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RESUMEN

Este estudio investigd el papel de la enzima glutation peroxidasa (GPX) en la
respuesta al estrés de plantulas de mezquite (Prosopis glandulosa), explorando su
potencial contribucion a la resistencia homeostatica vegetal y a la resistencia
sistémica adquirida (SAR). Para evaluar el impacto de la actividad de la GPX bajo
condiciones de estrés hidrico-luminico (H-L) y exposicién a quitosano (EQ), un
elicitor relacionado con respuestas de defensa frente a hongos fitopatogénicos e
insectos herbivoros. El estudio incluyé tres grupos: un grupo control sin tratamiento,
uno expuesto a estrés H-L y otro tratado con EQ. Se evalué la actividad de la GPX
y su potencial relacion con SAR monitoreada mediante la cuantificacién de fenoles,
la densitometria de proteinas, el analisis de actividad enzimatica y mediciones
morfoldgicas que incluyeron el crecimiento y endurecimiento de los tejidos de los
germinados. Los resultados mostraron que el tratamiento EQ promovié una mayor
actividad de la GPX y un aumento significativo en la acumulacién de fenoles libres,
lo que sugiere un papel adaptativo de esta enzima en la defensa contra agentes de
estrés. En contraste, el grupo H-L presenté un aumento en las proteinas totales y
una reduccién de fenoles libres, indicando un proceso de adaptacién mas gradual.
Adicionalmente, se observé un endurecimiento de tejidos y una mejora en el
desarrollo de los germinados, posiblemente vinculados con la actividad de GPX'y
su contribucién a los procesos de resistencia homeostatica. En conclusion, la GPX
de P. glandulosa se identifica como un mediador clave en la adaptacion al estrés y
el crecimiento de la planta en condiciones adversas, destacando su papel en la

defensa y el mantenimiento de la resistencia homeostatica vegetal.
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GLOSARIO
Acido Jasmonico (AJ): Hormona vegetal que activa mecanismos de defensa contra

herbivoros y patdégenos, regulando la sintesis de compuestos de defensa.

Acido Salicilico (AS): Compuesto fendlico que promueve la resistencia sistémica

adquirida en plantas mediante la activacion de genes defensivos.

Adaptacion Vegetal: Conjunto de cambios fisioldgicos y estructurales que permiten

a las plantas sobrevivir en condiciones de estrés ambiental.

Antioxidantes: Moléculas que neutralizan especies reactivas de oxigeno (ROS) para
proteger a las células del dafo oxidativo.

Biorremediacion: Uso de organismos vivos, como plantas, para remover o

transformar contaminantes en el ambiente.

Densidad Optica (OD): Medida de absorbancia utilizada en bioquimica para

cuantificar la concentracion de compuestos en solucion.

Especies Reactivas de Oxigeno (ROS): Moléculas inestables que pueden dafar

componentes celulares y que se generan en respuesta a factores de estrés.

Fenilalanina Amonio Liasa (PAL): Enzima clave en la ruta de los fenoles en plantas,

importante para la sintesis de compuestos defensivos.

Fitoalexinas: Compuestos antimicrobianos que se acumulan en las plantas en

respuesta a la infeccion por patégenos.

Glutatidon (GSH): Antioxidante celular que participa en la detoxificacion de ROS y en

la regulacién del equilibrio redox en células vegetales.

Glutation Peroxidasa (GPX): Enzima antioxidante que protege a las células

vegetales al descomponer peroxidos toxicos.

Proteinas PR (Pathogenesis-Related): Proteinas defensivas inducidas en las

plantas como respuesta a patdgenos y otros factores de estrés.

Quitosano: Derivado de la quitina que actua como elicitor, estimulando la respuesta

defensiva en las plantas.
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Resistencia Sistémica Adquirida (SAR): Respuesta inmune inducida en las plantas

que permite una resistencia prolongada y generalizada frente a patégenos.

Tioredoxina (TRX): Proteina que actua en el mantenimiento del equilibrio redox y

facilita la respuesta antioxidante en las plantas.

Unidad Productora de Germoplasma Forestal (UPGF): Organizacion que produce y
conserva germoplasma de especies vegetales para su uso en conservacion y

reforestacion.
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1. INTRODUCCION
Las plantas, al igual que otros seres vivos, poseen una notable capacidad de
adaptacion para enfrentar adversidades de naturaleza bidtica y abidtica. Este
fendmeno, conocido como resistencia sistémica o homeostatica vegetal, involucra
un conjunto de procesos adaptativos esenciales para su supervivencia en entornos

dinamicos y cambiantes (Chen et al., 2022).

La resistencia sistémica tiene una importancia critica en los contextos ecoldgico y
agricola, ya que influye tanto en la biodiversidad de los ecosistemas como en la
productividad de los cultivos. Un aspecto clave en la adaptabilidad de las plantas
radica en las proteinas relacionadas con la patogénesis (PRPs) (Ebrahim et al.,
2011; Jain & Khurana, 2018). Entre estas, destacan las glutation peroxidasas (GPX),
un grupo de enzimas esenciales que juegan un papel crucial en la proteccion contra

el estrés oxidativo celular en las plantas (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013).

La funcion principal de las GPX, en conjunto con otras enzimas dependientes de
glutatiéon, es eliminar las especies reactivas de oxigeno (ROS) para proteger las
células de posibles dafos en sus estructuras, funciones y dinamica. En plantas,
algunas isoformas conocidas como GPX-like (GPX-L) muestran una preferencia por
la tioredoxina (TRX) como agente reductor, diferenciandose de las GPX animales
que prefieren el glutation (Saiz, 2015). Ademas de su papel en la proteccion celular,
las GPX-L estan involucradas en el crecimiento y desarrollo de las plantas, e incluso
se han asociado con mecanismos epigenéticos y redes reguladoras génicas (Li
et al., 2021).

La caracterizacion genética, evolutiva y bioquimica de estas enzimas ha revelado
roles especificos en distintas especies vegetales, subrayando su importancia en la
biologia vegetal y sus aplicaciones potenciales (Margis et al., 2008; Nianiou-Obeidat
et al., 2017).

En este estudio se investigd la posible relacion entre las GPX y las respuestas

sistémicas adaptativas en plantas de mezquite, una especie vegetal altamente

adaptada a los biomas desérticos. EI mezquite fue seleccionado como modelo

debido a sus caracteristicas bioquimicas, fisiologicas y morfologicas bien
1



documentadas, que reflejan su adaptacion al estrés abidtico en condiciones
extremas (Mohanta et al., 2024). Particularmente, se evaluo el efecto del estrés
hidrico combinado con el luminico y la aplicacion de quitosano sobre la actividad de

las GPX y los cambios morfolégicos.

Este enfoque permitira explorar cémo las GPX y las PRPs en general contribuyen a
la respuesta sistémica adquirida, postulando al mezquite como una especie idonea
para profundizar en los mecanismos adaptativos de las plantas en ambientes

desérticos.



2. ANTECEDENTES
2.1 Resistencia homeostatica vegetal

2.1.1 Resistencia sistémica adquirida

Los organismos han desarrollado mecanismos de adaptacion desde los niveles
bioquimico, fisioldgico y ecoldgico. En el contexto de fisiologia vegetal, la resistencia
sistémica es aquella capacidad de adaptabilidad frente a adversidades bidticas y
abidticas (Landes Bioscience, 2006). Esta propiedad de las plantas consta de
distintos mecanismos homeostaticos los cuales pueden acontecer en un tiempo y
tejidos determinados durante ciclo de vida. Aunque existen distintas etapas para
poder comprender el fendmeno, la primera etapa consiste en diferenciar entre los
distintos niveles en los que ocurren los procesos de adaptabilidad, denominandolos
resistencia local, poblacional o de comunidad (llustracién |) (Balfagon et al., 2020;
Camarena-Gutiérrez & De La Torre-Almaraz, 2007; Klessig et al., 2018; Wenig et al.,
2019).

En las distintas etapas de resistencia adquirida se pueden identificar los siguientes

aspectos:

e La resistencia local adquirida (LAR) se refiere a la capacidad de las plantas
para establecer una homeostasis inicial en un tipo de tejido u érgano
especifico del organismo en respuesta a un agente estresor. En este nivel,
las plantas empiezan a detectar y desplegar mecanismos defensivos
especificos en areas afectadas.

e La SAR representa la segunda etapa de la respuesta de resistencia en las
plantas. En su caso, se logra la homeostasis a nivel organismo, pudiéndose
encontrar el agente estresor en toda la planta o solamente en una zona
especifica; la razon por la cual ocurre esta etapa de resistencia se puede
deber al tiempo de exposicion al estrés y a la concentracion de este.

e La resistencia poblacional adquirida es un tipo de resistencia que ocurre
cuando multiples organismos de la misma especie reaccionan ante una
adversidad sin necesidad de estar expuestos directamente al agente

estresor. Este proceso puede desencadenarse a través de una o mas plantas



iniciadoras que han sido previamente expuestas al estrés y su respuesta a la
adversidad se comunica a otras plantas de la poblacién.

e La resistencia comunitaria adquirida (CAR) representa un mecanismo de
defensa colectivo donde organismos vegetales de la misma especie
establecen una red de comunicacién bioquimica que permite la transmisién
de sefnales de alerta y respuestas defensivas entre individuos. Este nivel de
resistencia trasciende la respuesta individual y opera mediante la liberacion
de compuestos organicos volatiles (VOCs), sefiales quimicas a través de
redes micorricicas subterraneas y exudados radiculares que actuan como
mensajeros moleculares entre plantas vecinas, permitiendo que aquellos
organismos no expuestos directamente al estrés inicien respuestas

preventivas de defensa.
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llustracion 1 Mecanismos de defensa homeostatica en plantas frente a factores de estrés a través de dos
niveles: la Resistencia Local y la Resistencia Sistémica Adquirida. La figura es de elaboracion personal
usando BioRender.



Tedricamente todas las plantas pueden actuar a nivel de LAR, pero, dependiendo

de las caracteristicas de la especie (genoma), existe la posibilidad de que ocurran

los fendbmenos de resistencia a nivel poblacional o inclusive a nivel comunidad

(Belkis Peteira Delgado-Oramas, 2020; Camarena-Gutiérrez & De La Torre-
Almaraz, 2007; Choudhary et al., 2007; Montero, 2022; Wenig et al., 2019).

La identificacion de la resistencia homeostatica en las plantas también se puede

abordar a través de la categorizacion de diversos agentes estresores, los cuales

pueden clasificarse en dos categorias principales: agentes bidticos y abidticos (Rai
et al., 2021):

Los agentes bidticos pueden ser organismos biolégicos completos, partes o
substancias derivadas de estos que pueden actuar como factores
estresantes para las plantas. Se incluyen patégenos vegetales, como
hongos, bacterias y virus, que invaden las plantas y desencadenan
respuestas de resistencia, como la produccion de fitoalexinas y otras
moléculas defensivas. Ademas, los herbivoros, como insectos y mamiferos,
pueden causar dafo a las plantas al alimentarse de ellas, lo que a su vez
desencadena la produccion de compuestos toxicos o la activacion de
sistemas de defensa fisica (Delgado-Oramas, 2020; Camarena-Gutiérrez &
De La Torre-Almaraz, 2007).

Los agentes abidticos son factores de estrés de naturaleza no bioldgica,
pueden ser fisicos o quimicos. En las plantas éstos pueden incluir cambios
en las condiciones ambientales, como la temperatura, la intensidad luminica,
humedad, el pH y la disponibilidad de minerales. Por ejemplo, las plantas
pueden experimentar estrés térmico debido a temperaturas extremadamente
altas o bajas, lo que desencadenara la regulacion de la apertura de estomas
y la sintesis de proteinas de choque térmico. Ademas, la exposicion a altas
concentraciones de salinidad o niveles bajos de nutrientes esenciales en el
suelo también se considera un estrés abidtico, lo que lleva, por ejemplo, a la
acumulacion de solutos osmoprotectores (Camarena-Gutiérrez & De La
Torre-Almaraz, 2007).



La respuesta adquirida es un proceso secuencial: (1) las plantas detectan proteinas
de avirulencia (AVR) que actuan como senales de invasion patogénica, las cuales
se unen a proteinas de resistencia (R) en la célula vegetal. Esto inicia una (2)
transduccion de sefal, activando (3) la produccion de proteinas de defensa, por
ejemplo, las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR-proteins, por sus siglas
en inglés). Luego, (4) la sefial de defensa se transduce a otras partes de la planta,
(5) activando la SAR en otras células, que inician una respuesta local o potencian

la sistémica.

2.1.2 Moléculas clave involucradas en la resistencia sistémica vegetal

Las plantas biosintetizan una variedad de moléculas que median las respuestas
vegetales. Estas pueden ser hormonas o intermediarios del metabolismo
secundario que actuan sobre la regulacion de genes o reguladores de diversos

procesos celulares o bien como moléculas que combaten directamente el estrés.

2.1.2.1 Actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa

Durante la resistencia homeostatica, las plantas despliegan diversas reacciones
metabdlicas para contrarrestar los agentes estresores. Entre éstas, la actividad de
la fenilalanina amonio liasa (PAL) representa el punto de conexion entre el
metabolismo primario y la biosintesis de polifenoles y otros fitoquimicos de
respuesta al estrés. PAL cataliza la conversiéon de fenilalanina en acido cinamico
mediante la eliminacion oxidativa del grupo amino en forma de ion amonio. El &cido
cinamico es el precursor de los compuestos fendlicos, sustancias cruciales para la
adaptacion. Los fenoles son iniciadores de factores de expresidn proteica
produciendo cambios que pueden tener un impacto inmediato o a largo plazo. Uno
de éstos son las fitoalexinas, que son esenciales en la respuesta inmune de la planta
frente a patogenos, contribuyendo tanto a la resistencia homeostatica como a la
SAR (Avalos-Garcia & Pérez-Urria Carril, 2009; José et al., 2016).

