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RESUMEN 

El presente trabajo se realizó con el objeto de conocer los efectos 

del polen de Zea mays chalguiflocónico Hdez. y de un extracto etanólico del 

mismo sobre: 1) el crecimiento radicular, 2) la respiración celular y 3) 

la mitosis de Citrullus _}_anatus (Thunb.) Matsum y Nakai (Familia Cucurbita 

ceae). (Sandía). 

En la parte experimental se realizaron divP.rsos bioensayos de germin~ 

ción; registros de consumo de oxigeno de mitocondrtas aisladas de hipoc~ 

tilos crecidos en la oscuridad y una evaluación del Indice Mitótico en 

preparaciones de células meristemiticas. 

Los resultados mostraron que el polen de maíz y el extracto etanólico 

inhiben el crecimiento radicular de las plántulas de sandia. El extracto 

etan61ico inhibió el consumo de oxígeno en mitocondrias en estado 3 con 

malato y succinato como sustratos, actuando como un inhibidor de la cadena 

de transporte de electrones; se encontró que el sitio probable de inhibj_ 

ción es anterior al citocromo "c". La actividad mitótica disminuyó en 

las células meristemáticas tratadas con polen de maíz y con el extracto 

etanól ico. 

Se discute la importancia del estudio de los mecanismos de acción en 

el campo de la Alelopatía. 
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l. INTRODUCCION 

l. CONCEPTO DE ALELOPATIA 

Las plantas son fuente de una gran diversidad de compuestos qufmj_ 

cos, inorgánicos y orgánicos; de estos últimos, se sabe que muchos no 

intervienen directamente en el metabolismo básico de la célula, como lo 

hacen las prote1nas, los lípidos y los carbohidratos. Estos compuestos 

pertenecen a los llamados metabolitos secundarios (Whittaker y Feeny, 

1971), cuya función es aún objeto de controversia; sin embargo, han sido 

considerados como productos especiales del metabolismo prinrnrio, relaci~ 

nadas en ocasiones con funciones de protección de la planta (Swain, 1977). 

Muchos de estos corr,¡:.uestos son el orfgen de las interacciones químicas 

entre las plantas, que se dan a través de la liberación de estos compue~ 

tos al ambiente. 

Los compuestos liberados pueden afectar de alguna manera a otros 

organismos que están expuestos directa e indirectamente a su influencia. 

Estas interacciones quimicas son objeto de estudio de la Alelopatia, la 

cual puede ser definida como cualquier efecto, benéfico o perjudicial 

de una planta sobre otra a través de la producción de compuestos qufm1cos 

liberados al medio (Rice, 1979; Rice, 1984). Grodzinsky (1965) define a 

la alelopatía como una función del ciclo de sustancias activas dentro 

de un ecosistema, el cual es iniciado con la producci6n y liberación al 

medio de los compuestos, o sus precursores, por una planta "donadora" 

que interactúa con una planta "receptora". 

Los compuestos químicos involucrados en la alelopatía, se conocen 

como aleloquímicos, alelopáticos o compuestos fitotóxicos (Whittaker y 

1·eeny, 1971). Pertenecen a una gran variedad de grupos químicos, como 
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son los alcaloides, los terpenos, las lactonas, los amino-ácidos y 

polipéptidos, los glucósidos cianogénicos y los fenoles, entre otros. 

En los fenoles se encuentran los compuestos más conocidos Goma inhibí 

dores alelopáticos producidos por plantas superiores. Dentro de ellos, 

son ejemplos, el ácido p-hidroxibenzoico, el ácido p-cumárico, el 

ácido vainillínico, la quercetina, la hidroquinona y otros. Estos com 

puestos se llegan a acumular en el suelo, hasta niveles tóxicos para 

las plantas (Rice, 1g74¡, o bien, pueden sufrir alteraciones y ser inaE_ 

tivados, neutral izados o cambiados por otros compuestos aún más tóxicos 

por la acción del metabolismo microbiano. 

En la mayoría de las plantas, las hojas y la rafz son la fuente 

principal de compuestos alelopáticos. Con frecuencia e~tos compuestos 

pueden ser nocivos par~ las mismas plantas que los producen, por lo 

que éstas poseen diversos mecanismos de autodefensa, por ejemplo: los 

neutralizan formando glucósidos y los almacenan en las vacuolas, lejos 

de las zonas donde se efect0an reacciones metabólicas de importancia 

o bien los liberan al medio para no verse afectadas. 

La 1 iberación de lo<; cor·:pue:.tos ¡¡lr.lopáticos al medio ambiente 

puede ocurrir por: 1) volJtilización, a través de las hojas, como los 

terpenos y aceites esenciales; 2) lixiviación de compuestos solubles en 

agua, de las partes áreas por la acción de la lluvia, la niebla y el 

rocfo, como los alcaloides, fenoles, ácidos orgánicos; 3) exudación o 

excreción de compuestos solubles a través de la raíz, y 4) liberación 

de compuestos del material vegetal muerto (hojarasca) a través de su 

lixiviación o por la Jescomµosición microbiana del mismo (Tukey, 1969). 

Después de que los compuestos alelopáticos han sido liberados al 

medio exterior por las ulantas productoras, deben acumularse en sufi 

ciente cantidad o ser constantemente liberados para producir un efecto 
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sobre plantas "sensibles", el cual generalmente se va a manifestar como: 

una reducción en su genninación, una inhibición de su desarrollo y/o 

vigor, un retraso o ausencia en la floración y/o fructificación, una 

inhibición del crecimiento radicular y/o del tallo, así corno alteraciones 

en la pigmentación. Todas estas manifestaciones van acompañadas neces~ 

riamente de alteraciones en el metabolismo celular de cada organismo. 

Los mecanismos por medio de los cuales los diferentes compuestos 

alelopáticos causan esas inhibiciones, no se conocen a fondo. Sin embar 

go, los pocos trabajos conoddos sobre el tema muestran que los compue~ 

tos pueden afectar a un gran número de procesos metabólicos, y que actuan 

en varios sitios dentro de la célula vegetal (Figura l) (Demos et al, 

lg75, Putnam, 1983). Los estudios de los efectos sobre el metabolismo 

mitocondrial, que incluyen a la respiración y la fosforilación oxidativa, 

as{ como sobre la división celular, son de gran importancia para dete.!:. 

minar los probables mecanisn~s de acción, dado que son procesos esencia 

les para el crecimiento y desarrollo primario de las plantas. 

A continuación se describen someramente los procesos de respiract6n 

y división celular. 

2. RESPIRACION CELULAR 

Las células vegetales al igual que las células animales, obtienen 

parte de su energía metabdlica (ATP) necesaria a través del proceso de 

la respiración, que es la oxidación de los nutrientes por el oxígeno 

molecular. Este proceso se lleva a cabo dentro de los organelos celulares 

llamados mitocondrias. 
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Fig. l. Los compuestos alelopáticos pueden actuar en 
varios sitios dentro de una célula vegetal. 
(tomado de Putnam, 1983). 
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Las mitocondrias de células vegetales, son similares en cuanto a 

estructura y función a las mitocondrias dp c~lulas animales (Storey, 

1980). La mayoría de las células vegeta 1 es contienen varios cientos de 

mitocondrias de forma esférica, elipsoidal o redonda. Generalmente el 

número, tama~o y colocación de las mitocondrias, parece estar relacion~ 

do. con las demandas de energía de la célula. Las mitocondrias están 

fonnadas por: una membrana externa penneable, una membrana interna 

impenneable que forma pliegues en el interior, llamados crestas; un 

espacio intennembrana y una matriz (Figura 2). Dentro de estos campa!_ 

timentos funcionales, se localizan los complejos enzimáticos necesarios 

para que se lleve a cabo el proceso de respiración, a través del ciclo 

del ácido tricarboxílico, la cadena de transporte de electrones y la 

fosforilación oxidativa (flanson y Day, 1980). Las principales rutas 

metabólicas se muestran en la Figura 3. 

