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RESUMEN

Introduccioén: la capacidad antioxidante presente en las plantas ha despertado
gran interés debido al potencial aprovechamiento en la alimentacién para la
prevencion de enfermedades asociadas a estrés oxidativo.

Objetivo: evaluar el efecto de la induccion con CuCl, y Paraquat® (dicloruro de
1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo) sobre protoplastos y plantulas de las especies relacionadas
de tomate, Lycopersicon hirsutum Dunal y Lycopersicon esculentum Mill.

Métodos: la produccion de especies reactivas de oxigeno se evalué mediante
citometria de flujo en protoplastos de las 2 especies de tomate, inducidos con CuCl,
y Paraquat® (dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo). Adicionalmente, sobre las
plantulas se evalu6 el contenido de polifenoles totales y la capacidad atrapadora de
radicales libres.

Resultados: la induccién con Paraquat® durante eventos tempranos mostré un
aumento en la producciéon de especies reactivas de oxigeno en 17,4 veces en
protoplastos de Lycopersicon hirsutum y de 12,4 veces en Lycopersicon esculentum
con respecto a sus respectivos controles no tratados. La especie Lycopersicon
esculentum presentd velocidades de produccién significativas de contenido de
polifenoles totales y capacidad atrapadora de radicales libres con valores de 1,81
Eq &cido gélico hora™ y 5,3 % de decoloracién del DPPH hora™, respectivamente.
Durante la induccién con Paraquat® se observé una correlacién entre contenido de
polifenoles totales y capacidad atrapadora de radicales libres cercanaa 1y
altamente significativa, en respuesta a los 2 tipos de induccién durante los eventos
tempranos.
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Conclusiones: los resultados sugieren que la biosintesis de compuestos fendlicos y
la correlacién con la capacidad atrapadora de radicales libres, no necesariamente se
encuentra relacionada con una actividad antioxidante como un mecanismo de
defensa a nivel celular.

Palabras clave: Lycopersicon hirsutum, Lycopersicon esculentum, protoplastos,
estrés oxidativo, polifenoles, mecanismo antioxidante.

ABSTRACT

Introduction: the antioxidant capacity in plants has aroused great interest due to
their potential use in food for the prevention of oxidative stress-associated
diseases.

Objectives: to evaluate the effect of CuCl, and Paraquat® induction on protoplasts
and tomato seedlings belonging to Lycopersicon hirsutum Dunal and Lycopersicon
esculentum Mill. species.

Methods: the production of reactive oxygen species in protoplasts of tomato both
species after exposure to CuCl, and Paraquat® (1.1'-dimethyl-4.4'-bipiridyl
dichloride) was evaluated by flow cytometry. Tomato seedlings were evaluated for
total polyphenol content and free radical scavenging.

Results: Paraquat® induction showed a 17.4 fold increase in reactive oxygen
species production for L. hirsutum protoplasts and a 12.4 fold for L. esculentum
during early events with respect to their respective untreated controls. L.
esculentum showed significant slopes for free radical scavenging and total
polyphenol content: 1.81 galic acid eq per hour and 5.3 % DPPH discoloration per
hour, respectively. In addition, in response to the two kinds of induction, positive
slopes and a correlation between total polyphenol content and free radical
scavenging were observed with copper induction (correlation close to 1 and highly
significant), but not significant models during Paraquat® induction.

Conclusions: these results suggest that the biosynthesis of phenolic compounds
and the correlation with the free radical scavenging are not necessarily related to
antioxidant activity as a cellular defense mechanism.

Key words: Lycopersicon hirsutum, Lycopersicon esculentum, protoplasts,
oxidative stress, polyphenols, antioxidant mechanism.

