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RESUMEN

El répido crecimiento de la poblacion en los dltimos afios ha propiciado el desarrollo de
investigaciones enfocadas en la busqueda de alternativas de alimentos ricos en
nutrimentos y metabolitos secundarios. Entre las plantas que se han estudiado por su alto
contenido de proteinas, aminoacidos, vitaminas y compuestos fendlicos se encuentra el
género Moringa. Sin embargo, los metabolitos secundarios y primarios, asi como también
el rendimiento de los cultivos se ven afectados por el estrés por el exceso o déficit hidrico.
Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes dosis de
vermicomposta sobre el crecimiento, desarrollo, contenido de clorofila, concentracion de
compuestos fendlicos y el perfil protedbmico en hojas de Moringa oleifera sometida a
estrés hidrico en un experimento en invernadero. El disefio experimental fue un disefio de
parcelas divididas con bloques completamente aleatorizado con tres réplicas bioldgicas.
Inicialmente el suelo fue caracterizado y enmendado con vermicomposta y urea a la
misma tasa de fertilizacion. El volumen y frecuencia de riego fueron controlados para
cada uno de los niveles de capacidad de retencién agua (CRA), bajo (20% de CRA),
optimo (40 % CRA) y alto (60% de CRA). La concentracion de proteinas, el patron
electroforético en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) fueron determinados, mientras que
el perfil protedmico se realizé empleando el analisis por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas (LC-MS/MS). La concentracion de compuestos fenolicos y
flavonoides, la actividad antirradical y enzima peroxidasa fueron evaluados en hojas de
Moringa oleifera en cada condicion de cultivo. El andlisis protedomico LC-MS//MS
permitio identificar un total de 157 proteinas a partir de extractos de hojas de Moringa de
las cuales 15 fueron proteinas diferenciales en condiciones de estrés con respecto al
control (sin estrés). El crecimiento y el contenido de proteinas en Moringa dependieron
de la dosis de fertilizacion con vermicomposta e indicaron las ventajas de este tipo de
enmienda organica sobre el estrés hidrico en comparacion con el control y la fertilizacién
quimica. Asi mismo, la aplicacion de vermicomposta mejord la respuesta fotosintética y
fisiologica en condiciones de déficit hidrico. Por otro lado, bajo condiciones de
anegamiento la adicion de vermicomposta a dosis de 300 y 500 kg N ha* aumentaron el
contenido de compuestos fenolicos, flavonoides y actividad antioxidante en comparacion
con las condiciones dptimas y déficit hidrico, por lo tanto, las enmiendas con

vermicomposta mitigaron los efectos del estrés hidrico.

Palabras claves: LC-MS/MS, Vermicomposta, Proteémica, Moringa oleifera



ABSTRACT

Rapid population growth in recent years has led to the development of research focused
on finding alternative foods rich in nutrients and secondary metabolites. Among the plants
that have been studied for their high content of proteins, amino acids, vitamins, calcium,
minerals and phenolic compounds found in the genus Moringa. However, secondary and
primary metabolites, as well as crop yield, are affected by abiotic stress mainly by water
excess or deficit. Therefore, the aim of this work was to evaluate the effect of different
vermicompost doses on growth, development, chlorophyll content, phenolic compounds
concentration and proteomic profile in Moringa oleifera leaves subjected to hydric stress
in a greenhouse experiment. The experimental design was a fully randomized split-plot
design with three biological replicates. Initially, the soil was dried, characterized, and
amended with vermicompost and urea at the same rate of fertilization. The volume and
frequency of irrigation were controlled for each of the levels of water holding capacity
(WHC), low (20% WHC), optimal (40% WHC) and high (60% WHC). The protein
concentration and the electrophoretic pattern were determined using the Bradford
technique and polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) respectively, while the
proteomic profile was performed using liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (LC-MS/MS) analysis. The activity of the enzyme peroxidase, the
concentration of phenolic and flavonoid compounds and anti-radical activity were
evaluated in Moringa oleifera leaves in each culture condition. The proteomic analysis
LC-MS//MS allowed the identification of a total of 157 proteins from Moringa leaf
extracts of which 15 were differential proteins under stress conditions with respect to the
control (without stress). Growth and protein content in Moringa depended on the dose of
vermicompost fertilization and indicated the advantages of this type of organic
amendment on water stress compared to chemical control and fertilization. Likewise, the
application of vermicompost improved the photosynthetic and physiological response
under water deficit conditions. On the other hand, under waterlogged conditions the
addition of vermicompost at doses of 300 and 500 kg N ha™ increased the content of
phenolic compounds, flavonoids and antioxidant activity compared to optimal conditions
and water deficit, therefore, vermicompost amendments mitigated the effects of water

stress.

Keywords: LC-MS/MS, vermicompost, proteomics, Moringa oleifera
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1. INTRODUCCION

Moringa oleifera conocido cominmente como el arbol del rabano por el sabor caracteristico
de sus raices pertenece a la familia Moringaceae, cuya importancia radica principalmente
por su alto contenido de nutrimentos, asi como también su diversidad de metabolitos
secundarios presentes en sus semillas, hojas, flores y raices (Oyeyinka y Oyeyinka, 2018).
Este arbol tiene un gran potencial para su cultivo en México, asi como también en muchas
partes de América por su combinacion singular de propiedades, las hojas son comestibles y
ricas en proteinas, con un perfil de aminoacidos muy balanceado. Al mismo tiempo contiene
vitaminas, principalmente Ay C, en altas cantidades, asi como metabolitos secundarios como
compuestos fendlicos, alcaloides, terpenos y flavonoides (Siddhuraju y Becker, 2003). Los
frutos joévenes son comestibles y las semillas producen un aceite comestible y un lubricante
de alta calidad. Sus hojas ofrecen un forraje nutritivo para los animales, asi como también
los residuos de las semillas después de la extraccion del aceite (Sanchez et al., 2006). La
disponibilidad de agua es una de las limitaciones mas importantes para la fotosintesis y
productividad de la planta (Akula y Ravishankar, 2011); el control adecuado del estrés
hidrico de la planta, antes de que los sintomas de dafio se hagan visibles, es necesario e
imprescindible reactivar la vitalidad de la planta con los programas de riego adecuados de lo
contrario esto puede influir en la fenologia de la planta y en consecuencia en su
productividad, calidad del producto y rendimiento (Bowden et al., 2010). Una de las
alternativas para controlar el estrés hidrico ha sido el uso de vermicomposta ya que mantiene
la estructura del suelo, rico en todo tipo de micronutrientes y macro nutrientes a través de la
fijacion de nitrégeno, solubilizacién o mineralizacion de fosfato y potasio, liberacion de
sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas proporcionando una mejor absorcion de
nutrientes y una mayor tolerancia a la sequia y al estrés por humedad (Sinha et al., 2010).
Para poder entender los cambios fenoldgicos, metabolicos y morfolégicos de las plantas en
condiciones de estrés a nivel protedmico es necesario el uso de anélisis instrumentales como
LC-MS/MS, las cuales permiten la identificacion de proteinas diferenciales en distintas
condiciones de cultivo, una proteina diferencial permite estudiar las funciones bioldgicas,
modificaciones o proteinas unicas en diferentes condiciones (Khan et al., 2019). Por esta

razon, esta investigacion ofrece el primer analisis proteémico en hojas de Moringa oleifera



en condiciones de estrés hidrico, asi como también evaluar el efecto de diferentes tasas de

fertilizacion con vermicomposta bajo estas condiciones en cultivo en invernadero.

2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de Moringa oleifera Lam.

La planta de Moringa oleifera, es nativa de la India, se cultiva en todo el subcontinente por
alto contenido de nutrimentos y metabolitos secundarios presentes en sus vainas tiernas, hojas
y flores. Moringa oleifera Lam es uno de los arboles mas conocidos y de mayor distribucion
y especies que proviene de la familia monogenérica Moringaceae (Nadkarni, 1976;
Ramachandran et al., 1980). El cultivo de la Moringa en la India se presenta principalmente
en los estados de Tamil Nadu, Karnataka, Kerala y Andhra Pradesh. La India es el mayor
productor de Moringa con una produccion anual de 1.1 a 1.3 millones de toneladas de frutas
tiernas de una superficie de 38,000 ha. Mientras que en Puerto Rico se cultiva méas que nada
como una planta ornamental, como setos y a lo largo de cercos. Se ha naturalizado al lado de

caminos y carreteras en los llanos costeros y en los cerros bajos al pie de las montafias.

La planta se encuentra en estado silvestre y se cultiva a lo largo de los llanos, especialmente
en las cercas y en los patios de las casas, se desarrolla mejor en el clima islefio tropical, y es
abundante cerca de las camas de arena de los rios y arroyos (Anwar et al., 2007). Moringa
oleifera Lam tolera un amplio rango de precipitaciones, las condiciones éptimas de
precipitacion anual se estiman en 250 mm y el maximo en mas de 3,000 mm y un pH de 5.0
a 9.0 (Palada y Changl, 2003).

En su habitat natural, las fluctuaciones anuales de temperatura tienden a ser muy marcadas,
con temperaturas a la sombra minimas y maximas oscilando entre -1 a 3°C hasta 38 a 48 °C
durante los meses més frios y los mas calientes, respectivamente, la precipitacion anual en
esta region oscila entre 750 y 2,200 mm (Leone et al., 2015). Moringa oleifera es muy
resistente a la sequia y se cultiva en regiones aridas y semiaridas de la India, Paquistan,
Afganistan, Arabia Saudita y Africa del este, en donde la precipitacion puede ser de 300 mm
(Ramachandran et al.,1980). En Puerto Rico, la Moringa se ha naturalizado hasta cierto punto

en lugares con una precipitacion anual de entre 1000 y 1800 mm (Francis et al., 1991).



Las plantas de Moringa pertenecen a una familia mono-genérica llamada Moringaceae, que
incluye 13 especies de arbustos y arboles que se originan en India y Africa y se distribuyen
en muchos otros paises tropicales y aridos (Salaheldeen et al., 2014; Al_husnan y Alkahtani,
2016). Estas plantas son bien conocidas como agentes medicinales, nutricionales y de

purificacién de agua (Salaheldeen et al., 2015).

Por otro lado, algunos estudios han demostrado que los compuestos bioactivos de las plantas
de Moringa podrian usarse para la innovacion de productos alimenticios funcionales y para

otras aplicaciones industriales de alimentos (Oyeyinka y Oyeyinka, 2018).

La clasificacion  taxonémica de  Moringa oleifera es la  siguiente

(http://www.ncbi.nim.nih.gov):

Dominio: Eukaryota
Reino: Viridiplantae
Filo: Streptophyta
Subclase: Rosids
Orden: Brassicales
Familia: Moringaceae
Género: Moringa

Se conoce comunmente como arbol de rabano picante (que describe el sabor de sus raices) o

cafia-fistula (que describe la forma de sus vainas). Las flores y los frutos aparecen dos veces
cada afio, y las semillas o esquejes pueden propagar el arbol (Tsaknis y Lalas, 2002).

Es un arbol deciduo de tamafio pequefio y crecimiento acelerado que usualmente alcanza de
10 a 12 mde alto. Tiene una copa abierta y esparcida de ramas inclinadas y fragiles, un follaje
plumoso de hojas pinadas en tres, y una corteza gruesa, blanquecina (figura 1). Se valora
principalmente por sus frutas, hojas, flores, raices, todas comestibles, y por el aceite (también
comestible) obtenido de las semillas. Se usa extensamente en la medicina tradicional en las

areas en donde es nativo y en donde ha sido introducido (Fahey, 2005).



Figura 1. Morfologia de la planta de Moringa oleifera. a) ramas y tallo, b) hojas y c) semillas
(http://www.ecoagricultor.com)

La corteza, savia, raices, hojas, semillas, aceite y flores de Moringa oleifera se utilizan como
remedio popular para los dolores de estdbmago, catarro, el cancer, las Ulceras gastricas,
enfermedades de la piel, disminucion de azlcar en la sangre, condiciones nerviosas, la
diabetes, la fatiga, la fiebre del heno, la impotencia, edema, calambres, hemorroides, dolores
de cabeza, dolor en las encias, aumenta la lactancia y la densidad 6sea. También se utilizan
para mejorar la vista, causa un mejor desarrollo del cerebro, mejora el funcionamiento del
higado, la vesicula, el aparato respiratorio y digestivo y el sistema inmunoldgico, y como
limpiador de la sangre (Patel et al., 2010). Debido a la alta cantidad y alta calidad de los
compuestos bioactivos de las plantas de Moringa, estas plantas podrian usarse en varias
tecnologias de alimentos como agentes antimicrobianos, factores antioxidantes y fortificantes
de alimentos, entre otras aplicaciones nutricionales y tecnoldgicas (Ogunsinay Indrani, 2011;
Manaois et al., 2013; Nkukwana et al., 2014; Radha et al., 2015; Devisetti et al., 2016;
Oyeyinka y Oyeyinka, 2018).



Por ejemplo, el empleo de los extractos acuosos de la hoja de Moringa ha demostrado ser
una alternativa para la aplicacion de alimentos, porque pueden conservar los alimentos al
inhibir la oxidacion de los lipidos y al controlar una amplia gama de microorganismos
patdgenos, como las bacterias y los hongos, que son importantes en la industria alimentaria
(Al _husnan y Alkahtani, 2016; Shah et al., 2015). Ademas, la composicion quimica y los
supuestos beneficios para la salud humana del aceite de Moringa nos permiten considerar
esta planta como un alimento nutracéutico (Sanchez-Machado et al., 2015). Finalmente,
debido a la importancia de los compuestos bioactivos en diferentes sectores comerciales,
recientemente se han realizado varios esfuerzos para determinar los métodos més apropiados
y estandarizados para la extraccion y analisis de estos compuestos de diferentes materiales
vegetales y matrices de alimentos, incluidas las plantas de Moringay los productos derivados
(Sanchez-Machado et al., 2015; Anudeep et al., 2016; Nouman et al., 2016; Rodriguez-Pérez
etal., 2016).

Diversas investigaciones han revelado que las hojas de Moringa oleifera contienen un
contenido de proteinas significativamente alto (20-35% del peso seco). Ademas, el perfil
nutricional en las hojas de M. oleifera esta bien equilibrado con los aminoacidos esenciales
y un enriquecimiento de acido graso insaturado, que involucra el &cido alfa linoleico, que es

muy inusual en los alimentos vegetales (Gopalakrishnan et al., 2016; Moyo et al., 2011).

2.2. Compuestos fenolicos y su relacion con el estrés hidrico

Los metabolitos secundarios desempefian un papel importante en los procesos ecoldgicos y
fisiolégicos de las plantas, asi como en las interacciones entre plantas y animales y en la
adaptacion a las variables bidticas y abidticas (Horner, 1990). Factores ambientales como los
nutrientes del suelo, la temperatura, la disponibilidad de agua y la luz pueden afectar la
composicion y concentracion de estos compuestos, asi como a las propiedades terapéuticas

de las plantas medicinales (Akula y Ravishankar, 2011).

Existen diversos estudios sobre el aumento de los metabolitos secundarios en cultivos de
Lycopersicon esculentum y Aegiceras corniculatum en condiciones de estrés ambiental. Sin
embargo, algunas investigaciones indican que este efecto no es permanente y que, en tales

situaciones, incluso puede producirse una disminucion de los metabolitos secundarios (Akula



y Ravishankar, 2011). Debido a la reduccion del crecimiento causada por la induccion del
estrés de la sequia en las plantas medicinales, el carbono fijado durante la fotosintesis se
utiliza para producir metabolitos secundarios. Por lo tanto, cuando las plantas medicinales
estan expuestas a tensiones ambientales, se protegen de estas condiciones mediante diferentes

metabolitos secundarios (Ashraf et al., 2018).