Membrana 
externa 
Membrana 

Matriz 

interna -----11. 
Espacio 

Ribosomas 

i ntermembrana 1 

Gránulos 
opacos 

Fig. 2. Ilustración de la organización y estructura de 
mitocondrias vegetales. (tomada de Hanson y Day, 

1980) 
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La subsecuente oxidación de los productos del ciclo del ácido 

tricarboxílico (NADH y succinato), se Efectúa a través de las enzimas 

de oxido-reducción de la cadena de transporte de electrones, la cual 

es similar en componentes, tipos de reacción y mecanismo de fosforil~ 

ción oxidativa a la presente en mitocondrias animules, aun cuando su 

organización es más compleja (Palmer, 1976; Moore y Rich, 1980). 

En la Figura 4, se muestra la cadena de transporte de electrones, 

la cual se localiza en la membrana interna. Está formada por cuatro 

sistemas enzimáticos que acarrean los electrones producidos en el 

ciclo del ácido tricarboxílico. La NADH deshidrogenasa (1) y la 

deshidrogenasa succínica (2), formadas de flavoproteína> y proteínas 

ferro-sulfuradas, transportan los electrones a un catalizador, la 

coenzima Q u Ubiquinona (UQ10¡, la cual transfiere los electrones al 

complejo de citocromos "b-c1• (3), que contienen una prote(na ferro

sulfurada, dos moléculas de citocromo "b" (b 555 y b 560)* y una 

molécula de citocromo "c" (c 552)*; éste último reduce al complejo 

citocromo oxidasa (4), formado por citocromo "a" y átomos de cobre 

y citocromo •a 3", los cuales ceden los electrones al oxígeno, último 

aceptar, para fonnar agua (Palmer, 1976; Hanson y Day, 1980; Day et 

al, 1980). 

El transporte de electrones está asociado a tres sitios de 

producción de energía (Figura 4). en los cuales la energía generada 

durante el transporte de electrones es utilizada para la fosforilación 

del ATP a partir de ADP y Pi (fósforo inorgánico). La hipótesis más 

aceptada para explicar el mecani~mo de fosforilación oxidativa es la 

propuesta por Mitchell (1961, 1966, en Storey, 1980), en la cual la 

conservación de la energía se logra por un gradiente de iones H2 a 

* bandas de absorción en un espectofotómetro. 
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través de la membrana interna, dando lugar a una diferencia de pote~ 

cial electroqufmico, llamado fuerza protomotriz. Elthon y Stewart 

(1983) presentan un modelo con base en esta hipótesis en mitocondrias 

de células vegetales. 

La cadena de transporte de electrones puede ser inhibida por la 

acción de compuestos químicos que bloquean específicamente a los 

complejos enzimáticos (Figura 4). También existen compuestos que 

inhiben la fosforilación sin afectar la cadena de transporte de elef 

trones, como son los agentes desacoplantes como el 2,4 dinitro-fenol 

(ONP), que penniten el paso de los electrones pero no la síntesis de 

ATP. Otros inhibídores, como lo es la Oligomicina, afectan tanto a 

la cadena de electrones como a la fosforilación. 

2.a. Características de las mitocondrias vegetales. 

Las mitocondrias vegetales presentan ciertas características que 

las diferencian de las mitocondrias animales. Además de la vía de 

oxidación citocrómica al Oxígeno molecular, presentan una vía de 

oxidación alternativa, caracterizada por una insensibilidad hacia 

inhibidores como el cianuro, la azida, el monoxido de carbono y la 

antimicina, todos ellos muy potentes en mitocondrias animales (Moore 

y Rich, ¡gso); sin embargo son sensibles a los ácidos hidroxámicos 

como el SHAM (ácido salicilhidroxámico). Esta vía no es fosforilante, 

la energía de oxidación es 1 iberada en forma de calor y su papel 

metabólico dentro de la célula vegetal es todavía muy discutido. 

Palmer, 1976). 
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Las mitocondrias vegetales son capaces de oxidar NADH externo a 

través de dos complejos de deshidrogenasas, uno asociado a la membrana 

externa y otro a la cara externa de la membrana interna (Douce et al, 

1973). A diferencia de la deshidrogenasa interna, este complejo es 

insensible a los inhibidores como la rotenona, la pierlcidina A, pero 

es sensible a la antimicina y al cianuro, lo que sugiere que esta 

deshidrogenasa dona los electrones a nivel de la Ubiquinona. La oxid! 

ción de la NADH deshidrogenasa externa está asociada a dos sitios de 

producción de ATP (Moore, 1978; Moore y Rich, 1980). 

Las mitocondrias vegetales también pueden oxidar malato en la 

ausencia de glutamato o de una fuente de acetil coenzima A, y pueden 

utilizar glicina corno sustrato respiratorio. (Moore y Rlch, 1980; 

Han son y Day, 1980) . 

2.b. Control respiratorio y relación ADP/O. 

El consumo de oxígeno de suspensiones mitocondriales se registra 

con un electrodo de oxígeno o de Clark. Con estas mediciones se puede 

deffnfr un control respiratorio (C.R.), el cual es la proporción entre 

el consumo rápido de oxígeno observado en la fosforilación de una 

alícuota de ADP (Adenosin difosfato), conocido corno estado 3 del consumo 

de oxigeno, y la velocidad observada después de la fosforilación compl! 

ta del ADP a ATP, conocido como estado 4 o "lento" del consumo de oxígeno. 

El control respiratorio generalmente se expresa corno: C.R. = velocidad 

del estado 3 / velocidad del estado 4, el cual es un dato útil para 

caracterizar el estado de acoplamiento de la oxidación del sustrato y la 

conserva e f ón de energía. {Sto rey, 1980). 
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La estequiomctría de producción de ATP a partir de ADP, es defj_ 

nida corno las moles de ADP fosforilado por átomo-gramo de oxígeno 

consumido, lo que usualmente se denomina relación ADP/D, la cual de 

pende del sustrato de oxidación. Con malato y piruvato, la relación 

es de tres ATP, mientras que para el succinato y el NADH externo es 

de dos, ya que sólo interactúan con dos sitios de producción de ene!_ 

gía (Storey, 1980). 

3. DIVISION CELULAR O MITOSIS 

El crecimiento y el desarrollo de los organismos dependen de la 

multiplicación o división de las células. La mitosis es el proceso 

de división celular, mediante el cual una célula se divide en dos 

células hijas. 

En el ciclo celular, que comprende un período de interfase 

(Síntesis, Gl y G2) y un periodo de división, el material celular se 

distribuye entre las células hijas. Durante la interfase en el peri_!! 

do sintetice (S), hay una intensa actividad biosintética, el material 

genético (ADN) es duplicado, se fo11nan orgdnelos citoplásmicos y mat~ 

rial que formará el huso mitótico, para lo cual hay una síntesis de 

carbohidratos, lípidos, proteín~s y ácidos nucléicos. 

La mitosis solo representa una pequefia fracción del ciclo vital 

de una célula; la mayor parte de su vida permanece en interfase. La 

división celular comprende varias fases conocidas como: profase, 

metafase, anafase y telofase, que caracterizan la separación del mate 

rial cromosómico en las dos células hijas. Al final de la telofase se 
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produce la citocinesis o separación del citoplasma con la fonnación 

de una plata celular, característica en células vegetales. (Fig. 5) 
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Fig. 5. Serie de diagramas que muestran la división celular o 
Mitosis en una célula vegetal con seis cromosomas. A: 
interfase; B: profi1se temprana; C: profase tardía; D: 
metafase; E: anafase; F: anafase tardía pasando a 
telofase; F: telofase tardía; H: interfase. (tomado de 
Cronquist, 1975) 
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4. ANTECEDENTES DE LOS EFECTOS DE COMPUESTOS ALELOPATICOS SOBRE 

LA RESPIRACION Y DIVISION CELULAR. 

4.a. Efectos sobre la respiración celular. 