INTRODUCCION

Un radical libre es cualquier molécula que contiene al menos uno o mas electrones
desapareados, tal y como son los casos del superoxido (O,7), el radical hidroxilo
(OH), el peréxido (ROO') y el oxigeno singlete. Estas moléculas se conocen
colectivamente como especies reactivas de oxigeno (ERO). Estos radicales libres
pueden producirse como subproductos de procesos redox normales en las células o
a través de la interaccién entre células y tejidos con un amplio conjunto de agentes
y procesos externos.? Practicamente todas las situaciones de estrés alteran el
metabolismo celular y modifican el equilibrio de produccion de ERO, que provocan
su acumulacién e imponen condiciones de estrés oxidativo.>*
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Las condiciones externas que afectan adversamente las plantas pueden ser bidticas
0 abidticas, que provocan un exceso o déficit en el ambiente fisico o quimico, entre
estas condiciones se encuentra un amplio rango de estrés, como la luz, las bajas
temperaturas, la sequia, la salinidad, el ozono, los compuestos xenobioticos y las
infecciones por patégenos, potencialmente perjudiciales para las plantas.® Los
incrementos en concentracion de ERO desarrollados por estrés bidtico o abidtico
son generalmente atribuidos a diferentes mecanismos,®’ como la activacién de
varias oxidasas y peroxidasas que producen ERO en respuesta a ciertos cambios
ambientales.* Las ERO pueden ser extremadamente reactivas y oxidar moléculas
biolégicas, como el DNA, las proteinas y los lipidos.®

Con relacién al efecto de metales y compuestos xenobidticos en plantas, se ha
reportado que el cobre produce estrés oxidativo, el cual comienza con la
interrupcion del paso de electrones en el fotosistema |, que provoca un dafio
irreversible en la célula.?*° Respecto a Paraquat®, el cual es usado como herbicida,
es una molécula con estructura de bipiridilio con 2 nitrégenos cuaternarios, que
actua interrumpiendo el flujo de los electrones en el fotosistema Il e inhibe de esta
manera su paso a la ferredoxina y por procesos de oxidorreduccién, los cede de
forma desapareada al oxigeno; como consecuencia se refleja en la produccién de
especies reactivas de oxigeno.*>*? Paraquat® se considera téxico, no solo porque
interrumpe la fotosintesis, sino porque la producciéon de ERO causa peroxidacion
lipidica, dafio a las membranas y a diferentes biomoléculas, al respecto diferentes
estudios reportan la importancia de las ERO en el estrés oxidativo, la transducciéon
de sefales y la defensa de las plantas. Los compuestos fendlicos de plantas son
muy variables y cumplen funciones diversas, la mayor parte de ellas relacionadas
con reacciones de defensa y de comunicacidon con otros seres vivos del ecosistema.
También se ha mencionado ampliamente como parte del metabolismo de los
polifenoles, la biosintesis o el reforzamiento de componentes de la pared celular,
como es la produccién de lignina durante el engrosamiento de esta.*®

Un tema adicional que se integra a la importancia de los polifenoles, con relacién a
la defensa, es la capacidad de estos de actuar como moléculas estabilizantes de
radicales libres.* En este sentido, hay una amplia gama de reportes que sugieren
la participacién de estos compuestos en el reforzamiento del sistema antioxidante
en la planta.'® Incluso, han tomado en los Ultimos afios una gran fuerza las
investigaciones en salud publica que involucran extractos vegetales con contenidos
de polifenoles, debido a su potencial en el control de enfermedades por su
capacidad antioxidante.'*

En esta investigacion se evalu6 el efecto que tiene la induccién de cobre y Paraquat®,
sobre protoplastos y plantulas de 2 especies relacionadas de tomate, como base
para evaluar el papel de la biosintesis de polifenoles en la estabilizacidon de radicales
libres durante procesos de estrés oxidativo.

