasas y subsecuentes respuestas al interior de la célula (Scrase–Field y 

Knight, 2003) (Figura 3). Las ERO parecen estar estrechamente relacionados con los 

niveles de calcio. En células guarda, el H2O2 activa canales catiónicos permeables al 

calcio en la membrana plasmática, conduciendo a un influjo de calcio y al cierre de los 

estomas (Pei et al., 2000). La regularización por ERO de los niveles de calcio no solo se 

observa en las células guarda. En raíces, la aplicación de radicales hidroxilo causa un 

incremento en las concentraciones de calcio citosólico, lo cual regula el crecimiento y la 

elongación (Foreman et al., 2003). Durante el desafío por un patógeno, las ERO causan 

un incremento en los niveles de calcio citosólico, pero el calcio también incrementa los 

niveles de ERO (Bowler y Fluhr, 2000). Por lo tanto, el calcio y las ERO interactúan 

muy estrechamente para regular la homeostasis intracelular de ambos componentes. 
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Figura 3. Señalización por ERO. La señalización intracelular iniciada por ERO involucra 

muchos componentes de la transducción de la señal, incluyendo canales iónicos, 

proteína cinasas, proteína fosfatasas y factores de trascripción. Tal señalización puede 

conducir a efectos fisiológicos directos o a la expresión genética. Tomado de Desikan et 

al., 2005. 
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1.5.3 Fosforilación de proteínas. 

 

La fosforilación de proteínas es un evento de señalización celular clave, y las ERO tales 

como el H2O2 activan varias proteínas cinasas, incluyendo aquellas que pertenecen a la 

familia de proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPK, por sus siglas en inglés, 

mitogen activated protein kinase). Las MAPK son una familia altamente conservadora 

de cinasas en eucariontes que forman parte de una cascada de señalización por 

fosforilación. Después de recibir un estimulo una MAPKKK fosforila una MAPKK, la 

cual subsecuentemente fosforila una MAPK sobre residuos conservados de treonina y 

tirosina. La activación de una MAPK puede conducir a la fosforilación de factores de 

trascripción, los cuales finalmente regularan la expresión genética. En Arabidopsis, el 

H2O2 conduce a la activación de las MAPK, AtMOK3 y AtMAPK6, este proceso es 

esencial para medir la tolerancia a varios estímulos (Kovtun et al., 2000). 

  La fosforilación de proteínas usualmente se acompaña de una desfosforilación 

catalizada por fosfatasas. Se ha reportado la regulación de la actividad de fosfatasas por 

H2O2 inhibe la actividad de fosfatasa, incrementando por lo tanto los niveles de 

fosforilación en una célula (Desikan et al., 2005). 

 

1.5.3  Regulación de la expresión genética. 
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La expresión genética se podría activar ya sea directamente como resultado de la 

señalización por las ERO a través de la modificación de factores de trascripción, 

indirectamente a través de la cascada de transducción de la señal involucrando a las 

MAPK. Si bien la mayoría de los estudios implican al H2O2 como el principal ERO que 

altera la expresión genética, se ha demostrado que diferentes ERO tienen efectos 

similares. 

 Los cambios globales en la expresión genética en respuesta al tratamiento con 

H2O2 exógeno han permitido identificar varios genes cuya función se puede asignar a la 

transducción de la señal, la defensa, la trascripción, el metabolismo y la estructura 

celular (Vandenabeele et al ., 2003). Genes para la transducción de la señal incluyeron 

aquellos que codifican las cinasas, calmodulina, histidina cinasa y una tirosina fosfatasa. 

También se indujeron genes que codifican para factores de trascripción. Genes 

relacionados con el ácido salicílico, oxido nítrico, ácido jasmónico y etileno también 

fueron regulados por H2O2, indicando un potencial cruce de rutas metabólicas (Vranova 

et al., 2002). Un análisis adicional de un subconjunto de genes regulados por H2O2 

mostró una regulación adicional por sequía, radiación UV-B y tratamiento con 

estimulador (Desikan et al., 2001). 

 Los cambios en la expresión genética pueden ser regulados por las ERO ya sea 

directa o indirectamente. Esto podría suceder vía la modificación directa de factores de 

trascripción, como se describió anteriormente, o vía la activación de otras proteínas de 

señalización que subsecuentemente activarían a los factores de trascripción. 

Actualmente no se han identificado factores de trascripción sensibles a ERO en plantas, 
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si bien algunos genes regulados por H2O2 poseen elementos en cis que podrían ser 

sensibles a este ERO (Desikan et al., 2001). 

 

 

1.5.4  Regulación de la producción de ERO. 

 

El sitio exacto de producción de ERO determina su acción. La ERO se producen dentro 

de la célula en bajos niveles vía rutas no enzimáticas, durante la fotosíntesis y la 

respiración en los cloroplastos y la mitocondria, respectivamente. ERO tales como el 

H2O2 se pueden producir a través de enzimas específicas (Desikan et al., 2004b), como 

la NADPH oxidasa o peroxidasas, que tienen la capacidad de reducir el oxígeno para 

producir ERO en el apoplasto. Otras enzimas que generan ERO incluyen a la xantina 

oxidasa, oxalato oxidasa y amino oxidasa.  

 La investigación sobre la regulación de la producción de ERO se ha enfocado al 

estudio de las enzimas semejantes a la NADPH oxidasa, una de las principales rutas 

enzimáticas de síntesis de ERO en células vegetales (llamadas rboh, respiratory burst 

oxidase homologue). Uno de los homólogos clonados en plantas se ha reportado como 

una enzima unida a la membrana (Séller et al., 1998), y mostró una estrecha similitud 

con la subunidad grande del complejo NADPH oxidasa de mamíferos, gp91-phox, si bien 

una proteína vegetal contiene una región adicional que une calcio, Se han identificado 

algunas isoformas en tomate, tabaco, chícharo y Arabidopsis (Torres et al., 1998). 

       Al igual que su contraparte en mamíferos, la oxidasa vegetal contiene secuencias 

consenso que potencialmente unen grupos prostéticos redox, como flavinas y hemos, lo 
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cual podría resultar en la formación de superóxido de la reducción del oxígeno 

molecular. Si bien se han identificado algunos homólogos en plantas, solo hay un 

estudio a la fecha que demuestra su capacidad para generar superóxido in vitro (Sagi y 

Fluhr, 2001). Como se considera que las proteínas Rboh están asociadas a la membrana 

plasmática, la generación de superóxido por Rboh sugiere que sus productos y resultados 

de acción estarán fuera de la célula. (Desikan et al., 2005). 

       Las peroxidasas son otra fuente enzimática para producir ERO. Estas enzimas se 

localizan en la pared celular, se ha observado que producen ERO durante el desafío con 

un patógeno (Bolwell et al., 2002). Por lo tanto, es posible que el mismo estímulo 

induzca la producción de ERO vía múltiples rutas enzimáticas, pero a diferentes niveles 

y que la pérdida de la una será compensada por la otra. 

       La regulación de la síntesis de ERO a través de la NADPH oxidasa ocurre vía la 

actividad de otras moléculas de señalización, tales como proteínas G, inositol fosfato y 

proteínas cinasa / fosfatasa. 

 

1.5.5   Remoción de ERO. 

 

La respuesta de un tejido para producir ERO podría resultar no solo de la presencia y la 

función de distintas proteínas que producen ERO, sino también de la presencia o 

ausencia de antioxidantes en la célula. En células de aleurona de cebada, el tratamiento 

con giberelina provoca un decremento en las actividades de la catalasa, superóxido 

dismutasa (SOD) y ascorbato peroxidasa, lo que resulta en niveles incrementados de 

H2O2 y en la muerte celular (Fath et al., 2001). Diferentes antioxidantes tienen diferentes 



 

22 

afinidades por ERO lo cual podría determinar la eficiencia para su remoción, por 

ejemplo, la catalasa tiene alta afinidad por el H2O2 mientras que la ascorbato oxidasa 

tiene baja afinidad (Mittler, 2002). La localización y la acción de estas enzimas podrían 

afectar su regulación. La manipulación de los niveles de antioxidantes dentro de la 

célula ya sea por medio de la sobreexpresión o abatimiento de los mismos ha 

manifestado relaciones no identificadas previamente entre ERO y respuestas 

fisiológicas. 

 

1.5.6   ERO y herida. 

 

La herida induce la generación de ERO a través de la liberación de ácido jasmónico 

(AJ), y estos actúan como señales para la expresión de varios genes relacionados con la 

defensa (Orozco-Cárdenas et al., 2001). En células guarda, el derivado del AJ, metil 

jasmonato (MeJa) provoca la alcalinización del citoplasma y la acumulación de ERO 

dependiente de NADPH oxidasa, la activación de canales de K+ y el cierre estomacal 

(Suhita el al., 2004). 

 

1.6 Ascorbato, Metabolismo y Funciones. 

 

1.8.3   Distribución y localización subcelular. 

 

El ascorbato se encuentra en casi todos los tejidos vegetales, con excepción de las 

semillas secas (DeGara el al., 1997). Tiende a encontrarse en mayores concentraciones 



 

23 

en las hojas y en los meristemos que en la raíz. Es transportado en el floema de las hojas 

fuentes a los tejidos que lo demandan, como los meristemos (Hancock et al., 2003). 