En el contexto de la SAR, la activacion de PAL y la posterior acumulacion de fenoles
son eventos clave. Después de la exposicion inicial a un patégeno, la planta

desarrolla mecanismos para resistir futuras infecciones, una memoria inmunitaria
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vegetal. Ademas, el metabolismo de PAL no solo esta vinculado a la respuesta a
patdgenos, sino que también responde a factores de estrés abidtico, como la
radiacion ultravioleta, la salinidad y la sequia. En estas condiciones, los fenoles
actuan como antioxidantes y mediadores fisioldgicos, contribuyendo a mantener la
homeostasis celular (Rankenberg et al., 2021; Avalos-Garcia & Pérez-Urria Carril,
2009; Francoz et al.,, 2015; Gondor et al., 2022; José et al, 2016).

PAL (Fenil amonio liasa) Fenilalanina Acido cindmico || precursor importante para
' T la sintesis de fenoles
; e P e vegetales
———— e e\ o Fitoalexinas
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Involucrado en la sobreexpresion de genes relacionados SAR

llustraciéon 2 Importancia de la actividad de PAL en la resistencia sistémica adquirida. Figura de elaboracion
propia en Biorender.

2.1.2.2 Fenoles de origen vegetal involucrados en la resistencia homeostatica

Los compuestos fendlicos son una clase de metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en la naturaleza, se encuentran en diversos organismos, desde plantas
hasta microorganismos. Estos compuestos son de gran interés en la investigacion
bioldgica debido a su capacidad para desempefiar multiples funciones fisiologicas
dentro del individuo. Su principal caracteristica distintiva es presencia de uno o mas
grupos hidroxilo (-OH). Este grupo funcional confiere propiedades unicas a estos
compuestos, incluyendo su capacidad antioxidante y su participacién en diversas
rutas metabolicas. Ademas, la estructura quimica de los compuestos fendlicos a

menudo exhibe la formacion de anillos ciclicos, lo que contribuye a su estabilidad y



actividad biolégica (Avalos Garcia Elena Pérez-Urria Carril, 2009; Chavez-Arias et
al., 2022; José et al., 2016; Saleh & Plieth, 2009).

Los compuestos fendlicos pueden tener funciones inmediatas o a largo plazo, ya
sea como promotores estructurales o promotores genéticos (José et al., 2016). A
pesar de su importancia reconocida, persisten interrogantes sobre su diversidad
estructural, funciones especificas en distintos contextos bioldgicos y su participacion
en procesos evolutivos. La comprension mas profunda de la estructura y funcién de
los compuestos fendlicos no solo enriquecerd nuestros conocimientos
fundamentales en biologia y quimica, sino que también nos brindara la oportunidad
de explorar aplicaciones potenciales en campos tan diversos como la medicina, la

agricultura y la nutricion.

En los procesos que conciernen a la resistencia homeostatica vegetal se han
identificado distintos compuestos fendlicos, clasificandolos por medio de su
estructura y funcion; algunas de estos fenoles estudiados se describen a

continuacion.

2.1.2.3 Polifenoles

Se caracterizan por contener multiples grupos fendlicos en su estructura,
representan una clase diversa de compuestos con propiedades funcionales
diversas en las plantas y extensas actividades bioldégicas sobre organismos. Los
taninos desempefian un papel destacado en la resistencia contra herbivoros y
patégenos, actuando como agentes defensores al interferir en procesos bioldgicos
esenciales para estos organismos. Las cumarinas presentan funciones
fotoprotectoras, contribuyendo asi a la capacidad adaptativa de la planta en
entornos variables y exhiben bioactividad de anticoagulantes. Los flavonoides
actuan como antioxidantes, pigmentos responsables de la coloracion vibrante en
flores y frutos, asi como reguladores del crecimiento, desempefiando funciones
cruciales en la respuesta al estrés ambiental. Las ligninas son esenciales ya que
proporcionan rigidez y resistencia a las paredes celulares, contribuyendo de manera
significativa a la arquitectura y la integridad estructural de la planta (Kumar et al.,
2023; Samec et al., 2021; Zhang et al., 2022).
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2.1.3.4 Fenoles glucdsidos

Son caracterizados por la presencia derivatizada de glucosa u otro azucar en uno o
varios grupos hidroxilos. Los glucosinolatos participan activamente en la defensa
contra herbivoros y patégenos, desencadenando respuestas quimicas especificas
que actuan como barreras efectivas (Y. Zhang et al., 2022)

2.1.3.6 Saponinas

Las saponinas presentan propiedades detergentes y se postula que estas
sustancias desempefan papeles en la defensa de la planta, aunque la comprension
completa de sus funciones aln esta en investigacion (Kumar et al., 2023; Samec et
al., 2021; Zhang et al., 2022).

2.1.3.7 Alcaloides

Los alcaloides son compuestos organicos nitrogenados con una estructura quimica
heterogénea, lo que se traduce en propiedades bioldgicas diversas. Desempefian
funciones multifacéticas en las plantas, desde la defensa contra herbivoros hasta la
atraccion de polinizadores y la inhibicion de patdégenos. Algunos alcaloides
contienen grupos fendlicos, o derivan de metabolitos fendlicos, lo que les permite
clasificarse dentro de los fenoles segun su estructura quimica y los efectos

biolégicos que producen (Bhambhani et al., 2021)

2.1.3.8 Fitohormonas

Durante la induccién de estrés en las plantas se producen fenoles con funciones
hormonales especificas, como el acido salicilico (AS) y el acido jasmodnico (AJ).
Estos compuestos en particular sobresalen por su capacidad para modular una
diversidad de procesos fisiologicos. Uno de ellos es la respuesta de resistencia de
la planta a patégenos, asi como en su papel en la regulacion precisa del crecimiento,
desarrollo y defensa, subrayando asi su papel central en la adaptabilidad y

supervivencia de la planta (Jordan & Casaretto, 2006).

La biosintesis de AJ y AS en situaciones de estrés agudo resalta la complejidad
inherente y la versatilidad funcional de los fenoles dentro de la intrincada red de
sefalizacion vegetal. Este fendmeno sugiere una interconexion sofisticada entre el

estrés, la produccion de fenoles y las respuestas hormonales, evidenciando la
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rigueza de las adaptaciones bioquimicas desencadenadas en las plantas ante

condiciones adversas (Kumar et al., 2023; Samec et al., 2021; Y. Zhang et al., 2022).

Durante la exposicion de una planta a un estresor y antes de que se despliegue su
respuesta SAR, se observa un aumento en los fenoles. Para que se manifieste la
resistencia homeostatica vegetal y se produzcan proteinas relacionadas a la
patogénesis, ocurriendo cambios bioquimicos y morfolégicos, se requiere la
presencia de moléculas o factores que modulen la expresion génica (José et al.,
2016; “Resistencia Sistémica Adquirida,” 2006; ScienceDirect, 2010). Las moléculas
clave en este proceso son el AS, AJ, el etileno y los factores de transcripcion NPR1
(Nonexpressor of Pathogenesis-Related genes). Su papel es coordinar la activacion
o desactivaciéon de genes que codifican proteinas relacionadas con las PRPs, lo que
permite a la planta hacer frente al estresor. Los factores NPR1 pueden facilitar esta
regulacion génica de manera independiente o en colaboracion con las fitohormonas
(Backer et al., 2019; Caarls et al., 2015; M. Shahid Mukhtar et al., 2009; Tamaoki et
al., 2013).

Q. OH
H H H
A" £
c=cC
s %
H H
Acido salicilico Acido jazménico etileno

llustracion 3 Estructuras de las fitohormonas relacionadas con las respuestas sistémicas vegetales (Jordan &
Casaretto, 2006).

ElI AS es conocido por su papel central en la activacion de genes de defensa contra
patégenos. Induce la expresion de genes que codifican PRPs, como enzimas de
defensa y proteinas antimicrobianas. Ademas, se ha demostrado que juega un
papel crucial en la sefializacién intra e intercelular durante la SAR, coordinando la

respuesta de la planta ante la infeccién (Caarls et al., 2015; Tamaoki et al., 2013)

ElI AJ esta involucrado en la respuesta de la planta a herbivoros y dainos mecanicos,
asi como en la defensa contra patégenos. Esta fitohormona estimula la sintesis de

metabolitos secundarios y PRPs, como las proteasas inhibitorias y las diversas
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hidrolasas y oxido-reductasas, incluida GPX. Ademas, el AJ puede interactuar con

el AS para modular la respuesta de la planta a diferentes estimulos ambientales.

El etileno es conocido por su papel en la regulacién del crecimiento y el desarrollo
de las plantas, asi como en la respuesta al estrés abiotico y bidtico. Durante la SAR,
el etileno actua como un modulador clave de la sefializacion del AS y el AJ,
amplificando la respuesta de la planta frente a los patégenos. Ademas, el etileno
puede inducir la expresién de genes de defensa y la produccion de metabolitos
secundarios que contribuyen a la resistencia contra patégenos (Helber Enrique
Balaguera-Lopez et al., 2014; Jordan & Casaretto, 2006)

2.1.3.9 Factores de transcripcion

Las NPR1 son reguladores clave en la activacion de genes de defensa durante la
SAR. Las NPR1 se encuentran en el citoplasma en condiciones normales, pero se
translocan al nucleo en presencia de sefiales de estrés, donde interactuan con
factores de transcripcion para activar la expresion de genes de defensa. Ademas,
regulan la respuesta de la planta a diferentes senales de estrés, integrando las vias
de sefializacién del AS, el AJ y el etileno para coordinar una respuesta efectiva
contra los patdégenos (Backer et al., 2019; Chen et al., 2019; M. Shahid Mukhtar
et al., 2009; Olate et al., 2018).

Es importante considerar la concentraciéon de la molécula clave, su localizacion
celular, el momento en que se presenta y su interaccion con otras moléculas

indispensables al contemplar el mecanismo de SAR.

2.2 Proteinas PR

En el contexto de la respuesta de las plantas, se destaca la generacion de
macromoléculas debido a la regulacion genética mediada por ciertos fenoles de
naturaleza hormonal; entre estas macromoléculas se encuentran las PRPs, las
cuales, a pesar de sus diferencias estructurales y funciones (Cuadro 1), comparten
una actividad fundamental en la sobrevivencia. Esta funciéon consiste en

desencadenar respuestas inmediatas o graduales frente a agentes estresores,
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manifestandose en los distintos niveles de resistencia (Ebrahim et al., 2011;
Menéndez et al., 2020).

La conexion entre la regulacion genética impulsada por fenoles hormonales y la

sintesis de PRPs es esencial para comprender la respuesta adaptativa de las

plantas frente a situaciones de estrés (Camarena-Gutiérrez & De La Torre-Almaraz,
2007; Garcia-Garcia & Garcia-Arenal, 2003; Menéndez et al., 2020; ScienceDirect,

2005).

Tabla 1. Ejemplos de proteinas PRs

Clasificacion
de Proteinas

Funciones

Ejemplos

antifungicas

hongos y patogenos

Quitinasas Degradacion de la pared celular Quitinasa A: Presente en
de hongos patoégenos e insectos | fabaceas, descompone la quitina
en la pared celular de los hongos y
exoesqueletos de insectos
Glucanasas | Degradacién de la pared celular | Glucanasa b (beta): Presente en
de patégenos fabaceas, degrada el glucano en la
pared celular de los hongos
Proteinas Actividad antimicrobiana contra Proteina C: Presente en

solanaceas, exhibe actividad
antimicrobiana contra hongos y
otros patégenos

Peroxidasas

Produccion de compuestos
oxidativos téxicos para
patdgenos y sintesis de

compuestos fendlicos

Peroxidasa D: Presente en
gramineas, cataliza la oxidacion de
moléculas y sintetiza compuestos
fendlicos

Ademas, las PR pueden interactuar entre si en un tiempo y espacio determinados,

promoviendo una mayor actividad antimicrobiana. Este proceso se regula a través

de hormonas que promueven la degradacion de la membrana o pared celular de los

atacantes y estimulan la proliferacion o endurecimiento de los tejidos de soporte,

como la cuticula de las hojas, lignificacion del tallo y raices. Esta interaccion refuerza

la capacidad de las plantas para enfrentar desafios bidticos, anadiendo una capa
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adicional de complejidad y eficacia a sus estrategias de defensa (Chiu et al., 2022;
Jain & Khurana, 2018; Martinez-Pacheco, 2017; Zribi et al., 2021).

Proteinas PR y Proteinas de Resistencia en la Defensa de las Plantas

e t oxidacion de moleculas y
Gmlioio s sintetiza compuestos fendlicos

wl._ tox.e,

Quitinasas, glucanasas, proteinas
antifingicas y peroxidasas

0 2A

2B

Proteinas de Resistencia (R proteins)

Jtlu/

Degradacion de la pared celular
de patdgenos

llustracion 4 Respuesta Defensiva de las Plantas: Activacion de Proteinas Relacionadas a la Patogénesis (PR)
y Enzimas contra Agentes Estresores en la Resistencia Homeostatica (dos Santos & Franco, 2023; Ebrahim
et al., 2011; ScienceDirect, 2005).

