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Efecto del estrés oxidativo en la expresiéon de proteinas solubles en cultivo de raices de
Uncaria tomentosa
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Introduccion. Uncaria tomentosa (Rubiaceae); planta
originaria de la regibn amazoénica del Peru, comunmente
llamada ufia de gato produce alcaloides oxinddlicos
monoterpénicos (AOM) tal como la pteropodina,
mitrafilina y sus isémeros. Estos AOM tienen actividad
farmacoldgica inmunoestimulante, antitumoral,
antileucémica y anti-inflamatoria (1). En cultivos raices de
U. tomentosa se ha demostrado que la produccién
alcaloides indol-monoterpénicos puede ser inducida por
efecto del estrés oxidativo (2). El estrés oxidativo en
plantas es caracterizada por una rapida producciéon de
especies reactivas de oxigeno p.e. H,O,, como una
molécula intermediaria en la respuesta del estrés bidtico
y abidtico (3). Esto resulta en una cascada de senales
que permiten la activacion transcripcional de numerosos
genes de defensa y consecuentemente la biosintesis de
una gran variedad de metabolitos secundarios. Como un
acercamiento inicial para identificar las enzimas
involucradas en la biosintesis de AOM, se evalud la
respuesta diferencial en el perfil proteémico en cultivos
de raices de U. fomentosa sometido a la adicion de
agentes oxidantes (H,O, y BSO) y su relacién con la
produccion de alcaloides.

Metodologia. Los cultivos de raices de U. tomentosa
(Utr-3) y analisis de alcaloides fueron realizados de
acuerdo a Huerta-Heredia (2). Los cultivos fueron
elicitados con 200 pM H,0O, 6 0.2 mM acido jasmédnico
(JA) mas 0.8 mM butionina sulfoximina (BSO) a los 13
dias de crecimiento. La concentracion de alcaloides y
proteina fueron analizados 8 dias después de la
elicitacion. Para el analisis en los geles-2D se tomaron 5
g. La extraccion de proteina se realizé con acetona, TCA
(10 %) y B-mercaptoetanol (0.07%). El precipitado fue
solubilizado en buffer de rehidratacién y se cargaron 50
Mg de proteina en tiras de 11 cm, con un gradiente de pH
entre 4-7 (IPG, BioRad). El isoelectroenfoque se llevo
acabo a 20 °C a 70 kVh (PROTEAN IEF Cell). El SDS-
PAGE se realiz6 en geles con gradiente de 4-15%
(BioRad).

Resultados y discusion. Los cultivos de raices en
matraz  acumulan  dihidrocadambina (DHC, wun
glucoalcaloide) y AOM. La adicién de H,O, mostré un
incremento en la produccion de AOM de 1.8 veces
comparado con el cultivo control, por otro lado se
observd una acumulacién de 3.5 veces DHC. De manera
similar a la adicion de peroxido, el BSO/JA incrementé
1.9 veces la produccién de AOM y 2.75 veces la
acumulacion de DHC (Cuadro 1). El incremento en la
produccion de alcaloides inddlicos en las raices bajo

estrés oxidativo correlaciond con un incremento en la
concentracion de proteinas (1.3 veces) que nos abre la
oportunidad de conocer aquellas proteinas involucradas
en su biosintesis.
Cuadro 1.Efecto de la adicion de H.O, y BSO/JA en la
produccion de alcaloides inddlicos

Tratamiento AOM DHC
ug/gPS ug/gPS
Control 370.78+15.3 328.43+74.5
H,0, 658.2+76.1 1135.9+154.2
BSO/JA 696.15+37.05 903.34+209.7

El analisis protéomico de los cultivos elicitados mostré
alrededor de 120 proteinas de las cuales, 20 manchas
proteicas no fueron observadas en el control (Fig 1). Esto
sugiere una mayor expresion de las enzimas en
respuesta al estrés oxidativo.
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Fig. 1. Geles en 2D de proteina de raices Uncaria tomentosa A)
Control; B) Acido jasmonico (0.2 mM) / BSO (0.8mM)

El cambio mas evidente se encuentra en la zona de un pl
de 5.1- 6 y una masa de 50 kDa aproximadamente. En C.
roseus se ha identificado que en esta area, se
encuentran las proteinas involucradas en la biosintesis
de alcaloides inddlicos (4).

Conclusiones. En respuesta al estrés oxidativo las
raices de U. tomentosa incrementan la produccion de
alcaloides y la expresidon de un mayor numero de
proteinas.
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