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RESUMEN

En este trabajo se compararon los efectos entre el estrés aleloquimico causado por
el lixiviado acuoso de Sicyos deppei (0.5%, -0.028 MPa) y el estrés hidrico (PEG
8000 12%, -0.328MPa) sobre parametros morfolégicos y funcionales de la raiz de
Lycopersicon esculentum. Se estudié la morfologia de la raiz, la actividad de las
ATPasas de H' de la membrana plasmatica y del tonoplasto, la actividad de la
catalasa, la lipoperoxidacion, la produccion de radicales libres y la expresion de los
genes de dos proteinas LEA (pLE4 y pLE25). Tanto el estrés aleloquimico como el
estrés hidrico inhibieron el 80% el crecimiento de la raiz del jitomate. La microscopia
de barrido de las raices tratadas, mostrdé un engrosamiento en la zona meristematica
y en la de elongacion. Las raices con estrés aleloquimico presentaron abundancia de
pelos radiculares, lo que no se observé con el estrés hidrico. Observaciones en
microscopia de transmisién mostraron que las células de la periferia de las raices de
los dos tratamientos, presentaron plasmélisis, siendo méas evidente en las raices
expuestas al lixiviado de S. deppei. La actividad de las ATPasas de H* de la
membrana plasmatica y del tonoplasto de la raiz fue significativamente inhibida, 50%
y 28% por el estrés aleloquimico y 56% y 42% por el estrés hidrico. La actividad de la
catalasa aumenté significativamente 40% con el estrés aleloquimico y 81% con el
estrés hidrico. La lipoperoxidacion en las células de las raices con estrés
aleloquimico aumenté 47% y con estrés hidrico 105%. Los radicales libres
aumentaron 40% con estrés aleloquimico y disminuyeron 68% con el estrés hidrico.
El andlisis de la expresion de los genes pLE4 y pLE25 por Northem blot de las raices
de jitomate no mostré niveles detectables de los transcritos. Los resultados obtenidos
indican que aun cuando se observan respuestas comunes con ambos tipos de
estrés, éstas varian en magnitud y, probablemente, también en tiempo lo que sugiere
la participacion de distintas vias de sefializacion.



INTRODUCCION

ESTRES EN PLANTAS

Las plantas estan frecuentemente expuestas a diferentes factores de estrés que
pueden interferir con su crecimiento normal y su desarrollo. Los factores de estrés
pueden ser abidticos, como la sequia, inundaciones, salinidad, frio, calor,
radiaciones, viento, suelos acidos u alcalihos, altas concentraciones o deficiencia de
minerales; y/o bibticos, como los patégenos, herbivoros, aleloquimicos, densidad
poblacional y contaminacion por el hombre (Larcher, 1995). Las plantas para
adaptarse a las variantes condiciones del medio han desarrollado mecanismos para
percibir los parametros ambientales, y asi poder responder ante ellos. Por esta razén
cualquier factor de estrés puede dar origen a un complejo nimero de respuestas que
comienzan con la percepcion del mismo, seguido de las rutas de transduccion de
sefiales, que se van a manifestar en cambios a nivel celular, fisiolégico vy,
consecuentemente, en el desamollo de la planta. Esta serie de respuestas también
van a depender de la severidad y duracién del estrés, de la especie y genctipo de la
planta, de su estado de desarrollo, del 6rgano vegetal y del tipo celular (Bray, 1993,
1997). En las plantas cultivadas estos factores de estrés reducen la calidad del
alimento y su produccion (Sachs, 1986; lturbe-Ormaetxe, 1998).

A través del tiempo, las plantas pueden desarrollar lo que se denomina aclimatacién
a un cierto factor de estrés (proceso de adaptaciéon por el cual las plantas pueden
sobrevivir frente a él). Esta aclimatacion tiene bases genéticas y esta mediada por el
ambiente. Desafortunadamente, no todas las plantas tienen éxito al tratar de
sobrevivir, generalmente porque no cuentan con los mecanismos moleculares (carga
genética) para evadir o tolerar el estrés (Lambers, et. al. 1998).

Una de las respuestas de las plantas a los factores de estrés es la sintesis de
proteinas como las LEA, término que se refiere a proteinas abundantes de la
embriogénesis tardia (Late Embryogenesis Abundant Proteins, por sus siglas en
inglés), las cuales se expresan bajo condiciones de estrés hidrico u osmético. Se ha



sugerido que la funcién de las LEA es proteger a las estructuras celulares de la
desecacion (Bray, 2000). Otra clase de proteinas son las sintetizadas durante el
estrés térmico (HSPs) las cuales tienen la funcion de proporcionar termotolerancia a
las plantas, por medio de su actividad como chaperonas (proteinas que ayudan al
plegamiento de otras proteinas) dentro de las células como la HSP 104 y S0
(Vierling, 1991). Se pueden citar también a las proteinas relacionadas a la
patogénesis (PR), como las quitinasas y glucanasas que degradan los polisacaridos
de la pared celular de los hongos y reducen el crecimiento de éstos (Abad, et. al.
1996). Ademas, hay otras proteinas que participan en el metabolismo general y cuya
expresion aumenta durante los periodos de estrés.

ESTRES ALELOQUIMICO
CONCEPTO DE ALELOPATIA.

La alelopatia puede ser considerada dentro de los factores bidticos que
pueden causar un estrés y afectar el crecimiento de las plantas. Este fenémeno es
sumamente complejo y se refiere a la produccion de metabolitos secundarios por una
planta o un microorganismo, los cuales pueden tener un efecto benéfico o perjudicial
sobre otro organismo. Actualmente, la alelopatia se define como cualquier proceso
que involucra metabolitos secundarios producidos por plantas y microorganismos, los
cuales influyen en el crecimiento y desarrollo de los sistemas biolégicos (IAS, 1996).
Los metabolitos secundarios que intervienen como mediadores en una relacion
quimica entre organismos de diferente especie se denominan aleloquimicos.

En el proceso de la alelopatia estan involucrados varios componentes: (1) la planta
productora de los aleloquimicos-metabolitos, (2) las condiciones ambientales y
biolégicas del suelo, y (3) la planta receptora de los aleloquimicos, entre otros.



BIOSINTESIS Y NATURALEZA QUIMICA DE LOS COMPUESTOS ALELOQUIMICOS:

Los metabolitos secundarios implicados en la alelopatia, pertenecen a diversos
grupos quimicos; pero la mayoria de ellos provienen de la via del acetato o del acido
shikimico. Los grupos principales son: terpenoides, quinonas, cumarinas, taninos,
flavonoides y 4cido cinamico (Einhellig, 2002).

MODOS DE LIBERACION DE LOS ALELOQUIMICOS

De acuerdo con Rice (1984) existen cuatro rutas de liberacién de los aleloquimicos al
medio: las cuales son: volatilizacion, lixiviacion, exudaciéon por las raices vy
descomposicion de los residuos de la planta. Estas rutas de liberacién dependen de
la naturaleza quimica de los compuestos, del sitio de almacenamiento de los mismos
dentro de las células y tejidos, y de su asociacion con otras moléculas (Gershenzon,
1993). Por otra parte, la sintesis, la liberacion y la toxicidad de los aleloquimicos
también estan influenciadas por varios factores abidticos como son: la luz, las altas
temperaturas, la humedad (Einhellig, 1987), y por las caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo, como la textura, aireacion y pH (Berg, 1986). Los aleloquimicos
pueden ser toxicos para la misma planta que los produce, por lo que éstas han
desarrollado diversos mecanismos o estrategias para mantenerlos alejados de los
sitios donde se efectian reacciones metabdlicas. Por ejemplo, las plantas los pueden
inactivar combinandolos con azucares y/o formando polimeros; también pueden ser
almacenados en las vacuolas, depositados en células muertas (duramen de la
madera), en espacios intercelulares, en pelos glandulares, o bien, ser liberados al
exterior (Rice, 1984).

MECANISMOS DE ACCION DE LOS ALELOQUIMICOS

En muchos estudios se ha demostrado el efecto de los aleloquimicos sobre el
crecimiento y/o desarrollo de la planta receptora. Sin embargo, el modo de accién
fisiologico de muchos de ellos es desconocido, asi como los mecanismos



moleculares involucrados y las respuestas fisioldgicas que desencadenan en las
células de las plantas receptoras.

El estudio de los mecanismos de accién de los compuestos aleloquimicos es
complejo debido a la diversidad de blancos moleculares en la planta receptora. Por
ejemplo, Einhellig (1995) ha propuesto que el modo de accion de los compuestos
fendlicos es multiple (figura 1) y que su accion sobre las membranas es la causa
principal de la alteracién de procesos como la funcién normal de las ATPasas de H’,

canales, acarreadores y vias de sefialamiento.
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Figura 1. Secuencia hipotética de los diferentes mecanismos de accién que los
compuestos fendlicos pueden tener en las plantas receptoras. Las flechas indican un
efecto negativo sobre los procesos celulares (tomado de Einhellig, 1986).

La mayoria de las investigaciones sobre los mecanismos de accién de los
aleloquimicos se ha enfocado al estudio de procesos celulares especificos, entre los
mas importantes tenemos:



CRECMMIENTO Y DIVISION CELULAR. Muchos aleloquimicos tienen efectos sobre el
crecimiento de varias especies de malezas y cultivos, al causar una inhibicion de la
germinacion, del crecimiento de las raices y de los brotes, ademas de ocasionar una
disminucion en la expansion foliar (Einhelling, 1995). Flores-Carmona (2003) estudié
el efecto de lixiviados acuosos (1%) de Pedilantus tithymaloides y Heliocarpus sp.
sobre el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-
galli y observd que ambas causaron una inhibicion de mas de 60% en las dos
especies de prueba. La inhibicion del crecimiento radicular puede originarse, entre
otros procesos, por la alteracién o inhibicion de la division celular. Cruz-Ortega y
colaboradores (1988) observaron que el extracto etandlico del polen de maiz actua
como un inhibidor de la mitosis en células meristematicas de raices de sandia,
inhibiendo el indice mitético un 50%. Por otra parte, Anaya y Pelayo-Benavides
(1997) observaron que el lixiviado acuoso de Mirabilis jalapa inhibié un 31% la
mitosis en el meristemo de raices de chicharo.

INTERACCION CON HORMONAS. Algunos aleloquimicos pueden alterar los niveles de
ciertas hormonas en células o tejidos vegetales, por ejemplo: las plantulas de avena
y chicharo tratadas con A&cido ferulico presentaron una disminucion en la
concentracion del acido indolacético (IAA) debido a la inhibicion de la enzima IAA-
oxidasa, la cual actta directamente sobre el precursor del IAA (Tayal y Sharma, 1985
citado en Devi, et. al. 1996b). Los compuestos fenélicos, pueden interactuar ademas,
con el &cido giberélico (GA), ya sea uniéndose a la molécula o inhibiendo su proceso
de sintesis. Rasmussen y Einhellig (1979) observaron una inhibicion de la
germinacion inducida por acido giberélico en semillas de Shorgum sp tratadas con
los acidos fentlico, p-cumarico y vainillico. Los taninos inhiben el crecimiento inducido
por el GA, a través de la inhibicion de la sintesis de la amilasa y de la fosfatasa en el
endospermo de las semillas de cebada (Jacobsen y Corcoran, 1977). Por otro lado,
la inhibicién del crecimiento del pepino por el al acido fenilico y otros compuestos
fendlicos, ha sido relacionada con el aumento en los niveles de acido abscisico
(ABA) (Holappa y Blum, 1991; Li, et. al. 1993).



ENzZmAS. Muchos de los aleloquimicos pueden modificar la actividad de varias
enzimas, tanto in vitro como in vivo, inhibiendo su actividad a altas concentraciones y
estimuléndola a bajas. El acido fertlico aplicado a pléantulas de maiz (0.5 - 3.0 mM)
estimula la actividad de algunas enzimas oxidativas como las peroxidasas, las
catalasas y la IAA-oxidasa, e inhibe la actividad de la polifenol oxidasa; por otro lado,
estimula la actividad de las enzimas de la sintesis de los fenilpropanoides, la
fenilalanina-amonialasa (PAL) y la cinamilalcohol-deshidrogenasa (Devi y Prasad,
1996a). En raices de soya (Glycine max) se observé una estimulacion en la actividad
de la peroxidasa por accién de los acidos ferulico y vainillico (1 mM) (Herrig, et. al.
2002).

RESPIRACION. Algunos alelogquimicos son capaces de inhibir o alterar la respiracién,
dependiendo de su naturaleza quimica, de su concentracién y de |la edad de la planta
receptora. Cruz-Ortega y colaboradores (1988) observaron que el extracto etandlico
del polen de maiz actué como un inhibidor del transporte de electrones,
disminuyendo el consumo de oxigeno en mitocondrias de sandia. En otro estudio,
Abrahim y colaboradores (2000) observaron que el a-pineno, a concentraciones >1.0
mM, inhibié la respiracién en mitocondrias aisladas de raiz de Zea mays, y a una
concentracién < 1.0 mM la estimulé. Mucciarelli y col. (2001) observaron que la (+)-
pulegona, extraida de un aceite esencial de Mentha pipenta, inhibié 50% la
respiraciéon de la raiz de Cucumis sativus y el transporte de electrones en
mitocondrias aisladas.

FOTOSINTESIS. La inhibicién del crecimiento y la disminucién en el peso seco, debidas
al efecto del estrés aleloquimico, pueden estar relacionadas con un efecto sobre el
proceso de fotosintesis. Calera y colaboradores (1995a, 1996) observaron en
cloroplastos de espinacas, que la isoalloalantolactona, aislada de Ratibida mexicana,
inhibi6 la sintesis de ATP, alterando el flujo de protones y el transporte de electrones
en el fotosistema Il (P680). El efecto de los aleloquimicos sobre el proceso de la
fotosintesis, es un aspecto importante a considerar debido al potencial herbicida que
algunos aleloquimicos pueden tener (Devi, et. al. 1996b).