Normalmente se asocian altas concentraciones de ascorbato con los frutos, 

particularmente los cítricos, sin embargo, su concentración en frutos no es siempre más 

alta que en las hojas, y puede ser mucho menor en muchas especies (Davey et al., 2000). 

       El ascorbato se localiza en todos los compartimientos subcelulares incluyendo la 

pared celular, pero generalmente se encuentra en bajas concentraciones en las vacuolas 

(Davey et al., 2000). Las estructuras del ácido ascórbico y sus productos de oxidación se 

muestran en la figura 4.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. El acido ascórbico y sus productos de oxidación. 

 

A pH fisiológico, se encuentra predominantemente como el anión ascorbato. Cuando 

pierde por completo un electrón de su grupo ene-diol se produce el radical 

monodeshidroascorbato (MHA). Una oxidación adicional resulta en el 

deshidroascorbato (DHA), el cual no tiene carga. La habilidad del ascorbato para donar 

un electrón y la relativamente baja reactividad del radical MHA es la base de su 

Acido ascórbico Monodeshidroascorbato Deshidroascorbato
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actividad biológica como antioxidante y6 buscador de radicales libres (Buettner y 

Schafer, 2004). 

 

 

 

 

1.8.4    Reciclamiento del ascorbato. 

 

El ascorbato es oxidado cuando actúa como un oxidante o como reluctante por enzimas 

dioxigenasas. El primer producto es el radical MHA (Algunas veces llamado radical 

ascorbil o semideshidroascrobato) (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Ciclo del ácido ascórbico. 
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 El DHA se produce cuando reaccionan dos radicales MHA y se producen 

ascorbato y DHA (Buettner y Schafer, 2004). El contenido de ascorbato en hojas sanas 

está usualmente 90% reducido, con la mayoría del resto presente como DHA (Doctor y 

Foyer, 1998). Tiende a estar más oxidado en las paredes celulares (Sanmartin et al., 

2003). El MHA no se acumula en altos niveles. En circunstancias normales, el total de 

ascorbato se conserva reducido por un sistema de regeneración que involucra varios 

componentes. Estos incluyen a la enzima monodeshidroascorbato reductasa (MHAR), 

deshidroascorbato reductasa (DHAR) y al glutatión como componentes del ciclo 

ascorbato-glutatión. La enzima MHAR se localiza en el citosol, cloroplastos, 

peroxisomas, mitocondria y membrana plasmática (Noctor y Foyer, 1998). Son enzimas 

que contienen FAD y catalizan la reducción dependiente de NAD(P)H de MHA a 

ascorbato (Hossain y Asada, 1985). Se han identificado aproximadamente 25 secuencias 

de MHAR de 11 especies. El genoma de A. thaliana contiene cinco genes con una 

actividad predicha de MHAR (Chef et al., 2003). 

       El DHA puede ser reducido no enzimáticamente a ascorbato por tioles tales como el 

glutatión y por varias proteínas que contienen SH. Estas enzimas incluyen a la 

deshidroascorbato reductasa dependiente de glutation, glutaredoxinas, glutatión-S-

transferasa y tioredoxina reductasa (May y Asard, 2004). La actividad de DHAR 

dependiente de glutation se ha reportado en los cloroplastos, mitocondria y peroxisomas 

(Doctor y Foyer, 1998). Existen cinco gene para DHAR en A. thaliana (Chef et al., 

2003). 
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1.9 Respuestas a herida y herbívoros en plantas. 

 

Las plantas pueden sufrir daño físico por muchos medios, quizás los más comunes sean 

el daño mecánico y el provocado por herbívoros. Puesto que las plantas pueden ser 

atacadas por diversos patógenos por los sitios dañados, han evolucionado sistemas de 

defensa complejos en contra de herbívoros y patógenos. Muchas de estas respuestas son 

inducibles y se activan específicamente como resultado de la herida. Las respuestas a 

herida han sido sujeto de estudio desde los últimos 30 años. La motivación para estos 

estudios surgió a raíz de los descubrimientos de Ryan y colaboradores a principios de los 

años 70 de que proteínas de defensa se acumularon en hojas de tomate y de papa heridas 

mecánicamente (Green y Ryan, 1972). Las proteínas detectadas en este estudio se 

caracterizaron como inhibidores de proteinaza y que subsecuentemente se encontró que 

inhiben las proteasas digestivas de insectos herbívoros (Ryan, 1990). Los inhibidores de 

proteinasa se han encontrado también como genes inducibles por herida en diversas 

especies vegetales, desde hierbas hasta árboles, se usan comúnmente como genes 

marcadores de respuesta a herida. 

       El tejido dañado activa un conjunto de respuestas inducibles como resultado de 

herida. Estas incluyen eventos localizados que sellan el sitio herido y protegen en contra 

de la invasión de patógenos oportunistas, la producción de proteínas defensivas y 

metabolitos secundarios. Los eventos de señalización que regulan estas diferentes 

respuestas son de interés para los biólogos vegetales no solo por su importancia 

intrínseca, sino también desde el punto de vista agronómico. El conocimiento de las 
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diferentes rutas de defensa en contra de diferentes patógenos es esencial para el 

desarrollo óptimo de estrategias de protección de los cultivos. 

 

1.9.1   Respuestas de defensa. 

 

Dentro de la vecindad inmediata del sitio herido habrá una capa de células dañadas 

irreparablemente, las cuales a pesar de ser incapaces de activar una respuesta ellas 

mismas, pueden liberar muchas moléculas diferentes que podrían actuar ya sea como 

estimuladores de respuestas en células vecinas sanas o como toxinas de defensa. Las 

células sanas que rodean el sitio herido pueden ser los blancos de las señales generadas 

por las células dañadas (Figura 6). 
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Figura 6. Posibles rutas de señalización que activan respuestas de defensa. 

 

 

 

Una de las primeras funciones de las células sanas es formar una barrera física para 

restringir la invasión de patógenos. El reforzamiento de la pared celular se realiza en 

parte por el entrecruzamiento oxidativo rápido de proteínas de la pared celular que tiene 

lugar a los pocos minutos después de la herida (Bradley et al., 1992). Se ha observado 

que después sucede la síntesis de novo de glicoproteínas de pared celular ricas en 

hidroxiprolina que tienen función estructural, tales como las extensinas (Showalter, 

1993). Otras respuestas incluyen la producción de polímeros derivados de fenólicos tales 

como la lignina y la suberina, los cuales están involucrados en sellar la herida. 

        También se producen compuestos químicos en respuesta a la herida. Estas defensas 

químicas se pueden dividir en dos categorías: metabolitos secundarios y proteínas. Los 

metabolitos secundarios incluyen a los terpenoides, alcaloides y fenólicos que forman 

fitoalexinas. Las proteínas inducibles por herida incluyen a los inhibidores de proteasas, 

inhibidores de alfa-amilasa, polifenol oxidasa, quitinazas y glucanasas (Constabel, 

1999). 
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1.9.2   Señalización por herida. 

 

1.9.2.1 Flujo de iones. 

 

Uno de los eventos más rápidos que se activan después del daño es el cambio en el flujo 

de iones en la membrana plasmática. El daño por herida provoca una rápida 

despolarización del potencial eléctrico de la membrana plasmática. Este evento de 

despolarización está asociado con el flujo de iones K+, un concomitante influjo de 

protones y una alcalinización del medio extracelular. Agentes químicos que interrumpen 

estos flujos de iones demuestran que se afecta la subsecuente   expresión de genes de 

defensa. La toxina fungal fusicoccina, quen activa la H+-ATPasa de la membrana 

plasmática y la hiperpolariza, es un potente inhibidor de la expresión de genes inducidos 

por herida (Schaller y Oecking, 1999). Estos resultados sugieren que la actividad de la 

H+-ATPasa puede regular la respuesta a herida, sin embargo esto no ha sido demostrado 

plenamente. 

 

1.9.2.2 Señalización por calcio.  

 

Otro ión que se ha implicado en la señalización por herida es el ión calcio, un ubicuo e 

importante segundo mensajero en eucariontes. Algunos estudios han demostrado un 

rápido incrmeneto de concentraciones de Ca2+ citosólico después del daño por herida 

(Knight et al., 1993). Bloqueadores de canales de calcio, ionóforos de calcio y agentes 
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que movilizan Ca2+ de almacenes intracelulares muestran regulación de la expresión de 

genes, sugiriendo un papel importante en la señalización (León et al., 1998). 

 

1.9.2.3 Especies reactivas de oxígeno. 

 

La producción de especies reactivas de oxígeno es un evento primario en la respuesta de 

las plantas a la herida, sin embargo, la naturaleza y función de la explosión oxidativa en 

respuesta a la herida o a herbívoros no son completamente conocidas. El análisis de esta 

respuesta descrito en la literatura sugiere que ocurren dos fases principales de 

producción durante una respuesta ha herida. La primera es una explosión muy rápida de 

anión superóxido y peróxido de hidrógeno que es máxima en los primeros minutos 

después de la herida en el mesocarpio de calabaza (Watanabe y Sakai, 1998). Una 

segunda y más sostenida producción de H2O2 se observó en un periodo de horas 

(Orozco-Cárdenas y Ryan, 1999). 