Los compuestos polifendlicos poseen una estructura quimica que permite eliminar ROS una
vez que se forman durante el estrés por sequia (Petridis et al., 2012). Ademas de su funcion
como antioxidantes, se ha considerado que la biosintesis de fenilpropanoides actiia como
filtro frente a los efectos dafiinos de la radiacion UV-B, que suele acompafiar al estrés por
sequia, contribuyen a la proteccion de la maquinaria fotosintética (Gill y Tuteja, 2010). Las
principales clases importantes de compuestos fendlicos en hojas reportados incluyen
alcoholes fendlicos, acidos fenolicos, secoiridoides, flavonoides, derivados del &cido
hidroxicinamico y lignanos. Numerosos estudios han explorado la presencia de un alto
numero de compuestos fendlicos en las hojas de olivo, especialmente: hidroxitirosol, tirosol,
acido p-hidroxibenzoico, luteolina 7-O-rutinosido, luteolina 7-O-glucdésido, apigenina 7-O-
glucdsido, catequina, apigenina, verbascosido, oleuropeina, quercetina bajo condiciones de
estrés (Michel et al., 2015). Asimismo, la concentracion de los compuestos fendlicos en las
hojas de diversos cultivos como el arroz, el maiz y el Hypericum brasiliense Choisy (Abreu
y Mazzafera, 2005; Hura et al., 2008; Ayaz et al., 1999) generalmente aumentaron en
condiciones de estrés por sequia. Desde un punto de vista molecular, esto puede atribuirse a
que el estrés hidrico puede estimular la expresion del gen Pal asociado al aumenta de la
actividad de la enzima fenilalanina amoniaco-liasa (PAL) y por ende estimula la sintesis de
compuestos fenolicos bajo estas condiciones (Lewis, 2017).

Varios estudios han reportado la presencia de compuestos fendlicos de diferentes tejidos de
Moringa y han descrito su bioactividad tanto en pruebas in vitro como in vivo.
Recientemente, Juhaimi et al. (2017) informaron que el contenido fendlico total de las hojas
jévenes de M. oleifera es un 22% mas alto que el de las hojas jovenes de M. peregrina, lo
que probablemente hace que M. oleifera sea mejor fuente para la obtencidn de estos
compuestos bioactivos. Entre las otras moléculas bioactivas, los principales compuestos

fenolicos en las hojas de M. oleifera incluyen al menos 5 lignanos (mediorresinol,



isolariciresinol, secoisolariciresinol 'y epipinoresinol), 26 flavonoides (quercetina,
kaempferol, apigenina, luteolina y miricetina) y 11 &cidos fenolicos y sus derivados (&cidos
cafeicoquinico, feraloilquinico y cumaroquinquinico y sus isdmeros) (Castro-Lopez et al.,
2017; Rodriguez-Pérez et al., 2015). Los flavonoides, metabolitos secundarios con varias
funciones metabdlicas, podrian considerarse los principales compuestos fenolicos en las

plantas de Moringa.

Nouman et al. (2016) informaron que doce flavonoides, incluidos la quercetina, el
kaempferol y la apigenina, constituyen la clase principal de compuestos fendlicos en siete
cultivares de M. oleifera. Las cantidades de flavonoides totales registradas en los diferentes
cultivares analizados correspondieron a 47.0, 30.0 y 20.0% para quercetina, kaempferol y
derivados de apigenina, respectivamente. Estos hallazgos coinciden con Rodriguez-Pérez et
al. (2015), quienes informaron los flavonoides como el grupo predominante de compuestos
fendlicos en las hojas de M. oleifera y registraron 46, 34 y 7.7% para quercetina, kaempferol
y derivados de apigenina, respectivamente. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
los rendimientos de compuestos fendlicos dependen en gran medida no solo de la estacion,
las condiciones climéticas y la aplicacién de fertilizantes, sino también de la variedad
genética y del cultivar, que podrian ser los factores mas relevantes para la composicion
fitoquimica de Moringa (Nouman et al., 2016). Castro-Lopez et al. (2017); Makita et al.
(2016) y Nouman et al. (2016) reportaron 35, 35, 24 y 6% de quercetina, kaempferol,
isorhamnetina y derivados de apigenina, respectivamente, tanto en M. oleifera como en M.
ovalifolia. Estas investigaciones revelaron que la mayoria de los flavonoides en hojas de
diferentes cultivares de Moringa estan glicosilados con distintos grupos de azlcar (ramnosa,
rutinosa y otros no identificados por los autores) y que las diferencias dependen de la
maquinaria de glicosilacion de cada planta. En general, se glicosilan los flavonoides con fines
de almacenamiento en diferentes organulos, lo que aumenta la biodisponibilidad de estos
compuestos para el consumo humano (Makita et al., 2016; Nouman et al., 2016). Ademas,
los glucdsidos flavonoides como la rutina se han identificado como uno de los compuestos
mas importantes responsables de la actividad antioxidante en los extractos de hojas de M.
peregrina, lo que sugiere que esta propiedad de los compuestos fendlicos aln permanece a

pesar de la glicosilacion (Dehshahri et al., 2012).



Dos estudios recientes han reportado diferentes porcentajes de flavonoides, pero casi el
mismo comportamiento en términos de los derivados de flavonoides presentes en las plantas
de Moringa. Rodriguez-Pérez et al. (2016) informaron el porcentaje més alto (43.75%) de
derivados de quercetina en hojas de M. oleifera, seguidos de porcentajes iguales (18.75%) de
kaempferol, multiforina B y derivados de apigenina. Aunque no hay informacién suficiente
sobre los compuestos fendlicos de M. peregrina, se ha informado que los niveles de estos
compuestos varian de 88 £ 1.1 a 454 + 16.3 mg por gramo de hojas secas segun el solvente
de extraccion (Marwah et al., 2007; Dehshahri et al., 2012; Al-Owaisi, et al., 2014). Se han
reportado flavonoides en extractos metandlicos de M. concanensis (Balamurugan y
Balakrishnan, 2013). Sin embargo, es esencial realizar estudios destinados a describir y
caracterizar quimicamente las propiedades funcionales de estas especies de Moringa para

aplicaciones alimentarias.

Nouman et al. (2016) indicaron que los acidos fendlicos en las hojas de M. oleifera estan
presentes entre 77 y 187 ug por gramo de material seco, dependiendo de la variabilidad
genética del cultivar. Ademas, se ha informado de que los acidos fenolicos y los &cidos de
cumaricos son los principales acidos fenolicos en M. oleifera, que representan al menos 45.45
y 36.37%, respectivamente, de los &cidos fendlicos en las hojas de esta planta, segln el
método de extraccion (Amaglo et al., 2010; Nouman et al., 2016; Rodriguez-Pérez et al.,
2015; Rodriguez-Peérez et al., 2016). Este resultado concuerda con los valores reportados en
el estudio realizado por Makita et al. (2017), quienes reportaron por primera vez la presencia
de &cidos cis y trans 3-acilo, 4-acilo y 5-acil-cafeina, p-coumaroilquinico y feruloilquinico,
entre otros glucdsidos, en M. ovalifolia. Sin embargo, en su reciente estudio, Juhaimi et al.
(2017) determinaron que los acidos hidroxibenzoicos (acido galico y éacido p-
hidroxibenzoico) son los principales acidos fendlicos tanto en M. oleifera como en M.
peregrina cultivados en Sudan. Esto sugiere que el area geogréfica, el climay la composicion
del suelo tienen una gran influencia en la composicion fenolica de las plantas de Moringa.
Por otro lado, Torres-Castillo et al. (2013) asociaron los contenidos fenolicos con actividad
antioxidante en hojas, raices y tallos de M. oleifera, siendo las hojas los 6rganos con la mayor
cantidad de estos compuestos bioactivos. Ademas, los compuestos fendlicos se han asociado
con las actividades antimicrobianas y antifingicas de los extractos de Moringa (Al_husnan
y Alkahtani, 2016; Tesfay et al., 2017), lo que sugiere que las propiedades funcionales de las
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plantas de Moringa podrian estar estrechamente relacionadas con su composicion
bioquimica, como los contenidos fendlicos. Ademas, se ha demostrado que la presencia de
pterigospermina y los bajos valores de pH causados por la adicion de hojas de M. oleifera a
los productos alimenticios es adecuada para controlar el crecimiento de microorganismos
indeseables en los productos alimenticios (Jayawardana et al., 2015). Independientemente de
los compuestos fenolicos especificos que estan presentes (flavonoides o &cidos fendlicos),
estas biomoléculas se han asociado con otras ventajas funcionales que previenen la oxidacion
de los lipidos y el dafio hepéatico (Moyo et al., 2011; Shah et al., 2015).

2.3 Proteinas y péptidos de Moringa oleifera

La proteina es potencialmente el nutriente mas importante en las plantas debido a que es el
componente clave de las células y tejidos (Leser, 2013). Sin embargo, el estrés de la sequia
induce una serie de cambios a nivel morfoldgico, fisiolégico y bioquimico en todos los
organos de las plantas (Anjum et al., 2011). La respuesta al estrés de las plantas representa
un proceso complejo y altamente dinamico destinado a establecer una nueva homeostasis en
condiciones de crecimiento desfavorables. Especificamente, los mecanismos de respuesta a
la sequia incluyen la induccion de hormonas, la sefializacion de la cascada de quinasas, la
regulacion de la expresion génica, la eliminacion de especies reactivas de oxigeno, la sintesis
de osmolitos, la modulacion de la estructura celular, la activacion de los canales ionicos, el
metabolismo de carbohidratos y energia, la asimilacion de nitrégeno y el metabolismo de

aminodcidos (Johnova et al., 2016; Wang et al., 2016).

Este proceso activo de homeostasis involucra genes, proteinas y metabolitos, pero estos
ultimas juegan un papel crucial al estar directamente involucradas en la estructura y el
metabolismo de las células vegetales dando forma al fenotipo final (Kosova et al., 2015). En
las plantas, la resistencia al estrés es conferida por proteinas que funcionan en la sefializacion
del estrés, la regulacion de la transcripcion, la desintoxicacion celular, la proteccién de
macromoléculas y otros procesos (Kosova et al., 2015). Por lo tanto, los enfoques
protedbmicos comparativos han sido herramientas poderosas y prometedoras para investigar
las respuestas al estrés de las plantas (Liu et al., 2015).

En cuanto al estudio de proteinas en Moringa oleifera se ha demostrado que los contenidos
de proteinas en las hojas de Moringa varian de 22 a 36.7 g de proteina / 100 g de peso seco
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(Gopalakrishnan et al., 2016; Makkar y Becker, 1997; Nouman et al., 2016; Vaknin y Mishal,
2017). Estos resultados concuerdan con los reportados por Amaglo et al. (2010), quienes
registraron el mayor contenido de proteina (29.4 g y 7.8 de proteina / 100 g de peso seco) en

hojas de Moringa.

Por otro lado, las plantas de Moringa contienen péptidos alcalinos que varian de 6 a 16 kDa
y lectinas con propiedades aglutinantes para la purificaciéon del agua (Bichi, 2013; Santos et
al., 2009), la presencia de otros compuestos bioactivos con la naturaleza de la proteina de
diferentes tejidos. Por lo tanto, el contenido de proteinas y la diversidad deben considerarse,
ya que este grupo puede incluir péptidos y proteinas con varias bioactividades y aplicaciones
en procesos industriales y nutricion humana, que actian como agentes antioxidantes,
antidiabéticos, antihipertensivos, antimicrobianos y caseinoliticos (Pinto et al., 2015;
Gonzélez-Garza et al., 2017). Recientemente, Gonzalez-Garza et al. (2017) reportaron un
aumento en las propiedades nutracéuticas como las actividades antioxidantes,
antihipertensivas y antidiabéticas de las proteinas de las semillas de M. oleifera después de
la digestion con pepsina-tripsina; este aumento se asocié con la composicién de aminoacidos

y el amplio espectro de péptidos generados por el posible efecto sinérgico de estas enzimas.

En las principales estructuras vegetativas de M. oleifera se han descrito enzimas hidroliticas
relacionadas con el reciclaje y el mantenimiento de procesos fisioldgicos, incluidas las
proteinasas, amilasas, celulasas e invertasas (Khatun et al., 2003; Pontual et al., 2012; Torres-
Castillo et al., 2013). Las amilasas y proteinasas son enzimas con aplicaciones potenciales
en la industria alimentaria. Segun Torres-Castillo et al. (2013), el peso molecular de las
amilasas de M. oleifera varia segun la fuente de extraccion, y las amilasas son generalmente
activas a pH neutro, lo que hace que estas enzimas sean buenos aditivos auxiliares para la
hidrélisis de almidones en panaderias para modificar las propiedades fisicoquimicas de

productos finales.

Se ha sugerido que las proteinasas se agreguen a los productos alimenticios para degradar
parcialmente algunas proteinas y modificar las propiedades fisicoquimicas de la carne y los
productos lacteos para aumentar la digestibilidad, mejorar la textura y afectar la retencion de
agua, la viscosidad y las propiedades gelificantes (Pontual et al., 2012). Aunque estas

proteinasas responsables de la actividad proteolitica son activas a pH acido, las proteinasas
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de las hojas y raices de M. oleifera también se han relacionado con la actividad proteolitica
a pH alcalino y con la hidrdlisis de proteinas complejas de la sangre, lo que sugiere el uso
potencial de estas proteinasas. en la modificacion y el procesamiento de productos
alimenticios ricos en proteinas (Satish et al., 2012). Se han reportado enzimas hidroliticas
adicionales de Moringa; sin embargo, se necesitan mas estudios para incluirlos en
aplicaciones de alimentos. Las enzimas hidroliticas mas estudiadas han sido la celulasa y la
invertasa, cuyas actividades estn asociadas con la maduracién de las hojas (Khatun et al.,
2003). En este sentido, estas enzimas podrian aplicarse para la modificacion de la textura, el

dulzor o las propiedades reologicas de las materias primas o productos alimenticios.

Ademas, las enzimas involucradas en los procesos oxidativos en M. oleifera incluyen
peroxidasas en raices, tallos y hojas jovenes, mientras que las enzimas polifenoles oxidasas
se han caracterizado a partir de hojas maduras (Khatun et al., 2001; Khatun et al., 2012;
Shank et al., 2013). Los niveles de peroxidasa de diferentes estructuras vegetativas varian de
13.3 a 167 unidades por miligramo de proteina; los tejidos callosos que se derivan de estos
organos presentan los niveles mas altos de esta enzima (Khatun et al., 2012; Shank et al.,
2013).

Recientemente, se ha demostrado la presencia de varios componentes de la naturaleza
proteica, que incluyen propiedades procoagulantes, antihipertensivas, antiinflamatorias,
antiproteoliticas y antidiabéticas, con efectos bioactivos en la salud humana (Pereira et al.,
2011; Satish et al., 2012; Gonzalez-Garza et al., 2017). Por lo tanto, el estudio de estas
moléculas constituye un punto de partida para el disefio de alimentos funcionales o
suplementos nutricionales con potencial nutracéutico a partir de plantas de Moringa. Los
extractos de las raices y hojas de M. oleifera han mostrado propiedades procoagulantes y
fibrinogenoliticas relacionadas con la presencia de varias actividades proteoliticas y, por lo
tanto, se consideran para uso potencial como agentes antihemorragicos. Es importante tener
en cuenta que debido a que se ha detectado dicha actividad proteolitica para la hidrolisis de
fibrina y caseina, estos extractos tienen un uso potencial para modificar texturas en productos
lacteos y cérnicos, ademas del potencial clinico indicado (Satish et al., 2012). La proteina
Mo-CBP4 (proteina de union a quitina M. oleifera 4) se aislo de las semillas de Moringa,

disminuye los calambres abdominales relacionados con el dolor en aproximadamente un
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50%, y aungue su mecanismo de accion aun se desconoce, esta proteina es resistente a la
digestion proteolitica y altas temperaturas y, por lo tanto, se considera que tienen un buen
potencial para disefiar farmacos especificos o proporcionar propiedades funcionales para
alimentos derivados de semillas de Moringa (Pereira et al., 2011). Ademas, se han notificado
inhibidores de la proteasa activa contra la tripsina, la quimotripsina, la elastasa, la trombina,
la catepsina B y la papaina en las raices y hojas de Moringa; esto abre la posibilidad de aplicar
estos agentes con fines terapéuticos junto con agentes para disminuir la hidrolisis de proteinas
en alimentos, especificamente en alimentos de mar y productos que requieren largos periodos

de almacenamiento a bajas temperaturas (Bijina et al., 2011).