METODOS
Recurso genético

Se utilizaron 2 especies relacionadas de tomate: Lycopersicon hirsutum Dunal,
accesion Pl 251305, con reportes de resistencia a microorganismos fitopatégenos y
Lycopersicon esculentum, accesion L-507 variedad Licato. Estos materiales se
obtuvieron a partir del Sistema de Bancos de Germoplasma Vegetal de la Nacién
Colombiana a cargo de la Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria,
Corpoica.
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Regeneracién y propagaciéon del material

Los materiales usados en esta investigacion, se encontraban almacenados en forma
de semilla sexual, las cuales se sembraron en un medio nutritivo MS estéril,
distribuido por Aldrich a razén 4,4 g/L™?, 1,7 mg/L™" de un agente gelificante
(Phytagel) y 30 g/L™* de sacarosa. En agua destilada estéril se adicion6 la mezcla de
sales, sacarosa, y se calibré a pH 5,7, para posterior adiccion del agente gelificante,
se calent6 hasta ebullicién para su solubilizacién, se sirvieron los frascos con una
cantidad aproximada de 15 mL, se dejaron enfriar, se taparon y luego se colocaron
en autoclave durante 15 min a 120 ©C a 220,5 PSI de presioén. Las semillas de los
dos genotipos se pusieron en el medio nutritivo estéril para su germinacién y
obtencién de plantulas in vitro.

Obtencidén de protoplastos

Posteriormente a la germinacion de plantulas se realizé la multiplicacion del
material, del cual se tom¢ tejido del mesdéfilo para la obtenciéon de protoplastos. El
primer paso en este procedimiento consistié en un tratamiento osmotico. Después
del corte de 200 mg de mesdfilo, se preplasmolizaron en 20 mL de sales CPW
(NaCl-1,0 mM, KCI-0,2 mM y CaS0,4.0,2 mM) con 9 % de manitol y 3 mM 2-N &cido
etanosulfénico morfolina (MES) y pH ajustado a 5,8. Posteriormente, se dejo
reaccionar en la oscuridad 1 h a 25 ©C. Pasado este tiempo, se reemplazoé el
tratamiento plasmolizante por una cantidad igual de mezcla enzimatica: 0,6 % de
celulasa y 0,1 % de pectinasa a 25 ©C durante 8 h en la oscuridad. Después del
tratamiento enzimatico, las hojas digeridas o células en suspension, se diluyeron en
igual volumen de solucién de lavado, consistente en sales CPW, 20 g/L™ KCI, para
su posterior filtrado y centrifugacion a 600 revoluciones por 3 min. El pellet fue
resuspendido en 10 mL de solucién de lavado y se centrifugé a 600 revoluciones
por 3 min. Los protoplastos se resuspendieron en 9 mL de 15 % sacarosa en sales
CPW y 1 mL de solucién de lavado y recentrifugado por 7 min a 600 revoluciones,
para posteriores observaciones en el microscopio.

Evaluacion de especies reactivas de oxigeno

La produccion de ERO, se evalu6 en un citdbmetro de flujo EPICS XL (Coulter
Electronics, Inc., Hialeah, FL). Se evaluaron entre 6 000 y 10 000 eventos
(protoplastos), inducidos por los tratamientos de cobre (1 mM) y Paraquat® 1 %.
Se realizaron lecturas cada 15 min durante los primeros 30 min (eventos
tempranos) y a las 3, 24, 48 y 72 h posteriores a los tratamientos (eventos
tardios). Para la producciéon de especies reactivas de oxigeno, en forma del anion
superoxido, las células se incubaron por 15 min a temperatura ambiente con
dihidroetidina a una concentracion final de 0,1 pg/mL.