10



RELACIONES HIDRICAS. La absorcion del agua, esencial para mantener la turgencia en
las células, es también afectada por un gran nimero de aleloquimicos. Se ha
demostrado que en plantas de soya, pepino, jitomate y sorgo, el potencial hidrico de
las hojas disminuye por efecto de los acidos ferulico, p-cumarico, galico y por la
cafeina (Blum y Dalton, 1985). Sin embargo, Klein y Blum (1990) no observaron
ningin cambio en el potencial hidrico del frijol, lo que sugiere que existe una
diferencia en' sensibilidad en las plantas a los aleloquimicos. Einhellig y
colaboradores (1985) sugirieron que la inhibicion de la conductancia estomatal, de la
transpiracion y de la expansion de las hojas, causada por varios aleloquimicos, se
debe a la reduccion del potencial hidrico.

PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA. Los compuestos fendlicos, como el flavonol y los
flavonoides, pueden alterar las propiedades de la membrana causando una
despolarizacion e interfiiendo con la actividad de las ATPasas, lo que causa un
desacoplamiento en la fosforilacion oxidativa, que provee la energia necesaria para
las funciones celulares (Moreland y Novitzky, 1987). El diacetil-piquerol (derivado del
piquerol, aislado de Piqueria trinervia) inhibié la actividad de la ATPasa H™ en
microsomas de células de raices de /pomoea purpurea. La ATPasa H' de la
membrana plasmética fue inhibida 67.2% y la del tonoplasto 31.6% (Cruz-Ortega, et.
al. 1990). En oftro estudio, se observo que la resina glucosidica de /pomoea tricolor
inhibié 30% la actividad de la ATPasa H' de membrana plasmética en raices de
Echinochloa crus-galli (Calera, et. al. 1995b). Asi, la interferencia de aleloquimicos
con la sintesis de ATP, o su disponibilidad para varios procesos de transporte puede
alterar las funciones de la membrana y, por lo tanto, el metabolismo de la planta.

ABSORCION DE NUTRIMENTOS. Los aleloquimicos pueden interferir con la absorcion de
nutrimentos por la planta. Abenavoli y colaboradores (2001) observaron que el acido
cumarico inhibié la absorcion del nitrato asi como el crecimiento radicular y la
respiracion en raices de trigo.
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SINTESIS DE PROTEINAS. Romero y colaboradores (2002) reportaron que los lixiviados
acuosos (1%) de Sicyos deppei, Acacia sedillense, Lantana camara y Sebastiania
adenophora alteraron los patrones de sintesis de proteinas citoplasmicas de raices
de Zea mays, Cucurbita pepo, Phaseolus vulgaris y Lycopersicon esculentum,
aumentando, disminuyendo, o inhibiendo proteinas de bajo, mediano y alto peso
molecular. En otro estudio, Baziramakenga y col. (1997) observaron, en raices de
plantulas de soya (Glycine max), que los acidos benzoico, vainillico, cinamico y
ferulico, a 250 pM, disminuyeron la incorporaciéon de P a los acidos nucleicos, asi
como también la incorporacién de **S-metionina a las proteinas, y por el contrario, los
acidos p-hidroxibenzoico y p-cumdrico aumentaron su incorporacién. A una
concentracion de 125 uM la mayoria de estos compuestos, excepto los acidos
benzoico y cinamico, aumentaron la incorporacién de P al DNA y al RNA, y los
4cidos vainillico, cinamico y fertlico disminuyeron la incorporacion de **S-metionina a
las proteinas. Los autores concluyeron que la interferencia de los acidos fendlicos
con los acidos nucléicos y el metabolismo de las proteinas, es uno de los muchos
mecanismos por los cuales éstos pueden afectar el crecimiento de las plantulas de
soya.

EsSTREs HipRicO

En las plantas, el agua constituye de 85 a 95% de la masa total, por lo que al
reducirse el porcentaje por debajo de estos niveles, se ocasiona un estrés hidrico en
la célula vegetal, alterando diversos procesos bioquimicos y fisiologicos (Taiz y
Zeiger 2002).

ABSORCION DE AGUA POR LAS PLANTAS

Las plantas son capaces de absorber agua del suelo gracias al flujo que se establece
en el sistema suelo-planta-atmésfera. En este sistema, el agua se mueve debido a
diferencias en su estado termodinamico; el agua, independientemente de su estado
fisico, posee energia y parte de esa energia puede ser utilizada para su movimiento
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en el suelo, en la plantao en la atmés'fera‘ El estado de energia del agua, que es una
medida de su energia potencial, se denomina potencial hidrico (ya), el cual esta
definido por la energia libre de Gibbs. Puesto que el agua se difunde de mayor a
menor concentracion, las plantas solo podran absorber agua cuando su energia
potencial sea menor en las raices que en el suelo (ya mas negativo), y por lo tanto el
movimiento del agua en la planta dependera de un gradiente del potencial hidrico a
lo largo de ella (Buchanan, et. al. 2000).

ADAPTACION DE LAS PLANTAS AL DEFICIT HIDRICO

Las plantas que crecen en el desierto o en condiciones de baja disponibilidad de
agua, presentan mecanismos de adaptacion, ya sean de tipo fenolégico, morfolégico
y/o fisiolégico-bioquimicos, que les permiten tolerar en mayor o en menor grado los
efectos perjudiciales provocados por la falta de agua (Santos y Ochoa, 1990). Entre
los mecanismos de adaptacion fisiolégico-bioquimicos estan la osmorregulacion y la
expresion de novo de genes (dependientes o no del acido abscisico) como se explica
a continuacion.

EL ACIDO ABSCISICO

El acido abscisico (ABA) es una hormona vegetal que tiene muchas funciones
importantes en la fisiologia y ciclo de vida de la planta, principalmente en el
desarrollo de la semilla, y ademas esta relacionada con la respuesta al estrés hidrico.
Esta hormona se ha caracterizado porque su concentracién aumenta bajo
condiciones de déficit hidrico, salinidad y frio, ocasionando el cierre de los estomas, y
disminuir asi la tasa de transpiracion para que la planta no pierda agua durante el
estrés osmético (Jia y Zhang, 2000). Se ha visto que la acumulacién del ABA origina
cascadas de transduccion de sefiales intracelulares y la activacion de genes. El ABA
induce la expresion de sélo algunos tipos de genes en el estrés hidrico, y se ha
propuesto que para ello existen dos rutas: En la primera, los genes no requieren de
la biosintesis de factores de transcripcion para su expresion; el DNA de estos genes
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se distingue por una secuencia en sus regiones promotoras de elementos de
respuesta al acido abscisico (ABRE) 5-C/TACGTGGC-3" que son reconocidos por el
factor EmBP-1 (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997). La segunda ruta si
requiere de la biosintesis de factores proteinicos para la exbresién de los genes
(como son los factores MYC, MYB y bZIP). Por otra parte, se ha visto que hay genes
que se encienden durante el estrés hidrico, los cuales no son inducidos por el ABA,
estos genes contienen una secuencia consenso 5'-TACCGACAT-3', que se conoce
como elemento DRE (elementos de respuesta a la sequia) (Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki, 1996 y 1997).

EJEMPLOS DE GENES EXPRESADOS DURANTE PERIODOS DE ESTRES HIDRICO:

Cuando el citoplasma de la célula pierde turgencia, se inician procesos de regulacién
para ajustar el metabolismo celular a las nuevas condiciones ambientales, y esto da
como resultado cambios en la expresion de los genes. Los productos de estos genes
expresados durante el estrés hidrico se han clasificado en dos grupos: 1) proteinas
que dan tolerancia al estrés, implicadas en los mecanismos de degradacion, como
son las proteasas y ubiquitinas; y para contrarrestar esta degradacién, existen
proteinas como los inhibidores de proteasas y las chaperonas que ayudan a recobrar
la configuracién de las proteinas dafiadas. 2) proteinas que participan en las rutas
biosintéticas de los osmolitos como la pirrolina—5-carboxilasa sintetasa, la betaina
aldehido deshidrogenasa y la mio-inositol 6-O-metiltransferasa, y como la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. También se inducen enzimas asociadas
con el transporte en las membranas, y que son requeridas para ajustar el potencial
hidrico, como las ATPasas H' (Niu, 1995), acuaporinas, acarreadores y canales
(Ingram y Bartels 1996). Asimismo, se expresan genes cuyos productos son
importantes para la desintoxicacion de la célula como son la glutation-S-transferasa,
la catalasa, la superéxido dismutasa y la ascorbato peroxidasa (Mittler y Zilinskas,
1994). Existen otros genes cuyos productos participan, principalmente, protegiendo
las estructuras celulares, como las proteinas LEA (Bray, 1993). Otro grupo de
proteinas inducidas esta implicado en la regulacion y transduccién de sefales como
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son cinasas, factores de transcripcion, fosfolipasas y proteinas 14-3-3 (Shinozaki y
Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

PROTEINAS LEA

Las proteinas LEA son una extensa familia de proteinas vegetales que son
almacenadas durante el desarrollo de la semilla (Baker, et. al. 1988), y cuya
presencia en otros tejidos vegetales esta restringida a situaciones de estrés
osmdético. Estas proteinas se caracterizan por ser muy hidrofilicas (carecen de
residuos de Cys y Trp) y termoestables. Estas propiedades les confieren sus
diversas funciones, entre las que se encuentra su habilidad para atrapar agua,
impidiendo la cristalizacién de proteinas celulares y ofras moléculas durante la
desecacién. También se ha sugerido que pueden proteger estructuras celulares
como las membranas y amortiguar los efectos del estrés hidrico, manteniendo un
minimo requerimiento de agua en la célula (Ingram y Bartles, 1996). Otras funciones
asignadas a las proteinas LEA incluyen el secuestro de iones (Dure, 1993), asi como
una actividad de chaperonas para la proteccion de otras proteinas (Close, 1996) y
ser guias de proteinas nucleares durante el estrés hidrico (Godoy, et. al. 1994).

Las proteinas LEA se han clasificado por el andlisis de las secuencias de regiones de
alta similitud entre proteinas de diferentes especies, y se han propuesto cinco
familias de proteinas LEA (Buchanan, et. al. 2000):

Familia D-19 o grupo 1. la proteina que representa a esta familia es la Em del trigo.
Mas del 70% de la conformacion de la proteina es azarosamente en espiral con
algunas pequeias a-helices, es rica en aminoacidos cargados y en glicina, lo que
hace suponer que tienen una alta capacidad para unirse al agua. Su expresion
podria representar tolerancia durante un déficit hidrico.

Familia D-11 o grupo 2: las proteinas representativas de esta familia son DHN1 del
maiz y la D11 del algodén. Este grupo de proteinas tienen una secuencia consenso
EKKGIMDKIKELPG en donde el niumero de repeticiones varia segutn la proteina;
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presenta una o mds regiones conservadas de lisina que pueden formar a-helices,
también puede tener regiones ricas en resicuos polares (Gly o Ala y Pro) de longitud
variable, ademas de que puede 0 no presentar una regién de poliserinas. Se
encuentran en citoplasma y en el nucleo. Se ha propuesto que actuan como
chaperonas para preservar la estructura de otras proteinas durante un déficit hidrico.
Familia D-7 o grupo 3. las proteinas que representan esta familia son HVA1 en
cebada (inducida por ABA) y D-7 en algodén (abundante en embriones). Este grupo
de proteinas tienen una secuencia consenso de 11 aminoacidos (TAQAAKEKAXE).
Pueden contener a-helices anfipaticas y formar dimeros. Se les ha sugerido un papel
en el secuestro de iones, los cuales se concentran durante la deshidratacion celular.
Familia D-95 o grupo 4. |la proteina que representa esta familia es la D-95 de la
soya. Gréficas de hidropatia han mostrado que esta proteina es ligeramente
hidrofébica, ademas de que es posible que contenga en la regién del amino terminal
una a-helice anfipatica. Se ha propuesto que su principal funcién es remplazar el
agua para preservar la estructura de la membrana.

Familia D-113 o grupo 5: Las proteinas que representan esta familia son la LE25 del
jitomate y la D-113 del algodén. En la region del amino terminal la proteina forma una
a-helice, y en la regién del carboxilo terminal una espiral de secuencia y longitud
variable. Estas proteinas son ricas en Ala, Gly y Thr. En éste grupo se encuentran las
proteinas que pueden unirse a las membranas o a otras proteinas para mantener la
integridad de su estructura en periodos de déficit hidricos en la célula, asimismo son
proteinas que secuestran iones para proteger el metabolismo en el citoplasma
durante la pérdida de agua.

PROTEINAS LEA. pLE4 Y pLE25. Los cDNAs de las proteinas pLE4 y pLE25
representan los RNAs mensajeros que se acumulan en respuesta a un déficit hidrico,
como la sequia, fri6, salinidad y altos niveles endégenos de 4cido abscisico (ABA) en
plantas de jitomate (Cohen, et. al. 1991).