Los componentes proteicos antihipertensivos son otras moléculas biofuncionales interesantes
que se han descrito en semillas y hojas de Moringa. Estas biomoléculas tienen una inhibicion
considerable y especifica contra la enzima convertidora de angiotensina cuando estan en el
estado nativo; sin embargo, los productos de hidrolisis enzimatica con pepsina y tripsina
aumentaron la inhibicién a niveles comparables a los medicamentos de referencia (Mansurah
etal., 2015).

2.4 Cultivo de Moringa oleifera

La propagacion puede ser por semillas o de manera vegetativa a partir de esquejes. Las
semillas viables germinan en cinco a doce dias. Las semillas de Moringa no tienen periodo
de latencia, por lo que se pueden plantar tan pronto como estén maduras y van a mantener su
capacidad de germinar hasta por un afio. Un arbol de Moringa en etapa adulta puede producir
entre 15,000 y 35,000 semillas por afio, con un peso promedio por semilla de 0.3 g y una
proporcion nucleo- cascara de 15:25. El &rbol es de crecimiento rapido, y puede alcanzar una
altura promedio de seis a siete metros al afio en las zonas que reciben menos de 400 mm de

precipitacion media anual (Makkar y Becker, 1997).

2.5 Insumos orgénicos

El uso de insumos organicos, como la paja, el abono verde, el abono o el estiércol animal,
contribuye al incremento del contenido de materia organica del suelo (MOS) de un suelo

(Panagos et al., 2015). El contenido de materia organica generalmente se considera un
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indicador importante para la fertilidad del suelo (Reeves, 1997), ya que se sabe que promueve
la agregacion y estabilizacion de la estructura del suelo, aumenta la disponibilidad de
nutrimentos y mejora la capacidad de retencién de agua (Johnston et al., 2009). Ademas, el
contenido de materia organica puede tener beneficios medioambientales como el apoyo a la
biodiversidad del suelo o la inmovilizacion de contaminantes organicos téxicos (Chang et
al., 2007; Bollag et al., 1992). Los agro-ecosistemas tropicales generalmente tienen recursos
limitados, lo que justifica el uso de insumos organicos como complemento de los fertilizantes
minerales para reponer los nutrimentos del suelo (por ejemplo, nitrégeno para el crecimiento
de los cultivos (Rasche y Cadisch, 2013).Una alternativa que se podria explorar en México
es el uso del vermicomposta debido a que en el pais se producen grandes cantidades de
desechos orgéanicos tales como: los biosolidos derivados de las plantas de tratamiento de
aguas residuales, las excretas de animales en areas de produccién y los desechos domésticos
y agricolas (Ndegwa y Thompson, 2001). Estos residuos organicos, en calidad de composta
0 vermicomposta, tienen aplicacion en la horticultura, produccion de vegetales, en la
agricultura o para restauracion de suelos degradados (Krogman et al., 1997, Hernandez et al.,
2003; Gutiérrez-Miceli et al., 2007).

2.6 Vermicompostaje

La vermicomposta es un tipo de eco-abono natural, que es el producto de un proceso de
degradacion de la materia orgéanica a través de la interaccion entre las lombrices y
microorganismos (Hu et al., 2004). Consecuentemente, el proceso de vermicompostaje
permite generar un sustrato organico con alto contenido de nutrimentos que son facilmente
absorbidos por las plantas tales como nitrato, fosforo disponible, potasio, calcio y magnesio.
Ademas, la vermicomposta ha sido una enmienda del suelo o un acondicionador excelente
debido al incremento de la porosidad, aireacion, el drenaje, la capacidad de retencion de agua
y la actividad microbiana (Edwards y Burrows, 1988 y Orozco et al., 1996). Al contrario, del
compostaje no tiene aplicacién directa en el suelo, ya que los nutrientes no estan disponibles
en forma libre debido a la falta de contenido microbiano que ayuda a la mineralizacion
(Bhattacharya y Chattopadhyay, 2006). Los datos de la literatura indican que la
vermicomposta contiene mas compuestos organicos estables y humificados que los de la

composta, tienen un efecto fertilizante prolongado debido a una liberacion mas lenta de
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nutrientes y contienen concentraciones mas altas de reguladores del crecimiento de las
plantas, que ejercen un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas (Jack y Thies,
2006).

Adicional a ello, es conocido que la aplicacidn de vermicomposta mitiga el estrés hidrico en
las plantas debido a que el aumento de la materia organica del suelo, mejora la estructura y
aumenta la permeabilidad del agua y por ende la disponibilidad de los nutrimentos (Haynes
y Naidu 1998; Najafi-Ghiri y Rahimi 2016). Por ello, la aplicacion de este tipo de sustrato
organico y sus extractos mejoran la fertilidad del suelo y estimula el crecimiento, la floracion

y el rendimiento de los frutos (Hudson 1994).

Por otro lado, la tolerancia al estrés hidrico se le atribuye al contenido de acidos himicos que
posee la vermicomposta, ya que estas sustancias inducen la actividad de la H+-ATPasa que,
a su vez, puede energizar los transportadores de iones secundarios y promover la absorcion
de nutrientes (Serrano, 1993). Aunado a ello, las sustancias humicas pueden promover el
crecimiento de las plantas mediante la induccion del metabolismo del carbono y el nitrogeno
por medio de la enzima nitrato-reductasa (NR), la glutamato deshidrogenasa (GDH) y la
glutamina sintetasa (GS) son enzimas vinculadas a las vias de asimilacion del N (Hernandez
et al., 2015).

Otras caracteristicas de la aplicacion de la vermicomposta han sido la restauracién de suelos
contaminados por plaguicidas (Romero et al., 2006; Fernandez-Bayo et al., 2009). También
se ha reportado que la vermicomposta disminuye el efecto de la salinidad sobre la
germinacién y el crecimiento de las plantas (Bidabadi et al., 2017). Adicionalmente, el
proceso de vermicompostaje permite conservar la mayor parte de los nutrimentos, reduciendo
grandes cantidades de los agentes patdgenos y los contaminantes organicos con respecto al
material de partida (Ndegwa et al., 2000).
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2.7 Estrés hidrico

La disponibilidad de agua es una de las limitaciones mas importantes para la fotosintesis y
productividad de la planta; el control adecuado del estrés hidrico de la planta, antes de que
los sintomas de dafio se hagan visibles, es necesario e imprescindible para reactivar la
vitalidad de la planta con los programas de riego adecuados. El estrés hidrico afecta el
transporte de nutrimentos a la raiz y el crecimiento de la raiz. Sin embargo, las especies de
cultivos y genotipos dentro de una especie se sabe que difieren en su capacidad para absorber
los nutrimentos bajo condiciones de estrés de sequia (Garg, 2003). En general, la absorcion
de nutrimentos por las plantas de cultivo, cultivadas en suelo esta fuertemente influenciado

por varios factores, incluyendo el climay la escasez de agua (Alam, 1999).

2.7.1. Tipos de estrés

Las plantas estan sometidas a diferentes tipos de estrés, durante su crecimiento y desarrollo,
tales como el estrés (bidtico y/o abiotico) en las plantas. Asi, los diferentes tipos de estrés
dan lugar a la regulacion positiva de genes asociados con la produccion de metabolitos tales

como los inhibidores de proteinasa, toxinas, entre otros (Rani y Prasannalaxmi, 2014).

El estrés abidtico se debe principalmente a diferentes factores como son la sequia,
temperaturas extremas, frio, metales pesados o de alta salinidad; los cuales ponen en peligro
el crecimiento de las plantas y la productividad en todo el mundo (Rani y Prasannalaxmi,
2014). Sin embargo, respuestas de las plantas al estrés abidtico asociados con la induccion
de especies reactivas de oxigeno son menos estudiadas en comparacion con las especies de
estrés bidtico que induce las especies reactivas de oxigeno (ROS) los cuales pueden actuar
como moléculas de sefializacién relacionadas con la aclimatacion de las plantas (Rani y

Prasannalaxmi, 2014).

El estrés abidtico impacta directamente en el aparato fotosintético y se caracteriza por el
cierre de las estomas, pérdida de turgencia, la reduccion de la capacidad de retencién de agua
(CRA) y en casos graves la fotosintesis se frena, el metabolismo es alterado y finalmente
conduce a la muerte de la planta (Allen y Ort, 2001; Jaleel et al., 2008). Esto perjudica

gravemente el crecimiento y desarrollo de las plantas. Junto con los cambios bioquimicos y
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fisioldgicos, el aumento de las condiciones de sequia puede aumentar la frecuencia y
severidad de los brotes de la poblacién de insectos (Paritsis y Veblen, 2011), porque el estrés
ambiental aumenta la susceptibilidad de la planta a insectos herbivoros mediante la alteracion

quimica de la hoja y la fisiologia de la planta entera (Koricheva et al., 1998).

Con frecuencia las plantas estan expuestas a restricciones ambientales, tales como la sequia
y las altas temperaturas, las cuales estan consideradas entre los factores ambientales mas
importantes que limitan la fotosintesis alrededor del mundo (Berry y Bjérkman, 1980;
Yordanov et al., 1986; Lawlor y Uprety, 1993; Sinsawat et al, 2004) y se sabe que se
producen simultaneamente (Craufurd y Peacock, 1993; Jiang y Huang, 2001). La sequia
limita la fotosintesis a través de limitaciones estomatales y no estomatales (Lawlor y Cornic,
2002; Chaves et al., 2003). Por otro lado, las condiciones de sequia también aumentan las
concentraciones de los metabolitos secundarios en algunas especies de plantas (Hale et al.,
2005). Bajo estrés hidrico ligero, se ha observado una reduccion en la conductancia de las
estomas y las hojas mesofilicas; esto puede conducir a la difusidn restrictiva de CO2 del aire
en los sitios de carboxilacion (Flexas y Medrano, 2002). Conforme el estrés hidrico aumenta,
se han reportado limitaciones fotosintéticas, ya sea como consecuencia del dafio a los
fotosistemas (Havaux et al., 1986), como resultado de que la luz es absorbida en exceso de
la capacidad de reduccion de CO2 (Navari-1zzo y Rascio, 1999), o de deficiencias en la
fotofosforilacion, la actividad Rubisco y / o la regeneracion de la ribulosa-bifosfato (Boyer
y Younis, 1983; Havaux et al., 1988; Cornic y Massacci, 1996; Medrano et al., 1997; Tezara
et al., 1999; Lawlor, 2002). Ademas, en muchas plantas, el estrés abidtico reduce los
compuestos de defensa de las plantas y aumenta las proteinas digeribles que conducen a un
mejor sabor para insectos herbivoros (Huberty y Denno, 2004; Gutbrodt et al., 2011).

La tasa de fijacion de CO2 méas baja que esté asociada con el estrés hidrico puede disminuir
la demanda de NADPH y ATP en el estroma del cloroplasto, el cual regula a la baja el
transporte electronico fotosintético. Por lo tanto, algunas adaptaciones que han llevado a la
resistencia a estrés hidrico a nivel de fotosintesis en las plantas, implican cambios en el
contenido de pigmento de los fotosistemas a (i) reducir el alcance de la luz que se absorben
en exceso de la capacidad de reduccion de COz, (ii) incremento en la capacidad de disipacion

de energia en forma de calor y (iii) adaptar la estequiometria del fotosistema (He et al., 1999;

16



Flexas y Medrano, 2002; Yuan et al., 2005). Sin embargo, las temperaturas que estan por
encima del 6ptimo para el crecimiento de la planta, causan reducciones importantes en la
fotosintesis neta (Wahid et al., 2007).

Por otro lado, bajo temperaturas moderadamente elevadas, la asimilacién de COz2 se reduce
como consecuencia de la disminucién en el estado de activacion de la Rubisco (Crafts-
Brandner y Salvucci, 2000; Salvucci y Brandner, 2004), lo cual se produce principalmente
debido a la inactivacion térmica de la Rubisco activasa (Salvucci et al., 2001; Haldimann y
Feller, 2004; Salvucci y Brandner, 2004). Se ha considerado durante mucho tiempo que el
aparato fotosintético es el sitio principalmente dafiado bajo a temperaturas altas. Se ha
sugerido que el fotosistema | (PSI) es mas resistente al calor que el fotosistema Il (PSII)
(Havaux, 1993; Venkataramanaiah et al., 2003; Hu et al., 2004) debido a un aumento en el
flujo ciclico de electrones que ocurre tras el tratamiento térmico (Sayed et al., 1994; Pastenes
y Horton, 1996). ElI PSII, sin embargo, ha demostrado ser un componente sensible a
diferentes formas de estrés, y es especialmente sensible al calor (Berry y Bjérkman, 1980;
Mamedov et al., 1993, Havaux, 1993.). De hecho, el aumento de las temperaturas puede
deteriorar el complejo de evolucién del oxigeno del PSII (Nash et al., 1985; Enami et al.,
1994; Biichel et al., 1999) y causar alteraciones en la fluidez de la membrana del tilacoide
(Raison et al., 1982; Havaux, 1993), lo cual desestabiliza las interacciones proteina-lipido y,
por lo tanto, la organizacion y la funcion del PSII (Vijayan et al., 1998).

En conjunto, la sequia y temperatura alta son responsables de la reduccion del rendimiento
de los cultivos en todo el mundo, en particular en frijoles (Slinkard et al., 1992; Monti et al.,
1992), y ambos factores afectan directamente y / o indirectamente el proceso fotosintético.
Por lo tanto, es probable que ambas limitaciones ambientales, que a menudo se producen
simultdneamente, desencadenan vias comunes de defensa y resistencia en las plantas. De
hecho, el analisis proteémico de las hojas de arroz (Oryza sativa) que fueron expuestos
separadamente a la sequia y al calor dio como resultado la sobreexpresion de proteinas; estas
proteinas se relacionan principalmente con la fotosintesis y el atrapamiento de las especies
reactivas de oxigeno (He et al., 2008). Pastori y Foyer (2002), reportaron que la sequia y el

frio comparten procesos correspondientes a las sefiales redox como mecanismo de respuestas
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de las plantas a ambos tipos de estrés; esto permite a las plantas que han sido expuestas

previamente a una restriccion ambiental, adaptarse o aclimatarse a la otra.

2.7.2 Estrés por déficit hidrico

El estrés por deficit hidrico limita el crecimiento y la productividad de plantas en mas del
30% de areas cultivadas del mundo (Massaci et al., 2008). Investigaciones realizadas en
cultivos tales como: soja, maiz y arroz han indicado que el metabolismo de carbohidratos de
las unidades reproductivas de una planta se ve afectado a gran medida bajo condiciones de
suministro de agua limitado, resultando la acumulacion de azucares solubles (Liu et al., 2004;
Nguyen et al., 2010).

Se ha reportado que la acumulacion de carbohidratos en las hojas sometidas a estrés hidrico
es un mecanismo de adaptacion bajo condiciones de estrés en una gran variedad de cultivos,
sin embargo, en unidades reproductivas se han reportado que el aumento en las
concentraciones de carbohidratos da lugar al aborto (Andersen et al., 2002; Liu et al., 2004),
o laesterilidad de las anteras (Nguyen et al., 2010; Fu et al., 2010). Por otra parte, los estudios
realizados en otros cultivos han asociado altos niveles de especies reactivas de oxigeno con
el aborto del ovario u évulo (Sun et al., 2004; Hauser et al., 2005). Se ha reportado que
concentraciones mas altas disminuyen la esterilidad masculina en las anteras de arroz

sometidas a estrés hidrico (Selote y Khanna-Chopra, 2004; Fu et al., 2010).

Las plantas necesitan agua para el crecimiento, pero el exceso de agua que se produce durante
la inmersion o el anegamiento es dafiino o incluso mortal. Una planta sumergida se define

como "una planta de pie en el agua o completamente cubierto con agua™ Catling 1992).

La inmersion somete a las plantas al estrés de poca luz, la difusion del gas limitada, pérdida
de nutrimentos del suelo, dafios mecénicos, y una mayor susceptibilidad a plagas y
enfermedades (Greenway y Setter 1996; Ram et al., 1999). Basicamente, las inundaciones
(es decir, la inmersién) se pueden clasificar en "inundaciones repentinas" y "la inundacion
de aguas profundas" de acuerdo con la duracion de la inundacion y la profundidad del agua
(Jackson y Ram, 2003; Bailey-Serres et al., 2010).