Las PRPs se dividen en 17 familias de acuerdo con su estructura y funcion.
Destacan proteinas con actividades antifungicas como las quitinasas y glucanasas,
proteasas, antivirales, antibacterianas y diversas enzimas redox, las oxidasas
pertenecen a la familia de la PR-9 (dos Santos & Franco, 2023). Las peroxidasas
tienen papeles importantes en las primeras etapas de defensa ante hongos,
bacterias y virus. No esta establecida completamente la relacidén entre la respuesta

sistémica adquirida y la actividad de las peroxidasas.

2.3 Peroxidasas
Las peroxidasas son una clase de enzimas que se encuentran ampliamente
distribuidas en las células de todos los organismos biolégicos; cumpliendo roles

diversos y fundamentales en los procesos fisiologicos. Estas enzimas forman parte
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de la familia de las oxidorreductasas, catalizando especificamente la
descomposicion de perdxidos como el de hidrogeno (H20:2), un subproducto téxico
del metabolismo celular, en agua y oxigeno. Ademas de su funcion en la
detoxificacion de dichas moléculas oxidantes, las peroxidasas también tienen la
capacidad de utilizar sustratos como el ascorbato, fenoles y compuestos fendlicos
como donadores de electrones, participando asi en la defensa antioxidante de la
planta contra el estrés oxidativo generado por factores ambientales o el propio
desarrollo metabdlico (Lifeder, 2020; Pandey et al., 2017; Siegel, 1993).

Existe una amplia diversidad de peroxidasas con distintos mecanismos para
eliminar la presencia de moléculas oxidantes generadas durante el estrés bioldgico
0 agentes externos bidticos y abidticos. Se pueden englobar en las peroxidasas
dependientes de grupo hemo y las no dependientes. Las que usan el grupo hemo
son independientes de glutation (GSH), ya que los electrones los dona el ion ferroso.
Las que no requieren un grupo hemo emplean azufre como donador de los
electrones en forma de GSH u otro tiol, como es el caso de las peroxidasas
dependientes de GSH o de tiorredoxinas, respectivamente. Las GPX utilizan el
glutation como cofactor para reducir peréxidos organicos e inorganicos, protegiendo
a la célula vegetal del estrés oxidativo y eliminando compuestos dafinos. Ademas
de las GPX, existen otras enzimas llamadas glutation S-transferasas (GST) que en
cooperacion con las GPX coadyuvan en la defensa de la planta contra sustancias
téxicas (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013; Moons, 2005; Nianiou-Obeidat et al.,
2017; Pandey et al., 2017).

Sin embargo, es importante sefalar que no todas las peroxidasas, como las GPX o
las enzimas dependientes de GSH como las GSTs, son exclusivas de las funciones
estrictamente relacionada con la regulacién frente al estrés. Aunque cada enzima
tiene sus propias caracteristicas y funciones especificas, incluso algunas pueden
compartir ciertas similitudes en su actividad y estructuras, existen enzimas con
multiples funciones o funciones alternas como en la participacion en procesos de

proteccion, regulacion y diferenciacion celular (Li et al., 2021; Moons, 2005).
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2.3.1 Funciones de las peroxidasas

Las peroxidasas cumplen diversas funciones esenciales en las plantas (llustraciéon

5):

Desintoxicacion del peroxido de hidrégeno: Actuan como parte del sistema
antioxidante de la planta, contribuyendo a eliminar el peréxido de hidrégeno
para evitar que cause dafo oxidativo si se acumula en niveles elevados.
Resistencia a patdgenos: Algunas peroxidasas participan en respuestas
defensivas contra patogenos. Contribuyen a la produccion controlada de
radicales libres y metabolitos oxidados con propiedades antimicrobianas,
ayudando a la planta a combatir infecciones.

Regulacion del crecimiento y desarrollo: Intervienen en la regulacion del
crecimiento y desarrollo de la planta, incluida la lignificacion de las células,
un proceso crucial en la formacién de estructuras de soporte y defensa.
Relacidén con el estrés abidtico: estan implicadas en la respuesta de las
plantas al estrés abidtico, como la salinidad, sequia, y temperaturas
extremas. Participan en la eliminacion de especies reactivas de oxigeno

(ROS) generadas como resultado de este estrés.

2.3.2 Superfamilia de tiol peroxidasas

Son enzimas que forman parte de la superfamilia de las tiol peroxidasas y eliminan

peroxido de hidrogeno u otros peréxidos a expensas de GSH (GPX), asi como por

otros tioles, incluso residuos de cisteina de diversas proteinas, estas ultimas

conocidas como peroxirredoxinas (PRX) (Bela et al., 2022; DAa. Ana Saiz
Rodriguez, 2015; Margis et al., 2008).
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llustracion 5 Funciones generales de las peroxidasas en las plantas (Francoz et al., 2015; Siegel, 1993).
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Peroxidasas en plantas

Grupo hemo
superfamilia peroxido-catalasa

Familia 1: clase 1 de peroxidasas
ascaorbato peroxidasas (APX)
Catalasa (CAT)
Cytocromo C peroxidasa (CPXs)

Familia 3: clase 3 de peroxidasas
Guaiacol peroxidasa, PRX POD
APX-relacionadas a peroxidasas

)

Sin grupo hemo
Superfamilia thiol peroxidasas

Familia: peroxirredoxinas
Peroxirredoxinas (PRXs) o
thioredoxinas peroxidasas (TPXs)
Subfamilias: 1CysPRX, 2CysPRX

—

Familia: Glutation peroxidasas
Glutation peroxidasas (GPXs)
o

B

Enzimas similares a glutatién peroxidasa

llustracién 6 clasificacion y composicion de las peroxidasas en las plantas.
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En las plantas, existen multiples isoformas y tipos de GPX. un tipo corresponde a
enzimas monomeéricas que tienen cisteina en lugar de selenocisteina en su sitio
activo y muestran una preferencia general por el sistema TRX en lugar del GSH.
Debido a esto, se les denomina GPX-L para distinguirlas de las GPX que tienen
selenocisteina catalitica. Las GPXL poseen funciones extra-cataliticas por la
presencia de multiples dominios de proteinas especificos (Bela et al., 2022). La
diversidad estructural, funcional y evolutiva observada entre las distintas GPXL
sugiere la existencia de roles especificos y adaptativos dentro de las diferentes
especies de plantas, enfatizando aun mas la complejidad y la importancia de la
superfamilia de tiol peroxidasas en la biologia vegetal. Se ha descubierto que las
GPXL estan implicadas en mecanismos epigenéticos, modificaciones
postranscripcionales, postraduccionales, interacciones proteina-proteina y redes de
regulacion génica, modulando sus funciones y actividades de manera intrincada
(Agbemafle etal., 2023; Movahedi et al.,, 2024). Se requiere de una mayor
investigacion para delimitar el alcance e importancia de este tipo de proteinas.
También se ha relacionado recientemente a las GPX mitocondriales y cloroplasticas

en la respuesta al estrés causado por factores abioticos (Pei et al., 2023).

2.3.3 Clasificacion de tiol peroxidasas segun su localizacion celular

Las enzimas se clasifican comunmente segun las caracteristicas funcionales
detectadas en experimentos in vitro e in vivo, etiquetandolas y agrupandolas segun
su relacion, secuencia, funcion o metabolismo. Sin embargo, surge una
problematica reduccionista al intentar comprender por completo las diversas
variantes (isoformas) de estas proteinas, lo que nos lleva a tener una concepcion
limitada de los posibles aspectos clave de algunas isoformas que podrian
desempenar un papel fundamental en aspectos adaptativos del organismo, como la
modulacion de procesos tales como el crecimiento, la maduracién, la homeostasis
o la reproduccion (X. C. Zhang et al., 2012). Recientemente, se ha buscado analizar
las isoformas en lineas celulares de organismos de interés debido a su capacidad
de adaptabilidad en comparacion con otros, siendo capaces de tolerar condiciones
ambientales que normalmente serian dificiles para otros organismos. Los estudios

que se llevan a cabo para identificar las funciones adicionales en las enzimas
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conocidas superficialmente requieren una serie de experimentos multifacéticos que
ayuden a considerar diferentes aspectos que han sido pasados por alto. Esto incluye
la realizacion de pruebas que pongan de manifiesto la funcidn de sus dominios
proteicos, las cuales pueden llevarse a cabo mediante formulaciones tedricas,
técnicas bioinformaticas y experimentales. En una busqueda exhaustiva de las
caracteristicas adicionales de una proteina previamente conocida se requiere
considerar su localizacion en relacién con otras isoformas cuya ubicacién vy
temporalidad en el organismo sean conocidas. Ademas, para clasificarla e identificar
su funcion, es crucial evaluar su interaccion con el entorno ambiental en el que se
encuentra, tanto en términos de tiempo como de espacio. Aunque varias isoformas
pueden aparentar tener funciones similares, como ciertas actividades cataliticas, su
importancia funcional puede variar significativamente segun el contexto (DAa. Ana
Saiz Rodriguez, 2015; Margis et al., 2008; Martin et al., 2003).

Un claro ejemplo de aquellas funciones identificadas que ayudan a ampliar el
conocimiento de un determinado tipo de proteinas es el descubrimiento de
endurecimiento y aflojamiento de la pared celular de células vegetales en
Arabidopsis thaliana. Dicho estudio consistié en el andlisis de las tiol peroxidasas
(GPX 'y PRX), las cuales se caracterizan por ser oxidorreductoras de determinados
compuestos citotoxicos, diferenciandose unicamente por pertenecer a ciertos
nichos especificos de homeostasis frente el estrés oxidativo (Francoz et al., 2015).
En un estudio se aborda cédmo la ubicacion temporal (dindmica) y espacial
(compartimentalizacion de funciones) de una enzima puede influir en la modificacion
de ciertas estructuras de soporte en las plantas, como la pared celular. Se ilustra
cémo los procesos de oxidoreduccion en esta zona pueden conducir a la formacién
de polimeros de lignina o suberina (dependiendo del tejido) a partir de compuestos
fendlicos libres, los cuales se generan en respuesta a la exposicidbn a agentes
estresantes, tanto bidticos como abidticos. Estos polimeros se adhieren a la matriz
de celulosa a través de un fendbmeno conocido como entrecruzamiento "cross-
linking" (llustraciéon 7) (Francoz et al., 2015). Ademas, el fenémeno de
entrecruzamiento entre polimeros y la matriz de celulosa destaca la complejidad y

la precisién de la regulacion enzimatica en la sintesis y remodelacion de la pared
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celular, lo que a su vez influye en la resistencia mecanica y la integridad estructural

de las plantas (Francoz et al., 2015).

Genes de peroxidasa

Regulacion
transcripcional
espacio-temporal

Peroxidasas

Reductor fuerte / \ Reductor fuerte
(ej. ascorbato) (ej. ascorbato)

Generacion de Regulacion del
-0H,f00~ nivel cle H20:2
Aflojamiento de Endurecimiento de
la pared celular la pared celular:

Entrecruzamiento de
compuestos de la

pared celular
Escision de cadenas  Cohversién de enlaces Lignificacion
de polisacaridos glicosidicos a

enlaces éster . Suberizacién
Enlaces diferulicos Puentes de
Grupos oxo (polisacéridos, isoditirosina
(evidencia de ligninas) (H/PRPs, extensinas)
ataque ROS)

llustracion 7 Papel de las peroxidasas en la maduracion y dinamica de las pardes celulares vegetales (Francoz
et al., 2015).

Es reconocido que las GPX son clave en la eliminacién de ROS en animales (Arthur,
2000). La familia de proteinas GPX se pueden clasificar en ocho subfamilias
divididas desde GPX1 a GPX8 segun su secuencia de aminoacidos, especificidades
de sustrato y localizacion subcelular. En mamiferos GPX1-4 y GPX6 presentan
selenocisteina como residuo catalitico en la reducciéon de H202 o hidroperdxidos
organicos a agua o alcoholes correspondientes. Ademas, GPX4 también es capaz
de reducir compuestos lipidicos complejos. Es la unica enzima de la familia GPX
que reduce y destruye directamente los hidroperoxidos lipidicos. Los sitios activos
de GPX5 y GPX7-GPX8 contienen residuos de cisteina (Cys) como sitios activos.
GPX5 se expresa principalmente en el tejido epididimario y desempefia un papel en
la proteccion de los espermatozoides del estrés oxidativo. GPX7 y GPX8, estan

ubicadas en el reticulo endoplasmico y son enzimas involucradas en el plegamiento
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oxidativo de las proteinas del reticulo endoplasmico. GPX8 también juega un papel
importante en la regulacion del Ca?* en el reticulo endoplasmico (Pei et al., 2023).
Dada la funcién de GPX8 en mamiferos puede ser que en plantas este involucrada
en la dinamica de apertura y cierre de estomas, una caracteristica que las plantas

de desierto usan para regular su abundancia de agua (Mohanta et al., 2024).