PLE4. El cDNA de pLE4 es de 856 pares de bases y contiene un marco de lectura
que codifica una proteina de 130 aminoacidos (13,948 Da), hidrofilica, con una
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composicién de aminoacidos de Gly (22.8%), Glu (9.2%), Met (9.2%), Thr (9.2%) y
GIn (8.5%). Los aminoé&cidos Cys, Phe y Trp no estan presentes en este polipéptido.
Una secuencia ‘tandem’ de 9 aminoacidos, <G-T-G-G-M-M-G-G-T>, se encuentra
treinta aminoécidos rio abajo de la Met inicial. pLE4 es muy parecida a la familia de
las dehidrinas de cebada y maiz (Close, et. al. 1989), a la familia RAB del maiz
(Vilardell, et. al. 1990) y del amoz, a dos polipéptidos de la familia de Craterostigma
plantagineum, a la proteina D11 del algodén y a la RSLEA2 del rabano. Pertenece a
la familia D-11 (grupo 2) de las proteinas LEA y su posible funcién es la de una
chaperona (Dure, 1993), se expresa principalmente en hojas, peciolos, tallos y
retofios, mas que en el desarrollo de la semilla y el fruto (Cohen, et. al. 1991).

pLE25. El cDNA de pLE25 esta formado de 539 pares de bases, tiene un marco de
lectura que codifica para una proteina de 88 aminoacidos (9,258 Da). Su
composicion es rica en Ala (20.5%), Thr (14.8%), Lys (13.6%) y Gly (10.2%), y es
altamente hidrofilica. Al igual que la pLE4 la pLE25 no contiene Cys y Trp. pLE25 es
similar a la proteina LEA (D113) del algod6n con una similitud del 64% y un 55% de
identidad, ambas son ricos en Ala y Gly, y carecen de Cys y Trp. La proteina pLE25
pertenece a la familia D-113 (Grupo 5) y se expresa principalmente durante el
desarrollo de las semillas, en el fruto, tallo y peciolos, pero su expresién es baja en
las hojas (Cohen, et. al. 1991).

OSMORREGULACION

La célula puede mantener su potencial hidrico a través de un ajuste osmético, el cual
se obtiene por la acumulacion de osmolitos como la betaina, prolina, pinitol,
fructanos, glicina-betaina, dimetil-sulfonil-propionato, sacarosa, fructosa, glicerol,
trehalosa, rafinosa, ectoina (1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-carboxilpirimidina), entre
otros. Estos osmolitos son solutos compatibles que no interfieren con las funciones
enzimaticas en el citoplasma, y su acumulacién da como resultado un potencial
osmético negativo en el interior de la célula, lo que impide la salida de agua y
mantiene asi la turgencia en la célula (Hasegawa, et. al. 2000).
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ESTRES OXIDATIVO

Diversos factores de estrés causan la produccién, de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en las células, generando un estrés oxidativo en ellas (Bowler, et. al. 1992). El
estrés oxidativo es al aumento, en exceso, de radicales libres y perdxidos como son:
los singuletes ('02), el anién superdxido (0.™), el radical hidroxilo (HO®), el radical
hidroperdxilo (HO,™), y el peroxido de hidrogeno (H202), junto con una disminucion
de los sistemas antioxidantes enziméticos de defensa como la superéxido dismutasa,
la ascorbato peroxidasa, la catalasa, la glutation reductasa, la glutation peroxidasa, y
los no enzimaticos, como el glutatién, el a-tocoferol, el ascorbato, los carotenoides,
los flavonoides y los alcaloides (Foyer, et. al. 1994).

Los radicales libres son especies quimicas (atémicas y moleculares) altamente
reactivas porque tienen uno o mas electrones desapareados (ya sea por pérdida o
ganancia de ellos), por lo que pueden afectar a otras moléculas como los acidos
nucleicos, las proteinas, los carbohidratos y los lipidos y, por lo tanto, al organismo
en su totalidad (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Los ROS pueden ser generados por fuentes endégenas y exdgenas. Las primeras
son los productos del metabolismo normal y esencial de los organismos aerobios
(mitocondria y cloroplastos) o por reacciones de destoxificacion (en los peroxisomas).
Las fuentes exégenas incluyen algtin tipo de estrés como patégenos, aleloquimicos,
xenobidticos, biotoxinas, hormonas, ozono, herbicidas, metales pesados, sequia, frio,
calor, deficiencia de nutrimentos, dafio mecanico, intensidad de luz, y luz ultravioleta
(Scandalios, 2002). Existen tres maneras por las cuales los factores ambientales
pueden generar un estrés oxidativo: 1) por produccion directa de ROS, por la
actividad de las enzimas como la glicolato oxidasa en la fotorespiracién, la NADPH
oxidasa, la amino oxidasa en el citoplasma, y peroxidasas en el peroxisoma (Grant y
Loake, 2000). 2) por efecto de la inhibicion de los mecanismos de defensa
antioxidantes, dando como resultado un incremento en los niveles de ROS (Bowiler,
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et. al. 1994). 3) por alteraciones en las rutas biosintéticas en las mitocondrias y los
cloroplastos, ocasionando el aumento de especies reactivas de oxigeno (Noctor y
Foyer, 1998).

LIPOPEROXIDACION. La produccion elevada de ROS, independientemente del origen
fisiolégico o factor exteno que los origine, ocasiona una lipoperoxidacion en las
membranas, el primer blanco de los radicales libres son los &acidos grasos
insaturados de los fosfolipidos de las membranas.

La lipoperoxidacion es una reaccion de autooxidacion, que puede ser iniciada,
principalmente, por los radicales hidroxilos (HO®) o por los radicales hidroperoxilos
(HO2™). Estos radicales tienen la capacidad de remover un atomo de hidrégeno de un
metileno de la cadena hidrocarbonatada de un &cido graso poliinsaturado,
ocasionando que el “metileno” quede con un electrén desapareado, creando asi un
radical de acido graso. Este radical, como consecuencia, realiza un rearreglo
molecular intemo formando un dieno conjugado, que a su vez reacciona con el
oxigeno molecular y produce un radical lipoperéxilo, capaz de sustraer un hidrégeno
del acido graso vecino para formar el hidroperéxido, y de esta manera continuar la
reaccién en cadena hasta que, eventualmente, reaccionen dos radicales libres y con
ello se llegue a la terminacion del proceso. Otra altemativa es, que a partir del
lipoperoxilo se formen los peréxidos ciclicos, los que pueden, por un lado, conducir a
la formacion de endoperdxidos ciclicos, o bien, se da lugar a la formacién del
malondialdehido (MDA) (Halliweil y Gutteridge, 1989). Como consecuencia de la
lipoperoxidaciéon, la membrana pierde fluidez, ocasionando que las proteinas
membranales pierdan su actividad y sus funciones receptoras, llegando asi, a
ocasionar la lisis de la célula.
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Figura 2. Oxidacién de los lipidos insaturados en la membrana (tomada de Halliwell
y Gutteridge, 1989).

FUNCIONES DE LOS RADICALES LIBRES. Se ha visto que el aumento en la produccion de
ROS durante el estrés puede afectar la integridad de la célula, pero también es cierto
que los ROS actuan como sefiales para la activacion de respuestas al estrés (Mittler,
2002). Los ROS pueden ser vistos como indicadores celulares del estrés y como
segundos mensajeros involucrados en las rutas de transduccion de sefiales en las
respuestas al estrés. Particularmente el 02" y el H.O, actian como moléculas de
sefalamiento intracelular, y ademas, regulan, por un lado, la actividad de los factores
de transcripcion implicados en la proliferacion celular, diferenciacion y, morfogénesis,
y por ofro lado, inducen la expresion de genes de defensa (Knight y Knight, 2001).

Los ROS tienen otras funciones importantes en la fisiologia de la célula vegetal, por
ejemplo en la respuesta al ataque por patégenos. Una de las respuestas directas a la
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invasion por patégenos es la produccion de grandes cantidades de ROS para
provocar lo que se conoce como “estallido oxidativo” o respuesta hipersensible (HR).
Las NADPH oxidasas de la membrana, las amino oxidasas en el apoplasto y las
peroxidasas ligadas a la pared celular, contribuyen en la produccion acelerada de
ROS durante este proceso (Bolwell y Wojtaszek, 1997). Por otro lado, se ha
encontrado que el acido salicilico inhibe la actividad de la ascorbato peroxidasa y la
catalasa, favoreciendo asi el aumento de ROS. Ademas se ha visto, que el 6xido
nitrico (NO) ayuda a programar la muerte celular junto con los ROS, por lo tanto, el
acido salicilico, el NO y los ROS activan muchas de las defensas vegetales asi como
la muerte celular programada (Klessig, et. al. 2000).

ATPASA DE H + DE MEMBRANA PLASMATICA DE LAS CELULAS VEGETALES

Las bombas de protones como las ATPasas H® tipo P son las encargadas del
transporte activo, expulsan protones (H') fuera de la célula en contra de un gradiente
de concentracion y requieren la energia de hidrélisis del ATP. Son enzimas integrales
de membrana, tienen un peso molecular de aproximadamente 100 kDa y con una
estructura simple en comparacion con las ATPasas tipo F o tipo V. La ATPasa de H*
tipo P es considerada como una “enzima maestra” que controla muchas funciones
importantes a nivel celular y de o6rganos vegetales, incluyendo la divisién vy
elongacion celular (Serrano 1989). Su estructura terciaria consta de cuatro dominios
hidrofilicos citoplasmicos, altamente conservados y denominados: 1) Dominio de
cinasa (sitio de unién del ATP), con una secuencia conservada de KGAP (lys, gly, ala
y pro). 2) Dominio de fosfatasa (sitio de unién del Mg**); este dominio es necesario
para la hidrélisis del ATP en la ATPasa de H* de la membrana plasmatica (el Mg**
interactia con dos residuos de acido aspartico, que estan en la secuencia
conservada GDGVNDAPALKKA de varias ATPasas tipo P). 3) Dominio de
transduccion, donde se unen los H', y 4) Dominio inhibitorio, que contiene el
carboxilo terminal (ver regulacion enziméatica) (Palmgern, 2001).
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MODO DE ACCION. Las ATPasas tipo-P presentan dos conformaciones E; y Ez. La
forma E1 tiene una alta afinidad por el ATP asi como también por el proton que se
transporta fuera del citoplasma. La forma E; tiene una baja afinidad por ambos
ligandos, pero tiene una alta afinidad por el vanadato que actda como inhibidor. El
transporte del proton del citoplasma al lado externo esta asociado con el cambio
conformacional entre E; y E;. Como se muestra en la figura 3, los protones y el ATP
se unen a la enzima en la conformacion E;; la fosforilacién del residuo aspartil-fosfato
resulta en la conformacién EiP (H') la cual cambia a la conformacién EP (H"),,
donde la enzima tiene baja afinidad por el protén, el cual es liberado al otro lado de la
membrana. El fosfato es liberado por hidrélisis del aspartil fosfato y la conformacion
de la enzima E; es restituida a la conformacion E; (Post, et. al. 1972).

E, \ - E,-P(H),

| |

E, ( ( E,-P(H"),
@ @
Figura 3. Ciclo de reaccion de la ATPasa de H* tipo P (tomado de Buchanan, et. al.
2000).

LOCALIZACION: EXPRESION EN TEJDOS ESPECIFICOS. Esta enzima se ha encontrado en
diferentes tipos celulares de las plantas, y su concentracién varia de un tipo celular a
ofro, encontrandose en mayor cantidad en aquellos encargados del transporte y la
acumulacion de solutos. Por ejemplo, en el floema que es un tejido encargado de
transportar compuestos orgdnicos (glucosa) a larga distancia, se han encontrado
varias isoformas de la ATPasa de H'. También es muy abundante en las raices, en
donde se ha localizado en las células epidérmicas y en la endodermis, sugiriendo
que participa en el transporte de solutos al xilema (Parets-Soler, et. al. 1990).

REGULACION AMBIENTAL. La ATPasa de H' de la membrana plasmética puede ser
regulada por factores de crecimiento de la planta como las hormonas vegetales,
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toxinas producidas por patégenos y por la luz, todos estos factores pueden actuar
como sefiales directas o indirectas e involucran rutas de transduccion de sefiales
(Serrano, 1989).

REGULACION ENZIMATICA. Se ha sugerido que el carboxilo terminal de las ATPasas de
H* interactia directa o indirectamente con el sitio activo de la enzima para inhibir la
actividad, limitando de alguna manera la union del ATP y la unién del protén en el
dominio catalitico, dando como resultado una conformacion inactiva de la enzima,
esto se ha comprobado indirectamente cuando se remueve de la enzima el carboxilo
terminal por accion de la tripsina y se observa un estado de alta actividad enzimatica
(Palmgern, 1991).

REGULACION POR LA FUSICOCINA Y LA PROTEINA 14-3-3. Otro mecanismo de regulacion,
el cual involucra al dominio del carboxilo terminal, es el modelo de la unién con la
proteina 14-3-3. Esta proteina se une a una gran cantidad de proteinas blanco en
eucariontes, fosforilando a residuos de serina o treonina. Se ha sugerido que es una
candidata para la regulacién de las ATPasas de H* de la membrana plasmaética,
porque activa a esta bomba dependiendo del estado de fosforilacién de la treonina.
Por ofra parte, la proteina 14-3-3 se ha copurificado con la ficotoxina llamada
fusicocina; la unién de éstas, activa a la ATPasa de H’, sin necesidad de fosforilar a
la treonina, pero su activacion si depende de su unién al carboxilo terminal de la
enzima, y de esta manera la mantienen en un estado activo (Svennelid, et. al. 1999).