18



2.8 Anélisis protedmico en plantas

El término "protedmica"” fue utilizado por primera vez en la década de 1990 (James, 1997).
Protedmica genera una descripcion completa de las proteinas en los organismos y permite la
caracterizacion de modulacion de nivel de proteinas y modificaciones en respuesta a las
perturbaciones. Protedbmica abarca perfiles de proteinas, cuantificacion de proteinas, las
modificaciones posteriores a la traduccion, asi como las interacciones proteina / proteina
(Baginsky, 2009).

La informacion de los genomas vegetales permitio el uso de tecnologias de alto rendimiento
"Omicas", como la transcriptomica, la proteébmica en gel y no basados en gel, y la
metaboldémica dirigidas y no dirigidas que proporcionan una plataforma novedosa para

revelar sistematicamente los aspectos funcionales de diversos procesos biolégicos.

El término protedmica se ha asociado tradicionalmente con la separacion de un gran nimero
de proteinas de una célula u organismo mediante 2D-PAGE. Segun esto, la protedmica
comenzd en los afios setenta cuando se empezaron a construir bases de datos de proteinas
utilizando la electroforesis bidimensional. Sin embargo, la identificacion de las proteinas era
dificil debido a la falta de métodos caracterizacion de proteinas. En los afios noventa, la
espectrometria de masas surge como un método analitico muy poderoso, ya que elimina la
mayoria de las limitaciones del analisis de proteinas. Actualmente muchas areas de estudio
han sido agrupadas dentro de la protedmica. Se pueden incluir, entre otros, los estudios de
interacciones de proteinas, de modificaciones pos-traduccionales, el andlisis funcional de
proteinas y estudios de localizacion. Se puede hablar de dos tipos de protedmica: proteémica

de expresion y proteémica del mapa celular (Gil, 2003).

La protedmica de expresion es el estudio cuantitativo de la expresion de proteinas entre
muestras que difieren en alguna variable. En esta estrategia se compara la expresion del
proteoma total o de subproteomas entre diferentes muestras. La informacién obtenida puede
permitir la identificacion de nuevas proteinas implicadas en transduccion de sefiales, la
identificacion de proteinas especificas de una enfermedad y proteinas de interés en

microbiologia médica (Yan y Chen, 2005).
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La proteémica del mapa celular o estructural es el estudio de la localizacidn subcelular de las
proteinas y de las interacciones proteina-proteina mediante la purificacién de organulos o
complejos y la posterior identificacion de sus componentes mediante espectrometria de
masas (Kosova et al., 2011). También se utiliza el término de proteémica funcional para
referirse a diversas aproximaciones proteémicas que permiten el estudio y caracterizacién de
un grupo de proteinas determinado proporcionando informacion importante sobre

sefializacion, mecanismos de la enfermedad o interacciones proteina-farmaco (Gil,2003).

En la actualidad, la aplicacion de la protedmica en plantas esta jugando un papel importante
en: (1) la comprension de la biologia y fisiologia de la planta, (2) el desarrollo de
biomarcadores de plantas para la salud humana y la seguridad alimentaria, y (3) el andlisis
de alimentos y problemas de bioseguridad (Yany Chen, 2005). Aunado a ello, la protedmica
de expresion diferencial se basa en la comparacion de la composicion de diferentes
proteomas. En el campo de la investigacion del estrés abiotico de las plantas, el caso mas
comun es la comparacion de proteomas aislados de plantas no estresadas (control) y los

proteomas correspondientes en condiciones de estrés (Hashiguchir et al., 2010).

2.9 Analisis metaboldémico en plantas

La metabolémica es un enfoque dmico que se puede utilizar para adquirir informacion
completa sobre la composicidn de un metabolito para proporcionar una evaluacion funcional
del estado celular. Los estudios del metaboloma de plantas incluyen el analisis de una amplia
gama de especies quimicas con diversas propiedades fisicas, desde compuestos ionicos
inorgénicos hasta carbohidratos, cidos organicos y aminoacidos derivados hidrofilicamente,
y una gama de compuestos relacionados con los lipidos hidréfobos (Tiago et al., 2014). Esta
complejidad trae enormes desafios a las tecnologias analiticas empleadas actualmente en los
programas de metabolémica de plantas, y se requieren poderosas herramientas para la
separacion y caracterizacion de esta extremadamente alta diversidad de compuestos presentes
en matrices de muestras bioldgicas. El uso de la espectrometria de masas (MS) basada en
plataformas analiticas para el perfil de respuesta de metabolitos al estrés que permite a
algunas plantas adaptarse a las condiciones ambientales adversas es fundamental en los
programas de investigacion de biotecnologia vegetal actual para el entendimiento y
desarrollo de plantas tolerantes al estrés (Tiago et al., 2014).
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Mas de una década atras, la metaboldmica surgié como una herramienta complementaria para
la gendmica funcional que, junto con las bien establecidas tecnologias de alto rendimiento
de secuenciacion de ADN (gendmica), el perfil de expresion del ARNm (transcriptomica), y
el perfil de proteinas (protedmica), tienen el potencial de acelerar nuestra comprension de las
complejas interacciones moleculares en los sistemas bioldgicos (Bino et al., 2004; Saito y
Matsuda, 2010). La metabolémica es un enfoque 6mico que se puede utilizar para adquirir
informacion completa sobre la composicion de un metabolito para proporcionar una
evaluacion funcional del estado celular. Los metabolitos son moléculas estructuralmente
diversas que se transforman quimicamente durante el metabolismo celular. EI metaboloma
es la recoleccidn cuantitativa de todos los compuestos de bajo peso molecular presentes en
una célula u organismo en un estado fisiologico o de desarrollo en particular, como

originalmente fue definido por Oliver y colaboradores (Oliver et al., 1998).

La metaboldémica de plantas, por lo tanto, tiene como objetivo el sistema de la planta a nivel
molecular para proporcionar una caracterizacion no sesgada del conjunto de metabolitos
totales (metaboloma) de un tejido de la planta en respuesta a su entorno (Fernie et al., 2004;
Hall, 2006).

Estudios de la metabolémica de plantas incluyen el anélisis de una amplia gama de especies
quimicas con diversas propiedades fisicas, desde compuestos inorganicos i6nicos hasta
carbohidratos, acidos organicos y aminoacidos derivados hidrofilicamente y una gama de
compuestos relacionados con los lipidos hidréfobos. Esta complejidad trae enormes desafios
a las tecnologias analiticas empleadas actualmente en los programas de metabolémica de
plantas, y se requieren poderosas herramientas para la separacion y caracterizacion de esta
extremadamente alta diversidad de compuestos presente en matrices de muestras bioldgicas.
El metaboloma de las plantas también se extiende sobre un amplio rango dindmico en
concentraciones que pueden variar desde femtomolar hasta milimolar (Fernie, 2003), y para
agregar a esta complejidad, se estima que existen en el reino de las plantas méas de 200, 000
metabolitos diferentes (Fiehn, 2001, 2002). A diferencia de los genes y las proteinas, cuyas
funciones estan sujetas a la regulacion epigenética y modificaciones postraduccionales,
respectivamente, los metabolitos funcionan como firmas directas de la actividad bioquimica

y por lo tanto son mas faciles de correlacionar con el fenotipo. Ademas, en contraste con la
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transcriptomica y protedmica, los beneficios metaboldmicos tiene la ventaja de no depender
de la disponibilidad de la informacion especifica del genoma del organismo para el analisis
de datos (Kopka et al., 2004; Kopka, 2006).

El primer paso en la realizacion de la metabolomica es determinar el nimero de metabolitos
que se desea medir. En algunos casos, puede ser de interés para examinar un conjunto

definido de metabolitos mediante el uso de un enfoque especifico.

En otros casos, un enfoque no directo o global se puede tomar en el que el mayor nimero

posible de metabolitos son medidos y comparados entre muestras sin sesgo.

En ultima instancia, el nimero y la composicién quimica de los metabolitos a estudiar es un
atributo que define a cualquier experimento metabolémico y formas de disefio experimental

con respecto a la preparacion de la muestra y la eleccion de la instrumentacion.

2.9.1 Analisis metabolémico dirigido

Este enfoque se refiere a un método en el que se mide una lista especificada de metabolitos,
por lo general se centra en uno o mas relacionados con las vias de interés (Dudley et al.,
2010). Este enfoque puede ser eficaz para estudios farmacocinéticos de metabolismo de
farmacos, asi como para la medicion de la influencia de agentes terapéuticos o

modificaciones genéticas en una enzima especifica (Nicholson et al., 2002).

Los avances en la espectrometria de masas (MS) y la resonancia magnética nuclear (RMN)
ofrecen claras ventajas para la realizacion de estudios metabolémicos dirigidos a causa de su
especificidad y reproducibilidad cuantitativa, sin embargo, hay muchas herramientas de
andlisis para la determinacion de metabolitos que podrian, en principio, ser considerados

como ultravioleta espectroscopia -visible y de ionizacion de llama.
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2.9.2 Analisis metabolémico no dirigido

Los métodos metabolomicos no focalizados son de alcance global y tienen el objetivo de
medir simultaneamente muchos metabolitos como sea posible a partir de muestras biol6gicas
sin sesgos. Aunque la metaboldmica no focalizado se puede realizar mediante el uso de
cualquiera de las tecnologias de RMN o MS, la cromatografia liquida seguida de MS (LC /
MS) permite la deteccion de la mayoria de los metabolitos y por lo tanto ha sido la técnica
de eleccidn para el perfil metabolico (Burton et al., 2008; Nordstrom et al., 2008). Mediante
el uso de LC / métodos metabolémicos basados en MS, miles de picos pueden detectarse de
manera rutinaria a partir de muestras bioldgicas (Patti et al., 2013). Cada uno de estos picos
se les conoce como caracteristicas de metabolitos y corresponden a un ion detectado con una
relacién Unica-masa-carga y un tiempo de retencion Unico (cabe sefialar que algunos

metabolitos pueden producir méas de una funcion).
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3. JUSTIFICACION

Los cambios morfolégicos y las interacciones fisiolégicas en las plantas estan muy
influenciados por la intensidad de la luz, la temperatura, la textura del suelo y su capacidad
de retencion de agua (Azam et al., 2019). De estos factores, la disponibilidad de agua es un
factor muy importante que es absoluto para el crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que
el agua afecta el rendimiento de los cultivos y su calidad. La disponibilidad limitada de agua
puede provocar un retraso en el crecimiento de las plantas, un rendimiento reducido y una
mala calidad en la composicién de los compuestos, ya que la division celular y el
alargamiento son las funciones de las plantas mas sensibles que son sensibles a la
disponibilidad de agua (Hussain et al., 2008; Farooq et al., 2009). El estrés hidrico afecta los
parametros morfoldgicos en forma de disminucién de la altura de la planta, area de hojas y
raices, longitud de la raiz, crecimiento y rendimiento, y caracteristicas fisioldgicas,
disminucion de la fotosintesis, contenido de clorofila y eficiencia en el uso del agua (Hopkins
y Hiiner, 2009). Un componente importante utilizado en la agricultura sostenible para mitigar
el estrés hidrico es el uso de fertilizantes organicos, como es el caso de la vermicomposta.
Algunos de los factores importantes en el proceso de mitigacion del estrés hidrico han sido
las tasas de fertilizacion con nitrégeno de enmiendas organicas que se agregan a los suelos

cultivados (Hosseinzadeh et al., 2018).

Moringa oleifera es una planta que en los ultimos afios ha tomado un gran interés, ya que sus
hojas ricas en nutrientes, antioxidantes y compuestos fendlicos se utilizan como forraje para
animales o en la produccion de alimentos con alto contenido de proteinas (Moyo et al., 2011).
Sin embargo, si las limitaciones climéticas se vuelven mas severas y frecuentes bajo la
influencia del cambio climatico, pueden amenazar la supervivencia y la produccién de M.
oleifera, asi como también su fisiologia y crecimiento (Valladares et al., 2007). Por ello, se
realiz6 una evaluacion de la aplicacion de diferentes dosis nitrogenadas de vermicomposta
sobre el crecimiento, contenido de compuestos fendlicos, actividades antioxidantes y el perfil
protedmico en cultivos de Moringa oleifera bajo condiciones de estrés hidrico a nivel

invernadero.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de diferentes dosis de vermicomposta sobre el crecimiento,
contenido de compuestos fendlicos, y el perfil proteémico de Moringa oleifera bajo

diferentes condiciones de estrés hidrico.

4.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de estrés hidrico sobre el contenido de compuestos fenolicos
provenientes de extractos de hojas Moringa oleifera cultivadas con insumos
organicos.

o Evaluar el efecto de las diferentes dosis de fertilizacion con vermicomposta sobre las
variables agrondmicas en cultivos de Moringa oleifera sometidas a estrés hidrico.

e Evaluar la actividad de la peroxidasa y la actividad antirradical en hojas de Moringa
oleifera fertilizadas con vermicomposta en condiciones de anegamiento y déficit
hidrico.

e Evaluar la influencia del estrés hidrico sobre la sintesis de proteinas en hojas de
Moringa oleifera fertilizada con vermicomposta.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales bioldgicos

Las semillas Moringa oleifera y el suelo fueron recolectados en el “Rancho la Escondida”
ubicado en la zona de riego del distrito 101 del Municipio de la Concordia, Chiapas
16°06'58"N 92°41'20"0 a una altitud de 550 msnm.

La parte experimental de la caracterizacion del suelo, extraccion y cuantificacion de
proteinas, asi como la identificacion de los pesos moleculares de las plantas se desarrollaron
en el laboratorio de Biologia Molecular del Polo Tecnoldgico Nacional para el Desarrollo de
Investigacion y Pruebas analiticas en biocombustibles ubicado en el Instituto Tecnoldgico de
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas (16° 45° 26.2>” LN y 93° 10” 24.8”* LO; altitud=584 msnm).

5.2. Caracterizacioén del suelo

El suelo muestreado fue caracterizado fisicoquimicamente utilizando la metodologia
reportada por Thomas, (1996) para pH, conductividad eléctrica descrito por Rhoades et al.
(1989), capacidad de retencion de agua descrito por Gee y Bauder (1986), nitrgeno total se
midid por el método de Kjeldahl usando H2SO4 concentrado, K2SO4 y HgO para digerir la
muestra (Bremner, 1996) y el fosforo se determind por el método de Olsen (NOM-021-
RECNAT-2000).

5.3. Cultivo de Moringa oleifera

El cultivo de Moringa oleifera con insumos orgénicos se realizd en el invernadero del
Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez, utilizando una taza de fertilizacién 300 y 500 kg

de N hal, vermicomposta y urea fueron utilizados como fuente de nitrégeno.

5.4. Establecimiento del experimento

Para la realizacion del experimento se utiliz6 un disefio de parcelas divididas con tres bloques
completamente aleatorizados con tres replicas bioldgicas por cada tratamiento los cuales son:

suelo + planta ( control -), suelo + planta + urea 300 kg N ha* ( control +), suelo + planta +
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vermicomposta 300 kg N ha?, suelo + planta + urea 500 kg N ha?, suelo + planta +
vermicomposta 500 kg N ha* y tres porcentajes de capacidad de retencion de agua (CRA),
20 % como déficit hidrico, 40 % como condiciones normales y 60 % como exceso hidrico

como se observa en la figura 2 (Singh et al., 2008; Pramanik et al., 2009).

SUELO V300 U500 V500 U300
V300 U300 SUELO U300 U500 60 % CRA
U500 V300 V500 V500 SUELO | Anegamiento
U300 V500 V300 V500 SUELO
U500 U300 U300 U300 V300 40 % CRA
SUELO V500 V300 V500 U500 Normal
V500 SUELO U300 U500 V300
U300 V300 U500 SUELO U300 20 % CRA
V500 U500 SUELO V500 V300 Déficit

Figura 2. Disefio experimental

Las variables de respuesta que se evaluaron durante a los 90 dias después de la emergencia
(dde) son las siguientes: altura (cm), diametro (mm), clorofila (unidades SPAD), proteinas

(%) y actividad enziméatica (UAE/mg de proteina).