2.3.4 La funcién de GPX en la respuesta no redox del estrés

Existen escasos estudios sobre la existencia de actividad enzimatica vegetales
similares a las GPX animales (Holland et al., 1993; Beeor-Tzahar et al., 1995;
Depege et al., 1998; Faltin et al., 1998; Herbette et al., 2002; Jung et al., 2002). Las
secuencias de diversas fuentes vegetales exhiben similitud con algunas GPX
animales (Holland et al., 1993; Depege et al., 1998; Roeckle-Drevet et al., 1998). La
mayoria de las GPX vegetales tienen similitudes con las fosfolipido hidroperéxido
glutation peroxidasas (PHGPX) (Churin et al., 1999). Estas PHGPX se consideran
la principal defensa enzimatica contra la destruccién oxidativa de las membranas
(Ursini y Bindoli, 1987; Brigelius-Flohe et al., 1994). Ademas, se ha descubierto que
los niveles estables de ARNm de GPX aumentan bajo diferentes estreses
ambientales (Criqui et al., 1992), tratamiento con altas concentraciones de sal y
metales (Sugimoto y Sakamoto, 1997), estimulacién mecanica (Depege et al.,
1998), y bajo condiciones de toxicidad por aluminio (Rodriguez Milla et al., 2002).
Sin embargo, las GPX vegetales tienen actividades mas bajas que las de los
animales porque contienen Cys en el sitio catalitico putativo en lugar de la
selenocisteina tipica de las GPX animales (Holland et al., 1993; Faltin et al., 1998;
Herbette et al., 2002; Jung et al., 2002). Esta baja actividad ha dificultado aclarar el

papel fisiolégico de GPX en plantas superiores.

Existe evidencia de que las GPX también interactuan especificamente con proteinas
asociadas para conferir oxidacién inducida por peréxido. Por ejemplo, Delaunay et
al. (2002) demostraron que GPX3 forma un complejo con el dominio del factor de
transcripcion de cierre (“zipper”) de leucina de activacion de levadura 1 (Yap1), que
es necesaria para la oxidaciéon inducida por H202 de esta proteina en
Saccharomyces cerevisiae. Por lo tanto, GPX3 funciona tanto en la deteccién como
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en la eliminacién de hidroperdxido. Se ha implicado al etileno en el retraso del cierre
de los estomas al inhibir la via de sefializacién ABA en las plantas (Tanaka et al.,
2005). El receptor de etileno ETR1 de Arabidopsis mediaba la sefializacion de H202
en las células protectoras de los estomas y podria servir como sensor de H202 en
células vegetales (Desikan et al., 2005). Por el contrario, la represion de la expresiéon
de RAB18 inducida por ABA mediante el tratamiento con acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico sugiere que la sefalizacion de etileno podria
alterar el influjo de Ca?* o la activacién del canal aniénico tipo S aguas abajo de la
senalizacion de ABA. Por tanto, el etileno no parece interferir con los primeros pasos
de la via de senalizacion de ABA (Tanaka et al., 2005). En otro estudio se relacion6
la actividad de algunas GPX con la resistencia al estrés hidrico y luminico.
Emplearon TiDNA para silenciar diversos genes de GPX en A. thaliana (Miao et al.,
2006). Se reportd que cuando silencian dos variantes de GPX3 la planta se hace
mas sensible al estrés hidrico y salino, exhibiendo una mayor tasa de pérdida de
agua bajo estrés por sequia, mayor sensibilidad al tratamiento con H202 durante la
germinacion de las semillas y el desarrollo de las plantulas, y una mayor produccién
de H20:2 en las células protectoras. Por el contrario, las lineas disefiadas para sobre-
expresar las GPX3 identificadas fueron menos sensibles al estrés por sequia que el
tipo salvaje y mostraron menos pérdida de agua por transpiracion, lo que resulté en
una mayor temperatura de la superficie de la hoja. La mutacion gpx3 también
interrumpio la activacion de los canales de calcio del acido abscisico y la expresion
de genes ABA y que responden al estrés. Se encontré6 que GPX3 interactua
fisicamente con la proteina fosfatasa de tipo 2C ABA INSENSITIVE2 (ABI2), asi
como en menor medida con ABI1. Ademas, los estados redox tanto de ATGPX3
como de ABI2 estaban regulados por H20:. La actividad fosfatasa de ABI2, medida
in vitro, se redujo aproximadamente cinco veces mediante la adicion de GPX3
oxidado. La forma reducida de ABI2 se convirtié a la forma oxidada mediante la
adicién de GPX3 oxidado in vitro, que podria mediar en ABA y la sefializacion
oxidativa. Estos resultados sugieren que GPX3 podria desempenar funciones

duales y distintivas en la homeostasis del H202, actuando como un eliminador
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general y transmitiendo especificamente la sefial de peréxido como un transductor

de senales oxidativas en ABA y la sefalizacion del estrés por sequia.

2.4 Modelo biolégico experimental

2.4.1 Fisiologia, genémica y aspectos evolutivos de las plantas del desierto

Existe un interés en conocer los aspectos biolégicos de los organismos capaces de
sobrevivir en ambientes extremos. Uno de estos ambientes son los desiertos o
biomas desérticos. Aunque es complicado definir el ecosistema de los desiertos de
manera general, existe un consenso en destacar algunas de las caracteristicas
comunes como zonas con poca abundancia de vida, baja precipitacion pluvial,
escasez de agua, nutrientes limitados en el suelo y temperaturas extremas
(Mohanta et al., 2024). A pesar de la exposicion a condiciones ambientales aridas
mas frecuentes en todo el mundo, pocas especies de plantas estan equipadas con
varias caracteristicas genéticas unicas. Las plantas en estos ecosistemas
desérticos han desarrollado fenotipos tipicos, ademas de propiedades bioquimicas

y fisiologicas para contrarrestar las condiciones tan extremas.

Morfolégica y fisiologicamente, las plantas del desierto han evolucionado con
adaptaciones especificas para sobrevivir en ambientes extremos. Estas
adaptaciones incluyen hojas de tamarfo reducido o ausentes, espinas, cuticulas
cerosas, hojas gruesas, parénquima acuifero (hojas o tallos suculentos), o
endurecimiento de las hojas (esclerdfilas), lo que les permite reducir la pérdida de
agua y protegerse del exceso de radiacion solar. Ademas, algunas plantas del
desierto han desarrollado la capacidad de realizar fotosintesis en partes no foliares,
como tallos y raices, lo que les permite aprovechar al maximo la energia solar

disponible.

Su anatomia de hojas, raices, tallos, flores, polen y frutos también ha sufrido una
amplia modificacion para evitar el exceso de desecacion y pérdida de agua (Carvajal
et al., 2017). Por ejemplo, las raices de las plantas del desierto pueden ser mas
profundas y ramificadas para acceder a aguas subterraneas, mientras que las hojas
pueden tener una cuticula mas gruesa y una densidad de estomas reducida para

minimizar la pérdida de agua.
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Asimismo, las plantas del desierto desarrollan un sistema de raices fuerte y
profundo (Gremer & Venable, 2014). lo que les permite acceder a aguas
subterraneas y nutrientes del suelo. A nivel bioquimico, existen variantes de
fotosintesis eficientes a través del metabolismo del acido crasulaceo (CAM) y la ruta
C4, que se caracteriza por la formacion de acido oxaloacético, el cual se reduce
posteriormente a acido malico, permitiendo a las plantas fijar el CO2 de manera mas

eficiente en ambientes con baja disponibilidad de agua.

Aunque la informacién gendmica de las especies de los desiertos es escasa, se
reconoce que la secuenciacion del genoma de organismos del desierto,
principalmente las plantas, es clave para identificar rasgos responsables de superar
la condicién xerofitica (Mohanta et al., 2024). Los arboles del género Prosopis son
un excelente modelo de estudio de las caracteristicas bioldgicas de las formas de
vida del desierto y de los mecanismos de las respuestas sistémicas de la
adaptacion. Aunque, recientemente se secuencio el genoma de P. cinerariay P. alba
(Pruitt et al., 2014), no existe informacion gendmica o protedmica de P. glandulosa.
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2.4.2 Prosopis glandulosa
El mezquite dulce (P. glandulosa) es un arbol perteneciente a la familia
Leguminosae, originario del sur de Estados Unidos y el Norte de México. Aunque
se ha propagado por todo el mundo, convirtiéendose en una de las especies
invasoras mas comunes en zonas aridas, su presencia plantea desafios
ambientales. Puede desarrollarse como un arbusto o un arbol pequefio, alcanzando
alturas de hasta 12 m en condiciones Optimas, aunque en otros entornos su
crecimiento es mas limitado,

llegando solo a los 3 m (Lifeder A
& Lorena Blanco, 2023; Moénica
Sanchez, 2020; Passera, 2000).

Entre sus caracteristicas se

encuentran una copa amplia y

casi plana, un tronco corto con

multiples ramas espinosas Yy

hojas bipinnadas con pocas
pinnas que se organizan de
manera opuesta, cada una con

numerosos foliolos lineares u

oblongos y una glandula apical.

Su corteza es marrc')n-grisécea, llustracion 8 Generalidades morfologicas de la Prosopis
] _ glandulosa: a) Tallo, b) Hoja, c) Arbol, d) Testa y e) Semilla
aspera y fibrosa, con fisuras o

surcos (CAB International, 2022; Lifeder & Lorena Blanco, 2023).

Aunque es nativo en ciertas regiones, el mezquite dulce se ha vuelto problematico
en muchas zonas secas debido a su capacidad invasora. No obstante, en su habitat
natural, desempefia un papel crucial para las comunidades rurales, que lo utilizan
para obtener madera y en la medicina tradicional (CAB International, 2022; Passera,
2000).

El mezquite dulce es una especie ideal para estudiar en el ambito de la fisiologia

vegetal y la protedmica relacionada con la resistencia homeostatica de las plantas.
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Su notable adaptacién a entornos adversos, como la sequia extrema, revela su
capacidad unica para sobrevivir y prosperar en condiciones desafiantes. La
habilidad de almacenar agua en sus raices y hojas, junto con su estructura
especializada que reduce la pérdida de agua por transpiracion, resalta su resiliencia
ante la escasez hidrica (Antonio Munive Hernandez, 2017; Sosa Pérez, s/f). Los
estudios fisiologicos y protedmicos revelan informacion valiosa sobre los
mecanismos moleculares detras de su resistencia y adaptabilidad. Se pueden
identificar proteinas clave involucradas en sus respuestas a condiciones
estresantes como la sequia y su interaccion con otros organismos en su entorno
(Batista-Roche & Huerta-Ocampo, 2021; Blanco-Labra & Aguirre-Mancilla, 2002).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La capacidad de las plantas para resistir de manera sistémica a condiciones
dinamicas adversas es fundamental para su supervivencia, productividad y
reproduccion. En particular, la SAR y la resistencia homeostatica son mecanismos
generales que permiten a las plantas adaptarse y prosperar en entornos con
cambios ambientales hostiles. Aunque, las respuestas sistémicas de las plantas han
sido extensamente estudiades, no se conocen todos los detalles moleculares del
inicio, establecimiento y memoria. EI mezquite (P. glandulosa L.) es una planta
conocida por su notable resistencia a condiciones ambientales adversas como son
los desiertos. Condiciones que se caracterizan por tener biomas aridos, con poca
precipitacion anual, escasa cobertura nubosa, climas extremos con variaciones de
temperatura de —-20 a 60 °C, ademas de cambiantes en un solo dia, asi como de
una fauna, flora y microbiota adaptada. Es por estas caracteristicas que el mezquite
es un modelo viable y poco estudiado en términos bioquimicos para contribuir con

la comprension de estos mecanismos de defensa vegetal.

Uno de los componentes clave en la respuesta de las plantas al estrés oxidante y
de la respuesta ante patdgenos es la enzima GPX. Aunque tradicionalmente se ha
entendido que la GPX juega un papel en la detoxificacion de ROS, recientes
investigaciones han revelado que las variantes vegetales de la GPX (GPX-Like)
también estan involucradas en el crecimiento y la activacién de la SAR, asi como
las GPX de mitocondria y cloroplasto: GPX3, GPX4 y GPX8. Sin embargo, la
comprension de como la GPX influye especificamente en los mecanismos de

resistencia del mezquite es limitada.

En el presente se contribuye a entender como las enzimas GPX potencialmente
estan involucradas en los mecanismos de resistencia del mezquite. Al investigar
esta relacion, se espera avanzar en el conocimiento cientifico sobre los mecanismos
de defensa vegetal y, en ultima instancia en un futuro, contribuir al desarrollo de

cultivos mas resistentes y adaptables a condiciones adversas.
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4. JUSTIFICACION
La SAR es un fendmeno crucial en la defensa de las plantas contra diversas
condiciones de estrés. El estudio de este sistema en plantas tiene una relevancia
significativa, tanto en términos de comprensién a nivel bioquimico, asi como en
aplicaciones practicas para la agricultura sostenible y la mejora de cultivos. En este
contexto, GPX ha emergido como un componente importante no solo en la
detoxificacion de las ROS sino también en procesos de sefializacion y regulacion

del crecimiento.

Recientes descubrimientos han mostrado que las variantes vegetales GPX-L,
GPX3, GPX5 y GPX8 tienen funciones adicionales al crecimiento y en la activacion
de la SAR, mas alla de su rol clasico en la oxidorreducciéon. Aunque, esto sugiere
que la GPX participa en la respuesta adaptativa de las plantas al estrés, aun no hay
evidencias concluyentes. Profundizar en esta relacion permitira entender mejor los
mecanismos de defensa vegetal y desarrollar estrategias para mejorar la resistencia

de las plantas a condiciones adversas (Bela et al., 2022).

El mezquite se destaca como una planta notablemente resistente a condiciones
ambientales extremas. La investigacion de las propiedades del mezquite en relacion
con la GPX puede proporcionar informacién valiosa sobre como esta enzima
contribuye a la SAR y la homeostasis en condiciones de estrés (Mdnica Sanchez,
2020).