REGULACION POR LIPIDOS. La composicién de esteroles de la membrana plasmatica
vegetal influye en la actividad de la ATPasa de H* (Grandmuogin, et. al. 1989). Los
fosfolipidos activan a la ATPasa de H* de la membrana plasmatica (Memon y Boss,
1990) y pueden ser formados localmente de una manera rapida y reversible por los
polifosfoinositoles, los cuales son activadores de la enzima. También se ha reportado
que la auxina y la luz causan rapidos cambios en los fosfatidilinositoles, sugiriendo su
participacion en las rutas de transduccion de sefiales para la regulacién de la enzima.
Un mecanismo altemativo para regular la ATPasa de H' es a través de su activacién
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por la fosfatidilcolina, un producto de la hidrdlisis fosfolipidica de la fosfolipasa A2, la
cual no involucra la union de ésta al carboxilo terminal. El efecto de los
lisofosfolipidos sobre la ATPasa de H' puede ser directo, uniéndose a la enzima y
ocasionando un cambio conformacional que permita que se desplace el dominio
inhibitorio, 0 que estimulen a una proteina cinasa las cuales a su vez son

estimuladas por los lisofosfolipidos (Martiny y Scherer, 1989).

PAPEL FISIOLOGICO DE LA ATPASADE H'.
Sus funciones fisiolégicas principales son:

« Proporciona la energia necesaria para transportar los nutrimentos, iones y agua
dentro de la célula; mantiene la turgencia celular, que esta relacionada con el
crecimiento y con la expansion celular (Serrano, 1989; Palmgren, 2001).

» Se le conoce como una enzima electrogénica que expulsa protones (H") fuera de
la célula, creando un potencial de membrana que puede exceder los -200 mV
(Hirsch, et. al. 1998).

« Genera un gradiente quimiosmoético que es utilizado para transportar los solutos
al interior de la célula a través de un simportador (Marre, 1979).

« Esta involucrada en el movimiento de érganos y estomas, al participar en los
cambios de turgencia (Morsomme y Boutry, 2000).

ATPASA DE H' DE TONOPLASTO (V-ATPASA EC 3.6.1.34)

Las tres proteinas mas abundantes del tonoplasto son: las acuaporinas (canales de
agua), la pirofosfatasa (V-Ppasa) y la V-ATPasa de H*; estas dos Ultimas contribuyen
al gradiente de protones. La V-ATPasa de H* (750 kDa) es la proteina mas compleja
y abundante (6.5-35%), estd encargada del transporte activo primario y se le ha
localizado en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi (Matsuoka, et. al.
1997). La V-ATPasa de H" utiliza la energia liberada de la hidrélisis del y-fosfato del
ATP para bombear protones dentro del lumen vacuolar (pH de 5.5) y crear un
gradiente de H* electroquimico (-90mV), el cual genera el transporte secundario de
iones y metabolitos dependientes de acarreadores o canales, manteniendo la
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homeostasis celular. La actividad de la V-ATPasa puede ser regulada por diversos
factores ambientales (Maeshima, 2001).

ESTRUCTURA. La V-ATPasa de H' consiste de 13 subunidades las cuales estan
localizadas en dos grandes dominios, un dominio periférico (Vy), el cual contiene el
sitio catalitico involucrado en la hidrélisis de ATP, y un dominio transmembranal (Vo)
el cual funciona como un canal para los protones. El sitio catalitico esta compuesto
de tres copias de las subunidades A y B, las otras subunidades (C-H) forman el tallo
central, y une los dos dominios Vi y Vo. El dominio Vo estd compuesto por las
subunidades a y ¢ (Ratajczak, 2000).

ENzmoLOGIA. Su estructura terciaria es muy similar a la ATPasa de H® de la
mitocondria y cloroplastos (F-ATPasa), y por este motivo se ha propuesto que la V-
ATPasa de H' puede tener un mecanismo rotacional para transportar los H* como lo
hacen las F-ATPasas (en donde la hidrélisis del ATP en el dominio Fy lleva a la
rotacion de la subunidad-y), aunque en la V-ATPasa todavia no se sabe que
subunidad es la que realmente se encarga de esta funcion (Ratajczak, 2000).

REGULACION. Los inhibidores especificos de la V-ATPasa de H' incluyen a la
bafilomicina A1, concanamicina C y al nitrato (Drose, et. al. 1993). Otros compuestos
quimicos como las drogas W-5 y W-7, la calmidazolina y los antagonistas de canales
de calcio como el verapamil y el diltiazem, también inhiben la actividad de la V-
ATPasa, por lo que puede estar involucrada en la regulacion de respuestas
metabdlicas, como un componente dependiente de calcio en la cadena de
transduccion de sefales (Pfeiffer, 1995). La V-ATPasa puede estar regulada por
diferentes mecanismos: 1) por fosforilacién de su subunidad citopldsmica; 2) por
modificacién de su estado redox; 3) por oxidacién y reduccién de sus grupos
sulfidrilos, presentes en la subunidad A y B; 4) por cambios en la disponibilidad del
sustrato (Mg-ATP?) en el citoplasma; y por Gltimo, 5) por los lipidos que la rodean.
También puede ser regulada hormonalmente y se ha sugerido que algunas isoformas
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de la V-ATPasa son enzimas constitutivas y otras son expresadas bajo condiciones
de estrés ambiental (Dschida y Bowman, 1995, Ratajczak, 2000).

CATALASA

La catalasa (EC 1.11.1.6, Hz0. oxidoreductasa, CAT) se encuentra en los
peroxisomas y protege a la célula contra los efectos toxicos del peroxido de
hidrégeno, catalizando su descomposicion en oxigeno molecular y agua, sin la
produccién de radicales libres.

La catalasa es una de las enzimas mas eficientes que existen; en Penicillium vitale,
esta formada de cuatro subunidades idénticas (tetrdmero con un peso de 220,000 a
350,000 Da);, cada monémero contiene un grupo prostético que esta constituido por
un anillo de protoporfirina y un atomo central de hierro en el centro catalitico. La
estructura primaria de cada monémero consiste de 506 aminoécidos, un grupo hemo
y una molécula de NADH, tiene un pH éptimo de 7 y un punto isoeléctrico de 5.4
(Vainshtein, et. al. 1986).

Se ha propuesto que son dos etapas en las cuales la catalasa degrada la molécula
de peréxido de hidrégeno:

H202 + Fe (lll)—E -— H20 + O + O=Fe (IV)}—E (1)

H202 + O=Fe(IV)—E —H20 + O + Fe (lll—E (2)
Aunque la catalasa y la ascorbato peroxidasa tienen el mismo sustrato, remueven el
peroxido de hidrégeno para distintas funciones en la célula. Mientras que la

ascorbato peroxidasa puede ser responsable en la regulacion de ROS para el
sefialamiento, la catalasa puede ser la responsable de remover el exceso de H20;
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durante eventos de respuesta al estrés (Mittler, 2002). De esta manera, la catalasa
junto con las hidroperoxidasas y la superoxido dismutasa son indispensables para la
desintoxicacion de ROS durante periodos de estrés, previniendo asi el dafio celular.
Asimismo, se ha observado que el estrés oxidativo causado por herbicidas,
xenobiébticos, ozono y por senescencia, aumenta la proliferacion de peroxisomas en
células vegetales (Palma, et. al. 1991; Lépez-Huertas, et. al. 2000).
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Sicyos pepPEI G. DON
DISTRIBUCION Y DESCRIPCION TAXONOMICA (CRONQUIST, 1981)

Division: Magnaliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Delleniidae

Orden: Violales

Familia: Cucurbitaceae
Genero: Sicyos

Especie: Sicyos deppei G. Don

Figura 4. Sicyos deppei G. Don. maleza sumamente agresiva, que causa pérdidas
en la produccion agricola de varios cultivos en la parte central de México.

Sicyos deppei cominmente es conocida como chayotillo, calabacilla, atatana, tatana,
tlapaloso y tlapalazon. Es una planta anual que crece en época de lluvia y su
distribucion abarca el Valle de México, Valle de Toluca, San Luis Potosi, Jalisco y
Veracruz (Rodriguez-Jiménez, 1985), Michoacan, Puebla, Guanajuato, Querétaro y
Tlaxcala (entre 1300 y 2700 msnm, principalmente en alturas > 2000 msnm), en
bosques, matorrales, pastizales, orillas de arroyos, lagunas, caminos y en
plantaciones de maiz, trigo, cebada, jitomate y frijol, entre otros (Kohashi-Shibata, et.
al. 1990).
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S. deppei es una planta monoica, que presenta primero las inflorescencias
masculinas y después las inflorescencias femeninas junto con otras masculinas,
éstas Ultimas contienen gran cantidad de néctar favoreciendo la polinizacién cruzada
y la entoméfila. Sus tallos son ramificados de varios metros de largo (la longitud de
las ramas llegan a alcanzar los 400 m), con 200 apices en promedio; esto la
convierte en una planta con un alto potencial para ramificarse con rapidez, y al
mismo tiempo, en una eficiente trepadora, distinguiéndose por su exuberante
crecimiento. Tiene hojas con peciolos de 1 a 9 cm de largo, hirsutos, 16bulo terminal
triangular—oblongo, apice acuminado, margenes serrulados, base profundamente
cordada. Cada planta genera aproximadamente 37,000 frutos, los cuales una vez
maduros se desprenden con facilidad de la planta (Rodriguez-Jiménez, 1985,
Kohashi-Shibata, et. al. 1990).

Brechu-Franco y col. (1992) observaron que la germinacién de las semillas de S.
deppei presenta dos estrategias de latencia en el suelo, la mas importante fue su
testa impermeable; cuando ésta fue eliminada y la imbibicién tuvo lugar, observaron
una segunda latencia que fue dada por la influencia de la luz (fotoblastismo). Los
autores concluyeron que esta especie mantiene una proporcién considerable de
semillas sin germinar por su estado de latencia relacionado con sus cubiertas
seminales impermeables, generando asi un banco de semillas persistente en el
suelo, que es la fuente de futuras invasiones a los terrenos de cultivo. Orozco y col.
(2000) estudiaron el efecto de la calidad de luz (luz blanca, rojo- rojo:lejano) sobre la
germinacién y el desarrollo de las semillas de S. deppei, y concluyeron que éstas
presentan un heteroblastismo fisiolégico y morfolégico que favorece la permanencia
de las mismas en el suelo por largos periodos de tiempo, permitiendo asi una
germinacién espaciada, y asegurando el reclutamiento de plantulas, e incrementando
su capacidad para establecerse en diversos ambientes.

Los métodos de control de S. deppei incluyen la eliminacion de la maleza mediante
deshierbes manuales, asi como el empleo de herbicidas, aunque presenta
resistencia al herbicida 2,4-D, ampliamente usado para arvenses de hoja ancha
(Kohashi-Shibata, et. al.,, 1990). El mejor tratamiento para el deshierbe de S. deppei
ha sido el uso de los herbicidas Triasulfuron, Dicamba y Bromoxinil (Urzua, 1993).
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S. deppei es considerada una maleza muy agresiva que reduce el rendimiento de los
cultivos y es dificil de exterminar por sus caracteristicas biolégicas y ecolégicas antes
descritas (crecimiento rapido y semillas heteroblasticas), que le confieren una gran
ventaja adaptativa y competitiva en su medio ambiente. Por otra parte, se ha
comprobado que contiene compuestos aleloquimicos que puede liberar al medio y de
este modo, ejercer un efecto sobre las plantas vecinas. Actualmente se esta
realizando un estudio fitoquimico biodirigido de esta planta para identificar los
compuestos responsables de su actividad fitotoxica, pero hasta el momento no se
han identificado las estructuras de estos compuestos (Anaya, comunicacion

personal).

LYCOPERSICON ESCULENTUM L. MiLL

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Genero: Lycopersicon

Especie: Lycopersicon esculentum L. Mill.

HISTORIA. Lycopersicon esculentum L. Mill., es conocido en la parte central de México
como jitomate y en el norte como tomate rojo. El jitomate junto con el chile, el
chocolate, la vainilla y el guajolote, constituyen los mas importantes legados de
Mesoamérica al mundo. El jitomate fue domesticado en México y su nombre, en
nahuatl, es “tomatl”. Las variedades domésticas del jitomate vienen de dos tipos
silvestres: L. esculentum y L. pimpinellifolium, originarios del ceste de Sudamérica. El
jitomate fue introducido a Europa en el siglo XVI después de la conquista (Messiaen,
1975).

DESCRIPCION BOTANICA. Es una dicotiledonea herbacea, anual, pubescente
semilefiosa de 50 cm a un metro de altura, hojas dimorfas, flores amarillas

agrupadas en racimos. Su fruto es una baya globosa, lisa, deprimida en la base con
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costillas en algunas variedades y esférica, con un diametre de aproximadamente 2-
15 cm (Messiaen, 1975). El color del fruto va del rojo al amarillo-anaranjado debido a
la acumulacion del caroteno licopeno y de B-caroteno, su sabor puede ser desde muy
dulce hasta acido. Los érganos verdes (tallos, hojas y frutos inmaduros) contienen un
glicoalcaloide que posee un grupo esterol, la tomatina, la cual es toxica si se ingiere
(Madhavi y Salunkhe, 1998).

IMPORTANCIA. Es un cultivo de alta importancia alimenticia por tener un fruto muy rico
y nutritivo (contiene vitamina C y A, carotenos, fierro, fésforo, calcio, potasio y muy
pocas calorias), puede ser consumido crudo, hervido o en conserva como jugo; en la
industria cosmética, es utilizado en la preparacién de shampoo y jabones (Kalloo,
1993), y en la medicina tradicional, en los estados de Michoacan, Zacatecas y
Puebla se emplea como cataplasmas para la inflamacién de las anginas, pulmonia y
enfermedades del rifion (Aguilar, et. al. 1994).