Elicitacidn y evaluaciones sobre materiales ex situ

Plantulas de Lycopersicon hirsutum y Lycopersicon esculentum se trataron con
soluciones 40 mM de CuCl, y Paraquat® 1 %. Las soluciones de cobre y Paraquat®
se asperjaron sobre foliolos jovenes de los genotipos. La unidad experimental
consistid en la cosecha de foliolos de 4 plantulas a los tiempos 0, 2, 3, 24,48y 72 h
posterior a los tratamientos. Los foliolos cosechados se pesaron e inmediatamente
se maceraron a - 70 ©C, para su almacenamiento a - 20 °C y posterior utilizacion
en la evaluacioén del contenido de polifenoles totales y capacidad atrapadora de
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radicales libres. Para la extraccion de metabolitos se tomaron 100 mg por cada
muestra para su posterior agitacion en una agitadora durante 2 h en una solucién
acetona:agua 60:40. Después, se centrifugaron a 11 000 r.p.m durante 15 min y
se dejaron a 25 ©C por 12 h, hasta evaporacion total de la acetona. Las muestras
con el remanente de agua fueron llevadas a 2 mL con metanol.

Evaluacion de polifenoles totales

Se adicion6 secuencialmente en cada tubo de ensayo 750 uL de agua destilada, 100 pL
de muestra disuelta en metanol desde el proceso de extraccién, 100 uL de Na,COs3
se dej6 reaccionar 6 min y se adicionaron 50 uL del reactivo Folin 2 N. A continuacion,
se agitd cada tubo en vortex durante 5 s e inmediatamente se guardaron en
condiciones de oscuridad durante 60 min a temperatura ambiente. Paralelamente,
se prepar6 un blanco de ensayo con 800 uL de agua destilada, 100 uL de metanol y
100 uL de Na,COs3, Se registro la absorcion ultravioleta a 760 nm y se realizé un
grafico de absorbancia vs. concentracidon en ug/mL. El blanco del equipo consisti6
en 900 uL de agua destilada y 100 mL de metanol. Para su cuantificacion se realiz6
una curva de calibracion de acido galico, preparada con un rango de 1-50 pg/mL.
Los resultados se expresaron como equivalentes de acido galico GAE (ug/mL) por
cada mg de extracto seco analizado.

Evaluaciéon de la capacidad atrapadora de radicales libres

Se pesaron 2,0 mg del reactivo DPPH y se llevé a un volumen de 100 mL,
posteriormente se adicionaron 50 mL de metanol y se sonicé durante 5 min para su
completa solubilizacién y traspaso a un frasco ambar. Para la medicién, se tomaron
0,5 mL de la muestra disuelta en metanol desde el proceso de extraccion, y se
mezcld con 1,0 mL de la solucion de DPPH. Se prepard un blanco del DPPH (para el
cual se tomé 0,5 mL de metanol y 1,0 mL de la solucién de DPPH), un blanco de la
muestra (para el cual se tomé 0,5 mL de muestra y 1,0 mL de metanol). Una vez
preparados simultaneamente los ensayos, se dejo transcurrir 5 min y después se
ley6 la absorbancia a 517 nm. La capacidad atrapadora de radicales libres se
expres6 como el porcentaje de decoloracion del DPPH, mediante la expresion:

% de decoloracidn =1 - [.ﬁ.rgb-—.ﬁ.bm]x 1an

Donde:

Am= absorbancia de la muestra.
Abm= absorbancia del blanco de la muestra.
Abpppy= absorbancia del blanco del DPPH.

Analisis de resultados

Todos los experimentos se realizaron en 2 repeticiones independientes en el
tiempo. Se hicieron los andlisis de regresion lineal para la variable porcentaje
células con especies reactivas de oxigeno, Anova entre ensayos y analisis de
correlacién de Pearson, en los paquetes estadisticos SAS y Statgraphics Centuriéon
XV. Los analisis de regresidon se analizaron a un nivel de significacién de 0,05.
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RESULTADOS

Produccion de especies reactivas de oxigeno frente a la induccién
con cobre y Paraquat®

Aunque en diversos reportes se relaciona el cobre con procesos de estrés oxidativo
sobre los fotosistemas.®*®'” En general se observé que durante los eventos
tempranos (los primeros 30 min), y tardios (24-72 h), el Cu®*" a las concentraciones
evaluadas no indujo la oxidaciéon de la dihiroetidina en protoplastos de los genotipos
L. hirsutum y L. esculentum. Lo anterior sugiere que para los 2 genotipos, los
danos por efecto del cobre no se encuentran mediados por la participaron de ERO,
ni como dafio directo ni como moléculas que participan en la sefializaciéon quimica.
La induccioén con Paraquat® durante la primera media hora mostré un aumento en
la produccidn de especies reactivas de oxigeno en 17,4 veces en los protoplastos de
L. hirsutum y de 12,4 veces en L. esculentum con respecto a sus respectivos
controles no tratados (tabla 1).