        Experimentos para medir actividad enzimática usando inhibidores sugieren que la 

principal fuente oxígeno reactivo es la producción de anión superóxido a través del 

complejo NADPH oxidasa unido a la membrana plasmática (Orozco-Cárdenas y Ryan, 

1999). La producción de peróxido de hidrógeno se realiza entonces del superóxido por la 

acción de la enzima superóxido dismutasa (Watanabe y Sakai, 1998). 

       La segunda fase de producción de H2O2 correlaciona con la actividad de 

poligalacturonasa inducida por herida, lo que sugiere que la actividad regulada de esta 

enzima puede liberar oligogalacturónidos endógenos que pueden actuar como 

estimuladores de la producción de H2O2 de manera local y sistemática. Este escenario 
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coloca al H2O2 en un lugar inferior de eventos que unen a la herida con la expresión de 

genes de defensa. La primera fase de la explosión oxidativa puede ser análoga a la 

primera explosión oxidativa estimulada por patógenos, lo cual es importante para la 

señalización de defensa. 

 

1.9.2.4 Fosforilación de proteínas. 

 

La fosforilación reversible de proteínas es un mecanismo ubicuo para la regulación de su 

actividad, y se emplea comúnmente en las rutas de transducción, incluyendo la respuesta 

a herida (Rojo et al., 1998). Se han identificado proteín cinasas que se inducen por 

herida (Lee et al., 1998). Las funciones precisas de estas enzimas se desconocen en la 

actualidad, sin embargo, las proteína cinasas que han sido estudiado con más detalle son 

miembros de la familia de proteína cinasas activadas por mitogeno (MAPK). En 

sistemas animales estas proteínas regulan la señalización de respuesta a estrés. En 

plantas de tabaco, Arabidopsis, alfalfa y tomate se han identificado actividades 

enzimáticas equivalentes inducidas por heridas (Usami et al., 1995; Stratmann y Ryan, 

1997). 

Algunos investigadores han propuesto modelos en los cuales las cinasas inducidas por 

herida activarían a la enzima fosfolipasa A2, liberando ácido linolélico de la membrana 

de la membrana plasmática que actuaría como un sustrato para la biosíntesis de ácido 

jasmónico (Narváez-Vasquez et al., 1999). 

 

1.9.3   Estimuladores de la expresión de las respuestas de defensa 
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1.9.3.1 Ácido jasmónico (AJ) 

 

El ácido jasmónico originalmente se identifico como una señal potencial generada como 

respuesta al daño por herida por que su derivado volátil, el metil jasmonato, es un 

potente inductor de genes inhibidores de proteínasa en tomate (Farmer y Ryan, 1990). 

Además se observó que el ácido jasmónico se acumuló endógenamente en hojas heridas 

(Creelman et al., 1992). Actualmente se considera ácido jasmónico como una señal 

intracelular clave que regula respuestas al ataque por insectos, herida y estimuladores. 

       La biosíntesis de AJ es catalizada por un conjunto de enzimas que colectivamente se 

conocen como la ruta octadecanoide. Su biosíntesis comienza cuando precursores 

lipídicos se liberan de las membranas celulares. La enzima fosfolipasa A2 (FLPA2) 

inducida por herida es un candidato para la liberación de lípidos (Narváez-Vásquez et 

al., 1999). Recientemente la fosfolipasa D (FLD) también parece ser esencial para la 

síntesis de AJ en Arabidopsis (Wang et al., 2000). La FLD puede producir sustratos para 

la FLPA2 o direc6tamente activar directamente lipoxigenasas involucradas en la síntesis 

de AJ. Las lipoxigenasas convierten el ácido linolenico e lípidos hidróperóxidos que son 

convertidos en el intermediario clave ácido 12-oxo-fitodienoico (AOFD). Este ácido es 

oxidado para producir AJ. Muchos de los genes que codifican para las enzimas 

biosintéticas para AJ son inducidos por herida (León y Sánchez-Serrano, 1999). 

 

1.9.3.2 Etileno 
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La hormona etileno está involucrado en el desarrollo vegetal y se produce en respuesta a 

muchos estreses (Kende, 1993). El etileno por herida se produce como resultado de la 

activación de las enzimas 1-aminociclpropano-1-carboxilato cintaza (ACS) y 1-

aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACO). 

 

1.9.3.3 Sistemina –Un péptido implicado en la señalización por herida. 

 

La sistemina es un péptido de 18 aminoácidos originalmente identificado como un 

potente factor inductor de inhibidor de proteinaza en hojas de tomate (Pearce et al., 

1991).  

       Desde entonces los datos acumulados apoyan la propuesta de que la sistemina es 

una señal a herida sistemática móvil (Ryan and Pearce, 1998). Si bien se han 

identificado péptidos relacionados en otras especies de solanáceas, no es claro si la 

sistemina representa un mecanismo general de señalización basado en péptidos o si solo 

se produce en una familia específica de plantas. 

       La sistemina se expresa en las plantas como un precursor mucho más grande (200 

aminoácidos), conocido como prosistemina (McGurl et al., 1992). El gen para la 

prosistemina se expresa primeramente en la región vascular de las partes de la planta y 

es inducible por herida (Jacinto et al., 1997). 

 

1.10 Características del fruto de aguacate  
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El aguacate es un fruto dicotiledóneo perteneciente al orden de las ranales y a la familia 

de las Lauráceas. Fue clasificado por Gaetneer como Persea gratísima y como Persea 

americana por Mill. El fruto es una baya de forma piriforme, esférica u oval, de tamaño 

medio. El color del pericarpio es variable y puede ser verde, rojizo o violáceo (Coria, 

1994). Se reconocen tres razas ecológicas (Mexicana, Guatemalteca y Antillana), dentro 

de las cuales se encuentran un gran número de híbridos y variedades. El aguacate “Hass” 

es un fruto de la raza guatemalteca; es hermafrodita y se encuentra clasificado como 

semitropical (Kadam y Salunkhe, 1995). El fruto de aguacate se caracteriza por un alto 

contenido de aceite y bajo en carbohidratos, es recomendado como un alimento 

energético para diabéticos (Salunkhe y Desai, 1984). 

       Los principales países productores de aguacate son México, Estados Unidos, 

República Dominicana, Brasil y Colombia. La producción de México representa el 

21.9% convirtiéndolo en el productor numero uno del mundo (Nogalingam, 1993). 

Michoacán es la principal entidad productora del aguacate del país aportando 40% de la 

producción mundial y el 85% de la nacional (Bárcenas y Aguirre, 1999). La zona 

aguacatera es la más alta productora “Hass” a nivel mundial. Los destinos de 

exportación del fruto son Francia, Japón, EUA, Canadá, Bélgica, Costa Rica y Reino 

Unido (Centro de Estadística Agropecuaria SAGAR, 1999). 

 

1.10.1   Anatomía del fruto. 

 

El pericarpio, que comprende a todo el fruto excluyendo únicamente la semilla, 

comprende la cáscara conocida como exocarpio, la pulpa o la parte comestible que es el 
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mesocarpio y una delgada capa cercana a la cáscara de la semilla conocida como 

endocarpio (Figura 7). El mesocarpio se encuentra totalmente irrigado a través de tejido 

conductivo o sistema vascular (Bialey Young, 19719. Las diferencias en tamaño entre la 

variedad de aguacates están determinadas más por la división de células que por el 

alargamiento de las mismas (Bowler y Cutting, 1998). La diferencia en el grosor del 

exocarpio entre las diversas variedades es atribuida a la densidad y cantidad de las 

células que conforman el tejido. De igual forma a través del tejido del mesocarpio se 

encuentran células especializadas en el almacenamiento de aceite, llamadas idioblastos, 

las cuales se distinguen por su gran tamaño y la lignificación de sus paredes (Biale y 

Young, 1971). 
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Figura 7. Anatomía del fruto de aguacate 

 

 

1.10.2   Manejo del aguacate. 

 

Las frutas y hortalizas presentan varios cambios desde la cosecha hasta su consumo. 

Dentro de los atributos de calidad de frutos frescos se incluyen la apariencia, textura, 

sabor y valor nutritivo. Una vez que los frutos han sido cosechados, la calidad del mismo 

puede verse deteriorada por diversos factores. Estos factores incluyen varios tipos de 

daño físico tales como: daños en la superficie del fruto, golpes por impacto y golpes por 

vibración. Los daños mecánicos aceleran la pérdida de agua, aumentan la velocidad de 

respiración y la velocidad de producción de etileno (Kader y Barret, 1996). 
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Dada la importancia económica que tiene este fruto en el país, particularmente en el 

Estado de Michoacán, se planteó el estudio sobre cuales son algunas de las reacciones de 

defensa relacionadas con la producción de especies reactivas de oxígeno en respuesta al 

daño por herida. 
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Frutos de aguacate responden al daño por herida produciendo derivados reactivos del 

oxígeno y alterando la actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo 

antioxidativo. 
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OBJETIVO GENERAL  

 

Analizar la producción de derivados del oxígeno en frutos de aguacate en respuesta al 

daño por herida. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

a) Establecer el modelo de estudio. 

b) Determinar la producción del anión superóxido, peróxido de hidrógeno y radical 

hidroxiloen fruto de aguacate dañado por herida. 

c) Medir la actividad de las enzimas deshidroascorbato reductasa y glutation 

reductasa en frutos de aguacate dañados por herida. 

d)Medir actividad de la enzima ascorbato en frutos de aguacate dañados por herida. 
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5.6 ESTABLECIMIENTO DEL MODELO 

 

Para establecer el modelo de estudio se llevaron acabo 4 técnicas y son las siguientes: 

 

e) Tinción para observar la estructura 

 

Se cortaron láminas muy finas (de menos de 1 mm de espesor) de mesocarpio (pulpa) de 

aguacate. Esta lámina se colocó sobre un portaobjetos de vidrio y se le agrego una 

cantidad de azul de toluidina al 0.5% hasta cubrir en su totalidad el tejido; esta 

preparación se dejó incubando por 5 minutos a 25° C. Transcurrido este tiempo, la 

preparación se enjuagó con abundante agua destilada y se observó a una ampliación de 

40X, usando un microscopio de luz. 