ENFERMEDADES. La planta de jitomate es atacada por una gran variedad de parasitos,
algunos de ellos, comunes en México, son: bacterias (Pseudomonas solanacearum,
Corynebacterium michiganense, Xanthomonas vesicatorias), hongos (Fusarium
oxysporum, Alternaria solani, A. tenuis, A. alternata, Phoma destructiva, Corynespora
cassiicola), virus (mosaico del tabaco TMV), nematodos (Trichodorus spp.,
Paratrichodorus spp., Meloidogyne spp) e insectos (Nezara viridula, Laphygma
frugiperda, Heliothis armigera), y algunas especies de acaros y escarabajos (Ayvar,
et. al. 1994; Madhavi y Salunkhe, 1998).

Debido a su gran importancia econémica a nivel mundial, el jitomate ha sido objeto
de muchos estudios fisiolégicos, bioquimicos y moleculares cuyo objetivo principal es
su mejoramiento genético, con el fin de que la planta pueda tolerar enfermedades
como las que se han mencionado anteriormente, y mejorar la calidad del fruto.
También estos estudios han sido enfocados hacia los mecanismos de tolerancia al
estrés abidtico como la sequia y el fri6, entre muchos otros. El jitomate es una
especie muy sensible al clima frio, asi como al tipo de suelo (requiere pH 6ptimos de

31



6.0 a 6.8, alta humedad, gran cantidad de materia organica y climas templados)
(Madhavi y Salunkhe, 1998).

ANTECEDENTES

Los estudios previos sobre el efecto del lixiviado acuoso de S. deppei, han mostrado
que inhibe significativamente el crecimiento radicular de otras plantas como: lechuga
(Lactuca sativa L.), amaranto (Amaranthus hypochondnacus L.), el pasto elefante
(Echinochloa crus-galli L.), frijol (Phaseolus vulgaris L), chilacayote (Cucurbita ficifolia
L), maiz (Zea mays L) y el propio jitomate (Lycopersicon esculentum L) (Hernandez-
Bautista, et. al. 1996).

Por ofra parte, en un estudio sobre el efecto del lixiviado acuoso de S. deppei en la
ultraestructura de las raices del frijol y el chilacayote, se observaron células
plasmolizadas y un mayor niimero de pequefias vacuolas (Cruz-Ortega, et al. 1998).
Asimismo, el patrén de sintesis de proteinas citoplasmicas de raices de jitomate fue
modificado por el lixiviado acuoso de S. deppei, lo que muestra que los compuestos
aleloguimicos tienen un efecto en el proceso de sintesis de proteinas en las células
de raiz de jitomate (Romero-Romero, et. al. 2002).

En estudios in vitro sobre el crecimiento del jitomate, se ha observado que esta
planta es sumamente susceptible a los aleloquimicos. Los lixiviados acuosos de
plantas alelopaticas como Pedilantus tithymaloides, Zanthoxylum carnibaeum,
Heliocarpus sp, Acacia cedilloi, Lantana sp. y S. deppei, inhiben su crecimiento
radicular hasta un 80%,; los de Jatropha gaumeri, Sebastiania adenophora, Zuelania
guidonia y Callicarpa acuminata la inhiben 50% (Romero-Romero, et. al. 2002; Cruz-
Ortega, et. al. 2002 y Flores-Carmona, 2003).

Ademas de los estudios en el laboratorio, tenemos referencia de que en Xochimilco,
el cultivo de jitomate esta muy extendido y es el que recibe mayores cuidados de los
campesinos (Rojas, 1983). En esta zona de cultivo, S. deppei es muy abundante, los
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campesinos realizan un deshierbe cuando la maleza esta en fase de plantula, para
evitar que invada y cubra rédpidamente gran parte de los terrenos de cultivo, de lo
contrario, después seria imposible su control, afectando como consecuencia la
produccion del jitomate.

Con base en estos antecedentes, la hipétesis del presente trabajo es:

HIPOTESIS

Si el estrés aleloquimico producido por el lixiviado acuoso de Sicyos deppei esta
causando alteraciones, como inhibicion del crecimiento radicular, modificaciones en
la membrana (plasmélisis), inhibicién en la actividad de la ATPasa de H‘, aumento de
radicales libres y la expresion de proteinas inducidas también durante el estrés
hidrico, entonces el efecto del estrés aleloquimico en el jitomate, podria ser
equivalente a un estrés hidrico, lo que permitiria estudiar y conocer vias de

sefializacion comunes de ambas respuestas.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si el estrés aleloquimico provocado por el lixiviado acuoso de Sicyos
deppei induce un estado semejante al estrés hidrico en las células de las raices de
Lycopersicon esculentum, comparando algunas respuestas moleculares asi como
observaciones microscopicas del tejido radicular en ambos tipos de estrés.
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OBJETIVOS PARTICULARES

. Observar, por medio de microscopia de barrido, los efectos del estrés
aleloquimico y del estrés hidrico sobre las estructuras de las células de
las raices de jitomate.

. Observar por medio de microscopia electronica, estos mismos efectos
sobre la membrana plasmatica de las células de las raices de jitomate.

. Determinar los efectos de ambos tipos de estrés sobre la actividad de la

ATPasa de H' de la membrana plasmatica y del tonoplasto de raices de
jitomate.

. Determinar si ambos tipos de estrés aumentan la produccién de especies
reactivas de oxigeno y medir el grado de lipoperoxidacién en las células
de las raices de jitomate.

. Examinar las respuestas de las defensas antioxidantes, como Ia
actividad de la enzima catalasa bajo el efecto de ambos tipos de estrés.

. Determinar el efecto de los mismos sobre la expresién de las proteinas
LEA (pLE4 y pLE25) en raices de jitomate.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO Y ESTRES ALELOQUIMICO

Sicyos deppei se colecté en la Reserva Ecologica del pedregal de San Angel en
Ciudad Universitaria, D. F. La parte aérea de la planta se secé durante dos dias en
una estufa a 27-30° C para posteriormente ser utilizada.

Las semillas de Lycopersicon esculentum, L (Solanaceae), variedad Rio Grande, se
obtuvieron de PETOSEED, SATICOY, CA, USA.

BIOENSAYOS IN VITRO

Los bioensayos se realizaron bajo condiciones de esterilidad, utilizando una
campana de flujo laminar.

PROCESAMIENTO DE LAS SEMILLAS DE PRUEBA. Las semillas de jitomate se lavaron con
detergente y se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio (comercial) al
10% (lo que equivale a 0.5% de NaOQCI) por 5 min. Posteriormente, se enjuagaron
exhaustivamente con agua destilada estéril para quitar los residuos de cloro.

PREPARACION DEL LDAVIADO AcU0sO. El lixiviado acuoso se obtuvo remojando 3 g de
la parte aérea seca de S. deppei en 300 mL de agua bidestilada estéril durante tres
horas. El lixiviado se esterilizé por medio de un filtro Millipore con membranas de
045 y 022 ym. La presion osmética (mOsm/L) del lixiviado se midié con un
osmometro (OSMETTE A) de punto de congelacién con el fin de no rebasar el limite
de tolerancia de las semillas de prueba a este factor (Anaya y Pelayo-Benavides,
1997).
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SUSTRATO PARA LA GERMINACION DE LAS SEMILLAS. En cajas de petri (6 cm de
diametro) se adicionaron 3 mL del lixiviado acuoso de S. deppei al 1% y 3 mL de
agar al 2%, para tener una concentracion final de 0.5% del lixiviado. El control
consistio en cajas con 3 mL de agua destilada estéril y 3 mL de agar al 2%. Una vez
solidificado el agar se colocaron 10 semillas de jitomate por caja en cada tratamiento.

ESTRES HIDRICO

CURVA DE CRECIMIENTO RADICULAR DE JITOMATE BAJO DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
PEG 8000. Con el objetivo de tener una presion hidrica que inhibiera el crecimiento
radicular del jitomate en la misma proporcién que el lixiviado acuoso al 0.5% de S.
deppei, se elaboré una curva de crecimiento sobre concentracion de polietilen glicol
8000 (J. T. Baker). Las concentraciones utilizadas fueron 0, 1, 3, 6, 9, 12 y 15%
(PNV). La osmolaridad de cada solucién se determiné ut_ilizando un osmometro
(OSMETTE A), en unidades de mOsm/L, y se determiné la presién osmética en
unidades de MPa utilizando la conversion siguiente:

1000 mOsmol = 22.4 atm.

1 atm = 101,325 Pa

Los bioensayos se realizaron en cajas de petri (6 cm de didmetro) a las cuales se les
adicionaron 3 mL de agar (Merck) al 2% y 3 mL del doble de cada concentracién de
PEG 8000 con el fin de obtener las concentraciones de PEG mencionadas. Se
hicieron cuatro repeticiones por tratamiento y por medio del andlisis estadistico
PROBIT se determiné que —-0.16 MPa (3% PEG) inhibieron el crecimiento radicular
del jitomate 50%, y -0.28 MPa (12% PEG) lo inhibieron 80%; este ultimo resuitado
fue similar al obtenido con el lixiviado acuoso (0.5%) de S. deppei. Por esta razén los
siguientes bioensayos se realizaron utilizando PEG 8000 al 12% (-0.28 MPa) (ver
resultados). Una vez mezclado el agar con el PEG tuvieron una presion osmética de
-0.328 MPa, causando la misma inhibicién del crecimiento radicular.
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DiseNO EXPERMENTAL. En todos los casos, se realizaron cuatro repeticiones por
tratamiento en un disefioc completamente al azar, las cajas de petri se colocaron en
una estufa de germinacion a 27 °C en la oscuridad. Después de 72 h se determiné el
porcentaje de germinacion y la longitud radicular (mm) de las plantulas de jitomate.
Los datos de crecimiento radicular fueron analizados por medio de la prueba
estadistica ANOVA (p < 0.05).

OBTENCION DE LAS RAICES. Para la extraccion de proteina, se utilizaron 60 cajas de
petri por cada tratamiento (control, lixiviado de S. deppei y PEG). Después de 72 h,
las raices se cortaron, se congelaron y homogeneizaron en un mortero con nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino. El tejido se guardé a -70°C para su uso posterior.

OBSERVACIONES EN MICROSCOPIA DE BARRIDO Y ELECTRONICA.

Estas observaciones se realizaron en la Unidad de Microscopia del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM. De cada tratamiento (S. deppei, PEG y control) se tomaron
5 raices de jitomate y se cortaron 3 mm a partir de la cofia e inmediatamente se
colocaron en un amortiguador de fosfato de sodio 10 mM pH 7, sacarosa 60 mM y
glutaraldehido al 3%. Posteriormente, las raices fueron post-fijadas durante 3 h en un
amortiguador de fosfato de sodio pH 7.2, con tetréxido de osmio al 2% y se
sumergieron en resina fresca (Epon 812, Spi-Chem), donde se dejaron polimerizar
por 48 h a 60°C. Los cortes de las raices (600 a 800 A) se hicieron con un microtomo
de Reichert-Jung, e inmediatamente se colocaron en una solucion de acetato de
uranilo al 2% y ctrato al 2%. Después de esta fijacion las muestras fueron
observadas en un microscopio electronico Jeol 1200 EXIl. En el caso de las
muestras para Microscopia de barrido éstas fueron cubiertas con oro y se observaron
en un microscopio Jeol JSM-5410LV.
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MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE ATPAsA DE H' (EC 3.6-1.35)

EXTRACCION DE FRACCIONES MICROSOMALES. El tejido de raiz molido, de todos los
tratamientos, se homogenizé con un polytron (Tissue Tearor Biospec Products INC
WI, USA), en un amortiguador de homogenizacion [HEPES 50 mM (Sigma), Sorbitol
250 mM (Sigma), EDTA 1 mM (Sigma), KCl 1 mM (J. T. Baker), DTT 5 Mm (Bio-
Rad), mezcla de inhibidores de proteasas 40 uL/mL (Boehringer Mannheim)], en una
relacion de 3 g de tejido por 1 mL de amortiguador. Este homogeneizado se
centrifugd dos veces, la primera a 3000 g y la segunda a 13,000 g durante 10 min a
4°C, en ambas centrifugaciones se desecho el boton. Por ultimo, el sobrenadante se
centrifugé a 80,000 g por 1.5 h a 4°C para obtener las fracciones microsomales
(botén). El botén se resuspendié con 80 plL de amortiguador de solubilizacién
(Sorbitol 500 mM, K-Pi 5 mM, pH 7.8 (J. T. Baker), KCI 0.2 mM y DTT 5§ mM) y se
guardaron en alicuotas de 25 ulL a —70°C, de acuerdo al procedimiento descrito por
Sanchez Nieto, et. al. (1997). La cantidad de proteina se determino por el método de
Bradford (1976).