Los compuestos alelopáticos son capaces de alterar el metabolismo 

energético de las células vegetales. Est0s pueden estimular o inhibir 

la respiración, donde ocasionan un desequilibrio en el proceso de fo~ 

forilación y por lo tanto una disminución en la producción de moléculas 

de alta energia (ATP) necesaria para la realización de otras funciones 

metabólicas (llorsley, 1977; Rice, 1974), como lo muestran los siguientes 

trabajos: 

Patrick y Koch (1958), encontraron que las sustancias tóxicas pr~ 

sentes en un extracto acuoso de residuos de maíz, sorgo, arroz y tabaco, 

inhiben el crecimiento y el consumo de oxigeno de plántulas de tabaco. 

Los monoterpenos volátiles, el cineol y el alcanfor, producidos 

por ~lvia l_('uco~. disminuyen la captación de oxigeno en suspensi~ 

nes mitocondriales de Avena fatua y Cucumis ~tivus (pepino) (Muller 

et al, 1968; Muller et al, 1969). Los autores sugirieron que la inhibi 

ción afecta el ciclo del ácido tricarboxilico y la permeabilidad de la 

membrana. 

Los flavonoides como la naringenina, el ~aempferol, la quercetina, 

el toxifolin, entre otros inhibidores alelopáticos, fueron probados 

sobre la producción de ATP en mitocondrlas aisladas de hipocótilos de 

Cucumis sativus. Se encontró que el grado de inhibición estaba relaci~ 

nado con la estructura qufmica de los flavonoides (Stenlid, 1970). 

Lang y Ranker (1974), encontraron que las concentraciones bajas de 

quercetina y otras flavonas relacionadas, inhiben la actividad de la 

ATP-asa mitocondrial sin interferir con la fosforilación oxidativa en 

particulas submitocondriales. 
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Koeppe (1972), al estudiar los efectos de la juglona 

(5-hidroxinaftoquinona)*, sobre mitocondrias aisladas de Zea mays, 

encontró un efecto desacoplante, una estimulación de la velocidad de 

consumo de oxígeno y una disminución en la producción de ATP. Conclu 

yó que este efecto se relaciona con la inhibición observada en los te 

jidos y organismos tratados con la juglona. 
' 

Varios compuestos fenólicos que incluyen ácidos benzoicos, ácidos 

cinámicos, aldehidos y curnarinas, que son inhibidores alelopát'icos ai~ 

lados de varias plantas, fueron probados por Van Sumere y colaboradores 

(1972) sobre mitocondrias aisladas de células de levadura, encontraron 

que producen un efecto desacoplante de la fosforilación oxidativa. 

McCahon y colaboradores (1973) realizaron estudios para determinar 

la actividad fisiológica de los compuestos: esculina y lactonas sesquj_ 

terpénicas de Artemisa tridentata_. Encontraron que inhiben el creci

miento y la respiración de plántulas de Cucumis sativus. 

El kaempferol (3,5,7 tetrahidroxiflavona), actúa sobre el proceso 

de fosforilación oxidativa en mitocondrias aisladas de maíz, aunque su 

efecto no es como el de un desacoplante conocido, el 2,4 dinitrofenol 

(DNP) (Koeppe y Miller, 1974). 

Diez compuestos fenólicos, como el ácido tánico, el ácido vainill.!, 

nico, el ácido p-cumárico, el ácido p-hidroxibenzoico, entre otros, 

se probaron sobre el crecimiento, la respiración, la fosforilación oxj_ 

dativa y el transporte de iones en mitocondrias aisladas de hipocótilos 

de Phaseolus ~(frijol) (Demos et al, 1975). Se encontró que todos 

los compuestos que inhibieron el metabolismo energético también inhibie 

ron el crecimiento. 

* juglona compuesto alelopático, aislado de Juglans nigrans por 

Marsley, 1925 (Rice, 1974). 
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Se han realizado estudios con herbicidas para detenninar su posj_ 

ble mecanismo de toxicidad. Gauvrit (1978) probó herbicidas urea

sustituídos (cloroxuron, neburon y seduron) sobre mitocondrias aisla

das de Solanum tuberosum. Encontró que el cloroxuron inhibió la cade 

na de transporte de electrones y los otros dos mostraron un efecto 

desacoplante. 

El a-pineno, un monoterpeno presente en la oleorresina del pino, 

fue probado por Douce y colaboradores (1978), sobre las propiedades 

oxidativas de mitocondrias de Phaseo~ _il_!Jreu~. A concentraciones ba 

jas, el a-pineno ejerció una acción desacoplantP, mientras que en con 

centraciones altas inhibió por completo la cadena de electrones. El 

mismo compuesto se probó sobre el metabolismo de células de levadura 

(Peña et al, 1982, comunicación personal) y sobre mitocondrias de 

hfgado de rata (Uribe et al, 1984). En ambos trabajos se encontraron 

los mismos efectos reportados por Douce y colaboradores (1978), explj_ 

cando adémás, que estos efectos se deben a la unión del a-pineno con 

la membrana mitocondrial. 

4.b. Efectos sobre la división celular. 

Un criterio para determinar la efectividad relativa de los co~ 

puestos alelopáticos es el incremento en tamaño y peso del organismo 

de prueba, que resulta del proceso de división celular (Rice, 1974). 

Varios autores han reportado que ciertos compuestos alelopáticos inhj_ 

ben el proceso de división celular y lo consideran como un mecanismo 

de acción importante. 
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Connan (1946) probó soluciones acuosas saturadas de cumarina y 

ácido parascórbico en células meristematicas de raíz de cebolla y 

azucena. Encontró que retrasan la mitosis y observó una acumulación 

de metafases y células binucleadas. Corman compara este efecto con 

el obtenido con la colchicina. 

Avers y Goodwin (1956) estudiaron los efectos de la cumarina y 

la escopoletina sobre el crecimiento radicular de Phleum pratense; 

ambos redujeron la división celular, aunque la escopoletina fue la 

más potente. 

Los extractos acuosos de la corteza de Juglans !!_!.\¡rans, retardan 

y previenen la división en células meristcmáticas de E_isum sativum y 

Vicia faba (Jensen y Welbournc, 1962). 

Muller y colaboradores (1965 y Muller et al, 1967) encontraron 

que los monoterpcnos como el cineol y el alcanfor, inhiben la mitosis 

y la elongación de las células radiculares de Cucumis sativus, en las 

cuales se observó una apariencia irregular de las células y del nGcleo. 

Friedman y Waller (1983), encontraron células binucleadas en raí 

ces de plántulas de café, expuestas a diversas concentraciones de 

cafeína. Atribuyen este hecho a una inhibición del tabique de sep~ 

ración de las células hijas. 

11. ANTECEDENTES Y OBJETIVO 

Jiménez y colaboradores (1981 y 1983) demostraron que el polen de 

Zea mays contiene compuestos alelopáticos o fitotóxicos, capaces de 

inhibir la germinación y el crecimiento de otras plantas. Los mismos 

autores (1981) mencionan que la sandía (Citrullus lanatus) se ve 
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afectada en su fructificación cuando cae sobre ella el polen del 

maíz (Zeamays). 

Hernández (comunicación personal) atribuye la actividad alel.Q_ 

pática del polen de maíz a la presencia de compuestos fenólicos como 

son el ácido p-hidrobenzoico, el ácido p-cumárico y la hidroquinona, 

así como a la quercetina identificados en un extracto etanólico de 

polen. 

Con base en lo anterior el objetivo del presente trabajo fue 

evaluar los efectos de los compuestos alelopáticos o fitotóxicos pr~ 

sentes en el polén de maíz, sobre los procesos fisiológicos de la 

respiración y división celular de Citrullus lanatus. Para lo cual 

se real izaron: 

1.- Bioensayos o pruebas de toxicidad del polen de maíz y de un 

extracto etanólico del mismo sobre el crecimiento radicular de 

Citrullus .l2.!.!_atus. 