 

f) Determinación de firmeza 

 

La firmeza es uno de los atributos más importantes de la textura para evaluar la calidad 

del fruto y está determinada por las características morfológicas y fisiológicas del fruto 

tales como la firmeza del epicarpio, mesocarpio y su estado de madurez. Frecuentemente 

las mediciones de la misma no siempre están asociadas con la percepción humana 

(Looney y Kupferman, 1996). 

        La prueba para determinar la firmeza se llevó a cabo en un Texturómetro Universal 

Xtrad, Modelo TA-XT2i con una capacidad de 25kg. Se utilizó una sonda de aguja (p2, 
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cilíndrica de acero inoxidable de 2mm de diámetro) a una velocidad de penetración de 1 

mm/s; a una distancia de 5 mm. 

         La fuerza máxima de punción del aguacate se midió en Kg. El experimento se 

realizó por cuadruplicado y se repitió 9 veces, obteniendo un n=36. Los resultados se 

graficaron con media aritmética y desviación estándar. 

 

g) Medición de la actividad de la enzima celulasa en fruto de aguacate 

verde y maduro 

 

Extracción de la enzima: (todo en frío) 

 

La extracción de la enzima celulasa se hizo como a continuación se describe: 

Se pulverizaron 5g de tejido de mesocarpio de aguacate verde en un mortero con 

nitrógeno liquido, el polvo obtenido se coloco en un tubo Falcon que contenían 10ml  de 

NaCl (Cloruro de sodio) 1M, se mezcló muy bien y se centrífugo a 20,000Xg por 30 

minutos a 4°C, la fase liquida se filtró con papel Whatman 3, humedecido en NaCl 

(cloruro de sodio) 1M, se midió el volumen obtenido y en base a este se le adicionó poco 

a poco el reactivo sulfato de amonio en agitación constante, hasta un 85% de saturación 

(proceso que dura hasta 3 h). Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a 20,000Xg por 

10 minutos a 4°C y la pastilla obtenida se suspendió en 10 ml de agua destilada, 

desionizada y estéril. Este extracto se usó para realizar la reacción enzimática. Este 

procedimiento de extracción se realizó de la misma manera para las muestras de 

aguacate maduro. 
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Reacción enzimática: (Para ambos estadíos de maduración del aguacate: verde y 

maduro).  

 

La reacción enzimática para celulaza se hizo de la siguiente manera: 

Se mezclaron 80μ1 del extracto enzimático con 120 μ1 de ácido carbiximetilcelulosa, 

0.5% (en buffer de acetato de sodio, 50 Mm, pH 5.0). Esta mezcla se incubó por 2 h a 

37°C. La reacción se detuvo adicionando 1ml de buffer de borato 100 mM, pH 9,0, 

posteriormente se le adicionaron 200 μ1 de 2-cianoacetamida al 1%, (para determinar 

los grupos reductores) se mezcló perfectamente bien y se hirvió por 10 minutos en baño 

maría a ebullición. Se equilibró la temperatura a 25°C y se midió la absorbencia a 276 

nm para cuantificar los grupos reductores liberados, en un espectrofotómetro Beckman 

DU Serie 500 (CA, USA). 

 

h) Medición de la actividad de la enzima poligalacturonasa en fruto de 

aguacate verde y maduro. 

 

Extracción de la enzima: (todo en frío) 

 

La extracción de la enzima poligalacturonasa se realizó igual que para celulasa. 

          

Reacción enzimática: (para ambos estadios de maduración del aguacate: verde y 

maduro). 
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La reacción enzimática para poligalacturonasa se hizo de la siguiente manera: 

Se mezclaron 80 μ1 del extracto con 80 μ1 de ácido poligalacturónico, 0.5% (en buffer 

de acetato de sodio 50Mm, Ph 5.0), esta mezcla se incubó por 2 h a 37°C. La reacción se 

detuvo adicionando 1 ml de buffer de borato 100mM, pH 9.0, posteriormente se le 

adicionaron 200μ1 de 2-cianoacetamida al 1%, se mezcló muy bien y se hirvió por 10 

minutos en baño maría a ebullición. Se equilibró la temperatura a 25°C y se midió la 

absorbencia a 176 nm para cuantificar los grupos reductores liberados, en un 

espectrofotómetro Beckman DU Serie 500 (CA, USA). 

 

5.7 ALCANIZACION DEL MEDIO 

 

A 24.3 °C se midió el pH a 20 ml de agua des-ionizada, el cual resultó de 5.9. 

Se cortaron círculos de mesocarpio de aguacate de 2cm de diámetro por 3 mm de 

espesor, se colocaron en un vaso de precipitado y se le adicionaron los 20 ml de agua 

desionizada estéril, registrando inmediatamente el pH, este se monitoreó cada 10 

minutos por una hora y posteriormente se continuó el registro de cada hora durante 24 

horas. 

 

5.8 MEDICIÓN DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO 

 

d) Anión Superóxido (O2
.-

). 
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La detección del anión superóxido in situ fue realizada de acuerdo al método establecido 

por Doke (1983), modificado por el laboratorio de Bioquímica y Biología Molecular de 

Plantas, de este Instituto. 

Mediante esta técnica se detecta la presencia del anión superóxido por la 

formación del complejo insoluble azul de formazán, resultado de la reducción del NBT 

(Nitroblue tetrazolium) por el anión superóxido. 

Se cortaron círculos de mesocarpio de aguacate de 2cm de diámetro por 3mm de 

espesor y se incubaron a una temperatura de 25°C por los diferentes tiempos 0h, 5 

minutos, 15 minutos, 30 minutos, 1, 2, 6 y 24h, pasado este tiempo, se pusieron en una 

solución de NBT (Nitroblue trtrazolium) 0.25% disuelto en buffer de KH2PO4. (fosfato 

de potasio) 10 mM, pH 7.8 incubándose por 5 minutos a la misma temperatura; 

posteriormente se eliminó el NBT y se incubaron de nuevo por 5 minutos. 

Transcurrido este tiempo el tejido teñido se clarificó en el etanol de 96 grados a 

ebullición por 5 minutos, para detener la reacción y remover la clorofila. El resultado 

obtenido se documento fotográficamente. 

El experimento se realizó cuadruplicado y se repitió 9 veces, obteniendo una 

n=36. Los resultados se graficaron con media aritmética y desviación estándar. 

 

b)  Peróxido de Hidrógeno (H202) 
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La detección del peróxido de hidrógeno in situ fue realizada de acuerdo al método 

descrito por Adam et al., (1995), modificado también por el laboratorio de Bioquímica y 

Biología Molecular de plantas de este Instituto. 

        La producción del peróxido de hidrógeno se midió en fruto de aguacate en estado 

de madurez fisiológica. 

 Se cortaron círculos de mesocarpio de aguacate de 2cm de diámetro por 3 mm de 

espesor y se incubaron a una temperatura de 25°C por los diferentes tiempos; 0h, 15 

minutos, 1,6,15 y 24 h, pasado este tiempo, se pusieron en una solución de 1mg/ml de 

DAB[ 3,3´-Diamonobenzidina (3,3´,4,4´-tetra-aminobiofenio) (disuelto en agua)] y se 

dejaron incubando por un lapso de 2 horas en esta solución a la misma temperatura.  

 Transcurrido este tiempo el tejido teñido de clarificó en etanol de 96 grados a 

ebullición por 10 minutos, para detener la reacción y remover la clorofila. El resultado 

obtenido se documentó fotográficamente. 

 El experimento se realizó por cuadruplicado y se repitió 9 veces, obteniendo una 

n=36, Los resultados se graficaron con media aritmética y desviación estándar. 

  

c)  Análisis del Radical Hidroxilo (OH
.
) 

 

El análisis del radical hidroxilo fue realizado en base al método establecido por Popham 

y Novacky (1991), modificado por el laboratorio de Bioquímica y Biología Molecular de 

plantas. 
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 La producción de este radical ser analizó de manera indirecta, por la determinación 

espectofotométrica del compuesto malondialdehido el cual se produce por la 

peroxidación de lípidos y es reactivo al ácido tiobarbitúrico.  