En general, durante los eventos tardios en la induccién con Paraquat®, se observé
que las pendientes de los modelos de regresidon resultaron positivas, aunque los
modelos no fueron significativos (datos no mostrados). Lo anterior muestra que a
diferencia del tratamiento con cobre, el Paraquat® mostré una significativa
produccion de ERO durante la primera media hora; se observé en L. hirsutum y en
L. esculentum 33 % y 25 %, respectivamente, de células que oxidan la
dihidroetidina (tabla 1). Lo anterior sugiere que entre los primeros eventos de dafo
celular que se dan, esta un choque oxidativo que puede repercutir sobre diferentes
organelas, en especial sobre la mitocondria.

Tabla 1. Porcentaje de protoplastos con presencia de especies reactivas del oxigeno en forma
del anion superdxido de Lycopersican hirsutum vy Lycopersicon esculentum, bajo tratamiento
de Paraquat® 1 %, durante los primeros 30 min después de |3 elicitacidn

Tratamiento Forcentaje
Lycopersicon hirsutum testigo 1,9 = 0,007
Lycopersicon hirsutum - Paraquat® 33 £ 0,72
Lycopersicon esculentum- testigo 2+ 0,01

Lycopersicon esculentum - Paraquat® 25 =+ 0,54

Contenido de polifenoles totales y capacidad atrapadora de radicales libres
durante la induccién con cobre

Se observo un efecto diferencial en los 2 genotipos con respecto al contenido de
polifenoles totales en respuesta a la elicitacion con CuCl, 40 mM, en el cual para L.
esculentum se obtuvo una velocidad de 1,81 Eq &cido galico.hora™ con p mayor
que 0,026, contra una pendiente negativa por parte de L. hirsutum. Con relacion a
la capacidad atrapadora de radicales libres durante los eventos tempranos, se
observo6 un efecto diferencial entre los genotipos, en el cual L. hirsutum no tuvo
pendiente positiva, mientras que L. esculentum presenté una pendiente de 5,3 %
de decoloracién del DPPH hora™y un modelo altamente significativo (tabla 2).
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Durante los eventos tardios no se aprecia un efecto sobre la actividad atrapadora
de radicales libres.

Tabla 2. Modelos de regresion del contenidos de polifencles totales v capacidad atrapadora de
radicales libres de los genctipos Lycopersicon hirsutum vy Lycopersicon escufentum, durante |las
primeras 3 h despues de la elicitacidon con CuClz 40 mM

Tiempo de - : Parametros
P Actividad Especie p-valor
respuesta del modelo
Lycopersicon hirsutum y= 2,62143-0,19 x h 0,29
CPFT copersi
L;;?E;TT? y= 6,34286+1,81 X h 0,026
[F) [y
0-2 h . —
Lycopersicon mrsutum y= 53,5143-1,92 = h 0,82
CARL ‘copersi
Lycopersicon y= 75,8857+5,32 X h 0,003

esculentum
Lycopersicon hirsutum y= 2,50833+0,009 = h 00,0628

CPFT pe———
Lycopersicon y= 2,16667+0,033 % h | 0,0000
escufentum

24-72 h . —
Lycopersicon frsutum y= 44,333+0,45 = h 10,0372
CARL Lycopersicon

e y= 25,6707+0,81 x h 0,0045
escufentum

CPFT: contenidos de polifenoles totales, CARL: capacidad atrapadora de radicales libres.
Mota: Datos provenientes de 2 experimentos independientes.