2.- Registros de consumo de oxígeno de mitocondrias aisladas de 

hipocótilos de sandía crecidos en la oscuridad, en presencia y 

ausencia de extracto etanólico, con sustratos diferentes como 

malato y succinato, con el fin de localizar el posible sitio de 

acción en la cadena de transporte de electrones. 

3.- Determinación del Indice Mitótico, mediante la observación de 

preparaciones de meristemos radiculares de plántulas de Citrullus 

lanatus crecidas en presencia y ausencia de extracto etanólico. 
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III. MATERIALES Y METOOOS 

Para detectar el potencial alelopático del polen de Zea mays, el cual 

fue colectado de las flores masculinas maduras de Zea mays chalquiñocónico 

Hdez. en Mixquic, D.F., México, y un extracto etanólico (ExEtOH) del mismo 

sobre el crecimiento radicular de Citrullus lanatus, se realizaron bioens~ 

yos de la siguiente manera: 

III.1.a. Polen. 

En cada caja de Petri de 9 cm de diámetro con papel filtro como su~ 

trato, se colocaron 10 semillas de Citrullus lanatus, se espolvorearon por 

separado tres diferentes concentraciones de polen de maíz (50, 100 y 150 

mg), se les agregó 5 ml de agua destilada. Al testigo únicamente se le 

agregaron los 5 ml de agua destilada. Se realizaron seis repeticiones por 

tratamiento. Las cajas se colocaron en una estufa a 27°C y en la oscuri

dad. Después de un periodo de siete días se midió la longitud radicular 

de las semillas de cada tratamiento, y con los datos se realizó un anál.!_ 

sis estad!stico de bloques completos al azar. 

III.l.b. Extracto etanólico. 

El extracto etanólico se obtuvo sonicando muestras de polen de ma!z 

con alcohol etílico (Baker Analyzed) durante diez minutos. Una vez fi.!. 

trado, se evaporó a sequedad en un rotavapor R(Buchi), la caracterización 

preliminar de este extracto, realizada por Hernández (comunicación pers~ 

nal) mostró ser una mezcla de compuestos fenólicos. 

El bioensayo se real izó con cinco concentraciones del extracto etan.Q. 

lico (25, 50, 75, 100 y 125 mg), en suspensión homogénea con agua destilada. 
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Cada concentración fue adicionada a las cajas con 5 ml de agua destilada 

con papel filtro como sustrato y once semillas de sandía. Se realizaron 

cinco repeticiones por tratamiento. Al testigo se le adicionó únicamente 

agua destilada. Las cajas se colocaron en una estufa a 27ºC y en la osc!:!_ 

ridad. Después de un período de siete días se midió la longitud radicular 

y de 1 ta 11 o de cada semilla y con 1 os datos obtenidos se rea 1 izó un análj_ 

sis estadístico de bloques completos al azar. 

111.2 Aislamiento de mitocondrias de vegetales. 

111.2.a. los efectos de la respiración celular se detectaron sobre mit~ 

condrias aisladas de hipocótilos de semillas de sandía (Citrullus lanatus) 

genninadas en la oscuridad. 

Las semillas de sandía se sembraron en recipientes que contentan 

venniculita húmeda, como sustrato. Se colocaron en uno estufa a una 

temperatura de 27ºC y una humedad relativa de 50~. en la oscuridad. 

Las mitocondrias fueron ,1is~adas de ilipocótilos de 10 días de edad, 

éstos se cortaron en trozos de 1 a 2 cm y se molieron con un medio de 

sacarosa 0.25 M; EDTA 1 mM, plt 7 .4, en un POLYTRON (Brinkman lnstruments). 

El molido se filtró a través de gasa y se ajustó ~l pH a 7.3 con tris, con 

la ayuda de un potenciómetro (pH Beckman Modelo 3500 digital); todo esto 

se realizó en frío a 4"C. Una vez ajustado el pH, el filtrado se sometió 

a centrifugación diferencial en una centrífuga Sorvall R. C.2-B con cabezal 

SS-34 a 4ºC para aislar las n1itocondrias de acuerdo al siguiente esquema: 
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SUSPENSION 
3,000 rpm - 10 min 

j 
SOBRENADANTE 

10,000 rpm - 10 min 

SOBRENc-----i 
se desecha 1 

PREC 1 P IT AOO 

1 
PREC 1 PITADO 
se desecha 

resuspendido en el mismo 
medio y BSA 0.1 % 
10,000 3pm - 10 min 

j 
FRACCION MITOCONDRIAL 

l 
SOBRENADANTE 
se desecha 

Las mitocondrias así obtenidas se resuspendieron en aproximadamente 

0.5 ml de medio y se homogenizaron en un Potter de vidrio con un vástago 

de teflón. La cuantificación de proteína se realizó por el Método de 

Lowry et al (1951) modificado, con un estándar de albúmina (BSA), se o!!_ 

tuvo la concentración de proteína en mg por ml. 
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III.2.b. Las pruebas de consumo de oxígeno se real iza.ron t»1 un oxímetro 

o Electrodo de Clark (YSI Modelo 53 Oxygen Monitor) cubierto por una me~ 

brana de teflón, insertado en una cámara de volumen variable con baño a 

temperatura constante de 30ºC. Este electrodo registra el oxigeno disuel 

to que se encuentra presente en el líquido contenido en la cámara y está 

conectado a un graficador de escala ajustable. Los datos obtenidos se 

reportan en nanoátomos de oxígeno consumidos por miligramos de proteína 

por minuto, o bien como porciento de un control (nAO/min/mg). 

Con este aparato se midió el consumo de oxígeno de las mitocondrias 

en un medio de respiración de KCl ID mM, H3Po4 Tris 10 mM pH 7.3; BSA o.a 

y como sustratos Glutamato-Malato 10 mM y/o Succinato 10 mM, con un 

volumen final de 3 ml. En cada trazo se utilizaron 2 mg de mitocondria. 

Se midieron los estados 3 ó estado activo, dependiente de ~.DP, y el 4 ó 

estado de reposo sin ADP. 

III.2.c. Partículas submitocondriales (SMP). 

La obtención de partículas submitocondriales se realizó de la siguie.!!, 

te manera: 

Las muestras de mitocondrias congeladas, se diluyeron en un medio 

de sacarosa 0.25 mM, EDTA 1 mM, pH 7.3, y se ajustó el pH a 8.6 con Tris. 

Se sometieron a sonicación durante un minuto para romper las mitocondrias. 

Se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante que 

resultó se centrifugó a 40,000 rpm durante una hora en una centrifuga 

preparativa. Se desechó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió 

en el mismo medio. Se cuantificó proteína con el Método de Lowry modific! 

do. Se midió su velocidad de respiración en el Oximetro o Electrodo de 
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Clark con NADH como sustrato. 

111.3. División Celular. 

Para esta técnica, se utilizaron los meristemos de la raíz de 

sandía (Citrullus lanatu~). 

De los bioensayos realizados para probar los efectos del polen 

de maíz y del extracto etanólíco sobre el crecimiento radicular de las 

semillas de sandía, se tomaron dos semillas por caja de cada concentr! 

ción y tratamiento, cuando las semillas del testigo alcanzaron una lo!)_ 

gitud de 1.5 cm que es la longitud ideal obtenida en experimentos ant.!:_ 

riores. El experimento se llevó a cabo en la oscuridad para evitar la 

acción del ritmo circadiano. Las preparaciones se hicieron de la si 

guiente manera: 

Se cortaron 2 nm del extremo distal de la raíz principal, donde 

se localiza el meristemo y se colocaron los cortes en un portaobjetos 

excavado para hidrolizarlos con llCl 5N (Sigma) durante 15 minutos. 

Se retiró el exceso de HCl y se adicionaron unas gota~ del coloran 

te de acetorcefna, el que se dejó actuar durante 40 minutos. 

Los cortes se transfirieron a portaobjetos planos con unas gotas 

de ácido acético al 45X (Baker Analyzed), se colocó un cubreobjetos y 

se rea 1 izó 1 a compresión con la goma de un lápiz, para romper el tejido 

meristemático y obtener una sola capa de células. 