 Se cortaron trozos de mesocarpio de aguacate de 0.5g y se incubaron a una 

temperatura de 25°C a diferentes tiempos: 0h, 30 min, 1h, 2h, 4h, 24h, posterior a la 

incubación se pulverizó el tejido en un mortero con nitrógeno líquido; el polvo obtenido 

se colocó en un tubo eppendorf  y se hogenizó con 1ml de ácido tricloroacético (TCA) al 

20% en un vortex Fisher Genie 2 (N.Y. USA.), posteriormente se centrífugo por 20 min 

a 15,000Xg; el sobrenadante se colocó en un tubo nuevo y se le adicionó un volumen 

igual de 2-ácido tiobarbitúrico (TBA) al 5% disuelto en TCA al 20%, esta mezcla se 

hirvió por 40 minutos a baño María y transcurrido este tiempo se enfrió en agua con 

hielo por 15 minutos. De nuevo se centrífugo por 10 minutos a 10,000Xg y de inmediato 

se determinó la absorbancia a 532 y 600 nm en un espectrofotómetro Beckman DU Serie 

500 (CA, USA). 

         A 600 nm se mide el valor no específico que será restado a la lectura media a 532 

nm. 

       La concentración de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico se calcula usando el 

coeficiente de extinción de 155mM –1 cm-1 y los resultados se expresan en TBARS por 

gramo de tejido. 

 

5.9 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS DEL CICLO 

 ASCORBATO-GLUTATION. 
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c) Medición de la enzima Deshidroascorbato-reductasa 

 

Extracción de la enzima: 

 

Se cortaron trozos de mesocarpio de aguacate de 0.5g y se incubaron a los tiempos:0, 1, 

2, 4, 6, 8, y 24 h, se pulverizó el tejido en un mortero con nitrógeno líquido, el polvo se 

colocó en un tubo Eppendorf y se le adicionó 1 ml de Hepes-NaOH, 100 mM. pH 7.5 y 

se homogenizó la mezcla, acto seguido se centrífugo a 12,000Xg por 20 minutos a 4°C, 

el sobrenadante, que es el extracto, se colocó en un tubo nuevo y se guardó para su 

posterior utilización. 

 

Medición de la actividad enzimática  

 

La reacción enzimática para deshidroascorbato-reductasa se hizo como a continuación se 

describe: 

Se mezclaron 20μ1 del extracto (*) con 1 ml de la siguiente mezcla de reacción:  

50 mM de fosfato de Potasio, pH 6.5 

1 mM de EDTA 

2 mM de acido deshidroascórbico (DHA) 

2.5 mM de glutatión reducido (GSH) 

Agua para ajustar el volumen  a 1 ml. 
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La reducción de DHA, dependiente de GSH se monitoreó a 265 nm en un 

espectrofotómetro Beckman DU Serie 500 (CA, USA), con un coeficiente de extinción 

de  14 nM-1 cm-1. 

 

d) Medición de la enzima glutatión –reductasa 

 

Extracción de la enzima: 

 

Se cortaron trozos de mesocarpio de aguacate de 0.5g y se incubaron a los tiempos de: 0, 

2, 8, 12 y 24 h, se pulverizó el tejido en un mortero con  nitrógeno líquido; el polvo se 

colocó en un tubo Eppendorf y se le adicionaron 2 volúmenes de una solución 

amortiguadora que contenía: 

Tris-HCL 0.1 M, Ph 8.5 

MgCl 20 mM 

EDTA 1 mM. 

Esta mezcla se agitó en un vortex GENIE por 10 s y en seguida se centrífugo a 

40,000Xg por 15 minutos a 4°C, el sobrenadante obtenido se utilizó para los ensayos 

enzimáticos requeridos. 

 

Medición de la actividad enzimática. 

 

La reacción enzimática para glutatión-reductasa (GR) se hizo como a continuación se 

describe: 
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Se mezclaron 50 μ1 del extracto en un volumen total de 1 ml de la siguiente mezcla de 

reacción: 

0.1 M de Tris-HCL, Ph 8.0 

1 mM de EDTA 

0.1 mM de nicotin-adenin-dinucleótido disfosfato NADPH 

1 nM de glutatión oxidado (GSSG) 

Agua, para ajustar el volumen. 

La actividad se midió por el decremento de la absorbencia a 334nm; esto debido a la 

oxidación del NADPH por medio de la enzima GR. El coeficiente de extinción NADPH 

es de 6.2 nM-1 cm-1. 

 

5.10 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ASCORBATO 

 OXIDASA. 

 

Extracción de la enzima: 

 

Se cortaron trozos de mesocarpio de aguacate de 0.5g y se incubaron a los tiempos de: 0, 

1, 2, 8, 12, y 24 h, se pulverizó el tejido en un mortero con nitrógeno líquido; el polvo se 

colocó en un tubo Eppendorf y se le adicionó una solución amortiguadora que contenía 

 

PMSF                    0.5mM               300μ1 

PVPP                     1.5% 

Acetato de sodio 0.1M pH 5.6   600μ1 
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Esta mezcla se agitó en un vortex Fisher Genie 2 (N.Y. USA.), por 10 s y en seguida se 

centrífugo a 12,500rpm por 1 minuto a 4°C, el sobrenadante obtenido se utilizó para los 

ensayos enzimáticos requeridos. 

 

Medición de la Actividad Enzimática. 

 

La reacción enzimática para ascorbato –oxidasa (AO) se hizo como a continuación se 

describe: 

En un volumen total de 1ml se preparó la siguiente mezcla de reacción: 

20 μ1del extracto. 

930 μ1 de amortiguador B. (Citrato de Sodio 0.025M + Fosfato de potasio 0.05M pH 

5.6). 

30 μ1 de sustrato. (Acido ascórbico 0.05% + EDTA disodio 1% neutralizado) 

20 μ1 de albúmina. (Preparada al 1%) 

 

Este ensayo espectrofotométrico se basa en el hecho de que el ascorbato absorbe a 265 

nm, mientras que su producto de oxidación, el deshidroascorbato, no absorbe a esta 

longitud de onda. 

La actividad se midió en un espectrofoómetro Beckman SU Serie 500 (CA, USA), 

utilizando el coeficiente de extinción para el ácido ascórbico de 9246 M-1 cm-1 a 265 nm. 
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6.6 Establecimiento del modelo de estudio. 

 

El fruto del aguacate ha sido clasificado como climatérico. Este comienza a madurar 

después de que es separado de la planta. Después de la cosecha el cambio más obvio 

durante la maduración es una rápida transición del mesocarpio de un estado duro a un 

estado suave, con una consistencia similar a la mantequilla. 

Debido a nuestro interés por estudiar la respuesta del fruto ante el daño provocado 

por herida fue necesario establecer las condiciones de nuestro modelo de estuio, para 

utilizar el fruto en un estado de maduración específico durante nuestra experimentación. 

Como primer paso se analizaron las actividades de las enzimas celulasa y 

poligalacturonasa, las cuales tienen una función importante durante la maduración de 

frutos climatéricos. Se utilizaron dos estadios de maduración a los que se les denomino 

arbitrariamente verde y maduro (Figura 8). 
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Figura 8. Estados de maduración del fruto de aguacate. 
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La actividad de celulasa en el estadio verde fue un promedio de 1000 micromoles/h/g de 

peso fresco, durante el estadío maduro esta enzima incremento su actividad hasta 4000 

micromoles/h/g de peso fresco. La actividad de poligalacturanasa en el estadío verde fue 

similar a la de la celulaza pero durante el estadío maduro se incrementó hasta 6000 

micromoles/h/g de peso fresco. Las dos enzimas incrementaron notoriamente su 

actividad durante el estadío maduro, y fue mayor el incremento para la enzima 

poligalacturanasa la cual se incrementó cinco veces en relación con la celulasa, la cual 

mostró un incremento de tres veces su actividad en relación con el estadío verde. 

Para establecer la firmeza de ambos frutos se utilizó un texturómetro. El valor de 

firmeza para el fruto verde fue mucho que para el fruto maduro, 23.7 kilos y 0.68 kilos 

respectivamente. Un último análisis que se realizó para establecer el modelo de estudio 

fue analizar la estructura del tejido, utilizando el microscopio y un colorante (azul de 

toluidina) para observar la pared celular de ambos frutos (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Tinción de tejido de mesocarpio de aguacate con azul de toluidiana. PC = 

Pared celular; GA = Gota de aceite. 
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Este experimento se consideró importante para constar la integridad del tejido ya que las 

enzimas analizas anteriormente ejercen su función sobre los componentes principales de 

la pared celular degradándolos y cambiando la estructura del tejido y por lo tanto 

posiblemente su modo de responder al daño por herida. El tejido del fruto verde mostró 

una estructura organizada, con las paredes celulares bien definidas y con gotas de aceite, 

características de este fruto, dentro de las células. En el tejido del fruto maduro no se 

observó una pared celular bien definida, más espacio intercelular y un mayor número de 

gotas de aceite dentro de las células. Una vez caracterizado nuestro modelo de estudio el 

fruto verde se utilizó para realizar todos los experimentos que a continuación se 

describen. 

 

6.7 Cambio en el pH en respuesta al daño por herida. 

 

Se ha reportado que la alcalinización extracelular es un factor importante para la 

producción de derivados reactivos de oxígeno en algunas plantas. Como un primer 

ensayo para analizar la respuesta de aguacate al daño por herida se realizaron 

experimentos para medir el cambio de pH en trozos de fruto de aguacate (Figura 10). 
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Figura 10.Cambio en el pH en tejido de fruto tratado por herida. 