DETERMINACION DE LA HIDROUSIS DEL ATP Y DE Pi. Los tubos de ensayo fueron
previamente lavados en acido sulfurico (3:1 viv) (J.T. Baker) para evitar
contaminacion de fosfatos. A todos los tubos se les afiadié 150 pL del medio de
hidrélisis [Sacarosa (Sigma) 200 mM/ 20 mM MOPS (Sigma)/ BTP (Sigma) pH 7.0,
CCCP 7 uM (Sigma), MgCl> 10 mM (Sigma), ATP/BTP 10 mM pH 7.0 (Sigma), Brij.
0.015% (Sigma)]. A los primeros tres tubos de cada tratamiento no se les afadi6
inhibidores (para medir la hidrolisis de las ATPasas totales de la fraccion
microsomal). En una secuencia de tres tubos por tratamiento se les afadieron los
siguientes inhibidores, 9 uL de NasVO4 5 mM (Sigma) [el cual inhibe la actividad de
las ATPasas de H* de membrana plasmatica (EC 3.6.1.35) (Serrano, 1989; Briskin y
Hanson, 1992)], 15 pL de Tris-NOs; 1M (Sigma) [el cual inhibe la ATPasa H* de
tonoplasto (EC 3.6.1.34) (Drose, et. al. 1993)], 3 uL de NaN; 100 mM (Sigma) [para
inhibir las ATPasas H* de mitocondria (Galleger y Leonard, 1982)]. Todos los tubos
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se incubaron de 5 a 10 min a 30°C. A los tubos blancos (sin hidrélisis de ATP), se les
afadid 150 uL de SDS al 24% (Bio-Rad), con el fin de desnaturalizar a las proteinas
(sirven como blanco porque no hay hidrélisis de ATP). A todos los tubos se les
anadié 2 pug de proteina dando un intervalo de tiempo constante de 20 segundos
entre la adicion a cada tubo. Los tubos se incubaron por 1 h a 30 °C, después de
este tiempo se le anadieron a cada tubo 150 ulL de SDS al 24%, con el intervalo de
20 segundos entre tubo y tubo; después los tubos se colocaron a temperatura
ambiente, segin el método descrito por Gonzéalez-Romo, et. al. (1992) y Sanchez-
Nieto, et. al. (1997).

Se realizd una curva patrén con una solucién 1 mM de fosfato de potasio (KH2PO4)
(J. T. Baker), de la siguiente manera:

Para medir la hidrdlisis del ATP, a todos los tubos de la reaccién asi como a los de la
curva de fosfatos, se les afadieron 300 ul de reactivo BC (&c. ascorbico 12%
(Sigma) disuelto en HCI 1 N (J.T.Baker) y molibdato de amonio al 2% disuelto en HCI
1 N (J.T. Baker) 1:1. Después se les aiadieron 450 pL del reactivo E [acido acético
glacial 2% (J.T. Baker), metaarsenito de sodio 2% (Aldrich) y citrato de sodio 2%
(J.T. Baker)]. En este paso fue importante el no rebasar un intervalo de 10 min entre
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el reactivo E y el BC, ni tampoco afadirlo antes de tres min. Los tubos se mezclaron
bien y se ley6 su absorbencia a 850 nm.

Con las absorbencias que se obtuvieron de la curva patron de fosfatos, se realizé
una regresion lineal y se determiné la pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el
factor de correlacion (r°). Se promediaron las tres repeticiones de cada inhibidor y
con este promedio se calcularon los nmolPi mg™' min™' de cada tratamiento con la
siguiente formula:

(Apro-Anian)x AInmol Pi x 1000/[ ] ug +Tiempo (incubacién)= nmolPi: mg'min’’
Donde:

A = Im: inversa de la pendiente de la curva de fosfatos.
[ 1 ug = Concentracién de las proteinas en ug afadida a cada tubo.

Los datos de los tratamientos fueron analizados por medio de la prueba estadistica
ANOVA (p <0.05).

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA POR GELES DE ACTIVIDAD

EXTRACCION DE PROTEINA. El tejido de raiz molido con nitrégeno liquido se
homogenizé en un polytron con amortiguador de fosfatos [K-POs4 50 mM pH 7.8,
EDTA 1 mM (Sigma)] en una relacién de 100 mg/mL. Las muestras se centrifugaron
a 3,000 g por 10 min a 4°C para remover los restos celulares. La cantidad de
proteina se determiné por el método de Bradford (1976).

PREPARACION Y TINCION DEL GEL NATIVO. El gel se prepard segin el método de
Laemmli (1970). Treinta ug de proteina de cada tratamiento se separaron en un gel
de 6% de acrilamida (Bio-Rad), Tris-HCI 1.5 mM pH 8.8. La electroforesis se llevo a
cabo por 5 h a 40 Volts. Para visualizar las bandas de actividad de la catalasa se
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sigui6 el método descrito por Harris y Hopkinson (1976), modificado por Chary y
Natving (1989). Al finalizar la electroforesis los geles se sumergieron en una solucion
de metanol al 5% por 5 min, se enjuagaron con agua destilada y posteriormente se
incubaron en una solucion de H,O, al 0.03% (Mallinckrodt 30%) por media hora.
Después de ese tiempo los geles se enjuagaron con agua destilada y las bandas de
actividad se revelaron con una solucién de ferrocianuro de potasio 2% (J.T. Baker) y
cloruro fémrico 2% (J.T. Baker). Durante esta reacciéon donde hay H:O», y en la
presencia de cloruro fémico, el ferrocianuro de potasio se oxida formando un
precipitado azul; en cambio, en las regiones del gel donde hubo actividad de
catalasa, y por lo tanto no hay H»0; este precipitado no se forma, observandose
formas claras en el gel. En el momento de observar las bandas de actividad la
reaccion se detiene agregando una solucion de acido acético al 10% y metanol al
30%.

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA POR ESPECTROFOTOMETRIA

EXTRACCION DE PROTEINA. La técnica de extraccion de proteinas se realizé de la
manera descrita anteriormente, con la Unica variante que consisti6 en pasar el
sobrenadante a través de una columna de Sephadex G25 (Sigma) para eliminar
compuestos de bajo peso molecular que interfieren con la medicién de la actividad de
la enzima (Anderson, et. al. 1995); el filtrado se colecté por centrifugacion a 3,000 g
por 5 min a 4°C. La cantidad de proteina se determiné por el método de Bradford
(19786).

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA POR ESPECTROFOTOMETRIA. Para medir la
actividad. de la catalasa se sigui6 el método descrito por Beers y Sizer (1952),
utilizando 50 pug de proteina. El medio de reaccién contenia 100 pL de H,Oal 0.03%
como sustrato y un amortiguador de K-PO4 a pH 7, en un volumen total de 1 mL. Se
midi6 el consumo de H202 a 240 nm en intervalos de 20 segundos durante 3 min
utilizando un espectrofotémetro (Beckman DU 640). El blanco consistié en 700 uL de
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amortiguador de fosfatos y agua destilada estéril y el control en 700 pL de
amortiguador de fosfatos, 100 pL de agua destilada estéril y 200 pL de H2O. al
0.03%. La determinacion de la actividad de la catalasa se realiz6 con tres
repeticiones y muestras de tres experimentos por separado. La cantidad de sustrato
consumido (moles de H,0,) por la cantidad de proteina contenida (mg) por el tiempo,
se calcul6 con la siguiente formula:

(m /e X prot)/1000 x 60 =m mol / mg / min
Donde:
m = Pendiente
e = Coeficiente de extincion molar (40 mM™' ecm™)
1000 = Factor de conversién por volumen para pasar de Mol a mmol
60 = Factor de conversion de tiempo (minutos)
prot = Proteina en miligramos

Los datos de los tratamientos fueron analizados por medio de la prueba estadistica
ANOVA (p <0.05).

MEDICION DE RADICALES LIBRES POR QUIMIOLUMINISCENCIA

Para la medicion de radicales libres por quimioluminiscencia se utilizd la técnica
descrita por Cadenas y Helmut (1984). El luminol, que es el reactivo utilizado, es
faciimente oxidado por los radicales libres [superdxido (O2™), el hidroxilo (HQOe) y el
oxigeno en singulete ('02)], a un anién aninoftalato electrénicamente excitado, que
cuando baja a su estado basal emite fotones, lo que hace posible medirlos en un
contador de centelleo.

El amortiguador de reaccién, en un volumen final de 4 mL, contenia: acetato de
amonio 0.5 M pH 10.5 (J.T Baker), cloruro de cobalto 250 uM (Sigma) y luminol 50
pM (Sigma) con carbonato de sodio 1 mM (J.T. Baker); esta solucién se incubd
durante 10 min en la oscuridad. Después de este tiempo, en un contador de centelleo
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(programado para medir quimioluminicencia, Beckman LS6000SE), se realizé la
primera lectura de los viales que contenian sélo el amortiguador, a ésta se le
consideré como la lectura inicial. Después, en la oscuridad, a cada vial se le afadié
60 ug de proteina de los diferentes tratamientos (control, S. deppei y PEG), las
muestras se volvieron a leer en el contador y se tomé como lectura final el conteo

mayor.

La cantidad de radicales producidos se determiné con la siguiente formula:

Cantidad de radicales = [cpm de la lectura final — cpm de la lectura del blanco] / 0.060
mg de proteina.
Dénde: Cpm = cuentas por minuto

Los resultados se reportaron como el promedio de tres repeticiones de tres
experimentos diferentes. Y se analizaron por medio de la prueba estadistica ANOVA
(p <0.05).

MEDICION DE LIPOPEROXIDACION

Para cuantificar el dafio producido por los radicales libres sobre la membrana se
realizé la técnica de deteccion de dienos conjugados descrita por Racknagel y
Glende (1984). En un tubo de ensayo se colocaron 0.5 mg de proteina cuyo volumen
se ajusté a 1 mL con agua bidestilada estéril y se le afiadieron 4 mL de solucién de
Folch [cloroformo-metanol 2:1 (J.T. Baker)]. Los tubos con las muestras se agitaron
por 30 segundos y se dejaron reposar en hielo durante media hora. Las muestras se
centrifugaron a 7000 g por 5 min para separar las fases de cloroformo, proteina y
metanol. La fase inferior de cloroformo fue extraida del tubo y se transfirié a un tubo
limpio. Los tubos se colocaron en bafio de agua (60 °C) para evaporar el cloroformo.
Después se aiiadieron 1.5 mL de ciclohexano puro, se agitaron las mezclas
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perfectamente y se midi6 su absorbencia a 233 nm, utilizando ciclohexano puro

como blanco.

EXPRESION DE LAS PROTEINAS LEA

Los cDNAs de las proteinas pLE4 (no. Accesion X51904) y pLE25 (no. Accesion
M76552) de L. esculentum fueron donadas por la Dra. Elizabeth Bray de la
Universidad de California, Riverside, USA.

CULTIVO EN MEDIO LiQuIDO LB (LURIA-BERTANI). Con el fin de multiplicar la cantidad de
plasmidos, la colonia de bacterias con los cDNAs de las proteinas pLE4 y pLE25
(clonadas en el vector pBS-SK) se cultivo en 3 mL de medio liquido de LB [bacto
triptona 1% (Difco), extracto de levadura de cerveza 0.5% (Difco), NaCl 1% (Sigma) y
ampicilina 100 pg/mL (Sigma)]. A cada tubo con 3 mL de medio se les inocul6é una
colonia de bacterias y posteriormente se pusieron a crecer a 37°C a 250 rpm durante
toda la noche en un agitador (Environ Shaker). Esta preparacion se utilizé para la
obtencién del plasmido.

PURIFICACION DEL PLASMIDO. El plasmido se obtuvo utilizando el Kit QlAprep Spin
Miniprep (QIAGEN) y siguiendo las instrucciones especificas del fabricante. El
plasmido de las clonas se eluyé de las columnas afadiendo 35 pL de agua
bidestilada estéril. La cantidad de plasmido se midi®6 por medio de un
espectrofotometro a 260/280 nm. Posteriormente, se digiri6 con las enzimas de
restriccién EcoRI (10 U/uL) y con Hind Il (10 U/ul) (Invitrogen) para obtener los
cDNAs de pLE4 y pLE25 (Sambrook, et. al. 1989).

Los cDNAs de las proteinas pLE4 y pLE25 se identificaron por su tamario, utilizando
un marcador de DNA 1 pg/uL (GiBCOBRL) en un gel de agarosa de bajo punto de
fusion al 1% [TAE y 0.1 pg/imL de bromuro de etidio) (Sigma)]. El tamario de la
pLE4 es de 856 pb y el de la pLE25 de 539 pb.



EXTRACCION DE LAS SONDAS EN GEL DE AGAROSA. Una vez identificados los cDNAs de
las proteinas pLE4 y pLE25 en el gel, se extrajeron con un kit de extraccién de DNA
en gel de agarosa (Roche), siguiendo las instrucciones especificas del fabricante. El
DNA obtenido se cuantifico utilizando un fluorémetro DyNA Quant 200 (Pharmacia
Biotech).

MARcAJE. Para el marcaje no radioactivo de los cDNA de las dos proteinas LEA
utilizamos el Kit de DIG High Prime DNA labeling and Detection Starter Kit Il (Roche),
a partir de 3 ug de cDNA concentrados en 16 ul de cada una de las sondas pLE4 y
pLE25. Se colocaron después en un tubo eppendorf por separado y se
desnaturalizaron a 90 °C por 10 min. Se les afadieron 4 uL de la mezcla 5X que
contiene: los cebadores arbitrarios, los nucléotidos, la digoxigenina-dUTP (DIG-
dUTP) y la enzima Klenow. Los tubos se incubaron a 37° C durante 20 h (siguiendo
las instrucciones del manual) y la reaccion de marcaje se detuvo calentando las
muestras en barfio maria a 65 °C por 10 min.