Las preparaciones se hicieron permanentes utilizando la técnica de 

Conger y Fairchild (1953), es decir, los portaobjetos se colocan sobre 

hielo seco hasta que se escarchan, se separa el cubreobjetos con un 

bisturí y las células se deshidratan con dos cambios rápidos de Butanol 



24 

absoluto (Baker Analyzed) y se montan con Bálsamo de Canadá (Sigma). 

Se evaluó el Indice Mitótico de cada tratamiento sobre campos al 

azar, al cuantificar un total de 1000 células. El Indice Mítótico se 

obtuvo dividiendo el número total de células en mitosis, entre el número 

total de células analizadas. Con los datos se realizó Ja prueba estadí~ 

tica de diferencia de proporciones. 

IV. RESULTADOS 

IV.l. Bioensayos. 

IV.l.a. En el experimento con el polen de Zea mays espolvoreado sobre 

las semillas tratadas de Citrullus Janatu~, éstas mostraron una inhibí 

ción del crecimiento radicular, siendo ésta mayor cu~ndo la concentra

ción del polen se aumentó. Estos resultados se observan en la Tabla 1 

y en las Figuras 6 y 7. 

Como se muestra en Ja tabla del análisis de varianza, la diferencia 

entre los tratamientos del polen y el testigo es significativa al 1%. 

Las pruebas de contraste indicaron que Jos efectos inhibidores de las 

concentraciones de 100 y 150 mg son similares, ya que no hay una dif~ 

rencia significativa entre ellas; sin embargo, en las concentraciones de 

50 y 150 mg si hay una diferencia significativa. Podemos observar ta!!!_ 

bién que la concentración de 50 mg es suficiente para causar una inhibj_ 

ción mayor del 50%. Además de la inhibición radicular, las rafees trat!_ 

das mostraban en Ja zona de transición, entre la raíz y el tallo, un 

engrosamiento y una co loracíón parduzca oscura. 

IV.l.b. Los resultados del bioensayo con el extracto etanólico (ExEtOH), 

sobre el crecimiento radicular y del tallo de Citrullus lanatus, se mue1 
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TABLA l. Estructura del análisis de bloques completos al azar 
con los tratamientos de polen espolvoreado de Zea mays 
sobre Ci trull us lana tus. 

R E P E T I C I O N E S 

TRATAMIENTOS 2 3 4 5 6 Total 

Testigo H2o 3.8 3.2 4.0 3.3 3.9 3.3 21. 5 

Polen 50 mg 1.3 1.4 1.8 1.2 1.2 1.2 8.2 

Polen 100 mg 0.9 0.8 0.8 0.5 0.6 0.7 4.3 

Polen 150 mg 0.7 0.9 0.6 0.8 0.4 0.5 3.9 

Total 6.7 6.3 7.2 5.8 6.1 5.8 37.9 

(los datos se dan en centimetros) 

Tab 1 a de Anova: 

Fuente de Variación Grados de Suma de Cuadrados 
Libertad Cuadrados Medios F 

Repeticiones 5 0.38 0.076 1.46 

Tratamientos 3 34.02 11.34 218.07 * 

Error Experimental 15 0.78 0.052 

* F significativa al 1% 
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Figura 6. Efecto de tres concentraciones de polen de Zea 
mays sobre el crecimiento radicular de Citrullus 

lana tus. 
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IHClO lll. 1.0S CO~:f'UlSTOS fllOfOXICl'S DEL POLEN DE ~~ ~ SOBRE 

l l cm Clf.tlNIO HADICULAR Dl CU!ll.IJ.!LS. LAtllllllS· 
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100.llG 

· I'_\~.< ... ,,, 
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POLEN ENlERO tSPOLVOREAOO. 

Figura 7. e;oensayo con polen de Zea mays espolvoreado. 
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tran en la Tabla 2 y en las Figuras 8 y 9. El extracto etanólico del 

polen de Zea mays provocó una inhibición no sólo del crecimiento radj_ 

cular, sino también del tallo. 

Como se puede observar en la Tabla 2, el análisis estadístico 

mostró que existe una diferencia significativa al 1% entre los trat! 

mientos y el testigo. Las pruebas de contraste indicaron que los efe~ 

tos de las concentraciones de 25 y 50 mg son similares, así como las 

de 75 y 100 mg. Desde la concentración de 25 mg se obtiene una inhibJ. 

ción significativa, que se incrementa conforme aumenta la concentración. 

La Tabl~ 3 y las Figuras 8 y 9 muestran los efectos del extracto 

etanólico sobre el crecimiento del tallo de Citrullus lanatus. 

El análisis estadístico mostró que existe una diferencia signifj_ 

cativa al 1% entre el testigo y los tratamientos. Las pruebas de co.!!_ 

traste indicaron que hay una diferencia al 5% entre las concentraciones 

de 25 y 50 mg y entre las de 75 y 100 mg. Como se observa en la Figura 

8, la inhibición causada por el extracto etanólico fue mayor sobre el 

tallo que sobre el crecimiento radicular; 3 partir de la concentración 

de 75 mg se obtuvo una inhibición mayor del 80%. 

Estos resultados muestrm que el polen de Zea mays y el extracto 

etanólico del mismo contienen compuestos fitotóxicos que inhiben el 

crecimiento de la raíz y el tallo de Citrullus lanatus. Esta inhibición 

probablemente se debe¡¡ la acción que los compuestos fitotóxicos o 

alelopáticos tienen sobre el metabolismo energético de la célula. Para 

medir estos efectos, se realizaron pruebas del extracto etanólico sobre 

mitocondrias aisladas. 
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Tabla 2. Estructura del análisis de bloques completos al azar 
para el crecimiento radicular de Citrullus lanatus 
con extracto etanólico de polen de Zea mays. 

R E P E T 1 C 1 O N E S 

TRATAMIENTOS 2 3 4 5 Total 

Testigo H2o 4.7 4.6 5.2 5.2 4.9 24.6 

ExEtOH 25 mg 3.2 3.4 2.1 3.7 4.7 17.1 

ExEtOH 50 mg 2.8 3.2 3.1 3.4 4.4 16.9 

ExEtOH 75 mg 2.1 3.6 2.7 2.9 2 .1 13.4 

ExEtOH 100 mg 2.5 2.8 2.5 2.5 2.8 12.2 

ExEtOH 125 mg 2.4 2.5 0.9 l. 2 1.3 8.3 

Total 17. 7 20. l 16.5 19.0 19.2 92.5 

(los datos se dan en centímetros) 

Tab 1 a de Anova: 

Fuente de Variación Grados de Suma de Cuadrados F Libertad Cuadrados Medios 

Repeticiones 4 1.3 0.33 

Tratamientos 5 30.9 6.18 18.7 * 

Error Experimenta 1 25 8.3 0.33 

* F significativa al 1% 
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Tabla 3. Estructura del análisis de bloques completos al azar 

para el crecimiento del tallo de Citrullus lanatus 
con extracto etanól ico de polen de Zea mays. 

R E P E TICIONES 

TRATAMIENTOS 2 3 4 5 Total 

Testigo tt2o 4.3 4.1 3.7 4.6 3.6 20.3 

ExEtOH 25 mg 2.3 3.5 1.1 3.5 3.2 13.6 

ExEtOH 50 mg 3.0 1.4 2.2 2.2 1.5 10.3 * 
ExEtOH 75 mg 0.7 0.7 0.7 0.8 0.8 3.7 * 
ExEtOH 100 mg 0.4 0.5 0.4 0.8 0.4 2.5 * 
ExEtOH 125 mg 0.4 0.6 0.2 0.5 0.3 2.0 * 
Total 11.l 10.8 8.3 12.4 9.8 52.4 

(los datos se dan en centímetros) 

Tab 1 a de Ano va: 

Fuente de Variación Grados de Suma de Cuadrados F Libertad Cuadrados Medios 

Repeticiones 4 l. 59 0.39 1.85 

Tratamientos 5 53.9 10.78 51.3 * 
Error Experimental 25 5.3 0.21 

* F significativa al IS 
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TESTIGO EXTRACTO ETANOLICO 

Figura 9. Bioensayo con extracto etanólico de polen de Zea ~s. 
La concentración de 150 mg no se discute en este 
trabajo. 
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IV.2. Efectos sobre la respiración celular en mitocondrias aisladas 
de hipocótilos de Citrullus lanatus. 