 

Como se observa en la figura, el tejido respondió con un incremento notable en el pH, de 

5.5 de su valor inicial a 6.5, diez minutos después del tratamiento. Este incremento se 

mantuvo constantemente incrementado a lo largo del experimento, sugiriendo una 

tendencia a la alcalinización extracelular en respuesta al tratamiento. 

 

6.8 Análisis de la producción de especies reactivas de oxígeno 

                                                                         

6.8.1 Producción del anión superóxido (o2 .-). 
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Se analizó la producción del anión superóxido en respuesta al daño por herida en tejido 

de fruto verde. Para su detección se utilizó el reactivo NBT el cual se reduce en 

presencia del anión y forma un pigmento azul. Como se observa en la figura 11A, a un 

tiempo de 0 horas se detectó una producción basal del compuesto, la cual se incrementó 

notablemente hasta alcanzar un máximo a los 15 minutos del tratamiento. Después de 

este tiempo se observó una disminución en su producción hasta las dos horas, pero se 

acumuló de nuevo a las 6 horas, para mantenerse constante hasta las 24 horas. Así, 

claramente se observó una doble tendencia de acumulación del anión superóxido (Figura 

11B) en respuesta al daño por herida, la primera a tiempos cortos  (5 Y 15 minutos) y la 

segunda a tiempos más largos (6 horas). 
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Figura 11. Producción de anión superóxido en fruto de aguacate dañado por herida. 

 

6.8.2 Producción de peróxido de hidrógeno (H2O2). 

 

Para el análisis de la producción de hidrógeno se utilizó el reactivo SAD, el cual se 

oxida en presencia de peróxido de hidrógeno y forma un precipitado insoluble café que 

se acumula en el sitio de producción. En la figura 12A se observa que a 0 horas no hay 

producción de peróxido de hidrógeno, pero este se comenzó a acumular a partir de los 

15 minutos y continuó acumulándose de manera proporcional al tiempo de tratamiento, 

de manera que a mayor tiempo de tratamiento se observó una mayor acumulación de 

peróxido (Figura 12B). 
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Figura 12. Producción de peróxido de hidrógeno en fruto de aguacate tratado por herida. 

 

6.8.3 Producción de radical hidroxilo (OH). 

 

El análisis de la producción del radical hidróxilo se realizó cuantificando las especies 

reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Figura 13). Al tiempo 0 se observó una 

acumulación de 4 nanomoles/g de tejido de TBARS, esta cantidad mostró un ligero 

inctremento 1 hora después del tratamiento, pero a las 2 horas se observó una notable 

acumulación de 9 nanomoles/g de tejido, la cual disminuyó a las 4 horas, para 

finalmente a las 24 se obtener valores similares a los e 0 horas. 
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Figura 13. Producción del radical hidroxilo en tejido de fruto tratado por herida. 

 

 

 

 

6.9 Análisis de enzimas relacionadas con el metabolismo del ácido ascórbico. 

 

Una planta que ha sufrido una estimulación generalmente ha desarrollado mecanismos 

para regresar a un estado metabólico normal. Existen diversos mecanismos de 

adaptación en este sentido. Uno de los más conocidos es el que involucra al ciclo del 

ácido ascórbico, en el cual participan varias enzimas que lo metabolizan, entre las que se 

encuentran las enzimas ascorbato peroxidasa, monodeshidroascorbato reductasa, 

deshidroascorbato reductasa y glutatión reductasa. Las enzimas deshidroascrobato 

reductasa y glutatión reductasa son muy importantes para la regeneración de los niveles 

de ácido ascórbico y por lo tanto fueron las enzimas que se consideraron para analizar 

durante el tratamiento por herida de frutos de aguacate, pues su análisis nos 

proporcionaría información sobre el papel de estas enzimas durante este tipo de estrés. 

 

6.9.1 Actividad de la enzima glutatión reductasa 
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El análisis de actividad mostró que a 0 horas de tratamiento no se observó una actividad 

basal importante, y que a tiempos cortos de tratamiento incremento notablemente su 

actividad, pues a 2 horas se incremento hasta 5 nmol/min/mg prot. La actividad se 

mantuvo alta hasta las 8 horas de tratamiento, después de este tiempo la actividad 

disminuyo ligeramente, pero aún fue mayor que al tiempo 0. Después de 24 horas de 

tratamiento la actividad se mantuvo por arriba del valor de 0 horas de tratamiento 

(Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Actividad de la enzima glutatión reductasa en tejido tratado por herida 

 

6.9.2 Actividad de la enzima deshidroascorbato reductasa. 
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Cuando se analizó la actividad de esta enzima se observó un valor basal en su actividad 

de aproximadamente 200 μmoles/min/mg prot., y esta actividad se incrementó 1 hora 

después del tratamiento a un valor máximo de aproximadamente 350 μmoles/min/mg 

prot. Después de este tiempo la actividad ecreció hasta cerca de los valores del control a 

las 8 horas de tratamiento, pero se observó un segundo incremento a las 24 horas, que 

fue el tiempo máximo de duración del experimento (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Actividad de desidroascorbato reductasa en tejido tratado por herida. 
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6.10 Análisis de la enzima ascorbato oxidasa. 

 

Esta enzima oxida el ácido ascórbico a su producto de oxidación el deshidroascorbato, 

limitando la disponibilidad de este metabolito en el apoplasto, que es el sitio de 

ubicación de la enzima. En respuesta a la herida, esta enzima incremento su actividad 

después de 2 horas de tratamiento, alcanzando un nivel máximo de actividad a las 8 

horas de tratamiento, posteriormente disminuyó su actividad a las 12 horas y  a las 24 

horas después del tratamiento, los valores de actividad del último tiempo analizado 

fueron similares a los de 0 horas de tratamiento (Figura 16). 
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Figura 16. Efecto del daño por herida en fruto de aguacate sobre la actividad de la 

enzima ascorbato oxidasa. 
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Las plantas pueden sufrir daño físico por muchos medios, y este daño puede ser 

aprovechado por diversos patógenos para invadir el tejido dañado. Resulta interesante 

estudiar las respuestas de las plantas ante el daño por herida porque nos permite conocer 

los mecanismos que han desarrollado las plantas para confrontarlo. Fue de nuestro 

interés estudiar algunas de las respuesta relacionadas con la producción de especies 

reactivas de oxigeno y analizar algunas de las actividades enzimáticas involucradas en 

su destoxificacion en fruto de aguacate. El interés por estas respuestas se basa en el 

hecho de que forman parte de las primeras respuestas que se activa ante la presencia de 

diversos tipos de estrés, incluyendo a la herida y a que están involucradas con la 

activación de otros tipos de respuestas, algunas de las cuales se mencionaron 

previamente en los antecedentes. Además, siendo el aguacate tan importante 

económicamente  para el país, los aspectos bioquimicos relacionados la defensa en 

contra de patógenos son muy poco conocidos. 

 

7.1 Modelo de estudio. 

 

Para realizar nuestra investigación fue necesario establecer el modelo de estudio, para lo 

cual se seleccionaron frutos de aguacate en estadio verde de maduración y se 

compararon con el estadio maduro. Se analizaron las actividades de las enzimas celulasa 

y poligalacturonasa en ambos estadios de maduración y se encontraron bajas para ambas 

enzimas en el estadio verde (poligalacturonasa, aprox. 1000 micromoles/h/g; celulasa, 

aprox. 1000 micromoles/h/g) en relación con el estadio maduro (poligalacturonasa, 

aprox. 6000 micromoles/h/g; celulasa, aprox. 4000 micromoles/h/g). Además, se 
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realizaron observaciones al microscopio para analizar la estructura del tejido en ambos 

estadios. En el aguacate verde se distinguieron células delimitadas por paredes celulares 

bien definidas y en el tejido maduro no se observaron de manera clara las paredes 

celulares, posiblemente debido a la acción de las enzimas que degradan la pared celular 

y cuya actividad se incremento durante la maduración del fruto. Debido a que la 

fisiología del fruto cambia durante el proceso de maduración, seleccionamos al estadio 

verde de maduración para nuestros estudios, además de que durante esta etapa 

fisiológica todavía se conserva la integridad del tejido y posiblemente su capacidad de 

respuesta ante el daño por herida  este intacta. 

El fruto de aguacate comienza a madurar solo después de haber sido separado del 

árbol. Después de la cosecha, los cambios más obvios durante la maduración son la 

transición rápida del mesocarpio de duro a suave, con una consistencia semejante a la 

mantequilla y una pérdida total de la integridad estructural. Algunos investigadores han 

estudiado la relación entre el ablandamiento del fruto de aguacate y la actividad de 

enzimas que degradan la pared celular. Lewis et al. (1974) fueron los primeros en notar 

que el mesocarpio duro del aguacate  contenía niveles bajos de actividad de celulasa, 

mientras que fue alta en tejido suave. Pesis et al., (1978) encontraron una correlación 

directa entre actividad de celulasa, ablandamiento, respiración y producción de etileno. 

Finalmente, Raymond and Phaff (1965) reportaron una relación positiva entra la 

actividad de la enzima poligalacturonasa y el ablandamiento del fruto.  