Contenido de polifenoles totales y capacidad atrapadora de radicales libres
durante la induccién con Paraquat®

En general durante la elicitaciéon con Paraquat® 1 %, los modelos de regresién para
el contenido de polifenoles totales y la capacidad atrapadora de radicales libres no
fueron significativos para ambos genotipos. Solo como una tendencia, se observo
un efecto diferencial entre los genotipos en el cual L. esculentum mostré un
aumento en el tiempo del contenido de polifenoles totales y de la capacidad
atrapadora de radicales libres.

Correlacion entre la capacidad atrapadora de radicales libres y el contenido
de polifenoles totales durante la elicitacion con Paraquat®

Durante la induccién con cobre, en los eventos tempranos se observo que L. esculentum
presentd una correlacion entre el contenido de polifenoles totales y la capacidad
atrapadora de radicales libres, cercana a 1 y muy significativa. En la elicitacion con
Paraquat®, durante los eventos tempranos se aprecia una correlacioén cercanaa 1y
p mayor que 0,029, en el genotipo L. esculentum (tabla 3). El analisis de los
eventos tardios no mostré correlacion entre las 2 variables en ninguno de los
genotipos.
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Tabla 3. Correlaciones entre |la capacidad atrapadora de radicales libres v el contenido de
polifencles totales, durante los eventos tempranos y tardios, posterior a la elicitacion con Cullz
en los genotipos Lycopersicon hirsutum vy Lycopersicon esculentum

Induccidn Especie Coeficiente de correlacion - Pr = F

Cobre Lycopersicon esculentum 0,99896 - 0,0290

Paraquat® | Lycopersicon esculentum 0,99753 - 0Q,0447
DISCUSION

De manera opuesta a diferentes estudios que reportan la producciéon de especies
reactivas de oxigeno mediando procesos de muerte celular en plantas, inducidas
por metales, en este trabajo se encontré que para las 2 especies estudiadas, no se
observo6 produccion de ERO, durante los tratamientos con cobre. Lo anterior
muestra que para los dos genotipos, los dafios por efecto del cobre no se
encuentran mediados por la participaron de ERO, ni como dafio directo ni como
moléculas que participan en la sefializaciéon quimica. Se encontré que la induccion
con Paraquat® tiene un efecto sobre las especies de tomate, relacionado con el
inicio de explosion oxidativa, especialmente durante etapas tempranas. Durante los
eventos tempranos tanto en la induccién con cobre como de Paraquat®, se presentd
una alta correlacién entre CPFT Y CARL para L. esculentum. Durante los eventos
tardios no se observo una respuesta por parte de L. esculentum para ninguna de
las variables; mientras que L. hirsutum mostré un leve incremento del contenido de
polifenoles totales durante los eventos tardios, lo cual sugiere que las respuestas
asociadas a estrés oxidativo se desarrollan sobre todo durante las primeras horas
posteriores a la induccién. Los resultados (en los que se observa una alta y
significativa correlacién entre CPFT y CARL, para L. esculentum en la induccién con
Paraquat® durante los primeros 30 min), aunque podrian sugerir que el
comportamiento esté dirigido hacia la estabilizacién de especies reactivas de
oxigeno como un mecanismo respuesta a su produccién, muestran de manera
opuesta que esa biosintesis de polifenoles con actividad antioxidante in vitro, no
necesariamente se encuentre relacionada con una actividad antioxidante como un
mecanismo de defensa a nivel celular y que ese fendmeno quiza se deba a la
activacion de la ruta fenilpropanoide para otros fines; como por ejemplo la
produccion de metabolitos secundarios de estrés o el reforzamiento de pared
celular. Lo anterior se sustenta en el hecho de que también se observo correlacion
entre CPFT y CARL, durante la induccién con cobre en la cual no se observaron
procesos de produccién de ERO.
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