EXTRACCION DEL RNA TOTAL Y NORTHERN BLOTS

EXTRACCION DEL RNA. El RNA total se aisl6 de las raices de jitomate de los tres
tratamientos (control, S. deppei y PEG) utilizando el reactivo de Trizol (Invitrogen).
Brevemente, se colocaron 100 mg de tejido (de cada muestra) en un tubo eppendorf
de 1.5 mL estéril y tratado con agua DEPC [dietil pirocarbonato (Sigma)] y se les
afiadié 1 mL de Trizol y 10 uL. de DEPC; se mezclaron y se incubaron a temperatura
ambiente por 5 min. Las muestras se centrifugaron a 8,000 g por 10 min a 4°C dos
veces. La fase acuosa se transfirié a un tubo limpio y se le afiadieron 200 pl de
cloroformo (Sigma), se agité vigorosamente y se incubaron a temperatura ambiente
por 3 min. Después de la incubacién se centrifugd a 8,000 g por 15 min a 4°C. La
fase acuosa se transfirio a otro tubo y se le agregaron 0.5 mL de fenol: cloroformo:
alcohol-isoamilico (Sigma), las muestras se agitaron de 15 a 30 segundos y se
centrifugaron a 8,000 g por 15 min a 4°C. La fase acuosa se transfirid a un tubo a
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cada uno de ellos se le afiadieron 0.5 mL de cloroformo. Las muestras se agitaron
cuidadosamente y se centrifugaron a 8,000 g por 15 min a 4°C. Después de esta
centrifugacion se obtuvo la fase acuosa y se le afiadieron 120 pl de acido acético 1 M
y 700 uL de etanol absoluto para precipitar el RNA. Las muestras se colocaron en frié
durante 90 min y después se centrifugaron a 8,000 g por 20 min a 4°C, el
sobrenadante se decantd y el boton de RNA se lavé con 1 mL de etanol al 75%
(Merk) dos veces, centrifugando a 2,000 g por 5 min cada una. El exceso de etanol
se retir6 y el botén se disolvio con 30 ul de agua DEPC estéril.

CUANTIFICACION DEL RNA. La concentracion y la pureza de las muestras de RNA
fueron determinadas, leyendo estas en el espectrofotometro a 260 nm y a 280 nm.
Las medidas de absorciébn en este margen permiten el célculo directo de la
concentracion de los acidos nucleicos.

Para la cuantificacion se utilizé la siguiente relacion:

RNA ng/pl = Ageo X 0.04pg/ul X FD
Donde:
Azep = absorbencia a 260nm
10.04 = coeficiente de extincién de RNA
FD = factor de dilucién: pul de muestra /mL de agua DEPC

La pureza de las muestras de RNA se obtuvo mediante la tasa de las absorbencias
260/280 nm. Una muestra de RNA debe de tener una tasa AzswAzso de 1.6 a 1.8.

GEL DE AGAROSA-FORMALDEHIDO. La integridad del RNA total y los northern blots se
observaron en un gel de agarosa al 1.2%. Se pesaron 0.36 g de agarosa (GIBCO
BRL) con amortiguador MOPS 5X y formaldehido 1.7% (37% Sigma). Para cada gel
se utilizaron 30 ug de RNA por cada tratamiento. Las muestras de RNA fueron
calentadas a 65°C por 10 min y se les afiadié un amortiguador de carga que contenia
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formamida 50% (Sigma), formaldehido 6.5% y MOPS 1X, posteriormente se
calentaron a 55°C por 10 min y se cargaron en el gel, la electroforesis se corrié 1.5 h
a 75 Volts.

NoRTHERNS BLOTS. Después de la electroforesis el gel se tiid con una solucién de
bromuro de etidio (0.1 pg/mL) en 150 mL de amortiguador 0.5 X de TBE por 30 min;
posteriormente el gel fue lavado en amortiguador 0.5 X de TBE con el fin de remover
todos los residuos de formaldehido y de bromuro de etidio. Después se observé en el
transiluminador de UV y se tomé una fotografia del gel.

ELECTROTRANSFERENCIA. Se utilizd una camara de transferencia semihimeda para
acidos nucleicos y proteinas (Bio-Rad) con una membrana de nylon cargada
positivamente (Boehringer Mannheim). La membrana de nylon se equilibré por 10
min en amortiguador 0.5 X de TBE (la membrana y los papeles filtro tenian las
mismas dimensiones del gel). Sobre el plato del anodo del aparato de transferencia
se colocd un papel filtro (Bio-Rad) previamente humedecido con amortiguador 0.5 X
de TBE. Encima del papel filtro se colocé la membrana y después el gel de agarosa
que contenia las muestras de RNA; se le colocé otro papel filtro previamente
humedecido con amortiguador. En todos estos pasos se tuvo el cuidado de remover
cualquier burbuja formada entre las diferentes capas. Por ultimo, se afiadieron 7 mL
del amortiguador 0.5 X TBE, se colocd el soporte y se dejo transferir por 1 h a 20
Volts. Pasado el tiempo de la transferencia, la membrana se lavé en 2X SSC y el
RNA se fij6 en UV-crosslink (STRATALINKER) y se dejé secar en papel filtro para
posteriormente realizar la prehibridacion.

ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS PLE4 Y PLE25 POR NORTHERN
BLOTS.

PREHIBRIDACION. Se precalentaron 10 mL del DIG Easy Hyb a 50°C, se colocd la
membrana y se dejo prehibridizar a 50°C por 2 hrs.
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HIBRIDACION. El cDNA (25 ng/mL) de las proteinas pLE4 y pLE25 que anteriormente
se habian marcado con el DIG High prime, se le afiadi6 a los 5 mL del DIG Easy Hyb
y se desnaturaliz6 por ebullicién durante 5 min e inmediatamente se coloct en hielo.
La membrana se sumergié dentro de esta solucién para hibridar durante 20 h a 42
°C.

Lavapos con ssc. Al terminar la hibridacion la membrana se lavé en 30 mL de SSC
2 X con 0.1% de SDS por 15 min a temperatura ambiente (dos veces). Después fue
lavada en 30 mL de SSC 0.5 X con 0.1% de SDS por 15 min a §5°C.

DETECCcION. La membrana se coloco en 20 mL de amortiguador de lavado [100 mL
amortiguador de acido maleico (Sigma) y Tween 20 al 0.03% (Sigma)] por 1 min.
Después se incubé por 1 h a temperatura ambiente en 10 mL de solucién
bloqueadora (1mL de solucion bloqueadora 10X diluida en 9 mL de amortiguador de
acido maleico). Posteriormente la membrana se incubdé con el anticuerpo (Anti-
Digoxigenin-AP conjugado) en solucidén bloqueadora fresca durante 30 min a 37°C.
La membrana se enjuagd dos veces con amortiguador de lavado durante 15 min a
temperatura ambiente y después se incub6 con el amortiguador de deteccién (Tris-
HCI 0.1 M y NaCl 0.1 M pH 9.5) durante 2 min a temperatura ambiente. Por ultimo la
membrana se colocd con la cara del RNA hacia arriba en un acetato y se le aplicaron
0.5 mL de CSPD (sustrato quimioluminicente de fosfatasa alcalina), se cubrié con
otro acetato y se incub6 por 30 min a 37°C. La membrana se expuso a una placa

radiogréfica por 2.5 h.

48



RESULTADOS

ESTRES HIDRICO: CURVA DE POLIETILEN GLICOL

La presion osmética se determiné para las diferentes soluciones de PEG 8000, y los

valores respectivos (MPa) se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Presion osmoética de las diferentes soluciones de polietilen glicol 8000.

0

1 -0.005
3 -0.017
6 -0.056
9 -0.135
12 -0.228
15 -0.465

Con estas concentraciones se realizd una curva de crecimiento radicular de L.
esculentum (para lograr una inhibicién radicular equivalente a la causada por el
lixiviado de S. deppei sobre semillas de jitomate). La figura 5 muestra el efecto del
PEG sobre el crecimiento radicular de jitomate.
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Figura 5. Efecto de la presion osmética de las 7 concentraciones de PEG 8000 sobre
el crecimiento radicular de jitomate a 27 °C. La medicién de la raiz se realiz6 a las 72
hrs.

Por medio del andlisis estadistico PROBIT se determiné que a —0.16 MPa, la
solucién de PEG inhibi6 50% el crecimiento radicular del jitomate y a -0.328 MPa
(12% PEG 8000 con 1% de agar), la inhibicién fue de 80% (figura 5), similar a la
causada por el tratamiento con el lixiviado acuoso (0.5%) de S. deppei (figura 6 A).
Sin embargo, Este ditimo no afectd el porcentaje de germinacion de semillas de
jitomate (Tabla 2), en cambio, el estrés hidrico (-0.328 MPa) si causd una inhibicion
significativa en la germinacién (lo que se determiné por medio de un ANOVA).

Tabla 2. Efecto del estrés aleloquimico y del estrés hidrico sobre el porcentaje de
germinacion de semillas de jitomate.

o o CrEIoR
estrés -0.028 871 (a)

aleloquimico

Estrés hidrico -0.328 801 (b)
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El estrés hidrico y el aleloquimico inhibieron 75% y 76% el crecimiento de la raiz de
jitomate respectivamente (Figura 6 A y B). Este resultado sugiere que los
compuestos contenidos en el lixiviado, al igual que la falta de agua, pueden estar
afectando diversos procesos celulares que no permiten el desarrolio normal de la
raiz, un organo esencial en la absorcion de agua y nutrimentos para la planta.

A
50 -
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£ 30 +——
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Control S. deppei Estrés hidrico

Letras diferentes son estadisticamente significativas. Duncan (p < 0.05)

Figura 6 A. Efecto del lixiviado acuoso de las hojas secas de S. deppei (0.5 % = -
0.028 MPa) y del estrés hidrico (-0.328 MPa) sobre el crecimiento radicular del
jitomate, después de 72 h de germinacion. (p<0.05). B Apariencia de las raices de
jitomate a las de 72 h con los tres tratamientos.
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En la figura 6 B podemos observar que ademas de la inhibicion, la apariencia de las
raices es diferente en los tratamientos, las expuestas al estrés aleloquimico eran
muy duras y con un color oscuro, en cambio, las raices expuestas al estrés hidrico
eran bastante fragiles y de color blanco.

e iy 3

Figura 7. Efecto del estrés aleloquimico y del estrés hidrico sobre la ultraestructura
de la raiz de jitomate. Microscopia de barrido de raices de jitomate 100 X. Control
(A); estrés aleloquimico (B); estrés hidrico (—0.328 MPa) (C).

En las raices tratadas con el lixiviado de S. deppei (figura 7 B), se observaron
alteraciones morfolégicas importantes como el aumento de pelos radiculares e
inhibicién de la zona meristematica y de la zona de elongacién. Las raices sometidas
al estrés hidrico (figura 7 C) también presentaron una inhibicion de la zona
meristematica y de la zona de elongacion, pero no hubo la presencia de pelos
radiculares. Estos resultados coinciden con efectos reportados que causa el estrés
hidrico, como son la disminucion en el crecimiento y que la raiz no alcanza su
desarrollo 6ptimo (Chiatante, et. al. 1999).
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Figura 8. Efecto del estrés aleloquimico y del estrés hidrico sobre la cofia y zona
meristemética de las raices de jitomate, evaluado por microscopia de barrido (500X).
Control (D), estrés aleloquimico (E) y estrés hidrico (F).

Observaciones en el microscopio de barrido a 500X mostraron que ambos tipos de
estrés causaron un engrosamiento en la zona meristematica de las raices de jitomate

(figura8 E y F).
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Figura 9. Efecto del estrés aleloquimico y del estrés hidrico sobre células de la
periferia de la cofia de las raices de jitomate, evaluados por microscopia electrénica
de transmision. Control (A, 2 K) y (D, 10K); estrés aleloquimico (B, 2 K) y (E, 10 K); y
estrés hidrico (C, 2 K) y (F, 10 K).

Por microscopia electrénica de transmisién se observé que las membranas de las
células de las raices en ambos tipos de estrés estan plasmolizadas (figura9 B, C, E
y F, la membrana plasmatica esta separada de la pared celular, sefialada con una
flecha en las microfotografias). Mientras que en las células de las raices de las
plantas control no se observa esta separacion (figura9 Ay D).
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Figura 10. Actividad de las ATPasas de H' de la fraccién microsomal total de raices
de L. esculentum expuestas al estrés aleloquimico y al estrés hidrico. Letras
diferentes son estadisticamente significativas Duncan (p < 0.05).

Tabla 3. Porcentaje de actividad de la ATPasa de H' en microsomas totales de
raices de L. esculentum expuestas al estrés aleloquimico y al estrés hidrico, con

respecto al control.

Control 100

Estrés aleloquimico 62 38
Estrés hidrico 41 59

La Figura 10 muestra el efecto inhibitorio del estrés aleloquimico y del estrés hidrico
sobre la actividad de las ATPasas de H' de la fraccion microsomal total de las células
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de la raiz de jitomate. La actividad de las ATPasas de H* fué inhibida por el estrés
aleloguimico 38% y 59 % por el estrés hidrico (Tabla 3).

_ 150
£
E
& 100
£
.
g 50
c

0

Membrana Plasmatica Tonoplasto

B Control O S.deppei m Estrés Hidrico |

Figura 11. Comparacién del efecto del estrés aleloquimico y del estrés hidrico sobre
la actividad de la ATPasa de H* de membrana plasmética y la V-ATPasa de H' del
tonoplasto de raices de L. esculentum (p<0.05).

Ambos tipos de estrés inhibieron significativamente la actividad de la ATPasa de H*
de membrana plasmética y la V-ATPasa de H* del tonoplasto. Los dos tipos de
enzimas (MP y T) en conjunto, contribuyen a la homeostasis de la célula en relacién
al pH, iones, asi como a la polarizacién de la membrana; lo que repercute en muchos
procesos celulares: transporte, nutricion, division y elongacién celular, y turgencia
(Serrano, 1989; Heven, et. al. 1999).
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Para determinar el dafo oxidativo que el estrés hidrico y el aleloquimico causaban en
las raices de jitomate, se midié la presencia de radicales libres, Ia lipoperoxidacion de
membrana y la actividad de la enzima antioxidante catalasa (EC 1.11.1.6).

Tabla 4. Efecto del estrés aleloquimico y del estrés hidrico sobre la produccion de
radicales libres y la lipoperoxidacion en raices de L. esculenfum. Se utilizaron 60 pg
de proteina para determinar radicales libres y 500 ug para la lipoperoxidacion.