Por lo anterior, este estudio se justifica en la necesidad de explorar el papel
multifuncional de la GPX en la respuesta al estrés en plantas, especificamente en

el mezquite.
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5. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el papel de la glutatiéon peroxidasa (GPX) en la respuesta al estrés de
germinados de mezquite (Prosopis glandulosa), mediante la identificacién de su
actividad enzimatica y su relacion con la resistencia sistémica adquirida (SAR), bajo

condiciones de estrés hidrico-luminico y exposicion a quitosano.

4.2 Objetivos especificos

o Establecer las condiciones de estrés por la aplicacion de quitosano, por
limitacién hidrica y luminica.

e Relacionar la actividad de GPX en germinados de cada grupo de
investigacion con la SAR evidenciada por el incremento de polifenoles vy
cambios morfoldgicos.

¢ |dentificar enzimas GPX del género Prosopis disponibles en las bases de

datos publicas y correlacionarlos con la SAR.
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5. METODOLOGIA
5.1 Preparacion de los cultivos de P. glandulosa

5.1.1 Obtencibn de las semillas

Las semillas del modelo biolégico P. glandulosa fueron obtenidas de dos fuentes
para disminuir la variabilidad de colectas en diversas épocas del afio y por el tiempo
de almacenamiento, asi como para asegurar un universo muestral representativo.
En primer lugar, se realizé una obtencion de semillas en arboles localizados en
Ciudad Juarez, Chihuahua, México, especificamente en el Parque 4 Siglos. Este
proceso se llevé a cabo utilizando una guia de identificacion vegetal proporcionada
por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAQO). Por otro lado, una porcion de las semillas fue adquirida a través de una
Unidad Productora de Germoplasma Forestal (UPGF), avalada por la Comision
Nacional Forestal (CONAFOR). La mezcla de las semillas de ambas fuentes,
producidas durante el periodo 2019-2020, presentan una tasa de germinacion del
80% y una viabilidad del 85%.

5.1.2 Cultivo del modelo biologico

Se realizdé en dos areas del laboratorio que se adecuaron para el cultivo de las
plantas en etapas la germinacion y la fase de plantula. Para inducir la germinacion,
se utilizaron cajas de germinacion equipadas con un modelo de emision de luz
LED® especifico para el cultivo de interior y modulacion de humedad, compuestas
por cinco contenedores. Estas cajas proporcionaban una intensidad luminica
medida como la integral diaria de luz (DLI) de 2 y contenian un sustrato estéril de

vermiculita.

Para el cultivo de las plantulas, se emplearon tres fuentes de luz: 2 luces GROW
LIGHT Full spectrum® de 200 W y 1 iluminador LED de 2 metros colocado en la
periferia de una camara de 1.5 x 1.2 m, con un DLI de 4. Las plantulas fueron
trasplantadas a macetas de plastico de 12 cm de altura, utilizando un sustrato

disenado especificamente para el cultivo de plantas de interior.

Las condiciones ambientales, como la temperatura, humedad y pH, fueron

monitoreadas y controladas mediante sensores especificos ubicados cerca del area
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de cultivo y en el suelo se empled un medidor de pH. La intensidad luminica, medida
como DLI, se obtuvo mediante el software "Photone - Grow Light Meter", el cual
permite medir la intensidad de luz utilizando la camara de un teléfono inteligente. La
temperatura se mantuvo dentro del rango Optimo para el desarrollo de los
organismos (entre 21-29 °C), con una humedad relativa inferior al 30% y un pH del
suelo ligeramente superior a 7. La administracion de agua se llevé a cabo una vez
por semana, vertiendo 70 mL de agua en cada maceta a través de un sistema de

riego por goteo automatizado conectado a la fuente de agua mas cercana.

El contenido de cada caja de germinacién fue de 12 plantulas, multiplicado por 5
cajas, resultando en un total de 60 plantulas germinadas. En la campana, se

cultivaron 30 plantas por experimento.

El tiempo estimado para la germinacién de las plantas fue de aproximadamente 15
dias, mientras que la fase de plantula comprendié entre 30 y 40 dias, siempre y

cuando se mantuvieran las condiciones Optimas de crecimiento mencionadas.

5.2 Activacion de la resistencia homeostatica

Con el objetivo de evaluar la potencial resistencia homeostatica vegetal, se
seleccionaron tres grupos de plantas, incluyendo tanto germinados como plantulas
procurando mantener proporciones equitativas entre ellos. Se establecieron tres
condiciones: un grupo control, un grupo sometido a estrés hidrico-luminico (H-L) y

un grupo expuesto a quitosano (EQ).

El grupo control recibié las condiciones 6ptimas de crecimiento bajo la premisa de
evitar o disminuir el estrés. En el caso del grupo sometido a estrés H-L se redujeron
en un 50% los recursos disponibles: intensidad luminica diaria (DLI) y el suministro
de agua. Finalmente, para la EQ, a los germinados se les aplicaron 0.5 mL de
quitosano solubilizado (4 g/L a pH de 7.0) por individuo, mientras que para las
plantulas se empled un 1 mL por individuo, dos veces por semana durante un

periodo de 30 dias.
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5.3 Analisis de fenoles libres presentes en las plantas

Los fenoles solubles totales se determinaron empleando la técnica de Folin-
Ciocalteu (Munoz-Bernal et al., 2017). Esta técnica utiliza el reactivo del mismo
nombre como indicador. La soluciéon de Folin-Ciocalteu se prepar6 combinando
acido fosfomolibdico y acido fosfotungstico con el reactivo, lo que genera un viraje
de color azul por la presencia de fenoles que se puede medir a 765 nm. Se realiz6
una curva estandar empleando acido galico (2 g/L). Para la preparacién de las
muestras, se afadieron 150 yL de muestra o estandar en un microtubo de 2 mL,
seguidos de 600 uL de carbonato de sodio al 7%, luego se agitd y se reposd por 2
min. Después, se agregaron 900 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu al 10%, se agito
nuevamente y la microplaca se incubd por 30 min en ausencia de luz a temperatura
ambiente (25°C). Finalmente se leyo la absorbancia a 750 nm en un lector de
microplaca (Thermo Scientific Multiskan FC, Waltham, Massachusetts). El analisis
se realizé por ftriplicado y la cantidad de polifenoles totales se expresé como
equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg EAG/g). El nivel de fenoles
totales se monitoreo en tres etapas de las plantas: dia 0, primera y tercera semana
después del inicio del estudio de estrés. Esto permitié verificar el aumento de

fenoles libres en cada etapa del estudio.

5.4 Analisis morfologico y tisular de germinados

El analisis macroscopico y celular de las plantas se llevo a cabo con el propdsito de
determinar el aumento en el tamafo de tejidos vegetales, con el fin de correlacionar
los cambios fisicos con los bioquimicos. Se midio la longitud de la raiz y la parte
area. También, se busco detectar un incremento en el endurecimiento de la pared
celular con el uso de la tincién del azul de toluidina, para determinar el grado de
endurecimiento de la pared celular por ligninas u otros compuestos. Para el analisis
tisular, se realizaron cortes transversales y longitudinales del tallo, raiz y cotiledén y
se observaron en campo claro en un microscopio 6ptico de marca VELAP, modelo
VE-B1. Se capturaron imagenes y se procesaron digitalmente mediante el software
IMAGE J para realizar comparaciones de tamanos entre el grado de lignificacion de

la pared celular (Rica Gutiérrez-Hernandez et al., 2007).
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5.5 Actividad enzimatica de GPX total

La determinaciéon de la actividad de GPx en las muestras de plantas en los
diferentes grupos de estudio se realiz6 mediante el monitoreo de la reaccién
enzimatica de reduccion del perdxido de hidrégeno utilizando glutation reducido
como sustrato (BMG-LABTECH, 2024) La actividad enzimatica se midié
cuantificando el glutatién reducido en la mezcla de reaccion mediante el uso del
reactivo de Ellman, también conocido como DTNB (5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)),
que reacciona con el grupo tiol del glutation para formar el compuesto TNB (5-tio-2-

nitrobenzoato), de color amairrillo.

Este método de medicion se realizé de manera discontinua; es decir, la reaccion se
detuvo después de un tiempo de incubacion con la adicion de DTNB. Para evaluar
la cinética de la reaccion, se midieron las absorbancias del complejo TNB en
intervalos de tiempo especificos a lo largo del experimento (Thermo ScientificTM,
2011). La actividad de la GPX se cuantifico observando la disminucién en la
absorbancia del TNB, la cual corresponde a la oxidacién del glutation en el proceso
enzimatico. Se utiliz6 un espectrofotometro (BMG Omega) para medir la

absorbancia a 410 nm.

Las concentraciones utilizadas en la prueba para medir la actividad enzimatica
fueron las siguientes: extracto vegetal, buffer, agua, GSH, sustrato (H202a4.4y 8.8

mM) e indicador (el DTNB se prepara a 0.7 mM para la siguiente prueba).

H20 BUFFER GSH Extracto | DTNB Total
127.5 37.5 25 50 10 250

Los datos de absorbancia obtenidos se usaron para calcular la concentracion mM
de GSH oxidado y se dividi6 entre el tiempo en minutos de incubacion para obtener
la velocidad de reaccién y las unidades de actividad de GPX. Las mediciones de
actividad no se realizaron después de 24 h, puesto que GPX es afectada

considerablemente después de este tiempo.
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5.6 Anadlisis electroforético de GPX

Para analizar el perfil de las proteinas presentes en los extractos de las muestras
vegetales se emplearon extractos de la fraccion intracelular soluble obtenidos de los
diferentes grupos. Los extractos se obtuvieron mediante maceracion en mortero,
subsecuente sonicacion (QSonica) y centrifugacion (10,000 RPM) durante 7 min en
amortiguador tris acetato con 10 mM de 2-mercaptoetanol. Posteriormente, las
muestras se concentraron en una proporcion de 1:4 y se sometieron a un proceso
de desnaturalizacion. Se afiadieron 30 pyL de amortiguador Laemmli y 70 pL de
muestra a un microtubo que se coloco en un bafio maria a una temperatura cercana
al punto de ebullicion durante 10 min. Luego, las muestras se analizaron mediante
electroforesis de poliacrilamida-bisacrilamida en condiciones desnaturalizantes
SDS-PAGE, siguiendo las instrucciones del protocolo de Mini-Protean IV (BioRad®).
Los geles se tifieron por el metodo de Comassie BR y se analizaron con Image J en
donde se realiz6 una cuantificacion de densitometria en la zona de bandas de un
peso molecular de 19-23 kDa (Calle Luna et al., 2010).

Con el fin de realizar comparaciones relativas se consideraron dos tipos de bandas
entre las muestras: las constitutivas y las variables. En particular, se empleé la

banda que corresponde al peso de la enzima GPX.

5.7 Analisis bioinformatico de las enzimas GPX del género Prosopis

Se realizé una busqueda en la literatura de las enzimas GPX involucradas en la
SAR de A. taliana, un modelo vegetal ampliamente estudiado durante el estrés y su
papel en el desarrollo y adaptacion. Se identificaron las isoenzimas 3, 8 y GPX-L.
se selecciond la secuencia de la isoforma GPX-3 de A. taliana (022850
GPX3_ARATH, cddigo de Uniprot) como secuencia de busqueda en un blasp P en
la base de datos NCBI (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins).

Esta GPX esta anotada como una isoforma mitocondrial y esta implicada en la

resistencia sistémica de factores de estrés abidticos, especificamente en el hidrico.
La busqueda se realizé en la base de datos de secuencias de proteinas no
redundantes de los proyectos de los genomas parcialmente ensamblados de P. alba

y P. cinerara.
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Se seleccionaron secuencias de GPX obtenidas en la busqueda y se usaron para
detectar péptidos senales de transito celular empleando el servidor “LOCALIZER:
subcellular localization prediction of plant and effector proteins in the plant cell’

(https://localizer.csiro.au/ ). En este analisis se indentificaron rasgos de secuencia

que den cuenta con su localizacion subcelular en cloroplasto, mitocondria y/o
nucleo. Este anadlisis se empled para seleccionar una potencial isoforma de
mitocondria y otra de cloroplasto para realizar los andlisis bioinfomaticos

posteriores.

Con las secuencias de GPX de Prosopis se generaron modelos tridimensionales

por homologia de secuencia empleando el servidor Swiss Modeler

(https://swissmodel.expasy.org/). Los modelos se generaron usando el homologo
con mas porcentaje de identidad disponible en el PDB y que tuviera una calidad de
validacion interna adecuada. Los modelos se emplearon para realizar un estudio
comparativo a nivel de estructura tridimensional, estado oligobmero y potencial
interaccion con fenoles, fitohormonas y proteinas relacionadas al control de la

respuesta sistémica.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1 Analisis de polifenoles Libres
Para identificar si los grupos de germinados se sometian a condiciones de estrés
distintos a lo largo del tiempo, se optd por el analisis de fenoles totales. Este analisis
es un indicador directo del estrés cronico en las plantas, ya que niveles elevados de
polifenoles estan asociados con respuestas adaptativas al estrés bidtico y abidtico
(Vazquez de Aldana et al., 2012).

Los niveles de polifenoles libres totales en los germinados de mezquite mostraron
variaciones significativas segun los grupos de induccién de estrés y los tiempos de
crecimiento evaluados (llustracion 9). En general, se observé un incremento en la
concentracion de fenoles totales con el tiempo en todos los grupos, siendo mas

pronunciado en las plantulas sometidas a estrés H-L.