En la Figura 10 se muestran los trazos de consumo de oxígeno de 

la suspensión mitocondrial. En el primer trazo (10-A) se observa un 

control respiratorio (C.R. = 2.8) con malato-glutamato como sustrato. 

Este control resulta de dividir el estado 3 ó consumo de oxígeno en 

presencia de ADP entre el estado 4 ó consumo de oxígeno sin ADP. 

Este dato nos proporciona una medida de la integridad y del acoplamie!!_ 

to de las mitocondrias. 

En la Figura 10-B se observa el efecto de 250 ~g de extracto 

etanólico de Zea Mays (éste se disolvió en alcohol etílico (Merck) con 

el que se realizó un control) sobre la oxidación de rnalato-glutamato. 

Se observó una inhibición del consumo de oxígeno y al adicionar una 

alicuota de ADP, no hubo una estimulación del consumo de oxígeno, como 

en el control. Esta inhibición no es atenuada por un desacoplante 

conocido como el DNP; el extracto etanól ico actuó como un inhibidor de 

la transferencia de electrones, o sea, que previene la estirnulación de 

consumo de oxígeno por el ADP y la fosforilacicín del ADP a ATP. Sin 

embargo, al adicionar al medio 10 mM de succinato, se observó un incr! 

mento del consumo de oxigeno (Figura 10-B); se sabe que este sustrato 

entra a la cadena de transporte de electrones a nivel de la Ubiquinona 

(Co.Q) o sitio 11 de producción de energia. 

En la Tabla 4 se observa que el consumo de oxígeno en estado 3, 

con malato-glutamato como sustrato, disminuye confonne aumenta la 

concentración del extracto etanólico (Figura 11), el porcentaje de inhj, 

bición va en aumento con respecto al control (Figura 12). 



,¡ Mltocondrla (2 mg) 

15 ,¡ ADP (1 mM) 

R.• control Respiratorio 

R • Edo. 3 (activo) • 2,8 
· Edo. 4 (reposo) 

A. 

I 12 nAO m1n-1 mo-• 

CONTROL RESPIRATORIO. con Glutomato - Malato 10 mM 
como sustrato 

,¡ Mitocondrla (2 mg) 
15 'ADP (exc.) 

24
./DNP lutomato-Malato 10 mM + ,.. 

50 ug Extracto Etanóllco 

B. 

!12 nAO 

figura 10. Trazos de consumo de oxígeno por mitocondrias de CJ_t_rullus 

lanatus. 11: Control Rf•spiratorio. [~: Efecto de 250 119 de 

ExEtOH con flalato-Glutamato corno sustrato. Los números 

sobre los trazos se refieren a los nano moles de oxígeno 

consumido por min. por nq de proteína. 
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Figura 11. Efecto de diferentes concentraciones de ExEtOH sobre 
el consumo de oxigeno (nAO/min/mg) por mitocondrias 
aisladas de Citrullus ~con malato-glutamato 

como sustrato. 
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Figura 12. Curva de inhibición del consumo de oxígeno (estado 
3) por mitocondrias aisladas de Citrullus ~. 
con malato-glutamato como sustrato. 
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Tabla 4. Efeeto de diferentes concentraciones de extracto etan61ico sobre 
el consumo de oxfgeno en estado 3 con malato-glutamato como 
sustrato por m1tocondrias aisladas de Citrullus lanatus. 

Extracto etanólico Consumo de oxfgeno Porciento 
(1Jg) (nAO/min/mg edo. 3) Inhibición 

o 39 o 
33.3 36 a.o 
83.3 33 15.0 

166.0 30 23.0 
250.0 27 31.0 
333.0 23 41.0 
600.0 21 46.0 
800.0 21 46.0 

1000.0 19 52.0 

En la figura 13 se muestran los siguientes trazos de consumo de oxfgeno: 

13.A. En este trazo se muestra un control con malato-glutamato como 

sustrato. Al añadir ADP en exceso hubo una estimulación del 

consumo de oxígeno (42 nAO/min/mg). 

13.B. Al medio de respiración con malato-glutamato, se le adicionó 

60 ll9 de extracto etanóllco, con lo que se obtuvo una inhibición 

cerca del 50%, el consumo de oxígeno en estado 3 disminuyó de 

42 nAO/min/mg a 24 nAO/min/mg. Al adicionar al medio succinato 

(10 mM), el consumo de oxigeno se estimuló a 57 nAO/min/mg. 

13.C. En este trazo se observa que al adicionar 600 µg de extracto 

etanólico, después de que el consumo de oxigeno se estimuló con 

ADP, se produjo una 1nhibici6n del consumo de oxígeno (de 

42 nAO/min/m9 a 24 nAO/min/mg). 
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Figura 13. Trazos de consumo de oxigeno por mitocondrias aisladas de 

Citrullus lanatus con malato-glutamato y succinato como 
sustratos. 
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13.D. En este trazo se utilizó succinato (10 mH) como sustrato, el 

consumo de oxigeno estimulado con AOP fue de 96 nAO/min/mg, al 

adicionar 600 ~g de extracto etanólico, el consumo de oxigeno 

disminuyó a 60 nAO/min/mg. Esta inhibición nos llevó a probar 

el efecto de varias concentraciones de extracto etanóllco sobre 

este sustrato. 

Tabla 5. Efecto de diferentes concentraciones de extracto etanólico de 
polen de Zea mays sobre el consumo de oxigeno en estado 3 con 
succinato c~1l0 sustrato por mitocondrias aisladas de Cltrullus 
lana tus. 

Extracto etanólico Consumo de oxigeno Porciento 
(~g) (naO/min/mg edo. 3) Inhibición 

o 99.7 o 
33.3 93.8 5.8 
83.3 89.4 10.3 

166.6 81.7 18.0 
250.0 76.5 Z3.2 
333.0 75.8 24.0 
600.0 67.8 35.0 
800.0 59.1 42.0 

1000.0 48.0 52.0 

La Tabla 5 muestra que el consu~~ de oxígeno en el estado 3 disminuyó 

confonne aumenta la concentración de extracto etanólico (Figura 14), mie.!!_ 

tras que el porcentaje de inhibición aumenta (Figura 15). 

Como se observa en la Tabla 6, la inhibición provocada por el extra~ 

to etanólico sobre la oxidación del succinato es menor que aquélla sobre 

malato-glutamato, no obstante con las concentraéiones mayores (800 y 1000 

vg) la inhibición tiende a ser igual. 
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Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones de ExEtOH 
sobre el consumo de oxígeno (estado 3) en 
mitocondrias aisladas de Citrullus lanatus con 
succinato como sustrato. 



e 
'0 ·o 
.o 
r:. 
e 
H 
4) 
"O 

*' 

41 

50 

30 

10 

10 250 800 1000 

jJQ ExEtOH 

Figura 15. Curva de inhibición del consumo de oxígeno (estado 3) 
por mitocondrias aisladas de Citrullus lanatus, con 

succinato como sustrato. 
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TABLA 6. Comparación en los porcentajes de inhibición causados 
por el extracto etanólico del polen de Zea mays sobre 
la oxidación de malato-glutamato y succinato. 