5.5. Determinacion de las variables morfométricas

Las variables morfométricas que se determinaron fueron longitud de la planta utilizando un

flexdmetro de la marca pretul® y el diametro fue medido con un vernier de la marca surtex®.

5.6. Determinacién del contenido de clorofila

El contenido de clorofila se determind con un equipo SPAD 502 KONICA MINOLTA, las
unidades fueron reportadas en SPAD (Coste et al., 2010). Los valores corresponden seis

lecturas de diferentes hojas por cada unidad experimental.
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5.7. Preparacion del material biologico

La preparacion de las muestras se realizé pesando 0.5 gramos de hojas de Moringa oleifera
frescas de cada uno de los tratamientos en una balanza marca Ohaus modelo PA214, para
posteriormente ser maceradas con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino de malla
100, que se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se almacenaron a 4°C hasta su
posterior uso (Chen et al., 2012).

5.8. Extraccion de proteinas

La extraccion de proteina de las hojas de Moringa oleifera fue realizada empleando el
protocolo de extraccion modificado de Chen et al. (2012). El tampdn de extraccidn contiene
[Tris-HCI 0.1 M + acido ascorbico 0.1% + glicerina 10% + polivinilpolipirolidona 1% + B-
mercaptoetanol 5%] a un pH de 8.1 mL de tampdn se le adiciond a cada una de las muestras
y se incubd a 4 °C por 4 horas. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 15000
rpm por 15 minutos a 4 °C en una centrifuga marca Hermle tipo Z326K (Labortechnik Gmbh,
Stuttgart, Germany). Posteriormente, se tomé 1 mL para la cuantificacion de proteina por el

método de Bradford y 10 uL (10 pg de proteina) para realizar la electroforesis.

5.9. Determinacion de proteinas en las hojas Moringa oleifera por el método de
Bradford

Para la determinacion de proteina total se emple6 1 mL de muestra y se le agreg6é 1mL del
reactivo de Bradford que posteriormente se mezcld por inmersion. Se dejo en reposo durante
15 minutos para luego medir la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro Beckman
Coulter, DU700, E.U. Para calcular la concentracion se utilizé una curva patrén de albumina
de suero bovino (BSA) Sigma- Aldrich (1 mg/mL) (Bradford, 1976).

5.10. Electroforesis SDS-PAGE

La separacion de las proteinas se llevo a cabo mediante la preparacién de un gel de 0.75 mm
de espesor con un gel de separacion del 13 % y un gel de apilamiento del 4 % t, con un tiempo
de corrida de 90 min a 150 volts (Guzman-Albores et al., 2019).
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5.10.1. Desnaturalizacion de las proteinas

La desnaturalizacion de las proteinas se realizé por calentamiento a 95 °C durante cinco
minutos en un termoblogue (Thermomixer Compact Eppendorf, USA) (Ramirez-Merchant,
2015).

Las muestras se prepararon colocando 10 uL del sobrenadante de las muestras + 10 uL de
buffer Laemmli Sample 1x en tubos Eppendorf para PCR de 0.5 mL. EI mismo
procedimiento se realizé para albumina sérica bovina (BSA 1 mg/mL) utilizado como control

positivo.

5.11. Actividad enzimatica de la enzima peroxidasa

La preparacion de las muestras se realizé pesando 1 g de hojas de M. oleifera frescas de cada
uno de los tratamientos en una balanza marca Ohaus modelo PA214, para posteriormente ser
maceradas con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, el cual se colocé en tubos
Eppendorf de 2 mL. Posteriormente, se le adicioné 4 mL de la solucion amortiguadora de
fosfatos de sodio 100 mM (pH 7.0) que contenia EDTA 0.1 mMy 1 % de polivinilpirrodilona
(PVP) (p/v) a4 °C (Hanaa et al., 2011).

La actividad de esta enzima se determiné midiendo la aparicion de tetraguayacol a 470 nm.
La mezcla de reaccidn contenia 3 mL de solucion amortiguadora de extraccion, 0.25 % (v/v)
guayacol en 10 mM de fosfato de sodio (pH 6.0) con 10 mM de perdxido de hidrogeno 'y 100
uL de extracto enzimatico. La actividad de la enzima se calcul6 midiendo la relacion a 470
nm/min = 0.01 que se define como 1 unidad de actividad enzimatica. La actividad especifica
se expresé como Ul mg / proteina (Hanaa et al., 2011).
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5.12. Anélisis proteémico de hojas de Moringa oleifera mediante LC-MS/MS

La digestion de proteinas se Ilevd a cabo con tripsina de grado de secuenciacién (Promega,
Madison, WI, EE.UU.). Los péptidos tripticos se analizaron con un sistema nano ACQUITY
UPLC (Waters, Milford, MA, U.S.A.) acoplado a un espectrémetro de masas SYNAPT-
HDMS Q-TOF (Waters). Se utilizaron conjuntos de datos de MS / MS spectra para generar
archivos PKL utilizando el programa Protein Lynx Global Server v2.4 (PLGS, Waters).
Luego se identificaron las proteinas utilizando el motor de busqueda MASCOT v2.5 (Matrix
Science, Londres, U.K.). Las busquedas se realizaron contra el subconjunto Viridiplantae de
la base de datos de proteinas NCBInr (6 686 534 secuencias, mayo de 2018). Se us6 tripsina
como la proteasa especifica, y se permitié una escision perdida. La tolerancia de masa para
los iones precursores y fragmentos se fij6 en 50 ppm y 0.1 Da, respectivamente. La
carbamidometilcisteina se fij6 como modificacion fija y la oxidacion de la metionina se
especifico como modificacion variable. Los criterios de identificacion de proteinas
incluyeron al menos dos espectros de MS / MS con un nivel de confianza del 99%, y las
identificaciones se consideraron exitosas cuando se obtuvieron puntuaciones MASCOT
significativas> 50, lo que indica la identidad u homologia extensa en p <0.01 y la presencia

de una Series de iones de mas de tres aminoécidos (Bojorquez-Velazquez et al., 2018).

5.13. Analisis bioinformatico de proteinas de hojas de Moringa oleifera

Se realizd una extraccion total a partir de hojas de Moringa oleifera a los 90 dias después de
la emergencia. La tripsina se utilizd como la proteasa especifica y se permitio una escision
perdida. La tolerancia de masa para los iones precursores y fragmentos se establecié en 50
ppmy 0.1 Da, respectivamente. La carbamidometil cisteina se fij6 como modificacion fijay
la oxidacion de la metionina se especific6 como modificacion variable. Los criterios de
identificacion de proteinas incluyeron al menos dos espectros de MS / MS con un nivel de
confianza del 99%, y las identificaciones se consideraron exitosas cuando se obtuvieron
puntuaciones MASCOT significativas> 50, lo que indica la identidad u homologia extensa
en p <0.01 y la presencia de una Series de iones de mas de tres aminoacidos (Bdjorquez-
Veldzquez et al., 2018).
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Las secuencias de los péptidos generadas del analisis de cromatografia liquida acoplada a
masas fueron procesadas mediante el lenguaje de programacién R version 2.14.0, la base de
datos de los programas MASCOT vy String para realizar las redes de interaccién proteina-

proteina (Jiang et al., 2018).

5.14. Procedimiento de extraccion de compuestos fendlicos y flavonoides en hojas de
Moringa oleifera

Se realizd la colecta de hojas de Moringa oleifera para cada una de las condiciones de cultivo,
las muestras fueron secadas a sombra. Las hojas secas se molieron utilizando un molino de
café y posteriormente se tamizaron para lograr un tamafio de particula de 100 mesh.
Posteriormente se realizo la extraccion de los compuestos fendlicos por triplicado utilizando

metanol como disolvente (Vazquez-Léon, et al., 2017).

5.14.1 Contenido de fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales, se utilizo el ensayo Folin-Ciocalteau, siguiendo una
metodologia reportada por Chumark et al. (2008) con breves modificaciones. En un tubo de
ensayo se agregaron 30 pl de muestra a 750 pl destilada y se mezclaron, seguido de la adicion
de 120 pl del reactivo de Folin-Ciocalteau. Luego, se afiadieron 320 pl de Na2COs al 20 % y
la mezcla se dejo reposar por 2 h a temperatura ambiente. La absorbancia se ley6 a 765 nm
en un espectrofotometro de UV-Vis. El contenido de fenoles totales se expres6 como
equivalentes de acido galico en gramos por cada 100 g de base seca. La curva de calibracion

se realiz6 con una solucién madre de acido galico (1 mg/ml) con el disolvente de extraccion.

5.14.2 Contenido de flavonoides totales

La cuantificacion total de flavonoides se realiz6 siguiendo el método reportado por Chang et
al. (2002) con algunas modificaciones. Brevemente, se agregaron 30 ul de extracto a 700 pl
de agua destilada y se mezclaron con 750 pl de AICls al 2 %, se dejé reposar por 30 min a
temperatura ambiente. La absorbancia se ley6 a 430 nm en un espectrofotometro de UV-Vis.

El contenido total de flavonoides se determind como mg de equivalente de quercetina por
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gramo utilizando la curva de calibracion de una solucion madre de quercetina (50 mg/ml)

con el disolvente de extraccion.

5.14.3 Determinacién de actividad antirradical por ensayo DPPH

La actividad antioxidante de radicales libres por DPPH de los extractos de hojas secas de
Moringa se midio en términos de capacidad de donacion de hidrégeno o de eliminacion de
radicales segin el método descrito previamente por Siddhuraju y Becker (2003). Se
afiadieron 0.1 ml de extracto de muestra a 3.9 ml de solucién metandlica DPPH (0.025 g /
L). La muestra se incub6 durante 90 minutos a 25 ° C. La disminucion de la absorciéon a 517
nm se determind con un espectrofotometro UV-visible. La solucion de referencia se prepard
con 0.1 ml de disolvente de extraccién y 3.9 ml de solucion de DPPH. La actividad
antirradical (AAR) en porcentaje se calcul6 con la ecuacion (1).

AR-AS
AR

ARR(%) = 100 (1)

donde As es la absorbancia de las muestras y AR es la absorbancia de la referencia.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Caracterizacién del suelo

Las caracteristicas fisico-quimicas de las muestras de suelo nativo, asi como la
vermicomposta se muestran en el cuadro 1.
Cuadro 1. Caracterizacion de suelo y vermicomposta
Parametros *CRA (g/g Carbono Total Fosforo (mg/  Nitrégeno total *CEC Clasificacion
fisicoquimicos pH soil) *CE (ds/m) (9/kg) ka) (a/kg) CIN (Cmol/ g) de suelo
*S 84+011 530+232 017+0002 607042  11.79+0.47 09+017  6.74 27.61+0.42 Franco arenoso
*V 8184007 9202  537+0.37 163+0.5  357.34+0.78 1144004 146 36.59+5.65 *ND
*S= Suelo *CRA= Capacidad de retencion de agua *C!E'C_= Capacidad de intercambio
cationico

*V=Vermicomposta *CE= Conductividad electrolitica

*ND= No determinado

El suelo tiene un pH de 8.4 y se clasifica como franco arenoso. El contenido de fésforo fue
de 11.79 mg /kg y el contenido total de nitrogeno fue de 0.9 g/kg con una capacidad de
retencion de agua (CRA) de 530 y una conductividad electrolitica EC <1 dS/m. De acuerdo
a la norma oficial mexicana de la secretaria del medio ambiente y recursos naturales (NOM-
021-SEMARNAT-2000) indican que los suelos con esta conductividad electrolitica estan
libres de salinidad o se les considera suelos neutros. Por otro lado, un alto contenido de
fosforo indica mayor metabolismo energético ya que este se encuentra relacionada con la
fotosintesis y respiracion celular. Ademas, estos valores fueron similares a los resultados
reportados por Ruiz-Valdiviezo et al. (2010) y Ruiz-Valdiviezo et al. (2013) en diferentes
suelos agricolas y marginales del estado de Chiapas. Consecuentemente, los resultados de
este estudio indican que este tipo de suelo podrian utilizarse para el establecimiento de

Moringa oleifera.

En este estudio la relacion C/N de la vermicomposta fue mayor en comparacion con la del
suelo respectivamente. La relacion C / N se considera uno de los factores mas importantes
debido a que estd directamente relacionada con los nutrimentos necesarios para las
actividades microbianas (Bernal et al., 2009; Sanchez-Monedero et al., 2010; Jiang et al.,
2011; Zhang et al., 2016). Una relacion C / N de menos de 20 indica un grado avanzado de
estabilizacion de la materia organica y un grado satisfactorio de madurez de la
vermicomposta. Esto es adecuado para la enmienda del suelo (Khwairakpam y Bhargava,
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2009) y es necesario porque las plantas no pueden asimilar el nitrogeno a menos que la
relacion C / N sea inferior a 20. La relacién C / N ha sido un indicador de fertilidad y
productividad del suelo. Esta relacién es mayor para los suelos que no han sido cultivados o
arados. Los cambios en la relacion C / N se atribuyen al cambio climatico (Ostrowska y
Porebska, 2015) debido a la nula interaccion con los microorganismos. Sin embargo, los
valores de relacién inferiores a 10 para los suelos cultivables se asocian con una alta cantidad
de nitrogeno, principalmente debido al uso excesivo de fertilizantes (Ostrowska y Porebska,
2015). La relacién C/ N de 10 indic6 que posiblemente la biomasa microbiana en la materia
organica del suelo (MOS) no fue suficiente para la mineralizacion del nitrégeno, lo que

genera lixiviados que contaminan al suelo (Nave et al., 2010).

6.2. Variables morfologicas del cultivo de Moringa oleifera en invernadero

Los pardmetros de crecimiento fueron evaluados a los 90 dias. Las plantas enmendadas con
vermicomposta a una tasa de fertilizacion de 300 kg N ha* (V300) tenian una altura y un
diametro de 224.5 cm y 14.11 mm, respectivamente, en comparacion con el control (S) que
tenia 212 cm de altura y 12.54 de diametro. Por otro lado, el peso de la hoja, el tallo, la raiz
y el peso total no tuvieron una diferencia estadistica significativa entre cada tratamiento
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de la enmienda organica y quimica en el crecimiento de Moringa

. Diametrodel Alturadela Pesototal Proteina Clordfila
Tratamientos Altura (am)

tallo (cm) raiz (cm) (9) (mg/g)  (unit SPAD)
Suelo (control) 212 ab 1254 ¢ 30.88a 298.76 a 142D 27.16 a
V500 219.44 ab 1441 a 32.22a 348.59 a 153a 29.81a
V300 224.56 a 1411 ab 34.88 a 379.09a l46ab 28.16 a
U500 201.66 b 12.81 bc 31.23a 283.747a 150ab 20.63 b
U300 210.55 ab 13.09 abc 32.55a 363.59a l46ab 22.61Db
DMS 25.5 2.25 11.24 45.86 0.02 5.45

* Diferentes letras indican diferencia estadistica significativa (p <0.05)

En este estudio, la enmienda del suelo con vermicomposta a 300 kg N ha? aumentd
significativamente la altura de Moringa con respecto a la fertilizacion quimica a una dosis de
500 kg N ha™. Este resultado puede deberse al aumento en el nivel de fertilidad del suelo

cuando se adiciona vermicomposta, debido a que este tipo de sustrato organico posee un
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mayor contenido de N2 disponible como fue reportado por Roy et al. (2010), quienes
demostraron una correlacion positiva significativa de la mineralizacion del nitrogeno
disponible con respecto al crecimiento de la planta cuando se adicionan diferentes sustratos
organicos al suelo. Asimismo, Atiyeh et al. (2002) reportaron que la vermicomposta contiene
acidos hamicos y reguladores del crecimiento de las plantas tal como las auxinas, giberelinas
y citoquininas (Singh et al., 2008), los cuales podrian estar influyendo en el incremento de la
altura de Moringa oleifera. Por otro lado, también es conocido que la vermicomposta puede
presentar un aumento en la actividad de las bacterias solubilizantes de fosforo y los hongos
micorrizicos en el suelo, permitiendo un aumento del crecimiento y el rendimiento de
diferentes cultivos (Attarde et al., 2012; Sarma y Gogoi, 2015).