A) Etapa inicial B) Etapa intermedia C) Etapa final
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llustracion 9 Niveles de fenoles libres en germinados de Mezquite segun la prueba de Folin. Se muestra la
concentracién de fenoles (g/L) en tres tiempos de muestreo: (a) una semana, (b) dos semanas, y (c) tres
semanas después del sometimiento a distintas condiciones experimentales: un grupo control y dos tratamientos:
estrés hidrico/luminico (H-L) y exposicion a quitosano (EQ). Los valores de concentracion se presentan en
barras de color verde para el grupo control, amarillo para el tratamiento con quitosano y azul para el tratamiento
con estrés.

Aunque en el grupo control los niveles de fenoles incrementaron con el tiempo de
germinacion, su cambio a lo largo de las tres semanas de evaluacion no fue
comparable con los grupos de estrés. Por el contrario, los grupos de estrés H-L y
de EQ mostraron un aumento progresivo mayor. El grupo de estrés H-L registro los

niveles mas altos, alcanzando valores maximos a las tres semanas.

Este incremento de fenoles en los grupos experimentales sugiere una respuesta

adaptativa al estrés, consistente con reportes previos que asocian el estrés abidtico

35



con la acumulacién de compuestos fendlicos como mecanismo de defensa (Julia

del Socorro Cano Sosa, 2022, ScienceDirect, 2010).
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llustracion 10 Grafico de los cambios relativos tras la exposicion de mezquite a estrés. Las diferencias
representan los cambios en los niveles de fenoles libres en germinados corregidos sustrayendo los niveles
observados en el grupo control. Se muestra la concentraciéon de fenoles (g/L) en tres tiempos de
muestreo: una semana, dos semanas, y tres semanas después del sometimiento a estrés H-L y EQ.

En el caso de estrés H-L la concentracién relativa de fenoles disminuye a medida
que la planta crece, en contraste con la exposicion a quitosano muestra que en la
tercera semana se observa una segunda etapa de aumento en la produccién de
fenoles. Al parecer la EQ produce una respuesta a un nivel distinto que la respuesta
por el estrés H-L. Esto es consistente con una SAR de mayor profundidad. Esta
potencial respuesta debe investigarse en un futuro en termino de las respuestas
poblacionales, comunitarias 0 de memoria inmunoldgica, mediante el monitoreo de
marcadores moleculares especificos hormonales y proteicos, no sélo mediante el

monitoreo de fenoles.

6.2 El analisis morfolégico

El analisis morfolégico es una herramienta clave para evaluar cémo las plantas
responden al estrés abidtico y biotico. En este caso, se midi6 la longitud de las raices
y los tallos como indicadores de biomasa y capacidad adaptativa, permitiendo

entender las diferencias entre los grupos.
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Se examinaron las variaciones en la longitud de las raices y los tallos, calculando
un promedio de ambas como un indicador del aumento de biomasa (llustracién 11).
Esta metodologia permiti6 evaluar el crecimiento vegetal, entendido como el
aumento en longitud de las raices y tallos, sin depender de las mediciones de peso
que pueden estar influenciadas por el contenido de agua (Buxbaum et al., 2022;
Roberts et al.,, 1985); Cabe destacar que, en este analisis, el crecimiento se
considera como un parametro de incremento estructural y no necesariamente un
indicador de desarrollo funcional, que implica cambios cualitativos mas complejos

en la planta.

Los datos muestran un patron claro en la respuesta de crecimiento en funcion de
los grupos experimentales. El grupo con EQ presentd un incremento significativo en
el tamano del germinado, especialmente en el tallo, donde el efecto parece ser mas
pronunciado. Este comportamiento sugiere que el quitosano podria actuar como
promotor de crecimiento en las partes aéreas, posiblemente debido a una activaciéon
de mecanismos de defensa inducidos que favorecen la elongacion(Higinio Ruiz
Espinoza et al., 2021).
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llustracion 11. Crecimiento de germinados de mezquite sometidos a los diferentes grupos. Las mediciones de
longitud son en cm en tres tiempos de muestreo: (a) una semana, (b) dos semanas, y (c) tres semanas tras el
sometimiento a estrés H-L y EQ. Cada grupo se compone de tres barras que representan el crecimiento de raiz,
tallo y promedio de ambas partes (como estimacion de biomasa). Los colores indican los grupos: verde para el

grupo control, amarillo para el grupo con quitosano, y azul para el grupo H/L.
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En contraste, los germinados sometidos a estrés H-L mostraron un desarrollo
diferencial, particularmente en las raices. Durante el periodo de evaluacién, se
observd un mayor desarrollo en las raices primarias y secundarias, indicando una
posible adaptacion para optimizar la captacidn de agua y nutrientes en condiciones
de limitacion. Este crecimiento priorizado en las raices resalta un mecanismo de
resiliencia frente a condiciones adversas como la deshidratacion (Mohanta et al.,
2024).

Resumen de diferencias entre tamafo entre quitosano y demas grupos

) . % de incremento de
Parametro Comparacion entre grupos '
biomasa
) Control vs. EQ 47.50
Raiz
H-L vs. EQ 40.80
Control vs. EQ 21.20
Tallo
H-L vs.EQ 63.30
_ _ Control vs. EQ 36.10
Biomasa relativa
H-L vs. EQ 48.70

Tabla 2 diferencias porcentuales en el crecimiento de raices, tallos y biomasa relativa entre los grupos
experimentales, con énfasis en las comparaciones del grupo control y el tratamiento con quitosano frente a las
condiciones de estrés hidrico-luminico. (Semana 4) El grupo con mas biomasa fue el EQ por lo tanto se us6
para sustraerle el valor de la del grupo que se usé para comparar: % Incremento = biomasa EQ- biomasa grupo
a comparar

Estos resultados destacan las diferencias significativas en la respuesta de
crecimiento entre los grupos experimentales, subrayando el potencial del quitosano
como promotor de crecimiento y la capacidad adaptativa de los germinados bajo

condiciones de estrés.

6.3 Endurecimiento de tejidos

Se analiz6 la influencia de las condiciones de estrés sobre la morfologia de las
plantas a nivel macroscopico y especifico en tallos y raises (llustracion 12). Este
analisis proporciona informaciéon sobre los mecanismos de adaptacion a
condiciones adversas a nivel de la planta completa (llustracion 13) y cambios

fisiologicos locales (llustacion 14).
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Control || Quitosano

llustracion 11 fotografias de germinados de mezquite bajo tres grupos experimentales: control (a), quitosano (b)
y H/L (c) , donde se observan diferencias morfoldgicas evidentes entre los tres grupos, tanto en la parte aérea
como en la radicular.

Los grupos de EQ y H-L evidencian un endurecimiento visible de los tejidos en
comparacion con el grupo control, el cual mantiene una apariencia mas flexible y
menos signos de rigidez. En el grupo EQ, el endurecimiento de los tejidos puede

asociarse a una respuesta de defensa inducida por el elicitor, mientras que en el
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grupo estrés H-L, el endurecimiento se presenta como una respuesta adaptativa

ante condiciones ambientales adversas.

Se identifico que los foliolos de las plantas del grupo estrés H-L presentan una
textura mas rigida y una "taxia" sensible al tacto, sugiriendo un posible mecanismo
de adaptacion para reducir la pérdida de agua o protegerse de dafios mecanicos.
También se observan que las hojas se encuentran mas grandes y extendidas. Las
Hojas mas grandes y extendidas pueden ser parte de la respuesta de adaptacion a
condiciones de luz limitadas en el estrés luminico. En contraste, los foliolos de los
grupos control y EQ no exhiben esta respuesta tactil y no muestran afectaciones
fisicas, lo que podria indicar que el quitosano, aunque endurece los tejidos, no
induce el mismo nivel de respuesta de proteccion frente al estrés H-L. Cabe sefalar
que, si bien las diferencias morfolégicas son perceptibles a simple vista, una
caracterizacion detallada del tipo y extension del endurecimiento requiere pruebas

histoldgicas adicionales en futuros estudios.

llustracion 12 cortes histologicos transversales del tallo en germinados de mezquite de los grupos: control (a),
exposicion a quitosano (b) estrés H-L (c).
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Los cortes histologicos transversales del tallo en germinados de mezquite bajo tres
grupos experimentales: control (a), quitosano (b) y grupo H/L (c). El corte del grupo
control (a) exhibe un tejido de textura flexible y de color verde claro, sin signos de
endurecimiento, lo que indica un desarrollo normal en ausencia de estresores
(Alenazi et al., 2024; Asaf et al., 2020; Higinio Ruiz Espinoza et al., 2021; Mohanta
et al., 2024).

El corte del grupo de EQ (b) evidencia signos de endurecimiento en su estructura,
manifestdndose como un cambio de coloracién de verde claro a un tono pardo,
particularmente en la parte externa del 6rgano. Esta modificacién sugiere un
proceso de lignificacion o acumulacion de compuestos de defensa en la periferia del
tallo, posiblemente debido a la accidn del quitosano como elicitor de respuestas de

defensa.

Por su parte, el corte del grupo estrés H-L (c) presenta un endurecimiento similar al
observado en el grupo EQ, aunque con una coloracion menos intensa. La rigidez de
los tejidos en este grupo, en comparacion con el control, indica una adaptacion
estructural ante las condiciones de estrés H-L, posiblemente para mejorar la
resistencia mecanica y reducir la transpiracion en un entorno hostil (Chen et al.,
2022; Francoz et al., 2015).

Los grupos EQ y H-L muestran un endurecimiento del tallo que, aunque similar en
apariencia, podria originarse de mecanismos de respuesta fisioldgicos distintos: uno
inducido por el quitosano como respuesta de defensa, y el otro como una respuesta
adaptativa al estrés ambiental. La menor intensidad de coloracion parda en el grupo
estrés H-L podria indicar diferencias en el tipo o concentracién de compuestos de
lignificacion, aspecto que requeriria evaluacion mediante andlisis quimicos

complementarios.

6.4 Relacién entre fenoles libres y cambio morfolégicos

Durante el estudio, se observaron cambios bioquimicos y morfolégicos en los
germinados de mezquite en respuesta a los tratamientos aplicados. Estos cambios
incluyeron incrementos en la concentracion de fenoles libres y modificaciones en la

longitud de tallos y raices, asi como en la estructura de los tejidos. La correlacion

42



entre la concentracion de fenoles y los cambios morfolégicos fue positiva en los
grupos tratados con EQ, donde el quitosano, como elicitor, promovié un aumento
significativo de fenoles libres, coincidiendo con un mayor crecimiento en longitud de
raices y tallos y un endurecimiento visible de los tejidos. Este comportamiento
sugiere que el quitosano podria inducir respuestas adaptativas que favorecen tanto
la acumulacién de metabolitos secundarios como el cambio estructural, similar a lo
reportado en otros sistemas vegetales (Marina et al., 2008; Vazquez de Aldana
et al., 2012).

En contraste, en los grupos sometidos a estrés hidrico-luminico (H-L), la relacién
entre fenoles libres y cambios morfologicos presentd una dinamica distinta. Durante
las primeras etapas del experimento, se observdé un aumento en la concentraciéon
de fenoles libres junto con una reduccion en el tamafo de las raices, lo que podria
indicar una estrategia de adaptacion inicial frente al estrés, posiblemente para
priorizar la captacion de agua mediante capilaridad. Sin embargo, en etapas
posteriores, el tamafo del tallo se incrementd progresivamente hasta asemejarse al
grupo control, evidenciando un proceso de adaptacioén tardio (Carvajal et al., 2017;
Kou et al., 2022; Mohanta et al., 2024).

Por ultimo, el endurecimiento de los tejidos, observado mediante analisis
histologicos, mostré una respuesta positiva tanto en los grupos EQ como en los
sometidos a H-L, con estructuras mas gruesas y compactas en comparacion con el
control. Este fendmeno podria formar parte de una respuesta adaptativa integral,
donde los cambios bioquimicos y morfoldégicos interactuan para optimizar la
resistencia de los germinados de mezquite bajo condiciones adversas (Bhuiyan
et al., 2009).

6.5 Actividad de GPX

Se detectd la presencia de enzimas GPX monitoreando la actividad de GSH
peroxidasa en los extractos solubles de mesquite libres de células. La cuantificacion
de GPX se realiz6 en la tercera semana de exposicion a estrés, lo que refleja el
contenido de GPX en condiciones de estrés croénico. Se realizaron pruebas de los

ensayos de actividad para establecer las condiciones éptimas de deteccion. Se
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encontréo que el tiempo Optimo para monitorear la actividad es de menos 60
segundos de la reaccién. Con respecto al grupo control se observo que las plantas
EQ presentaron una mayor actividad, seguido por el grupo de estrés H-L. Es
importante destacar que los fenoles presentes en las plantas pueden causar
interferencias durante una medicion enzimatica especifica, como se menciona en

estudios previos (Borras VallverduBernat, 2018; Reyes-Morales et al., 2023).