 

7.2 Cambio en el pH. 
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En este estudio se demuestra que el tratamiento por herida en fruto de aguacate induce 

cambios en el flujo de iones, manifestados como cambios en el pH del medio en donde 

se incuba el tejido tratado. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con 

reportes previos de que la estimulación del tejido vegetal induce cambios en la 

alcalinización del medio (Atkinson y Baker, 1989; Kuchitsu et al., 1994). 

Se ha reportado que el flujo de algunos iones parece estar asociado  con los 

eventos primarios de respuestas de defensa en cultivos celulares (Amano et al., 1997). 

Sin embargo poco se sabe sobre la asociación entre flujo de iones y respuestas de 

defensa en tejido dañado por herida. 

Un elicitor glicopeptido  de un patógeno de chíncharo, Mycosphaerella pinodes, 

indujo una rápida alcalinización e incrementos en los niveles de los iones Na+ y K+ en 

la solución extracelular después del contacto con el tejido. La presencia de monensina y 

lidocaina inhibió estos cambios, mientras que no sucedió lo mismo con la valinomicina. 

La producción de fitoalexinas fue fuertemente inhibida por los primeros compuestos. 

Estos estudios indican que cambios en el flujo de iones, en particular el eflujo de Na+ y 

Na+, podrían estar estrechamente asociados con el sistema de transducción de señales 

para la respuesta de defensa en el tejido vegetal. 

Además, el acido oligogalacturonico (OGA) indujo una rápida y transitoria 

alcalinización extracelular en plántulas intactas de pepino (Cucumis sativus), 

específicamente las moléculas con un grado de polimerización entre 10 y 13 indujeron 

una respuesta de alcalinización máxima de 0.48 unidades de pH ( Spiro et al., 2002).  

También se ha reportado una alcalinización extracelular inducida por OGA en 

células de tabaco cultivadas en suspensión (Mathieu et al., 1991; Spiro et al., 1998). 
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 Las respuestas de alcalinización en raíces de pepino y en células de tabaco difirieron en 

su magnitud, en su cinética y en respuesta a varias concentraciones de OGA. El 

tratamiento con OGA de células de tabaco condujo a una respuesta de alcalinización 

máxima a los 14 minutos y el pH regreso a su valor original 120 minutos después del 

tratamiento, independientemente de la concentración de OGA utilizada. 

En contraste las cinéticas de alcalinización y reacidificacion   en raíces de pepino 

fueron independientes de la concentración de OGA y mucho más lentas. OGA indujo 

una alcalinización máxima 60 minutos después del tratamiento seguida por una 

reacidificacion dentro de 4 horas. Estas diferencias cinéticas podrían deberse al uso de 

tejido intacto y tejido vegetal en cultivo.  

 

7.3 Producción de especies reactivas de oxígeno. 

 

La detección del anión superóxido y del peróxido de hidrógeno estuvo basada en la 

formación de complejos insolubles utilizando NBT y DAB, respectivamente, debido a 

esto, los ensayos proveen una medida de su generación potencial más que niveles de 

acumulación. Debido a la alta reactividad del anión superóxido y a su bajo nivel de 

difusión en el apoplasto, se sugiere que los resultados observados representan las 

respuestas de unas pocas capas de células cerca de la superficie del tejido tratado. 

Una característica de la producción del anión superóxido fue el patrón bifásico que 

se observó, el primero a los 15 minutos y el segundo a las 6 h después del tratamiento. 

El comportamiento de esta respuesta fue similar a la reportada por Johnson et al., (2003) 

en tubérculos de papa (Solanum tuberosum) tratados por daño mecánico. Estos autores 
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reportan que la producción del radical superóxido mostró un patrón bifásico 

reproducible sobre el tiempo con picos de generación en 2 y 5 horas. Una consecuencia 

concomitante de la generación de estos  radicales fueron niveles elevados de proteínas 

modificadas oxidativamente. Extractos libres de células de tejido estresado 

mecánicamente, fragmentos pécticos y productos de escisión generados de paredes 

celulares fueron capaces de inducir la generación de superóxido en tejido no estresado, 

indicando la participación de factores activos biológicamente que inducen una fase 

adicional de la síntesis de superóxido (Johnson et al., 2003). 

Un fenómeno similar se observó para la producción de peróxido de hidrógeno por Baker 

y Orlando (1995) en células vegetales cultivadas tratadas con un estimulador derivado 

de patógeno. Estos últimos investigadores observaron que la producción de peróxido de 

hidrógeno mostró dos picos de generación en un periodo de 6 horas. La primera fase 

sugirió ser una respuesta biológica no específica al estrés, mientras que la segunda fase 

pareció deberse a una  interacción específica entre el patógeno y los receptores de la 

planta que conducen a la muerte celular hipersensible. 

El estrés mecánico se produce en las células vegetales por una variedad de 

estímulos físicos y conduce a una amplia variedad de respuestas celulares. Los primeros 

estudios sobre estrés mecánico usaron contacto físico simple en tejido de tallo de frijol 

para estudiar respuestas en crecimiento celular (timogénesis), deposición de calosa y 

síntesis de etileno (Jaffe, 1973; Jaffe y Forbes, 1993). Legendre et al., (1993), Yahraus et 

al., (1995), y Cazalé et al., (1998) más recientemente expusieron células de frijol soya  

(Glicine max) y tabaco (Nicotiana tabacum) a estrés mecánico por agitación de cultivos 

en suspensión o a medio hipoosmótico para incrementar la turgencia celular. Usando 
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estos sistemas demostraron la generación temprana de peróxido de hidrógeno por éstas 

células. Yahraus et al., (1995) ejercieron presión directa sobre células de frijol soya en 

cultivo colocadas en un portaobjetos para microscopio y observaron histoquímicamente 

la generación de peróxido de hidrógeno. Además, la herida provoca la iniciación de la 

peroxidación de lípidos por lipoxigenasas, induciendo una reacción en cadena de 

producción de radicales libres que causan un rápido deterioro de la membrana 

plasmática (Thompson et al., 1987).  

 

7.4 Análisis de las enzimas relacionadas con el metabolismo del acido ascórbico. 

 

7.4.1 Deshidroascorbato reductasa y glutation reductasa. 

 

En nuestro análisis sobre las enzimas deshidroascorbato reductasa y glutation reductasa 

observamos que ambas actividades de incrementaron en respuesta al daño por herida 

(figuras 13 y 14), y se mantuvieron incrementadas durante todo el tiempo de 

experimentación. Este comportamiento sugiere que la herida ocasionada al tejido 

estimula el incremento en la concentración de acido ascórbico a través de la acción de 

estas enzimas y que este incremento le permite a la célula destoxificar las especies 

reactivas de oxigeno, generadas como respuesta a la herida. Estas enzimas reciclan el 

ascorbato contribuyendo a mantener alto el estado reducido del ascorbato, son parte del 

ciclo denominado “ciclo del ascorbato-glutation”, formado por una serie reacciones 

coordinadas en las cuales el ascorbato requerido para la remoción de H2O2 es 
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continuamente regenerado, utilizando equivalentes reducidos de nucleótidos de piridina 

(Noctor y Foyer, 1998). 

En relación a esto, Mondy y Leja (1986) estudiaron el efecto del daño mecánico 

por herida sobre el contenido de ácido ascórbico en cultivares de tubérculo de papa 

cultivar Belrus. La herida involucro realización de rebanadas de 1 mm y tiras de 10 x 20 

mm del tubérculo. Ambos  tejidos exhibieron un incremento altamente significativo de 

ácido ascórbico después de la herida. El incremento más grande (400%) se observó en 

rebanadas a los 2 días. Se sugirió que la acumulación de ácido ascórbico después de la 

herida en papa podría inhibir la oxidación de fenoles, disminuyendo el oscurecimiento 

de tejido. 

Además, Grantz et al., (1995) aislaron una clona de ADN complementario de 

tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), que codifica para la enzima reductasa del 

radical ascorbato libre (EC 1.6.5.4), también conocida como monodeshidroascorbato 

reductasa (MDHR). La abundancia del mensajero para la enzima se incremento 

dramáticamente en respuesta a herida, un tratamiento que induce hidroxilación de 

prolina dependiente de ascorbato y que se requiere para la acumulación de 

glicoproteínas ricas en hidroxiprolina. La abundancia relativa del mensajero  

correlacionó directamente con la actividad de la enzima en el tejido analizado. Esta 

enzima puede contribuir a mantener los niveles de ácido ascórbico para la protección en 

contra del daño provocado por radicales libres inducidos por herida. Estos resultados 

sugirieron que la actividad de la enzima se regula a nivel de abundancia de su mensajero 

por bajo contenido de ascorbato o por factores que promueven su utilización. 
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La vitamina C es un importante metabolito primario de las plantas que funciona 

como un antioxidante, cofactor de enzimas y modulador de la señalización celular en 

procesos fisiológicos que incluyen la biosíntesis de la pared celular, fitohormonas y 

metabolitos secundarios, resistencia a estrés, fotoprotección, división celular y 

crecimiento. Las plantas sintetizan acido ascórbico a través de una vía de novo, pero 

también es reciclado a través del ciclo del ascorbato-glutation. La regulación de su 

reciclamiento no es muy conocida. El acido jasmonico y su derivado metil ester, acido 

jasmonico, regulan las respuestas de las plantas a muchos estrés bioticos y abióticos por 

disparar una reprogramación transcripcional de la célula. Usando 14C-manosa 

radiomarcada y analizando el perfil de transcritos,  (Wolucka et al., 2005) demostró que 

el tratamiento con metil jasmonato incrementa la síntesis de novo de acido ascórbico en 

Arabidopsis y en células en suspensión de tabaco Bright Yellow-2 (BY-2). En células 

BY-2 esta estimulación  coincidió con una transcripción incrementada de al menos dos 

genes que responden a metil jasmonato y que codifican para las enzimas que sintetizan 

acido ascórbico: GDP manosa 3”, 5”-epimerasa y una posible gulo-1.4-lactona 

deshidrogensa/oxidasa.  