6.3 Efecto del estrés hidrico sobre las caracteristicas morfoldgicas, contenido de
proteinas y clorofila en Moringa oleifera

El contenido de proteina y clorofila en hojas se evaluaron a los 90 dias en todos los
tratamientos. ElI mayor contenido de proteina se obtuvo con vermicomposta a una tasa de
fertilizacion de 500 kg N ha en comparacion con el control (p < 0.05) (Cuadro 2). El
contenido de clorofila de las hojas en los diferentes tratamientos se muestra en el cuadro y se
encontrd que existe diferencia estadistica significativa entre el tratamiento Suelo, V300 y
V500 en comparacion con la fertilizacion quimica (U300 y U500). En este estudio, el
tratamiento que propicio el mayor contenido de proteinas fue el tratamiento VV500. Nuestros
resultados indicaron que los efectos de la vermicomposta aumentaron el contenido de
proteina en las hojas de Moringa, lo que puede deberse al contenido de nitrégeno adicionado
al suelo. Ademés, los niveles adecuados de NOs que se encuentra en la vermicomposta
derivados del alto contenido de nitrégeno (11.4 kg N ha?), las fertilizaciones nitrogenadas
adecuadas aumentan la cantidad y la actividad de la enzima nitrato reductasa (NR), la cual
estd involucrada en el paso inicial del ciclo del nitrogeno, una accion que conduce a un
aumento correspondiente en el potencial de reduccion de NOsz y proporciona una mayor
capacidad para la sintesis de aminoacidos y proteinas, o la asimilacion de Nz (Friedman,
2004). Es por ello que los fertilizantes organicos como vermicomposta aumentan el contenido
de elementos y nutrientes del suelo indispensables para los cultivos, aumentando la

disponibilidad de estos elementos para la planta y, en Gltima instancia, aumenta el contenido
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de clorofila (Tadayyon et al., 2018). Nardi et al. (2002) reportaron que el uso de fertilizantes
organicos como vermicomposta incremento el contenido de clorofila y la fotosintesis de las
plantas debido a la presencia de cantidades abundantes de sustancias himicas en este tipo de
insumo organico: de la misma manera Zuo et al. (2018) demostraron que la aplicacion de
vermicomposta incrementd el contenido de macronutrientes que podrian activar las enzimas
involucradas en la sintesis de clorofila y el crecimiento de las plantas. Este comportamiento
fue similar al encontrado en este estudio, debido a que al adicionar la vermicomposta (11.4
g/kg N) al suelo (0.9 g/kg N) se incrementd el contenido de nitrogeno en el suelo enmendado
(12.3 g/kg N), lo cual puede incrementar la actividad microbiana, aumentando los procesos
de mineralizacién y asimilacion de fuentes de nitrégeno disponible (NH4* y NO3) para la

planta como ha sido reportado por Liu et al. 2020.

Los resultados mostraron que el déficit hidrico y el anegamiento (20% y 60% CRA)
disminuyeron significativamente las caracteristicas morfologicas en comparacion con el
control (Cuadro 3). Estos resultados mostraron que bajo condiciones de estrés por déficit
hidrico (20%), los tratamientos con vermicomposta a 300 kg N ha y 500 kg N ha permiten
un aumento significativo en la altura de la planta y el diametro del tallo en comparacion con
el control y fertilizacion quimica (U300 y U 500). En condiciones sin estrés (40% CRA),
vermicomposta a 300 kg N " permite un aumento significativo del diametro del tallo en
comparacion con la fertilizacion quimica (Cuadro 3). Mientras tanto, no hay una diferencia
estadistica significativa (p < 0.05) en la altura de la raiz, el peso de la hoja, el tallo y la raiz
en las diferentes condiciones de crecimiento. Sin embargo, el anélisis de datos sobre la
aplicacion de vermicomposta al suelo en condiciones de déficit hidrico con respecto al peso
total de la muestra a una tasa de fertilizacion de 500 kg N hay 300 kg N ha* aument6 el
peso total de la planta en comparacion con la fertilizacién quimica a una tasa de 500 kg N
ha'* (U500) en comparacion con las condiciones dptimas de cultivo y exceso de agua donde
no existié diferencia estadisticamente significativa como se puede observar en el cuadro 3.
Por otro lado, existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos con
vermicomposta y el control para el contenido de proteinas. En la condicion sin estrés, los
tratamientos con vermicomposta (V500) mostraron un aumento en el contenido de proteina
sobre el control y la fertilizacion quimica (U300 y U500). Bajo déficit hidrico y anegamiento,

la tasa de fertilizacion con 500 kg N ha de vermicomposta mostré un aumento significativo
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en el contenido de proteina sobre el control y la fertilizacion quimica (Cuadro 3). La
caracteristica importante de la enmienda suelo con vermicomposta es un aumento de algunas
poblaciones microbianas del suelo, como estabilizadores de nitrogeno, actinomicetos,
esporas de hongos y simbiosis micorrizicas con las raices de las plantas (Hosseinzadeh et al.,
2015) aunado a ello los heterociclos nitrogenados encontrados en vermicomposta pueden
estimular la biosintesis de proteinas, por lo que un aumento en el contenido de proteinas en
las hojas esta directamente relacionado con un aumento de la absorcion de nitrégeno por
parte de las plantas (Atik, 2013; Hosseinzadeh et al., 2016).

Por otro lado, el fosforo también juega un papel en el aumento de la eficiencia en el uso del
agua, un factor critico para la productividad de las plantas en climas mas secos (Wittenmayer
y Merbach, 2005), incrementa la expansion de las hojas, el crecimiento de las yemas axilares
y el dosel de los brotes, mejorando la actividad fotosintética (Ahloowalia et al., 2004). En
este estudio, al aplicar la vermicomposta (357.34 mg de P/kg) al suelo (11.79 mg/kg) se
increment6 significativamente la concentracion de fésforo en el suelo enmendado, esta alta

concentracion de P produce mayor contenido de proteinas en las plantas de Moringa oleifera.
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Cuadro 3. Efectos del estrés hidrico sobre el crecimiento de Moringa oleifera

Tratamientos Alturade la Diametro del Pes_o de Peso de tallo Peso total (g) Proteina
planta (cm) tallo (cm) hoja(g) Q) (mg/qg)
CRA 20 % (Déficit hidrico)
Suelo (control) 167.33 ab 9.48Db 11.69 a 75.95 a 88.25 ab 1.42b
V500 189.33 a 11.90 a 15.66 a 113.22a 188.93 a 159a
V300 185a 10.93 ab 14.79 a 112.73 a 173.24 a 1.40b
U500 143.33 b 9.69b 14.69 a 64.75 a 64.75b 1.40b
U300 164.66 ab 10.61 ab 2249 a 106.38 a 187 a 1.38b
DMS 24.18 1.98 4.33 16.23 26.02 0.05
CRA 40 % (Control)
Suelo (control) 252.66 a 15.4 ab 41.3a 249.40 a 446.67 a 142c
V500 239.33 a 15.92 ab 38.24 a 258 a 459.85 a 1.66 a
V300 252.33 a 16.84 a 55.32a 305.49 a 555.55 a 145c
U500 258 a 14.47 ab 31.86a 250.2 a 493.34 a l44c
U300 241.33 a 13.93b 50.13 a 281.53 a 502.87 a 1.52b
DMS 36.26 2.21 13.24 34.24 48-57 0.02
CRA 60 % (Anegamiento)
Suelo (control) 216 ab 12.76 a 37.83 ab 194.98 a 361.97 a 1.54 ab
V500 229.66 ab 1541 a 49.28 a 213.22 a 395.40 a 1.55a
V300 236.33 a 14.56 a 37.23 ab 248.7 a 400.35 a 141 c
U500 203.66 b 14.27 a 26.94 b 160.42 a 293.23 a 1.48 b
U300 225.66 ab 14.73 a 36.8 ab 237.53 a 400.48 a 1.48b
DMS 31.32 1.8 12.26 37.06 45.7 0.01

* Diferentes letras indican diferencia estadistica significativa (p <0.05)
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6.4 Contenido de clorofila en hojas de Moringa oleifera en condiciones de estrés hidrico

Los resultados mostraron que, en condiciones dptimas de cultivo (40% CRA), la tasa de
fertilizacion de vermicomposta de 500 kg N ha' dieron como resultado un aumento
significativo en el contenido de clorofilaa en comparacion con la fertilizacién quimica (U500
y U300), pero bajo anegamiento hubo diferencia significativa entre el control y los
tratamientos con vermicomposta y fertilizacion quimica (Cuadro 4). En condiciones de estrés
por déficit, la adicion de vermicomposta a la tasa de fertilizacion de 500 kg N ha* result6 en
un aumento significativo en el contenido de clorofila en comparacién con la fertilizacion
quimica (U300 y U500). Hosseinzadeh et al. (2018) informaron que el contenido de clorofila
se conoce como el indice de tolerancia al estrés hidrico en las plantas. En este estudio, la
adicion de vermicomposta al suelo en condiciones de estrés por déficit de agua ha
incrementado el contenido de clorofila con respecto a la fertilizacion inorganica, esto puede
deberse a que los macronutrientes que proporciona la vermicomposta podria activar las
enzimas involucradas en la sintesis de clorofila y el crecimiento de las plantas tales como

clorofila a-b, fotosistema Il y rubisco (Zuo et al., 2018).
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Cuadro 4. Efectos del estrés hidrico sobre el contenido de clorofila en hojas de Moringa oleifera
Clorofila (Unidades

Trateamientos

SPAD)
CRA 40 % (Control)
Suelo (control) 25.42 ab
V500 32.37 a
V300 29.37 ab
U500 22.27b
U300 20.57b
DMS 6,04
CRA 60 % (Anegamiento)
Suelo (control) 35.08 a
V500 30.23 b
V300 28.08 b
U500 23.46 ¢
U300 23.86 c
DMS 6,92
CRA 20 % (Déficit hidrico)
Suelo (control) 24.08 a
V500 26.83 a
V300 25.83 a
U500 16.17 b
U300 17.10 b
DMS 7.06

* Diferentes letras indican diferencia estadistica significativa (p <0.05)

En este estudio se encontrd que en condiciones de déficit hidrico la aplicacion de un exceso
de fertilizante quimico nitrogenado a concentraciones mayores de 300 kg de N/ha pueden
disminuir la capacidad de eliminar especias reactivas de oxigeno causando cambios
metabolicos que alteraron el metabolismo del N, y la biosintesis de clorofila tal como fue
reportado por Kong et al. (2017), quienes reportaron que a concentraciones altas de nitrégeno
inorgéanico (urea) aumento la concentracién de especies reactivas de oxigeno provocando
oxidacion de las proteinas e influyendo en la concentracion de clorofila, peroxidacion de
lipidos y provocando cambios metabdlicos que alteran el metabolismo del N, esto se debe a
la capacidad que tiene la urea de poseer una mayor disponibilidad de nitrégeno (46%), la cual
no es afectada a diferencia de la aplicacién de fertilizante organica donde la mineralizacion
del nitrogeno es lenta (Ni et al. 2010) y depende de procesos de inmovilizacion y
mineralizacion de nitrogeno por parte de los microorganismos de suelo para su posterior

asimilacion en las plantas (Joshi et al. 2015).
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6.5 Actividad enzimatica de la peroxidasa (POD) en hojas de Moringa en condiciones
de estrés hidrico

La actividad de la enzima peroxidasa (POD) en extractos de hojas de Moringa oleifera fue
afectada significativamente por las condiciones de estrés del cultivo. La actividad de POD se
incremento a 76.66 unidades de actividad enzimatica (UEA / mg de proteina) en condiciones
de anegamiento (60% CRA) en comparacion con el control (40% CRA) como se muestra en
el cuadro 5. Sin embargo, en condiciones de deficit de agua (20% CRA) no hay diferencia
estadistica significativa (p <0.05) en comparacién con el control. EI aumento de la actividad
enziméatica podria deberse a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Vurukonda et al., 2016) el cual es otro factor importante que perjudica el crecimiento de las
plantas bajo deficit de agua y anegamiento (Wei et al., 2015). Shi et al. (2007) reportaron que
las plantas emplean numerosos sistemas de defensa para combatir los efectos destructivos de
la sequia y la inundacion, incluido el desarrollo de antioxidantes y enzimas, el cual es un
mecanismo importante que permite a las plantas controlar las especies reactivas de oxigeno
(Shahid et al., 2014; Borella et al., 2017). Por lo tanto, se han reportado correlaciones
positivas entre las actividades de las enzimas antioxidantes con resistencia de los cultivos al
estrés (Caverzan et al.,, 2016). En este estudio, los anegamientos estimularon
progresivamente la activacion de enzimas antioxidantes, de modo que se incrementaron las
actividades de POD, lo cual ha sido poco reportado en plantas sometidas a este tipo de estrés.
Estos hallazgos, por lo tanto, muestran que la activacion de las enzimas antioxidantes (POD)
es un elemento importante de la respuesta de la Moringa oleifera en condiciones de estrés
hidrico y puede activar la sintesis de compuestos fenolicos y por ende la actividad

antioxidante de los mismos.

Cuadro 5. Actividad enzimatica de peroxidasa en hojas de Moringa bajo estrés
hidrico

CRA Actividad de peroxidasa (UEA/mg de proteina)
CRA 60 % (Anegamiento) 76.76 a
CRA 40 % (Control) 56.60 b
CRA 20 % (Déficit hidrico) 59.15b
DMS 1.77

* Diferentes letras indican diferencia estadistica significativa (p <0.05)
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6.6 Andlisis protedmico de hojas de Moringa oleifera cultivadas con diferentes dosis de
vermicomposta en condiciones de estrés hidrico.

La extraccion de proteinas ha sido el proceso mas importante cuando se realiza un analisis
protedmico basado en geles en poliacrilamida (Lee et al., 2020). Existen una gran diversidad
de protocolos para la extraccion de proteinas de plantas reportados en literatura, sin embargo,
no existe un método especifico para la extraccion de proteinas en todo tipo de planta, ya que
esto dependerd de las concentraciones de los compuestos que puedan interferir en la
extraccion y la resolucion de los patrones electroforéticos obtenidos durante el
establecimiento y optimizacion de los protocolos de extraccion de proteinas (Gémez-Vidal
et al., 2008).

En el caso de Moringa se sabe que esta planta contiene altas concentraciones de compuestos
que pueden interferir con la extraccion de proteinas y resolucion de los patrones
electroforéticos SDS-PAGE. Sus hojas contienen pigmentos, fenoles, polifenoles y
alcaloides (Reyes et al.,2006), los cuales deben eliminarse para obtener un patron
electroforético homogéneo. Es por ello, que primeramente se establecieron diferentes
métodos de extraccion de proteinas en hojas de Moringa oleifera para aumentar la separacion
y resolucion de los patrones electroforéticos para su futuro empleo en el andlisis de

espectrometria de masas (Figura 3).
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Figura 3. Establecimiento del método de extraccién de proteinas en hojas de Moringa oleifera: (A) carril 1y 2-Tris-HCI (10
ug), carril 3y 4-Urea (10 ug), carril 5y 6-Fenol (10 ug), carril 7 'y 8-Tris-HCI (10 ug), carril 9 y 10-Urea (10 pg). (B) Carril
1y 2-Tris-HCI (10 pg), 3y 4-Urea (10 pg), carril 5, 6 y 7-Fenol (10 pg) y carril 8-SDS (10 pg).
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En la figura 3A se pudo observar una acumulacién y barrido de las proteinas en cada uno de
los carriles, lo cual no es aceptable para la electroforesis bidimensional y analisis de
espectrometria de masas. Por ello, se realizdé un pretratamiento de las muestras, el cual
consistio en realizar lavados del tejido vegetal con metanol, etanol, acetona y tris-HCI para
la eliminacién de compuestos de interferencia, los resultados del pretratamiento se observan
en el patron electroforético SDS-PAGE de la figura 3B, donde se encontrd una correcta
separacion de las proteinas y una clara desaparicion del barrido electroforético. Después del
analisis del patrén electroforético se selecciond el método de fenol (carril 5y 6) debido a que
present6 una mayor separacion y resolucién de las proteinas con una concentracion de 10 pg
indispensable para el analisis por cromatografia liquida acoplada a masas (LC-MS/MS) de

las muestras obtenidas a los 90 dias después de la emergencia.