Diferencia de consumo GSH
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llustracion 13 Grafico de diferencias en la Absorbancia del Reactivo de Ellman en Extractos de Glutation
Peroxidasa (GPX) de los Grupos Control, Quitosano y H/L

Se muestra la diferencia en la absorbancia inicial y final (AD.O) en los extractos de
proteina total solubles de GPX correspondientes a los tres grupos: control, estrés
H-L y EQ. Se registraron diferencias en la actividad de GPX entre los grupos.
Aunque, la EQ mostré la mayor actividad de GPX s6lo se observé un incremento
del consumo de GSH en un 9.47 % en comparacién con el grupo control, lo que
sugiere una respuesta adaptativa menor o estabilizada. En contraste, el grupo
sometido a estrés mostro una disminucion del 17.37 % en el consumo de GSH frente
al control, indicando una menor actividad de GPX y una probable reduccion en la
capacidad antioxidante bajo condiciones de estrés hidrico/luminico o bien el

establecimiento de sensibilizacion al estrés o adaptacién sistémica. Para corroborar
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el mecanismo y papel de GPX en mesquite durante la germinacién frente al estrés
es necesario realizar una cinética de expresion de GPX en mas intervalos de tiempo
de exposicién en las etapas agudas y cronicas. Este monitoreo se puede hacer con
herramientas de identificacion molecular especificas de isoforma y localizacion
celular. El desarrollo de estas herramientas de deteccion requiere tener informacion
estructural de las diversas GPX. Aunque no existe informacion de las GPXs de P.

glandulosa si hay informacién de otras especies de Prosopis.

El efecto del aumento en la actividad de GPX puede estar relacionado con la
capacidad de los elicitores, como el quitosano, para inducir cambios bioquimicos y
morfologicos en las plantas. Se sabe que los elicitores promueven un aumento en
la sintesis de fenoles y la expresion de proteinas relacionadas con la patogénesis,
algunas de las cuales incluyen peroxidasas (Bhuiyan et al., 2009; Francoz et al.,
2015). Este incremento en los fenoles y en proteinas de defensa podria estar
contribuyendo a la mejora en la actividad de GPX observada en la EQ, reforzando
la capacidad de la planta para enfrentar el estrés oxidativo (Asaf et al., 2020; F.A.O,
2000; Kou et al., 2022).

En el grupo de estrés H-L, la reduccién en la actividad de GPX podria deberse a la
acumulacion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) o al agotamiento de
los recursos necesarios para mantener una respuesta antioxidante adecuada. Esta
disminucién en el consumo de GSH puede implicar que, bajo condiciones de estrés
sostenido, la actividad de GPX no es suficiente para contrarrestar el dafo oxidativo,
afectando potencialmente el crecimiento y la salud de la planta. La disminucién de
GPX en la etapa previa al inicio de la etapa de plantula a planta se puede deber a
una sensibilizacion al estrés o al establecimiento de un mecanismo de resistencia
sostenida (Alenazi et al., 2024; Chen et al., 2022; Movahedi et al., 2024; Rasheed
et al., 2022).

6.6 Patron de expresion de proteinas
Para obtener informacioén del patrén de expresion de GPX en las plantulas de
mezquite sometidas a estrés H-L y EQ se analizaron las fracciones proteicas de los

extractos mediante SDS-PAGE (llustracion 16). Para realizar una comparacion
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relativa entre el control y otros grupos se realizé un analisis por densitometria de las
bandas atribuidas a proteinas que se expresan de manera constitutivas como la
enzima RUBISCO y las bandas que cambian su expresién. La banda constitutiva
utilizada fue la que corresponde a 55 kDa, la cual, segun la literatura corresponde a
la RUBISCO, una enzima clave en el metabolismo primario de la fotosintesis. Su
presencia en los organismos fotosintéticos y su importancia en la produccién de
biomasa la convierten en una eleccion comun como proteina de referencia en
estudios de densitometria de proteinas (Erb & Zarzycki, 2018; Prywes et al., 2023).
Para la determinacion de la proteina de interés, se consulto la base de datos Protein
Data Bank (PDB) para obtener la masa en kDa y la cantidad de aminoacidos de las
proteinas glutation peroxidasas en plantas leguminosas (Fabaceae). Se calculé una

masa promedio de 21 kDa (Tabla 4).

Especie Promed.io Nu.mero Promedio Peso Promec.iio pl
de Aminoacidos Molecular (Da) Tedrico

Medicago truncatula 195 21834.75 7.85
Senna tora 194.33 21654.14 8.64
Cajanus cajan 198 22170.96 8.17
Pisum sativum 173.75 19575.7 8.77
Cicer arietinum 195.14 21877.84 8.54
Glycine max 169.29 18971.96 7.88
Promedio Total 187.62 21050 8.18

Tabla 3 Promedio de aminoacidos, peso molecular y pl teérico para varias GPX de especies de plantas
leguminosas.
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llustracion 14 Cuantificacion de Proteinas en Gel mediante Curvas Densitométricas
La llustracidn 16 presenta el analisis densitométrico de proteinas en gel para evaluar
la expresion diferencial de proteinas bajo tratamiento con quitosano en comparacion

con un control.

A) Curva densitométrica generada mediante IMAGE J, que analiza las bandas
constitutivas. Estas bandas corresponden a proteinas cuya expresidén no se altera
con el tratamiento y que se utilizan como referencia para normalizar la cuantificacién
de las proteinas de interés (POI), minimizando errores asociados a variaciones

experimentales.
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B) Curva densitométrica centrada en las POI, especificamente proteinas con un
peso molecular aproximado al de GPX. Este analisis compara el area de las bandas
correspondientes entre las condiciones control y tratadas con quitosano, para

determinar si este tratamiento induce sobreexpresion de las POI.

C) Imagen del gel original teiido, donde se visualizan las bandas tras la

electroforesis, sirviendo como referencia inicial del patrén de expresion proteica.

D) Versién procesada del gel en escala de grises, etiquetando los grupos Control y
Quitosano. En esta imagen se destacan las bandas constitutivas y las POI, lo que
facilita un analisis densitométrico preciso para comparar cuantitativamente la

expresion proteica entre las condiciones experimentales.

Se consideré esta diferencia para interpretar el aumento en la banda de la proteina
de interés (POI) del mismo grupo, garantizando que los resultados no estuvieran
influenciados por una dilucion al cargar las muestras en los geles (Alonso Villela
et al., 2020).

El analisis de la POI revelé un incremento significativo del 358% en las muestras
tratadas con quitosano en comparacion con el control, ya corregido el efecto de
dilucion. Este aumento en proteinas especificas sugiere que el tratamiento con
quitosano pudo activar mecanismos de resistencia en la planta, probablemente
asociados a una respuesta de defensa ante el elicitor. En efecto, el incremento
observado se alinea con la hipétesis de que el quitosano fomenta una activaciéon de
la resistencia sistémica vegetal, lo cual es consistente con estudios previos que
documentan la capacidad del quitosano para inducir respuestas de defensa en

diferentes especies vegetales (Alonso Villela et al., 2020; Calle Luna et al., 2010)..

En cuanto a la banda constitutiva de rubisco, considerada esencial para la
fotosintesis, se observo una disminucion general en las plantas sometidas a estrés
luminico e hidrico, reflejada en la menor densidad de esta banda en los geles. Esto
se asocia con la reduccion de luz disponible para la planta, elemento clave en el
proceso fotosintético. La alteracion de rubisco en el tratamiento de estrés sugiere

una menor capacidad fotosintética, modulada en parte por la molécula CA1P (2-
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carboxy-d-arabinitol 1-phosphate), cuya funcién es regular la actividad de rubisco
en respuesta a cambios ambientales como la luz y la disponibilidad de agua (Carmo-
Silva & Sharwood, 2023) La reduccién en los niveles de rubisco podria, por lo tanto,
influir en el metabolismo primario de la planta, limitando el crecimiento en
condiciones de estrés prolongado (Alonso Villela etal.,, 2020; Carmo-Silva &
Sharwood, 2023; Erb & Zarzycki, 2018; Prywes et al., 2023).

6.7 Analisis integrado de patrones densitométricos y respuestas
morfofisiolégicas durante la adaptacion vegetal

El aumento de las proteinas de interés (POI) en el grupo tratado con quitosano se
correlaciona con el crecimiento radicular y aéreo de las plantas. Este aumento
parece vinculado a un incremento en los fenoles libres, compuestos asociados con
mecanismos de respuesta al estrés y adaptacion fisioldgica. En contraste, el grupo
H/L mostré una adaptacion progresiva, con un aumento lento en las proteinas
totales y una disminucion relativa de los fenoles libres, lo que sugiere un proceso de

adaptacion gradual.

El analisis de la actividad enzimatica de GPX mostré una disminucion en el grupo
de estrés y un aumento en el grupo tratado con quitosano, comparado con el control.
Esto indica que el quitosano podria estar promoviendo una respuesta antioxidante,
favoreciendo la adaptacion de la planta ante condiciones adversas. Sin embargo, el
aumento en GPX en el grupo H/L podria manifestarse en etapas posteriores,
conforme las plantas se adapten a las condiciones de estrés luminico y hidrico
(Alenazi et al., 2024; Alonso Villela et al., 2020; Asaf et al., 2020; Kou et al., 2022;
Mohanta et al., 2024).

6.8 Analisis Bioinformatico de las Isoformas de Glutation Peroxidasa en
genero Prosopis

El aumento de las proteinas de interés (POI) en el grupo tratado con quitosano se
correlaciona con el crecimiento radicular y aéreo de las plantas. Este aumento
parece vinculado a un incremento en los fenoles libres, compuestos asociados con
mecanismos de respuesta al estrés y adaptacion fisioldgica. En contraste, el grupo

H/L mostr6 una adaptacion progresiva, con un aumento lento en las proteinas
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totales y una disminucion relativa de los fenoles libres, lo que sugiere un proceso de

adaptacion gradual.

El analisis de la actividad enzimatica de GPX mostré una disminucion en el grupo
de estrés y un aumento en el grupo tratado con quitosano, comparado con el control.
Esto indica que el quitosano podria estar promoviendo una respuesta antioxidante,
favoreciendo la adaptacion de la planta ante condiciones adversas. Sin embargo, el
aumento en GPX en el grupo H/L podria manifestarse en etapas posteriores,
conforme las plantas se adapten a las condiciones de estrés luminico y hidrico
(Alenazi et al., 2024; Alonso-Villela et al., 2020; Asaf et al., 2020; Kou et al., 2022;
Mohanta et al., 2024).

6.8 Analisis Bioinformatico de las Isoformas de Glutation Peroxidasa en
genero Prosopis

El género Prosopis, conocido por su alta tolerancia a las condiciones extremas de
los biomas desérticos, ofrece un modelo interesante para explorar la diversidad
funcional de las isoformas de GPx. No existe informacion gendmica, ni protedbmica
de P. glandulosa. Para obtener informacién de las GPXs del género Prosopis se
realizé una busqueda y analisis de las secuencias de GPX en los genomas de P.
alba y P. cineraria. Aunque no hay informacion bioquimica de las enzimas que
representan las secuencias de Prosopis, usamos herramientas bioinformaticas para
conocer sus principales propiedades fisicoquimicas. Las dos plantas Prosopis

secuenciadas presentan caracteristicas similares a P. glandulosa (Cuadro 3).

Caracteristica

P. glandulosa

P. alba

P. cineraria

Distribucion

América del Norte:
suroeste de EE.
UU., norte de
México

Sudamérica:
Argentina, Bolivia,
Paraguay, Perd,
Chile

Asia: Afganistan,
Iran, India, Oman,
Pakistan, Arabia
Saudita, EAU,
Yemen
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5-9 m (puede

alcanzar 14 m en 3-5 m (puede
Alttlra 9-15m crecer mas bajo en

condiciones -
" zonas desérticas)
Optimas)

Bipinnadas; 6-29 | Bipinnadas; 25-40 | Bipinnadas; 7-14

Hojas pares de foliolos pares de foliolos pares de foliolos
estrechos alargados ovalados
Pequefias, ~ ~
que Pequenas, Pequenas,
amarillas, )
Flores . blancas-verdosas o amarillo, de
dispuestas en . .
. amarillentas aspecto delicado
racimos

Largas, amarillas,

Largas (hasta 20 Mas cortas y
dulces 'y . .
) cm), dulces, ricas fibrosas, menos
Frutos comestibles ; i .

: en azucares; dulces (longitud no
(longitud no . -

" semillas pardas especificada)
especificada)

Resiste climas

Tolerante a suelos aridos y
pobres y salinos | semiaridos, prefiere

suelos profundos

Muy resistente a la
sequia extrema 'y
suelos salinos

Adaptaciones

Tabla 4. Comparacion de Caracteristicas Morfolégicas y Adaptativas de Prosopis alba, Prosopis glandulosa y
Prosopis cineraria.

Aunque estas tres especies muestran variaciones en su distribucion geografica y
caracteristicas morfolégicas, en esencia comparten adaptaciones similares, como
la resistencia a climas aridos y la tolerancia a suelos salinos. Esto sugiere que, a
pesar de las diferencias, podrian contar con mecanismos biolégicos comunes (Asaf
et al., 2020; CAB International, 2022; F.A.O, 2000; Passera, 2000). Para explorar si
esta similitud se refleja también a nivel molecular, se realizé un analisis
bioinformatico de las isoformas de glutation peroxidasa (GPx). Este analisis ayudara
a determinar si las isoformas de GPX en P. alba, P. glandulosa y P. cineraria siguen
un patron comun o si, por el contrario, presentan diferencias significativas que

puedan estar relacionadas con sus adaptaciones especificas.
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Se realizé una busqueda de secuencias de GPX en los genomas parcialmente
ensamblados de P. alba y P. cineraria usando la herramienta P-Blast del NCBI. La
busqueda se realizd6 usando la base de datos de secuencias de proteinas no
redundantes y la secuencia de GPX isoforma 3 de A. thaliana. El resultado arrojo
16 secuencias con un porcentaje de identidad que va de un 54.60 a 74.70,
sugiriendo que se identificaron homodlogos de AtGPX-3 (Cuadro 4). Algunas de las
isoformas estaban anotadas con la prediccion de la isoforma y el resto como
probables GPX o como probables PHGPX (GPX de fosfolipidos). Para intentar
clasificar a las GPX de una manera mas sistematica se realizd un blast en la base
uniprot para identificar propiedades por comparacion con el homologo mas cercano
de otras especies, asi como con el empleo de un identificador de secuencias de
péptidos sefal. Se identificaron isoformas de GPX1, GPX2, GPX4, GPX6, GPX7,
GPX8 y GPX-L1.