Extracto Etanólico Porciento de Inhibición 
{µg) Malato-glutamato (lOmM) Succ inato (lOmM) 

33.3 B.O 5.8 
83.3 15.0 10.3 

166.6 23.0 18.0 
250.0 31.0 23.2 
333.0 41.0 24.0 
600.0 46.0 35.0 
800.0 46.0 42.0 

1000.0 52.0 52.0 

Con el fin de conocer si el extracto etanólico inhibía a nivel de la 

coenzima Q ó ubiquinona de la cadena de transporte de electrones, se uti 

lizó la menadiona o vitamina K, la cual es una ubiquinona. En la Figura 

16, en los trazos A y B se puede observar que no se restableció el consumo 

de oxígeno al adicionar la menadiona; en cambio, en el trazo C y Figura 

17 se observa que al adicionar TMPD (ascorbato-tetrametil-para-fenil-diamina), 

el consumo de oxígeno se estimula y el extracto etanólico no tiene efecto 

sobre la vía respiratoria con este sustrato. Se sabe que el TMPD cede 

electrones en la cadena respiratoria a nivel de citocromo "e", localiza.do 

en la superficie externa de le membrana interna. Consecuentemente, el 

sitio de inhibición del extracto etanólico del polen de Zea mays se encue_!! 

tra antes del citocromo "e", entre la ubiquinona o coenzima Q y el 

ci tocromo "e", en la cadena de transporte de electrones. 
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Figura 16. Trazos de consumo de oxigeno por mitocondrias de Citrullus 
lanatus con Malato-glutamato (A), con Menadiona o vitamina 
K (B) y con TMPD (C). 
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Figura 17. Trazos de consumo de oxígeno por mitocondrias aisladas de 

Citrullus lanatus, con TMPD. 
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En partículas submitocondriales en donde la superficie interna de 

la membrana interna queda expuesta, el extracto etanólico no tuvo efecto 

sobre la oxidación del NAOH, como se observa en la Figura 18. 

IV.3. Efectos sobre la división celular en meristemos radiculares de 
Citrullus lanatus. 

Los resultados sobre los efectos del polen de Zea mays y del extraE_ 

to etanólico del mismo, muestran una inhibición de la división celular 

en células meristemáticas de plantas de Citrullus lanatus tratadas. 

En la Tabla 7 y Figura 21 se muestran los efectos del polen espolv.Q_ 

reado sobre las semillas de Citrullus lanatus; el Indice Mitótico dismi 

nuyó desde la concentración de 50 rng de polen. L11 prueba estadística de 

diferencia de proporciones mostró una diferencia significativa entre el 

testigo y los tratamientos, sin embargo no hubo una gran diferencia entre 

las tres concentraciones de polen. En las preparaciones de los meristemos 

tratados también se encontró una destrucción del tejido meristemático. Las 

fotografías correspondientes se muestran en la Figura 19. 

la Tabla 6 muestra los efectos del extracto etanólico sobre las cél~ 

las meristemáticas. El Indice Mitótico disminuyó confonne aumentó la 

concentración de extracto etanólico. la prueba estadística de diferencia 

de proporciones mostró una diferencia significativa entre los tratamientos. 

Además de la inhibición del Indice Mitótico, las células de las raíces tr!_ 

tadas mostraron una destrucción del núcleo o picnosis; esto fue más fr! 

cuente en las concentraciones mayores, aunque también se observaron en la 

de 50 mg. Las fotografías correspondientes se muestran en la Figura 20. 
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"SMP (2 mg) 
NADH + 1000 ug E><EtOH 

Figura 18. Efecto del extracto etanól ico sobre particulas 

submitocondriales con NADH como sustrato . 

• 



TOTAL OE TOTAL DE TOTAL DE TOTAL DE TOTAL DE TOTAL DE INDICE 
TRATAMIENTO INTERFASES PROFASES METAFASES ANAFASES TELOFASES FIGURAS MITOTICO (%) 

TESTIGO 912 41 14 20 13 88 8.8 

Polen Espolv2_ 

rea do 974 10 4 9 3 26 2.6 

50 mg 

Polen EspolvQ. 

rea do 980 10 5 5 o 20 2.0 

100 mg 

Polen EspolvQ_ 

rea do 987 9 3 l o 13 l. 3 

150 mg 

Z (a • 0.001) 
Tabla 7. Indices m1t6t1cos (I.M.) obtenidos con polen espolvoreado de Zea ~· en las células meristemáticas de 

la rafz de Cltrullus ~· 



TOTAL DE TOTAL DE TOTAL DE TOTAL DE 
1 

TOTAL DE TOTAL DE INDICE 
TRATAMIENTO INTERFASES PROFASES METAFASES ANAFASES TELOFASES FIGURAS MITOTICO (%) 

TESTIGO 908 45 15 
1 

23 1 9 92 9.2 

ExEtOH 930 21 15 29 5 70 7.0 
25 mg 

ExEtOH 

50 mg 951 26 7 15 1 49 4.9 

ExEtOH 

75 mg 967 12 6 15 o 33 3.3 

ExEtOH 

100 mg 983 7 4 6 o l7 l. 7 

ExEtOH 

150 mg 985 7 3 5 o 15 1.5 

Z (a = 0.001) 
Tabla 8. Indices mit6ticos (l.M.) obt.enidos con cinco concentraciones de extracto etan611co de polen del!!J!!!l!• 

en las células meristemáticas de Citrullus lanatus. 
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Figura 21. Indice Mitótico en las células meristemiticas de 
la raíz de t!trullus .!2_natu_~ tratadas con polen y 

con extracto etanólico del mismo. 
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Figura 19. Apariencia de las células meristemáticas de Citrullus 
lanatus tratadas con polen de Zea mays espolvoreado. 
a: Testigo. b: 50 mg. c: 100 mg. d: 150 mg. 
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Figura 20. Apariencia de las células meristemáticas de Citrullus 
lanatus tratadas con diferentes concentraciones de 
extracto etanólico. a: Testigo. b: 25 mg. e: 50 mg. 
d: 100 mg. e: 125 mg. 
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V. DISCUSION 

De acuerdo con los resultados del presente trabajo, se confirma que el 

polen de maíz (Zea mays) contiene compuestos fitotóxicos que afectan el cr~ 

cimiento y el desarrollo vegetal (Jiménez et al, 1981y1983). Los bioensa 

yos realizados en el laboratorio con el polen de maíz y el extracto etanól.:!. 

co del mismo causaron una inhibición del crecimiento de la raíz y del tallo 

de las plántulas de sandía (Citrullus lanatus). De trabajos real izados en 

el laboratorio de Ecología Química del Centro de Investigaciones en Fisiol.Q_ 

gía Celular, Hernández (comunicación personal), atribuye la actividad fito 

tóxica del polen de maíz a la presencia de compuestos fenólicos como: el 

ácido p-cumárico, el ácido p-hidroxibenzoico y la hidroquinona, identifica 

dos en el extracto etanól ico. Los compuestos fcnól icos son identificados 

con frecuencia como inhibidores del crecimiento y la germinación en los 

estudios sobre interacciones alelopáticas. Guenzi y McCalla (1966) repo!:_ 

taran que en suelos con residuos de maíz, trigo, sorgo y avena, se enea~ 

traron presentes los ácidos p-hidroxibenzoico, p-cu;nárico, vainillínico y 

gálico. Se tiene información general sobre la actividad inhibidora de los 

compuestos fenólicos pero se conoce poco acerca de los aspectos fisiológj_ 

cos de cómo afectan estos compuestos el crecimiento vegetal (Kefeli y 

Kadyrov, 1971). 

La inhibición del crecimiento de la raíz y del tallo de la sandía ca~ 

sada por el extracto etanólico, podría ser explicada por los efectos que el 

extracto etanól ico tuvo sobre la respiración y por lo tanto sobre la produ~ 

ción de energía. Los resultados observados en mitocondriils aisladas de 

hipocótilos de sandía, muestran que el extracto etanólico actúa como un 

inhibidor de la cadena de transporte de electrones (Figura 10). 
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El porcentaje de inhibición del consumo de oxígeno aumenta conforme la 

concentración de extracto etanólico es mayor, con malato-glutamato y con 

succ1nato como sustratos (Figuras 12 y 15). En estas mismas figuras, así 

como en la Tabla 6, se puede observar que la inhibición del consumo de oxig~ 

no con concentraciones bajas de extracto etanólico al utilizar malato

glutamato como sustrato es mayor a diferencia de la observada con succinato 

como sustrato. Sin embargo, a concentraciones mayores, el porcentaje de 

inhibición es casi el mismo. Ikuma y Bonner (1967) y Palmer (1976) menci!?_ 

nan que las mitocondrias veaetales oxidan el succinato a una velocidad mayor· 

que el malato; al ser el consumo de oxígeno más rápido con succinato, el 

inhibidor no alcanza a bloquear el sitio correspondiente en la cadena de 

transporte de electrones. También se sabe que el succinato entra a nivel 

de la coenzima Q y el malato entra desde la NADH deshidrogenasa. 