6.7 Identificacion de proteinas expresadas por hojas de Moringa oleifera en respuesta
al estres hidrico

Para este andlisis se aplicd la teoria de conjuntos (diagramas de Venn), en donde se
compararon a las proteinas expresadas diferencialmente en condiciones normales de cultivo
(40 % CRA) vs condiciones de déficit hidrico (20% CRA) (Figura 4), esto nos permitié
identificar 157 proteinas totales de las cuales, 46 estuvieron presentantes en el tratamiento
con vermicomposta a una dosis de 300 kg N ha? en condiciones normales de cultivo,
mientras que a la misma dosis de fertilizacion organica pero en condiciones de deficit hidrico
Unicamente se expresaron 40 proteinas. Por otro lado, cuando el suelo no fue enmendado con
vermicomposta y sometida a estrés hidrico se expresaron 33 proteinas a diferencia de las
condiciones normales en donde Unicamente se expresaron 38 proteinas. Finalmente 13
proteinas se expresaron y compartieron en todos los tratamientos en las diferentes
condiciones de cultivo (Figura 4), mientras 2 proteinas se compartieron en el tratamiento
suelo sin enmendar en condiciones normales de cultivo vs una dosis de fertilizacion de 300

kg N ha! en condiciones de estrés hidrico.
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Figura 4. Diagrama de Venn de las proteinas expresadas en diferentes condiciones de cultivo

Dentro de las proteinas diferenciales expresadas en el tratamiento con vermicomposta a una
tasa de fertilizacion de 300 kg N ha™ bajo condiciones de estrés hidrico estan estrechamente
relacionadas con la tasa fotosintética, las cuales fueron las siguientes: ATP sintasa subunidad
alfa y beta de cloroplasto, clorofila a-b, Fotosistema I, citocromo b559, rubisco, fructosa-
bifosfato aldolasa, putative glutamato, citocromo f, fotosistema Il y algunas proteinas no
caracterizadas. Hura et al. (2018) reportaron que el complejo citocromo b559, la ATP sintasa,
asi como también la enzima rubisco estan involucradas en el control del flujo fotosintético
como un mecanismo de defensa cuando las plantas se encuentran en condiciones de sequia.
Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que las proteinas diferenciales
del tipo fotosintético de M. oleifera podrian estar asociadas a mecanismos de defensa para
mitigar los efectos de esta condicion de estrés abiotico.

A partir de este andlisis se construy6 una red de interaccion (‘Network’) proteina-proteina
con las proteinas que estan relacionadas con la fotosintesis con la finalidad de explicar y
representar los sitios activos de las proteinas y si estas se encuentran activas o funcionales,
asi como también comprender los mecanismos a nivel proteémico en condiciones de estrés
hidrico (Olalde-Protugal et al., 2020).
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En este estudio en la figura 5 se observa la construccion de la red de interaccién para la
proteina ATP sintasa en condiciones de cultivo de Moringa sin estrés hidrico, donde el
analisis de red revel6 que la proteina atpB Subunidad beta de la ATP sintasa, cloroplastico;
produce ATP a partir de ADP en presencia de un gradiente de protones a través de la
membrana y que sus sitios cataliticos estan alojados principalmente por las subunidades beta;

que pertenece a la familia de cadenas alfa / beta ATPasa (498 aa).
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Figura 5. Red de interaccion de ATP sintasa de hojas de Moringa oleifera en condiciones sin estrés

Por otro lado, a pesar de mantener sus propios genomas, los cloroplastos poseen
relativamente pocos de los genes responsables de su propia biosintesis, mientras que
numerosos genes nucleares (~ 2,000-3,000) codifican proteinas localizadas en el cloroplasto
involucradas en el desarrollo del cloroplasto (Sakamoto et al., 2008). Algunos de estos genes
se han identificado mediante la deteccion de colorantes anormales o mutantes deficientes en
la fotosintesis en plantas que incluyen arroz, maiz, trigo, cebada y Arabidopsis thaliana bajo
condiciones de estrés. Se han hecho grandes avances hacia la comprensién de los complejos
mecanismos reguladores para la biogénesis y el desarrollo de cloroplastos de plantas. El
cloroplasto F1FO-ATP sintasa (cpATPasa) es un importante complejo proteico asociado a la
membrana tilacoide que participa en las reacciones de la fotosintesis dependiente de la luz
(Lyska et al., 2013). Este complejo utiliza la fuerza motriz protonica (pmf) a través de la
membrana tilacoide para impulsar la biosintesis de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico

(Nelson et al., 2013). Sin embargo, en cultivos de Moringa oleifera no existe informacion
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con respecto a esto, por ello este estudio brinda informacion sobre que proteinas se

encuentran bajo estas condiciones de cultivo.

En nuestro estudio la interaccién proteina-proteina de la network para la proteina Clorofila
a-b se observa en la figura 6, el cual es un complejo luminoso del fotosistema Il subunidad
6; el complejo de captacion de luz (LHC) funciona como un receptor de luz, capturay entrega
energia de excitacion a los fotosistemas con los que estanestrechamente asociados (258 aa).

Chlorophyll a-b
binding protein

Figura 6. Red de interaccidn para la Clorofila a-b en condiciones de estrés por déficit hidrico

Estos pigmentos (clorofila a y b) estan dispuestos por su andamio proteico, de modo que sus
funciones principales, es la absorcion de fotones y la transferencia de la energia absorbida
hacia los centros de reaccion fotosintética provocando un aumento significativo. Un ejemplo
paradigmatico de este disefio optimizado es el complejo de captacion de luz 1l (LHCII) de
plantas superiores, el complejo Chl a / b principal del sistema de antena del fotosistema Il
(PSII). La presencia de Chl a y Chl b con sus propiedades de absorcion ligeramente
diferentes, mejora el rendimiento de esta antena, pero para ello requiere que cada sitio de
enlace esté ocupado especificamente por Chl a o Chl b ya que estas podrian regular la
expresion de clorofila/proteinas aglutinantes para mantener la funcion del fotosistema Il

durante el estrés de la sequia (Hobe et al., 2003; Mirkovic et al., 2017).

Finalmente, la construccién de la red de interacciones para la proteina rubisCO en
condiciones de estrés por déficit hidrico se observa en la figura 7, esta enzimas cataliza dos

reacciones: la carboxilacion de D-ribulosa 1,5-bisfosfato, el evento principal en la fijacion
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de diéxido de carbono, asi como la fragmentacion oxidativa del sustrato de pentosa en el
proceso de fotorrespiracion. Ambas reacciones ocurren simultdneamente y en competencia

en el mismo sitio activo.

RBCS1B

RuBisCO

2

- o/

Figura 7. Red de interaccion de rubisco en condiciones de estrés por déficit hidrico

Por otro lado, resultados similares por Atkin y Macherel (2009) demostraron que el cierre
estomatico inducido por estrés por déficit hidrico en las plantas aumentd la relacion Oz / CO2
en el sitio de carboxilacion de rubisco, lo que inevitablemente conduce a un aumento en la
fotorrespiracion. Siendo la fotorrespiracion un componente importante de los procesos
fisiologicos que se superponen en el metabolismo de C y N en las plantas sometidas a estrés
hidrico (Peterhansel y Maurino, 2011). Incluso bajo condiciones de estrés por sequia en
etapas tempranas, esta proteina se mantiene relativamente estable en forma de holoenzima
(Webber et al., 1994).
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6.8 Analisis del contenido de compuestos fendlicos y potencial antioxidante de hojas de
Moringa oleifera en condiciones de estrés hidrico.

En este estudio los contenidos totales de compuestos fendlicos y flavonoides en hojas de
Moringa oleifera bajo condiciones de estrés hidrico se muestra en el cuadro 6. Los
compuestos fendlicos se encuentran como metabolitos secundarios en todas las especies de
plantas y generalmente se caracterizan por un anillo de benceno y un grupo hidroxilo
(Antolovich et al., 2000; Kefeli et al., 2003). Estos fenolicos se dividen en varios grupos
principales e incluyen flavonoides y antocianinas. Se sabe que los flavonoides y las
antocianinas se sintetizan en tejidos especificos en momentos definidos en respuesta a
diversos factores ambientales, como estrés nutricional, plagas y enfermedades, luz,

irradiacién UV, temperatura y heridas (Dixon y Pavia, 1995).

Cuadro 6. Contenido de compuestos fenélicos y porcentaje de captacion de radicales libres
en hojas de Moringa oleifera bajo condiciones de estrés hidrico

) Fenoles Flavonoides DPPH
Tratamiento (mg

AGly (MOQER) (%)

Suelo 95.38b 9.33 bc 26.64 ab
Vermi 300 148.83 a 12.33 a 29.57 a
Vermi 500 150.13 a 11.15ab 29.60 a

Urea 300 99.05 b 9.45 bc 26.38 ab
Urea 500 93.57b 8.08 c 25.12 ¢
DMS 5.59 0.44 1

Los compuestos fenolicos se expresaron como equivalentes de acido gélico (mg AGg-1) y el
contenido de flavonoides en mg de quercetina (mg QE g-1), el mayor contenido de fenoles
(148.83 mg AGg-1), flavonoides (12.33 mg QEg-1) y el porcentaje de captacion de radicales
libres (29.57%), se encontr6 cuando el suelo fue enmendado con vermicomposta a una tasa
de fertilizacion de 300 kg de N ha-1 presentando diferencia estadistica significativa con el
tratamiento control (suelo) y la fertilizacion quimica con urea a una tasa de fertilizacion de
300 y 500 kg de N ha-1. Sin embargo, el valor de estos compuestos dependera de las
condiciones en las que se cultivan las plantas. La evidencia de esta investigacién ha

demostrado que las concentraciones de compuestos fendlicos de las plantas cultivadas en
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condiciones organicas son mas altas que las que se cultivan en condiciones de fertilizacion

quimica.

El efecto del estrés hidrico sobre el contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y
porcentaje de captacion de radicales libres en hojas de Moringa oleifera se observa en el
cuadro 7, donde se encontr6 que existe un mayor contenido de fenoles (154.62 mg AG g-1),
flavonoides (11.05 mg QE g-1) y porcentaje de captacion de radicales libres (30.48 %)
cuando el cultivo de Moringa se encontraba en condiciones de exceso de agua (60 % CRA),
los cuales presentaron diferencia estadistica significativa con respecto a las condiciones de
déficit hidrico. Los metabolitos secundarios juegan un papel importante en los procesos
fisioldgicos y en la adaptacion de las variables bidticas y abioticas. En nuestro estudio bajo
anegamiento, la aplicacion de nitrégeno de vermicomposta a las dosis de 300 y 500 kg de
N/ha aument6 el contenido de compuestos fendlicos, lo cual puede deberse pueden ser
inmovilizados directamente por los microorganismos, propiciando una mayor disponibilidad
de nitrogeno por la planta lo que con lleva a un aumento de enzimas que participan en la
sintesis de compuestos fendlicos que participan como mecanismos de defensa bajo estas

condiciones de cultivo (Vildova et al., 2006).

Alinian et al., 2016, realizaron un estudio realizado en comino (Cuminum cyminum) donde
reportaron que bajo condiciones de estrés hidrico aumenta la concentracion de compuestos
fenolicos y flavonoides en las hojas, indicando un equilibrio por los acidos fenolicos en el
mecanismo de resistencia no enzimatica en plantas expuestas a los factores de estrés abiotico,
los resultados obtenidos a este estudio presentaron el mismo comportamiento como se puede
observar en el cuadro 7. En este estudio bajo condiciones de estrés por anegamiento existio
un aumento en la actividad de la peroxidasa y compuestos fendlicos como mecanismos de
defensa bajo estas condiciones de cultivo. Por otro lado, el uso de insumos organicos para
aumentar la biosintesis de flavonoides y compuestos fendlicos en las plantas ha sido eficaz,
por ello el uso de vermicomposta ha tenido un papel importante al respecto (Yusof et al.,
2018). En otros estudios se ha encontrado con éxito una mayor produccién de flavonoides en

manzanilla (Matricaria recutita L.) (Vildova et al., 2006), asi como mayores cantidades de
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kaempferol y quercetina, entre flavonoides, en tomate cultivado cuando fueron enmendados

con insumos organicos (Mitchell et al., 2007).

Por otro lado, el porcentaje de captacion de radicales libres (% DPPH) no aumenté con
respecto al incremento de la concentracion de fenoles, esto puede deberse a que la polaridad
de los compuestos fendlicos es determinante en cuanto la captura de radicales libres, es decir,
los compuestos fenodlicos que poseen mayor cantidad de sustituyentes hidroxilados tienen
una mayor polaridad que otros fenoles y por ende mayor captacion de radicales libres (Caillet
et al., 2006).

Cuadro 7. Efecto del estrés hidrico sobre el contenido de compuestos fendlicos y porcentaje
de captacion de radicales libres en hojas de Moringa oleifera.

Fenoles (mg Flavonoides (mg

Tratamiento AG/Q) OE/g) %DPPH
CRA 20 % 96.84 c 9.28 b 22.31b
CRA 40 % 13191 b 10.75 a 29.59 a
CRA 60 % 154.62 a 11.05a 30.48 a
DMS 4.33 0.34 0.78

Algunos otros investigadores también informaron la influencia positiva de la vermicomposta
en la mejora de la sintesis de flavonoides en las plantas (Kheiry et al, 2016). En un estudio
de Anari Anaraki et al. (2016), se demostré que el uso de acido himico presente en la
vermicomposta provocé la sintesis de compuestos fendlicos y flavonoides como PAL en las
frutas de granada (Punica granatum). Esto podria deberse a los cambios hormonales y la
mayor actividad de las enzimas involucradas en la sintesis de compuestos fendlicos.
También, en este estudio se pudo encontrar una correlacién positiva entre las cantidades de
compuestos fendlicos y el poder antioxidante de la planta. También, en un estudio similar se
observo que la aplicacion del acido hiumico aumentd la actividad fenodlica y antioxidante total
del extracto de Calendula officinalis (Allahvirdizadeh y Nazari Deljou, 2014).
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7. CONCLUSIONES

La enmienda organica con vermicomposta mitigo el efecto del estrés hidrico debido a que
posee la capacidad de modificar la estructura del suelo, demostrando que a una dosis de 300
y 500 kg N ha? se present6 diferencia significativa en el crecimiento, el contenido de
compuestos fendlicos, capacidad de captacion de radicales libres y el contenido de proteinas

en condiciones de estrés hidrico.

La aplicacion de vermicomposta aument6 significativamente los parametros fotosintéticos y
fisioldgicos sin estrés (40% de CRA) y déficit de agua (20% de CRA) en comparacién con

la fertilizacion quimica.

El andlisis protedmico diferencial demostré las proteinas relacionadas con la tasa
fotosintetica como son: ATP sintetasa, RuBisCO, clorofila a-b,citocromo b-6, fructosa-
bifosfato aldolasa, putative glutamato, citocromo f, fotosistema Il y algunas proteinas no
caracterizadas estan asociadas a mecanismos de defensa para mitigar los efectos de déficit

hidrico.
Por otro lado, el estrés hidrico por anegamiento estimul6 de la enzima peroxidasa, la cual

permiti6é identificar los mecanismos o respuestas de defensa de Moringa oleifera bajo

diferentes condiciones de estrés hidrico y dosis de fertilizacién con vermicomposta.
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8. PERSPECTIVAS Y SUGERENCIAS

1. Cuantificar los compuestos fendlicos en cada condicion de cultivo de Moringa
oleifera mediante un analisis metabolémico no dirigido.

2. Analizar la expresién génica de los genes involucrados en la biosintesis de

compuestos fendlicos de plantas de Moringa oleifera enmendadas con
vermicomposta en condiciones de estrés hidrico.