El peroxido de hidrogeno y otras ERO son intermediarios clave en las rutas de 

señalización celular cuya producción puede ser balanceada por antioxidates (Carcomo et 

al., 2004). El peroxido de hidrogeno es un mensajero secundario que regula respuestas a 

hormonas, estrés del medio ambiente biótico y abiótico y a  procesos de desarrollo (Neill 

et al., 2002). Interesantemente, también actúa como segundo mensajero para la 

inducción  de genes de defensa tardíos en respuesta a metiljasmonato (Orozco-Cardenas 

y Ryan, 1999; Orozco-Cardenas et al., 2001). El incremento transitorio  en los niveles de 
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H2O2 requiere de una actividad para eliminar la producción de ERO en sus sitios de 

acumulación  para neutralizar sus efectos adversos. Por lo tanto, el acido ascórbico 

podría estar involucrado en el control de la fuerza y la propagación  de la señal por 

H2O2 dentro y fuera de la celula, y del resultado final de la señalización, por ejemplo, la 

muerte celular. La modulación de la concentración de acido ascórbico (por incremento 

en los niveles de ascorbato o la relación ascorbato-deshidroascorbato) puede resultar en 

cambios en la señalización por H2O2 y conducir a alteraciones no deseadas en las 

plantas. 

El ascorbato puede ser utilizado como cofactor de algunas enzimas especificas tales 

como oxigenasas, oxidasas, depoxidasas y tioglucosidasas. La mayoría  de estas enzimas 

catalizan reacciones tales como hidroxilaciones, deshdrogenaciones y epoxidaciones 

(Prescott y John, 1996). Las oxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato están 

involucradas en rutas importantes que conducen a la biosíntesis de glicoproteínas de 

pared celular ricas en hidroxiprolina (GRHP), metabolitos secundarios relacionados con 

la defensa tales como fenilpropanoides y alcaloides. 

Las GRHP representan una superfamilia de proteínas de pared celular que incluyen 

a las extensinas, proteínas que contienen arabinogalactanos, nodulinas y lectinas, que 

cumplen papeles en crecimiento, desarrollo, defensa y señalización celular (Cassab, 

1998). La síntesis de GRHP se induce por herida e infección (Corbin et al., 1987; 

Wycoff et al., 1995). Además, el acido ascórbico actúa como un activador 

transcripcional de un gen que codifica para una GRHP en maíz (Garcia-Muniz  et al., 

1998). 
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El tejido herido en plantas sufre algunos cambios celulares debido a la 

descompartamentalizacion, liberación  de materiales almacenados y perdida excesiva de 

agua. Un gran numero de moléculas, tales como peptidos, hormonas y epecies reactivas 

de oxigeno se han relacionado con la respuesta a herida (Leon et al., 2001). La respuesta 

inicial es activar la expresión de genes relevantes muchos de los cuales se han 

caracterizado como inhibidores de preteasas, defensinas y tioninas (Reymond et al., 

2000). Sin embargo los procesos que regulan la percepción y la transducción de las 

señales generadas por la herida no se conocen completamente. 

Pocos son los estudios que es han realizado para analizar los componentes de la 

transducción de la señal por herida. En una de estas investigaciones se describe el 

posible mecanismo de transmisión de la señal que podrían utilizar las proteínas cinasas. 

La proteína cinasa de tabaco (Nicotiana tabacum)  inducida por herida (PCIH) es una de 

las mejor caracterizadas. Esta involucrada en las respuestas a herida y patógenos 

(Romeis et al., 1999; Zhang et al., 2000).  Yap et al., (   ) reportaron la identificación de 

un gen que codifica  para una proteína que interactúa directamente con PCIH en N. 

tabacum y la denominaron “factor que interactua con PCIH”. La región N-terminal 

mostró una alta similitud con un dominio de unión a ADN específico para plantas. La 

región C-terminal pareció ser esencial para la interacción con PCIH. Ensayos de 

fosforilación in vitro indicaron que PCIH fosforilo eficientemente a este factor. Estos 

resultados sugieren que el factor que interactúa con PCIH es un factor de trascripción 

que es fosforilado directamente por PCIH, siendo activado de esta manera para la 

trascripción de genes involucrados en las respuestas a herida y a patógenos. 
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7.4.2 Ascorbato oxidasa. 

 

La actividad  de la enzima ascorbato oxidasa se incremento en respuesta al daño por 

herida (figura 15) el fruto de aguacate. Esto sugiere que la oxidación del acido ascórbico 

en el apoplasto es importante para la producción de especies reactivas de oxigeno, ya 

que el acido ascórbico es un antioxidante muy importante y se encuentra presente en 

altas concentraciones en el apoplasto (Foyer et al., 1991). 

Esta enzima oxida el acido ascórbico y lo convierte en deshidroascorbato y se ha 

reportado que regula el estado redox del acido ascórbico extracelular (Pignocchi et al., 

2003; Sanmartin et al., 2003), además, se considera como el primer paso en la ruta de 

degradación en el apoplasto (Green y Fry, 2005). 

La cantidad de acido ascórbico en el apoplasto es un determinante clave de la 

duración de una señal oxidante, así como del estado redox del apoplasto (Foyer y 

Noctor, 2005). Bajos niveles de AA podrían permitir que las señales oxidativas persistan 

y se acumulen en el apoplasto, esto podría ser fundamental para controlar la 

acumulación y la transmisión de señales reguladas por ERO que se activan en respuesta 

a contaminantes atmosféricos, patógenos y hormonas (Pignocchi et al., 2003), y en este 

caso en fruto de aguacate dañado por herida. 
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7.5 Modelo propuesto para la integración de resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Modelo de integración sobre la producción de especies reactivas de oxígeno y 

mecanismos enzimáticos antioxidantes en el tejido de fruto de aguacate tratado por 

herida. 
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De a cuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio sobre el análisis de la 

producción de especies reactivas de oxigeno y la actividad de algunas enzimas 

relacionadas con la reducción del acido ascórbico en fruto de aguacate tratado por 

herida, se propone el modelo esquematizado en la figura 16 para integrar dichos 

resultados. Cuando el tejido de fruto es dañado por herida es posible que se generen 

señales liberadas de la pared celular, las cuales activen enzimas fosfolipasas localizadas 

en la pared celular de células integras y que estas enzimas sinteticen moléculas 

relacionadas con el metabolismo de lípidos tales como los jasmonatos, los cuales, como 

se menciono en la discusión están relacionadas con la respuesta ha herida en las 

Solanaceas. Estas moléculas podrían activar la expresión genética de genes relacionados 

con la respuesta a herida. En nuestro caso se analizo la actividad de enzimas 

relacionadas con la reducción del acido ascórbico, deshidroascorbato reductasa y 

glutation reductasa,  y se observo que sus actividades se incrementan en respuesta al 

daño por herida, con nuestros datos no es posible saber si este incremento en actividad 

se debe a un incremento en la expresión genética o a una activación postraduccional de 

las enzimas analizadas. 

Por otro lado, el daño ocasionado por la herida también podría activar a otras proteínas 

ubicadas en la membrana plasmática, las cuales podrían interactuar con canales de iones 

y modificar el flujo de iones a través de la membrana. En nuestro estudio observamos 

que le tratamiento por herida provoco un incremento en el pH del medio en donde se 

incubo el tejido, lo que refuerza la propuesta del posible efecto de la herida en el flujo de 

iones en el tejido de aguacate. Este cambio en el flujo de iones también podría activar a 

la enzima NADPH oxidasa localizada en la membrana plasmática. Se ha reportado que 
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esta enzima esta relacionada con la producción de anion superóxido en tejidos vegetales. 

En nuestro estudio detectamos histoquímicamente la producción de anion superóxido a 

tiempos cortos después del tratamiento, es posible que este se genere por acción de la 

enzima NADPH, sin embargo no se descarta la posibilidad de que se produzca por otras 

vías. También es posible que el anion superóxido sea el sustrato para la acumulación de 

peroxido de hidrogeno detectado en el tejido. Como resultado del incremento en la 

actividad de las enzimas DHAR y GR se favorece el reciclamiento del acido ascórbico a 

través de la reducción del deshidroascorbato, el cual se genera por la oxidación del acido 

ascórbico en el apoplasto por la acción de la enzima ascorbato oxidasa y es transportado 

al interior de la célula en donde se localizan las mencionadas enzimas. El acido 

ascórbico así regenerado podría ser transportado hacia el apoplasto  utilizarse para 

controlar los niveles de peroxido de hidrogeno, de esta manera manteniendo a la célula 

en un estado de homeostasis. 
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