El sitio probable de acción del extracto etanól ico en la cadena de 

transporte de electrones, se encucnt:-a desde el citocromo "b", hasta un sitio 

anterior al citocromo "¿", como lo demuestran los experimentos donde se ob 

serva que al adicionar una ubiquinona sintética como la menadiona o vitamina 

K (Figura 16), no hay un restablecimiento del consumo de oxígeno, como se 

podría esperar si el compuesto estuviera actuando a nivel de la coenzima Q. 

Sin embargo, a 1 adicionar ascorba to-tetramet i 1-para-fen il-diamina (TMPD) 

como sustrato (Figuras 16 y 17), el extracto etanólico no tiene efecto sobre 

la tasa de respiración de este sustrato. Se sabe que el TMPD cede electr::i.. 

nes a ni ve 1 de 1 cito cromo "C", el cual se encuentra en la cara ex terna de 

la membrana interna. Consecuentemente, el sitio de inhibición del extracto 

etanólico es anterior al citocromo "e". Douce et al (1978), encontraron en 

mitocondrias de frijol, que el a-pineno ejerce una acción desacoplante a CO.!!. 

centraciones altas y que su sitio probable de inhibición es anterior al cit!?_ 
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cromo "c", a nivel del complejo de la coenzima Q. 

Con los experimentos realizados, no se puede decir con certeza c6mo 

podría estar actuando el extracto etanólico, si como un inhibidor de 

óxido-reducción, captando los electrones, o bien, pegándose a algún acarre! 

dor de la cadena de transporte de electrones. En ambos casos se produce una 

inhibición del flujo de electrones a través de los acarreadores. El hecho 

de que el extracto etanól ico no haya tenido efecto en partículas submitoco!!. 

ciriales, sugiere que el extracto etanólico se está pegando al citocromo c
1

, 

el cual se localiza, en este caso, en el interior de las µ<1r·tículas submito 

condriales. 

También es necesario comprobar si los compuestos fenól icos presentes en 

el extracto etanólico alteran la fluidez de la membr~na. Siedow y col. (1978) 

comentan que un compuesto análogo a la dibrornoqui11ona disrnin•1y< la fluidez 

de ésta, y sugieren que la inhibición de la transferencia de electrones 

está asociada con este efecto. Moreland y Huber (1978) atribuyen los efec 

tos de varios herbicidas probados sobre mitocondrias de frijol, a una dismi 

nuci6n en la fluidez y a un aumento en la penneabilidad de la membrana y no 

a una interacción d~recta con alguno de los componentes de la cadena de 

transporte de electrones, por lo que algunos inhibidores lipofilicos actúan 

de una manera no específica. 

J>ara conocer el sitio de inhibición y la foi-n1a de c1cción del extracto 

etanólico en la cadend de transporte de electrones sería necesario un estudio 

bioquimico más profundo y la utilización de técnicas más complejas. 

Por otra parte, al existir una inhibición en la cadena de transporte de 

electrones, se previene la estimulación del consumo de oxígeno por la adi

ción del ADP y su fosforilación a ATP, y por lo tanto la producción de ener 

gía disponible para otros procesos celulares se ve disminuida. 



Los resultados obtenidos sobre el proceso de mitosis muestran un efec 

to inhibidor sobre la división celular de células meristemáticas de la raíz 

de sandía. El índice mitótico disminuye considerablemente en las raíces 

tratadas con polen espolvoreado y con el extracto etanólico (Tablas 7 y 8). 

Otra alteraciór que presentaron las células meristen~ticas tratadas, fue la 

presencia de núcleos picnóticos en preparadones fijos, los cuales son una 

indicación de muerte celular (Ham y Lecson, 1965). 

Kilhman (19ób) co~sidera que los agentes químicos que provocan inhibj_ 

ción de la división celular, pueden actuar de dos mJncras: al afectar la 

síntesis o la estructura del ADN y/o ARN, y/o al inhibir la producción de 

energfa requerida para la mitosis. La síntesis de ADN y la fosforilación 

oxidativa son eventos importantes para la división celular, por lo que cual 

quier alteración en esos eventos generalmente causa la inhibición del pr~ 

ceso. 

La reducción de la actividad mitótica o una interrupción en alguna 

etapa del desarrollo temprano pueden restringir el crecimiento posterior de 

la planta, que depende necesariamente de este proceso de división celula~. 

Consideramos que no sólo estos dos procesos celulares, la respiración 

y la mitosis, pueden ser la razón fisiológica principal de Ja inhibición 

causada por el polen de maíz sobre el crecimiento de las plántulas de sandía. 

También pueden estar involucrados otros procesos, como por ejemplo el paso 

de los compuestos a través de las membranas celulares, el transporte de 

;ones, la síntesis de proteínas y otros. 

Sin embargo, los dos procesos celulares estudiados son eventos importa_!! 

tes durante la germinación y el desarrollo temprano de las plántulas. Se ha 

observado que el período de germinación va acompañado de un incremento en 

el desarrollo mitocondríal y por consiguiente de la actividad respiratoria 

(Nawa y Asahi, 1971; Solomos et al, 1972; Sato y Asahi, 1975). Esta etapa 
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inicial también es importante por la susceptibilidad que presentan las 

semillas hacia los factores externos, los cuales pueden detenninar su es 

tablecimiento y desarrollo posterior. No obstante, los efectos de los 

compuestos alelopáticos no sólo se manifiestan inhibiendo la genninación 

y el crecimiento inicial, sino que también en plántulas adultas ya est!!_ 

blecidas se ha observado un retraso o ausencia de la floración y en la 

fructificación, los cuales obtienen su energía principalmante del proceso 

de la fotosíntesis, por lo cual sería interesante estudiar los efectos de 

los compuestos fitotóxicos del polen de mafz sobre la cadena fotofosfori 

lante de los cloroplastos. 

Los trabajos realizados sobre los efectos de los compuestos alelop!_ 

ticos en los procesos celulares como la respiración y la división celular 

{Muller et al, 196B; Muller et al, 1969; Koeppe, 1972; Demos et al, 1975; 

Van Sumere et al, 1972, y otros), permiten concluir que los efectos sobre 

estos procesos pueden representar un importante mecanismo de acción para 

la inhibición del crecimiento de las plantas. 

Los resultados que se obtienen de este tipo de estudios son necesa

rios para complementar la evaluación de los compuestos alelopáticos en la 

naturaleza y para proponer fonnas de utilización de los mismos en el co!!_ 

trol de plagas y de malezas. 
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VI. CONCLUSIONES 

Se encontró que los compuestos fitotóxicos presentes en el polen de 

Zea mays y en un extracto etanólico del mismo causan una inhibición 

del crecimiento de las plántulas de Citrullus lanatus. 

El extracto etanólico del polen de Zea mays actuó como un inhibidor 

de la cadena de transporte de electrones en mitocondrias aisladas 

de h1pocót1los de Citrullus lanatus. 

Se inhibió el estado 3 que depende de ADP con malato-glutamato y 

con succinato corr~ sustratos. 

El sitio de acción probable del extracto etanólico en la cadena de 

transporte de electrones es anterior al citocromo c. 

El Indice Mitótico disminuyó en células meristemáticas de rafz de 

Citrullu~ lanatus tratadas con polen espolvoreado y con extracto 

etanól ico. 
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