3. Cuantificar la concentracion de acidos humicos y fllvicos presente en la
vermicomposta en los diferentes tratamientos y etapas del cultivo.
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10. ANEXOS

Cuadro Al. Proteinas identificadas bajo condiciones de estrés hidrico en hojas de Moringa oleifera

Band?® Protein Acc. Theor Masco PM/SC¢  emPAlf Peptides sequence
Mr¢/PI t
No. No.P (%)
Scored
Suelo Chlorophyll a-b AOAO05 32105/6.3 179 2124 0.23 K.YLGPFSGEPPSYLTGEFPGDYGWD
20% binding protein, 9CBZ6 1 TAGLSADPETFAK.N
chloroplastic R.IAGGPLGEVTDPLYPGGSFDPLGL
ADDPEAFAELK.V
TRYP_PIG TRYP_ 24394/7.0 173 2/12 0.32 R.LGEHNIDVLEGNEQFINAAK.I
PIG R.VATVSLPR.S
Uncharacterized 135523 17516/9.8 84 1/11 0.21 K.QGLPEQNGLTHFEAGDTR.A
protein 5
Cytochrome b6-f  AOAO05 24004/8.4 70 1/6 0.15 K.DAVGNDVIAAEWLK.N
complex iron-sulfur  9BM21 i
subunit
ATP synthase AOA02 53624/5.2 56 1/3 0.07 R.IFNVLGEPVDNLGPVDTR.T
subunit beta, 3HNG67 1

chloroplastic
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Band?
No.

Suelo
40%

Cytochrome b559
subunit alpha
(Fragment)

DNA ligase

Protein

ATP synthase subunit Q95FP1 51596/5.26

beta (Fragment)

AOAO07 8645/5.08
SEJ42

AOA2H 156454
3XR81

AcC. Theor

Nob | MrePl

55

55

Mascot
Scored

773

1/16

1/2

PM/SC®
(%0)
9/31

0.45

0.02

emPAlIf

1.20

R.FDSLEQLDEFNR.S

K.AVTLSVPR.N

Peptides sequence

R.AVAMSATDGLMR.G

R.GMEVIDMGAPLSVPVGGATLGR.I +
Oxidation (M)

R.IFNVLGEPVDNLGPVDTR.T
K.ESGVINEQNLAESK.V
K.VALVYGQMNEPPGAR.M
RVGLTALTMAEYFR.D
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ATP synthase subunit
alpha, chloroplastic

Uncharacterized
protein

AOA19 55446/5.27

1SDU4

AOA2N 113801/5.9

9H1H6

0

597

515

457

6/18

6/9

5/20

0.53

0.20

0.42

R.DVNEQDVLLFIDNIFR.F
R.IVGEEHYETAQR.V

K.LILSGELDSLPEQAFYLVGNIDEATA
K.A

KIVNTGTVLQVGDGIAR.I
R.IAQIPVSEAYLGR.V
R.VINALAKPIDGRGEISASESR.L
R.RSVYEPLQTGLIAIDSMIPIGR.G

R.SVYEPLQTGLIAIDSMIPIGR.G +
Oxidation (M)

K. TFTEEAEALVKEAIQEQLER.F
K.LTYYTPDYETKDTDILAAFR.V

RVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTW
TTVWTDGLTSLDR.Y

K.TFQGPPHGIQVER.D
R.AMHAVIDR.Q
R.EGNEIIREASK.W
K.NILVIGPVPGQK.Y
K.LTYYTPDYETKDTDILAAFR.V
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Ribulose
bisphosphate
carboxylase large
chain (Fragment)

Chlorophyll a-b
binding protein,
chloroplastic

TRYP_PIG

ATP synthase CF1
beta subunit, plastid

Photosystem | subunit
D-2

B1PW6 481345/6.3
2 4

M5SWT
MO

28465/5.47

TRYP_
PIG

24394/7.0

AOA2U
1PJY7

20520/4.67

AOA06
1DQS0

22570/9.52

73427/5.27

269

252

233

219

213

2127

3/16

3/21

3/17

2/4

0.27

0.51

0.63

0.56

0.10

RVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTW
TTVWTDGLTSLDR.Y

K. TFQGPPHGIQVER.D
R.AMHAVLDR.Q
R.EGNEIIREASK .-

K.YLGPFSEQTPSYLTGEFPGDYGWDT
AGLSADPETFAK.N

R.VGGGPLGEGLDPLYPGGAFDPLGLA
DDPEAFAELK.V

R.LGEHNIDVLEGNEQFINAAK.I
K.LSSPATLNSR.V
R.VATVSLPR.S
RVGLTALTMAEYFR.D
R.DVNEQDVLLFIDNIFR.F
R.VINTWADIINR.A

R.EQIFEMPTGGAAIMR.Q
K.DGVYPEKVNPGR.Q
R.QGVGQNFR.S
R.QAVVNPENTFFSVKR.F
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Uncharacterized
protein

Peptidase M41

Fructose-
bisphosphate aldolase

Photosystem |1
reaction center
protein

Glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase A

Malate

dehydrogenase

Cytochrome b559
subunit alpha

AOAD2
2Q5D0

AOAIR
3HCX4

AOA1R
3HVL5

AO0AQ2
312X5

AOAOB
0PZ10

AOA2N
9J6T5

AOAOQ7
SEJ42

74863/6.35

44338/8.42

7824/6.02

38471/9.07

37639/7.57

8645/5.08

197

196

189

188

185

183

2/6

3/7

3/36

2/10

2/8

2/28

0.10

0.26

2.39

0.19

0.20

1.09

R.IINEPTAASLAYGFEKK.S

R.AAEEVIFGEPEVTTGAAGDLQQITG
LAK.Q

R.AILSEFVEIPIENR.V
R.TAAYYQQGAR.F
K.AAQDALLLR.A
R.AKANSLAQLGK.Y
M.ATQTVEGSSR.S
R.RTVVGDLLKPLNSEYGK.V
R.TVVGDLLKPLNSEYGK.V

K.YDSTLGIFEADVKPVGDNAISVDGK.
V

K. TFAEEVNAAFR.E
K.VAVLGAAGGIGQPLALLMK.M
RIQNGGTEVVEAK.A

R.QGIPLITGRFDSLEQLDEFNR.S
R.FDSLEQLDEFNR.S
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Transketolase,
chloroplastic

Photosystem Il D2
protein

Photosystem |1
protein D1

Phosphoribulokinase

Heavy metal
transport/detoxificatio
n superfamily protein,

putative

auxin-binding protein
ABP20-like

Putative ATP
synthase gamma
chain, chloroplastic

AOAOB
2RTP1

AOAOV

01ZL1

AOA19
1TFJ5

AOA05
9C2Y2

AOAQ6
1EJ41

AOA1U
8AID9

AOAQV
015J5

68784/5.86

89491/5.84

38783/5.30

42064/6.17

27049/4.84

21612/6.38

33289/5.74

180

146

140

140

103

100

95

217

2/4

2/6

2/6

1/9

1/11

1/5

0.10

0.08

0.19

0.17

0.13

0.36

0.35

R.TPGHPENFETPGIEVTTGPLGQGIAN
AVGLALAEK.H

K.ALPTYTPESPADATR.N
R.AWMAAQDQPHENLIFPEEVLPR.G
R.LGANVGSAQGPTGLGK.Y
R.VINTWADILNR.A
R.ETTENESANEGYR.F
R.ANDFDLMYEQVK.A
K.FYGEVTQQMLK.H
K.QTTVQATGVASSLVEIIQGAGFK.L

K. AAVTPAFATQFPGVNGLGISMAR.L

R.MSAMSSATDNASELKK.N
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RmIC-like cupin
domain-containing
protein

40S ribosomal protein
S14

BnaA09g23090D
protein

Cytochrome b6-f
complex iron-sulfur
subunit

Oxygen-evolving
enhancer protein 3-2,
chloroplastic

Putative glutamate-1-
semialdehyde 2,1-
aminomutase,
chloroplastic

Nucleoside
diphosphate kinase

AOA1l
8JWA4

B6T281

AO0AOQ7
8IFG6

AOAQ5
9BM21

AOAOB

2RMZ6

AOAOV
01B26

AO0AQ2
2RIUS

13767/4.72

16377/10.5

6

25479/9.02

24004

24624/9.92

37068/6.02

16380/8.89

87

85

84

74

73

72

69

1/17

17

1/5

1/10

1/6

1/8

1/10

0.61

0.22

0.14

0.15

0.15

0.10

0.22

K. AAVTPAFTAQFPGVNGLGISMAR.L

K. TPGPGAQSAIR.A

K. TILDPSLVAGFTIR.Y

K.GAGGGTVAKDAVGNDVIAAEWLK.
N

R.FFLQPLSPTEAAQR.A

R.GMLEEGVYFAPSQFEAGFTSLAHTP
EDIQR.T

K.INGATNPADSAPGTIR.G
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Subunit 1V of
photosystem | (PSI-
E) (Fragment)

Plastid-lipid
associated protein
PAP / fibrillin family
protein

Plastocyanin

Glycerate
dehydrogenase
(Fragment)

ATP-dependent Clp
protease proteolytic
subunit

Cytochrome f

AlIWO0
g

AOA06
1GG32

AOAO07
8J283

AOA37
1FNP7

AOA2P

SAPF4

AOAOQ7
SE4ANS

5880/5.23

47355/8.24

17159/5.65

94653/8.92

32518/6.53

35754/9.36

69

66

63

61

L)

58

1/45

1/5

1/14

1/3

1/8

1/3

0.69

0.07

0.21

0.04

0.11

0.10

R.FNKVNYANVSTNNYALDEIQEVE.-

R.FDLTPVKGLLTSVQDTASSVAK.T

K.NNAGFPHNVVFDEDEIPSGVDASK.I

K.YGVAIGNTPGVLTETTAELAASLSL
AAAR.R

R.ADVSTVALGIAASTASVILGGGTK.G

K.NHVIGPVPGQK.Y
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Photosystem |1
phosphoprotein
(Fragment)

Calmodulin
(Fragment)

Band? Protein

No.

V3000
20%

ATP synthase
subunit beta

ATP synthase
subunit alpha,
chloroplastic

AO0AQ07  7724/8.20
6FHKS

AO0A08 5521/57
8N5A3

Acc. Theor
No.b Mr¢/PI

AOA02 52953/5.0
31354 i

AOAON  55494/5.1
7TAV92 |

58

Bl

Masco
t

Scored

488

402

1/13

1/74

PM/SC®
(%0)

6/18

4/18

0.50

0.74

emPAlIf

0.47

0.28

M.ATQTVESGSR.S

R.SLGQNPTEAELQVMINEVDADGNGT
IDFPEFLNLMAR.K + Oxidation (M)

Peptides sequence

K.TVLIMELINNIAK.A
RVGLTALTMAEYFR.D
R.DVNEQDVLLFIDNIFR.F
R.YKELQDIIAILGLDELSEEDR.L
K.ELQDIIAILGLDELSEEDR.L

K.LILSGELDSLPEQAFYLVGNIDEAT
AK.A

R.GAMEYTIVVAETADSPATLQYLAP
YTGAALAEYFMFR.E + Oxidation (M)

K.LKLELAQFAELEAFAQFASDLDK.
A
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ATP synthase CF1
alpha subunit

Chlorophyll a-b
binding protein,
chloroplastic

Chlorophyll a-b
binding protein,
chloroplastic

Ribulose
bisphosphate

C3W0
WO

AOA2N
9J3S8

AOA06
8UCQ3

AOAQ2
3HNA3

55491/5.8
1

28029/5.2
g

28261/5.6
i

52684/6.2
B

258

239

164

151

3/4

3/43

2127

2/10

0.20

0.43

0.27

0.14

K.LELAQFAELEAFAQFASDLDK.A
K.QSQSAPLTVEEQIMTIYTGTNGYL
DSLEIGQVR.K
K.LKLELAQMAELEAFAQFASDLDK.
A + Oxidation (M)

K.LKLELAQFAELEAFAQFASDLDK.
A

K.LELAQFAELEAFAQFASDLDK.A
K.YLGPFSGEPPSYLTGEFPGDYGWD
TAGLSADPETFAK.N

K. AGAQIFSEGGLDYLGNPSLIHAQSI
LAIWATQVLLMGAVEGYR.I

R.IAGGPLGEVTDPLYPGGSFDPLGL
ADDPEAFAELK.V

K.YLGPFSGEPPSYLTGEFPGDYGWD
TAGLSADPETFAK.N

R.IAGGPLGEVTDPIYPGGSFDPLGLA
DDPEAFAELK.V

R.VTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGT
WTTVWTDGLTSLDR.Y
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carboxylase large
chain

Uncharacterized
protein

Glutamine
synthetase

Uncharacterized
protein

Cytochrome b559
subunit beta

Uncharacterized
protein

ATPase, F1
complex, gamma
subunit protein

AOA34
1PJNS

AOA31
4U9P6

AOA15
1T6NG

AOA02
3SXY5

AOAQ5
9AJTO

AO0AQ6
1GFT3

8014/4.42

47605/6.0
6

33469/5.3
4

4481/10.7
|

71426/5.4
4

41400/5.5
i

127

120

g9z

89

87

85

1/50

2/11

1/5

1/66

1/4

1/9

0.49

0.15

0.11

0.96

0.05

0.09

R.EITLGFVDLLR.D

MNPLIADASVIAAGLAVGLASIGPGV
GQGTAAGQAVEGIAR.E + Oxidation
(M)

R.INAEYIWIGGSGIDVR.S

R.RPASNMDPYIVTSLLAETTLLWEP
TLEAEALAAQK.L

K.WILAYTSFAGLFPLLSR.G

R.WLAVHGLAVPTVFFLGSISAMQFI
QR.

RVQDLLLLDVTPLSLGIETAGGVMT
VLIPR.N

R.TETADFSPILQFEQDPVQILDALLP
LYLNSQILR.A
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Ferredoxin--NADP
reductase,
chloroplastic

Elongation factor Tu

Chloroplast RNA
binding

Uncharacterized
protein

Beta-form rubisco
activase

Chlorophyll a-b
binding protein

A4UTS

AOAQ5
9A509

AOA06
1F3WA4

AOA05
9ATA9

AOAOA
OKLW

AOA21
8W3L1

40107/8.5
i

62438/6.5
B

42489/8.6
2

48952/6.4
0

48293/8.1
9

36870/5.9
0

65

62

56

55

55

55

1/3

1/3

1/7

1/2

1/2

1/11

0.09

0.06

0.08

0.07

0.07

0.10

R.MAQYAQELWELLK.K

R.QTDLPFLLAIEDVFSITGR.G

R.GVNWTSLRPVYIYGPLNYNPVEEW

FFHR.L

K.VPLILGIWGGK.G

K.VPLILGLWGGK.G

K. APEWLDGSLVGDYGFDPFGLGKP
AEYLQFDLDSLDQNLAK.N
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ATP synthase
epsilon chain,
chloroplastic

Cytochrome b6-f
complex subunit 4

Uncharacterized
protein

CEBP-1 protein

Chlorophyll A-B
binding family
protein

LHC-related protein

AOA1lI
AVAVASIY)

AOA02
3HNC5

AOA16
4XX00

Q39675

AOA06
1FHB6

DSRQ3
4

15264/5.4
6

18219/6.5
6

28598/6.2
2

32426/52

29080/8.8
0

27923/8.8
9

54

53

53

52

52

52

1/11

1/14

1/9

1/11

1/6

1/6

0.24

0.20

0.12

0.11

0.12

0.13

R.LNNEWLTMALMGGFAR.I

K.LLGVLLMVSVPAGLLTVPFLENVN
K.F

K.INTEILGVSVDSVFSHLAWVQTDR.
K

K.LYVGNLPFDVDSEKLANMFDAAG
VVEIAEVIYNR.E

R.LAQLGIAFSLIGEIITGK.G

R.LAQLGIAFSIIGELITGK.G

97



BnaA06g14330D  AOAO07 54121/5.0 50 1/2 0.06 R.NIFQSLDLAWTLIR.I

protein 8 8
GXM7
Photosystem Il PsbY AOA1R 20404/9.1 47 1/14 0.18 R.GLALLLPIIPAIGWVLFNILQPALN
3GQHO0 0 QLNR.M
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