Para realizar un estudio comparativo se eligid un representante de GPX de
mitocondria, otro de cloroplasto, una citosdlica y a la GPX-L1. La eleccién es con
base a su papel potencial en la respuesta a estrés bidtico y abidtico con la premisa
de que estas GPX homalogas realizan un papel similar que en otros organismos en

donde se ha atribuido un papel directo a estas isoformas.
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Tabla 5. Identificacién de enzimas GPXs en el género Prosopis y su clasificacion general.

Prediccion
Nombre Especie Tipo % identidad (tamafio|PM Da| pl codigo NCBI de
localizacion

probable phospholipid GPX 4*

hydroperoxide glutathione P.alba 80 266 |18805| 5.66 |XP_028801544.1 citosal
; citosolica

peroxidase

probable glutathione peroxidase 2 |P. alba GPX2 &0 265 |[18736 | 5.62 [XP_028759504.1 citosol

probable phospholipid GPX4"*

hydroperoxide glutathione P. cineraria &0 261 |[18867 | 5.62 [XP_054795861.1 citosol
y citosolica

peroxidase

probable phospholipid GPX1

hydroperoxide glutathione P.alba 40 251 (22488 9.03 [XP_028759838.1 citosol
J citosolica

peroxidase

probable phaspholipid GPXE®

hydroperoxide glutathione P. alba 81 243 | 26328 | 9.24 |XP_028807184.1 | mitocondria
; citosolica

peroxidase

probable phospholipid GPX4*

hydroperoxide glutathione P.alba 77 240 (26417 | 912 [XP_028792674.1 cloroplasto
, citosolica

peroxidase

probable phospholipid GPXT*

hydroperoxide glutathione P. cineraria 77 237 25694 | 9.32 [XP_054808434.1 | mitocondria
; cloroplastica

peroxidase

probable glutathione peroxidase 8 |, . |cpyg.0 80 225 [19100| 51 |[xP 0287845071 | citosol

isoform X2

probable glutathione peroxidase 8 |P. cineraria |GPX8 82 225 (19144 | 51 [XP_054775739.1 citosol

probable glutathione peroxidase 8 |P. alba GPX8 80 225 [19112| 51 [XP_028767431.1 citosol

probable phospholipid GPX4"*

hydroperoxide glutathione P. cineraria T2 227 26780 8.92 [XP_054818215.1 cloroplasto
, citosolica

peroxidase

probable glutathione peroxidase 8 is|P. alba GPX8 T8 217 (20504 | 4.79 [XP_028784506.1 citosol

glutathione peroxidase 1-like P.alba GPX-L1 80 216 | 18960 | 4.83 |XP_028767432.1 citosol

probable glutathione peroxidase 8 |P. cineraria |GPX8 80 216 23738 | 5.72 [XP_054823382.1 citosal

probable glutathione peroxidase 4 |P. cineraria |GPX4 77 199 | 18998 | 8.87 |XP_054800443.1 citosol

probable glutathione peroxidase 5 |P.alba GPX5 79 195 | 18949 | 9.25 |XP_028804246.1 citosol

Se encontré que los pesos moleculares de las isoformas de los GPX de Prosopis

estan cercanos al peso de la banda identificada como una potencial GPX que se

incrementa durante el estrés H-L y EQ en este estudio, particularmente las que

corresponden las isoformas mitocondriales y cloroplasticas. Se eligié a GPX2 como
representante de la actividad en citosol (XP_028759504.1); a GPX6 de mitocondria
(XP_028807184.1); GPX4 de cloroplasto (XP_028792674.1) y a GPX-L1 como

representante de las GPX tipo (XP_028767432.1) para realizar una comparacion a

nivel de estructura y funciones potenciales.

Se generaron los modelos de las estructuras tridimensionales de las GPX

seleccionadas (Tabla 5 e llustracion 17). Los modelos fueron clasificados como
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modelos con validez adecuada para realizar predicciones estructurales

subsecuentes (Cuadro 5).

Tabla 6 Calidad general de los modelos de las estructuras tridimensionales de las GPX del género Prosopis.

Enzima | Localizacién Calidad Estado de Referencia

celular Qmean oligbmero predicho homologa
GPX2 Citosol 0.80 dimero GPX5 2p5r
GPX4 Cloroplasto 0.79 monomero GPX4 8xit
GPX6 Mitocondria 0.78 monomero GPX5 2p5r
GPX-L1 Citosol 0.81 dimero GPX5 2p5r

C D

Cadena A 4
» K7
A, - G
GPX2 GPX4 GPX6 GPX-L1
citosol mitocondria cloroplasto citosol

llustracion 15. Modelos de las estructuras tridimensionales de las GPX de Prosopis potencialmente involucradas
en la respuesta homeostatica vegetal. Las regiones de color azul corresponden a zonas con un plegamiento
sustentado con geometrias locales permitidos y las de color naranja presentan tensiones moderadas o leves.

Las estructuras tridimensionales de los cuatro modelos de GPX comparten el mismo
plegamiento. Su topologia corresponde a un plegamiento tipo tiorredoxina que es
caracteristico de las enzimas GPX solubles. Al explorar las cavidades de las GPX

de Prosopis se identificaron el sitio activo y las cavidades extracataliticas (llustracion

18).
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GPX2 citosol GPX4 mitocondria GPX6 cloroplasto GPX-L1 citosol

llustracién 16 Modelos de unién de sustratos en las cavidades potencialmente cataliticas de GPX de Prosopis.
Unién del GSH en A. GPX2; B. GPX4,; C. GPX6 y D. GPX-L1. Unién del sustrato lauril-o-peréxido en E. GPX2;
F. GPX4; G. GPX6 y H. GPX-L1. Se muestra en representacion de superficies como referencia y las imagenes
debajo de cada panel son la misma orientacion.

Se modelé el GSH y un lipoperdxido en el sitio activo para obtener informacion de

su especificidad por los sustratos (Cuadro 6 e ilustracion 18).

Tabla 7 Interaccion de ligados con las GPX del género Prosopis.

| AG (kcal/mol) Confianza HDOCK/score
Enzima GSH Pal- Thr-H
peréxido

GPX2 -6.13 + -6.31 + 0.7050 -193.53
0.23 0.30

GPX4 -6.05 + -7.03 + 0.69 -191.19
0.58 0.30

GPX6 -6.74 + -6.81 + 0.6726 -187.81
0.87 0.42
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GPX-L1 -6.25+ | -6.35+0.11 0.6368 -178.07
0.29

El parametro de HDOCK de confianza por arriba de 0.70 es indicador de una alta
probabilidad de interaccion, mientras que un score con valores negativos es

indicativo de una interaccion energéticamente favorecida.

Se observa que en GPX2 tanto el GSH como el sustrato laurato-m-perdxido se unen
en el sitio activo de manera compatible con la reaccién. Ambos sustratos parecen
estar cercanos al complejo productivo ya que el tiol del GSH y el peréxido estan
cerca de la Cys catalitica. Aunque se observa algo similar para el caso de GPX-L1,
con relacidén a la cercania de los grupos funcionales susceptibles a ataque, los
sustratos estdn acomodados de manera distinta. GPX2 y GPX-L1 tienen
caracteristicas similares y ambos modelos de union de sustratos observados
parecen ser compatibles con el mecanismo de reaccion. Para el caso de GPX6, que
también es similar a GPX2 y GPX-L1, excepto que es un monémero en lugar de un
dimero, los dos sustratos parecen encontrarse mas cercanos, casi traslapados en
el sitio activo. Esto sugiere dos posibilidades, la primera es que los sustratos se
tienen que acomodar en un paso subsecuente a la union inicial o bien que el
mecanismo de reaccion sea distinto a GPX2 y GPX-L1, es decir sea un mecanismo
ping-pong en lugar de un bi-bi secuencial. Un rasgo relevante es que en GPX6 es
que la Cys catalitica se encuentra mas expuesta al solvente que en el caso de GPX2
yGPX-L1, lo cual pudiera indicar una mayor reactividad o especificidad por
sustratos, incluso a que sea especifica por tiorredoxinas. En el caso de GPX4 el
GSH se une en una posicion distinta al resto de las GPX. Esto puede ser por las
diferencias entre esta GPX que tiene una Cys en medio de una hélice a y un asa
catalitica mas corta. También es posible que GPX4 sea especifica para tiorredoxinas
y se trate de una peroxitiorredoxina (Asaf et al., 2020; Kou et al., 2022; Mohanta et
al., 2024).

Con la intencidon de buscar informacion de la posible interaccién de las GPX de
Prosopis con tiorredoxinas se realizé una busqueda en las bases de datos del PDB

por tiorredoxinas que se sabe interaccionan con GPX. Se encontré una tiorredoxina
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tipo H de alamo negro (Populus trichocarpa) con el codigo de identificacion 3D21 e
identificacion Uniprot P85801. Esta secuencia se empled para realizar una
busqueda por la herramienta BlastP del NCBI. Se encontraron 141 homdlogos en P,
albay P. cineraria. Se seleccion6 el homologo con mayor identidad para generar un
modelo de estructura tridimensional por homologia en SwissModeler usando las el
PDB de alamo negro como templado. El modelo generado presenté un Qmean de

0.83, que lo clasifica como un modelo adecuado para su uso (llustracion 19).

Cys
cataliticas

Thiorredoxina-H

llustracién 17. Modelo tridimensional de la tiorredoxina de P. alba un potencial sustrato de las GPX de Prosopis.
Se muestra a la izquierda la representacion en listones y a la derecha en superficie. El cddigo de color indica la
calidad del modelo de azul, mayor calidad a naranja, calidad adecuada.

Este modelo se empleé para realizar un acoplamiento proteina-proteina con los

modelos de GPX de Prosopis (llustracion 19).
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llustracion 18. Modelo tridimensional de la interaccién entre GPX2 y tiorredoxina-H de P. alba un potencial
sustrato de las GPX de Prosopis. Se muestra la cercania de los sitios activos de las dos enzimas.
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7. CONSLUSIONES
Los resultados de esta investigacidn demuestran la relacion estrecha entre la
actividad de GPX y la respuesta adaptativa en los germinados de P. glandulosa,
confirmando su papel en la resistencia homeostatica vegetal. Los analisis
bioquimicos, enzimaticos y morfolégicos revelan patrones que respaldan la

implicacidon de la GPX en la resistencia sistémica adquirida (SAR).

La exposicion a quitosano en los germinados incremento la expresion de proteinas
de bajo peso molecular (21 kDa), observandose un aumento del 358% en la
expresion relativa de proteinas que potencialmente sean GPX. Ademas, promovio

un incremento del 9.5% en la actividad de la GPX en comparacién con el control.

En cuanto a los aspectos morfolégicos, el quitosano resulté en un aumento del
47.6% en la parte radicular y del 21.2% en la parte aérea, acomparnados de un
endurecimiento tisular, Io que sugiere una mejora en la salud y resistencia de las

plantas.

Para el tratamiento hidrico-luminico se observdé una adaptacion gradual,
evidenciada por una reduccién inicial de la actividad de la GPX (17.4% menor que
el control). Este fenomeno fue acompanado por una disminucion progresiva de los
fenoles libres, un aumento en la proteina total y un desarrollo preferencial de las

raices, lo que sugiere una modulacion activa mediada por la GPX.

El analisis bioinformatico de las isoformas de GPX en el género Prosopis revelo
hallazgos significativos. Mediante busquedas en los genomas de P. alba y P.
cineraria, se identificaron 16 secuencias de GPX con porcentajes de identidad entre
54.6% y 74.7%. Se clasificaron isoformas como GPX1, GPX2, GPX4, GPX6, GPX7,
GPX8 y GPX-L1, cada una con potenciales funciones especificas en la respuesta a

estrés.

El modelado estructural de cuatro isoformas seleccionadas (GPX2, GPX4, GPX6 y
GPX-L1) mostré caracteristicas estructurales comunes, con un plegamiento tipo

tiorredoxina caracteristico de enzimas GPX solubles. Cada isoforma presentd

59



particularidades interesantes en su sitio activo y mecanismo de union a sustratos

como el glutation (GSH) y lipoperoéxidos.

Un hallazgo destacable fue la potencial interaccion de estas GPX con tiorredoxinas,
especificamente identificando una tiorredoxina tipo H de Populus trichocarpa con
141 homdlogos en P. alba y P. cineraria. Este descubrimiento abre nuevas
perspectivas sobre los mecanismos moleculares de respuesta al estrés en plantas

del género Prosopis.

Estas evidencias sugieren que las GPX juegan un papel fundamental en los
mecanismos de adaptacion y resistencia de P. glandulosa, con implicaciones
significativas para comprender las estrategias de supervivencia en ambientes

desafiantes.

Es necesario realizar estudios adicionales para caracterizar la dinamica temporal de
la actividad de la GPX durante periodos prolongados de adaptacion, especialmente
bajo condiciones de estrés, para comprender mejor los mecanismos subyacentes a
esta respuesta. Futuras investigaciones podrian enfocarse en la funcion especifica
de cada isoforma identificada y su rol en la respuesta adaptativa de plantas del

género Prosopis.
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