. . o il
Control 46,400 % 5,300 (a) 0.183 £ 0.010 (a)
Estrés aleloquimico 66,700 + 9,900 (b) 0.270 £ 0.034 (b)
Estrés hidrico 31,400 £ 2,000 (c) 0.377 £0.016 (c)

Se observé que en las células de raiz de jitomate expuestas al lixiviado con S.
deppei, los niveles de radicales libres aumentaron significativamente un 40%, vy la
lipoperoxidacion un 47% con respecto al control (tabla 7). En contraste, el estrés
hidrico causé una reduccion significativa del 68% en los niveles de radicales libres,
mientras que la lipoperoxidaciéon aument6 un 105% (tabla 7).

P
BIBLIOTECA
IM3TITUTO DE ECOLOGIA

UNAM
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ACTIVIDAD DE LA CATALASA

La actividad de la catalasa se determind tanto en geles de actividad como por
espectrofotometria. Se observé que ambos tipos de estrés causaron un aumento en
la actividad de ésta enzima, como se observa en la figura 12. La actividad de la
catalasa aumentd 40% con el estrés aleloquimico y 81% en el estrés hidrico, en
comparacion a la actividad que presento el control (Tabla 5).

1 2 3

Figura 12. Gel nativo de actividad de |la catalasa de raices de L. esculentum (carril 1)
bajo estrés aleloquimico (carril 2) y bajo un estrés hidrico (carril 3).

Tabla 5. Efecto del estrés aleloquimico y del estrés hidrico sobre la actividad de la

catalasa en raices de L. esculentum. Se utilizaron 50 ug de proteina y la actividad se
midié por la transformacién del H.O» en agua y oxigeno molecular.

Control T 0.013 £ 0.001(a)
Estrés aleloquimico 0.018 £ 0.001 (b)
Estrés hidrico 0.023 £0.003 (c)

Letras diferentes son estadisticamente significativas. Duncan (p < 0.05)
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Tabla 6. Resumen de los efectos sobre la actividad de las P-ATPasas de H' y de las
V-ATPasas de H', de la catalasa y de la produccién de radicales libres y
lipoperoxidacion en raices de L. esculentum expuestas a estrés aleloquimico y a
estrés hidrico.

Radicales libres 1(40%) 1(68%)
Lipoperoxidacion 1(47%) 1(105%)
Actividad de la catalasa 1(40%) 1(81%)
Actividad de P-ATPasa de H+ 1(50%) 1(56%)
Actividad de V-ATPasa de H+ 1(28%) 1(42%)
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EXPRESION DE GENES DE PROTEINAS LEA

La expresion de genes de las proteinas pLE4 y pLE25, fue analizada pof Northern
blots. Estos genes se expresan en condiciones de estrés hidrico y responden a la
aplicacion de ABA exégeno en plantulas de jitomate (Cohen, et. al. 1991)

A 123458 B 1234556

Figura 13. Geles de RNA de raiz de jitomate y autoradiografias para los cDNA pLE4
(A) y el cDNA del pLE25 (B).

Las autoradiografias no mostraron ninguna sefial de expresion de los genes de las
proteinas pLE4 y pLE25. Este resultado negativo se pudo deber a que las raices de
jitomate de 72 h, no la expresan, o bien, que el RNAm sea de muy baja abundancia,
y/o que el protocolo de marca ‘no radioactiva’ no haya sido lo suficientemente
sensible para detectar los mensajeros de éstas proteinas.



DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que el crecimiento radicular del
jitomate es inhibido significativamente por los aleloquimicos presentes en el lixiviado
acuoso de S. deppei (0.5%). En estudios anteriores, se habia observado que S.
deppei inhibe el crecimiento radicular del frijol, maiz, chilacayote y algunas malezas
como el pasto elefante y el amaranto (Hemandez-Bautista, et. al. 1996; Cruz-Ortega,
et. al. 1998; Romero-Romero, et. al. 2002). Sin embargo, el lixiviado de S. deppei no
tiene efecto sobre la germinacion de las especies de prueba. Por otra parte, el estrés
hidrico (-0.328 MPa) inhibi6 la germinacion significativamente en un 20% y el
crecimiento de la raiz del jitomate 70% (en la misma proporcién que el lixiviado de S.
deppei). Los resultados de germinacion concuerdan con un estudio en donde se
germinaron semillas de jitomate silvestre y mutantes deficientes en ABA (sit") bajo
diferentes presiones osméticas; los autores reportan que a 0.3 y -0.4 MPa la
germinacién en ambas variedades se inhibié un 20% y un 50% respectivamente
(Hilhorst y Downie, 1995).

Las fotografias de microscopia de barrido (figura 7, 100X) muestran una inhibicion en
la zona de elongacion de las raices expuestas a los tratamientos. En estas mismas
fotografias se puede observar, que las raices con estrés aleloquimico presentan una
mayor cantidad de pelos radiculares y con mayor longitud en comparacion con las
del control. Se ha reportado que aleloquimicos como el acido ferulico (200 uM)
inhiben la formacion de pelos radiculares y la longitud de la raiz primaria de Lacfuca
sativa L. (Caspersen, et. al. 1999). Este mismo efecto se observé con el lixiviado
acuoso de hojas de alfalfa, sobre el crecimiento de la raiz y la densidad de pelos
radiculares de plantulas de la misma especie y del pasto elefante (Hedge y Millar,
1992). Estos trabajos muestran que los aleloquimicos, ademas de afectar el
crecimiento normal de la raiz, también tienen un efecto sobre su morfologia, en
donde pueden o no impedir el desarrollo de pelos radiculares. Por el contrario, el
estrés hidrico, inhibio tanto el crecimiento de la raiz como el desarrollo de los pelos
radiculares (Figura 7). Este mismo efecto ha sido reportado en ofros trabajos, por
ejemplo Chiatante y col. (1999) observaron que bajo condiciones de estrés hidrico,
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las raices de chicharo y los vastagos de pino reducen su crecimiento, y ademas se
inhibe el desarrollo de las raices secundarias y de los pelos radiculares; estos
autores sugieren que los meristemos son extremadamente sensibles al déficit
hidrico.

En el presente estudio también se observé un engrosamientp en la zona
meristematica de las raices expuestas a los dos tratamientos (ﬁgura 8). Otros
estudios han mostrado que los aleloquimicos, como el acido cumarico y el lixiviado
acuoso de hojas de alfalfa, causan un engrosamiento en el didmetro de las raices de
alfalfa (Chon, et. al. 2002). Otra investigacion mostré que la cumarina inhibio
completamente la elongacion y la division celular, indicando que este efecto ocasiond
el engrosamiento y un alargamiento anormal de las raices (Abenavoli, et. al. 2001).

A nivel de ultraestructura, observamos una plasmélisis en las células de la periferia
de la raiz expuesta a ambos tratamientos (figura 9). Esta plasmdlisis fue mas
evidente en las células de las raices expuestas al lixiviado de S. deppei. Un trabajo
previo mostré que éste también causo la plasmélisis de células de la periferia en
raices de frijol (Cruz-Ortega, 1998). Esto indica que los aleloquimicos contenidos en
el lixiviado acuoso de S. deppei, causan un efecto perjudicial en las células al dafiar
la integridad de la membrana plasmaética.

Con el objetivo de determinar el efecto de ambos factores de estrés, el aleloguimico
y el hidrico, sobre la integridad de la membrana en las raices de jitomate, se midid la
actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmética y la V-ATPasa del
tonoplasto. Einhellig (1995) ha propuesto que es improbable que los aleloquimicos
del tipo fendlico actien de una manera especifica sobre un simple proceso celular,
es mas probable, que su efecto sea multiple y que su accion sobre las membranas
es la causa principal de la alteracién de procesos, como la funcién normal de las
proteinas transportadoras como las ATPasas de H', canales, acarreadores y vias de
sefalamiento.

Las membranas actian como sensores del ambiente e inician cambios internos que
conducen a respuestas metabdlicas de la planta a los ambientes adversos (Hale y
Orcutt, 1986). Las bombas de protones, la ATPasa de H* y la V-ATPasas, son
enzimas membranales que desempeiian muchas funciones importantes como son: la
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regulacion del potencial osmético, la division y expansion celular y la
compartimentacion de iones, la cual se lleva a cabo a expensas del gradiente
electroquimico (Serrano, 1989; Niu, et. al. 1993). Los estudios hechos sobre la
expresion de los RNAm de las ATPasas de H y las V-ATPasas en células de fibras
de algodén, mostraron que, tanto las bombas de protones de las vacuolas, como las
de la membrana plasmaética, estan coordinadas durante la expansion celular (Heven,
et. al. 1999). En este sentido, es importante el estudio de estas enzimas para poder
determinar el efecto que el estrés aleloquimico y el hidrico tienen sobre su actividad y
relacionario con el efecto que tienen sobre el crecimiento y otras actividades
metabdlicas que dependen de ellas.

Varios estudios muestran que la actividad de la ATPasa de H® es inhibida por
compuestos aleloquimicos. Cruz-Ortega y col. (1990) observaron que el diacetil-
piquerol de Piqueria trinervia, inhibe 67% la actividad de la ATPasa de H' de la
membrana plasmética y 31% la V-ATPasa de tonoplasto en raices de Ipomoea
purpurea. La resina glucosidica de Ipomoea ftricolor inhibié 30% la actividad de la
ATPasa de H' de la membrana plasmética de raices de Echinochloa crus-galli
(Calera, et. al. 1995a). Friebe y col. (1997) observaron que el 2 4-dihidroxi-1,4-
benzoxazin-3-ona (0.25 mM) inhibi6 la ATPasa de H' de las raices de Avena sativa y
Vicia faba. Todos estos estudios sugieren que el resultado de la inhibicién en la
actividad de la ATPasa de H' esta muy relacionado con la inhibicién en el crecimiento
de la raiz. Ademas de las ATPasas, los genes de oftras proteinas como las
acuaporinas y-TIP y aTIP (tonoplast intrinsic protein) se expresan por déficit hidrico,
lo que indica que pudieran desemperiar un papel en el ajuste osmético. En lo que
respecta a la actividad de la ATPasa de H’, ésta también se ha observado que
disminuye cuando existe un estrés hidrico en la planta. Por ejemplo, Qiu y Zhang
(2000), observaron una disminucién en la actividad de ésta enzima en hipocétilos de
soya y demostraron que se afecta la desfosforilacion del carboxilo terminal el cual
presenta varios sitios potenciales de fosforilacion.

Otro aspecto importante para conocer el dafio a nivel de membrana es la produccién
de radicales libres generados durante un factor adverso. Se sabe que los radicales
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libres son formados durante varios tipos de estrés como el hidrico y el aleloquimico
(Scandalios, 2002; Cruz-Ortega, et. al. 2002). En éste trabajo se muestra que el
estrés aleloquimico causado por el lixiviado acuoso de S. deppei genera la
produccion de radicales libres, aumentando sus concentraciones basales, sin
embargo, esto no se observo en las raices sometidas al estrés hidrico; en este ultimo
los radicales libres estuvieron por debajo de sus concentraciones basales. En este
caso, las concentraciones de RL por arriba o por abajo de las basales, son dafiinas
para la célula, porque el aumento de éstos causa una lipoperoxidacion y su
disminucién ocasiona dafos en las rutas de sefalamiento donde estan implicados
como segundos mensajeros. Se ha visto que los RL pueden participar en la
regulacién de las fosfatasa-cinasas y activar los factores de transcripcion que
responden al estrés (Das, et. al. 1999; Mittler, 2002). Las raices de jitomate
expuestas al estrés aleloquimico y al estrés hidrico mostraron 50 y 100% mas
lipoperoxidacion (respectivamente) con respecto al control, lo que sugiere un dafo en
las membranas ocasionado por los RL que se generan por ambos factores de estrés.
Cruz-Ortega y col. (2002) encontraron que el lixiviado acuoso de Callicarpa
acuminata, aumenta la cantidad de radicales libres y la lipoperoxidacion en células
de raices de jitomate, concluyendo que en las células de la raiz se genera un estrés
oxidativo provocado por los metabolitos secundarios del lixiviado. Debido a la
lipoperoxidacion la membrana pierde su fluidez, ocasionando a su vez que la
actividad y las funciones receptoras de las proteinas membranales se vea afectada,
i.e. las ATPasas tipo P y V. Si el daiio es muy severo, se puede ocasionar la lisis de
la célula.

Para confirmar que en las raices de jitomate expuestas a los dos factores se estaba
generando un estrés oxidativo, se midié la actividad de la catalasa, como modelo de
enzima antioxidante. La actividad de la catalasa en raiz de jitomate aumenté
significativamente en los dos tratamientos, lo que sugiere que los dos factores
causaron un incremento en los niveles de H,O». Estos resultados coinciden con ofros
trabajos en donde se observo que la actividad de la catalasa aumenta, por ejemplo,
con el lixiviado acuoso de C. acuminata en raices de jitomate (op.cit), con él acido
fertlico en plantulas de maiz (Devi y Prasad, 1996b) y con el acido benzoico en
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cotiledones de pepino (Maffei, et. al. 1999). Aunque en otros trabajos se muestra que
la actividad de la catalasa disminuye por efecto del acido benzoico y el acido
cindmico en raices de soya (Baziramakenga, et. al. 1995). Como podemos ver los
mecanismos de accién de los aleloquimicos son muy variables, porque dependen de
su concentracion, de la sensibilidad de la especie y del estado de desarrollo de la
planta prueba.

Durante el estrés hidrico se ha observado que la actividad de la catalasa también
aumenta. Por ejemplo, Bandurska (2002) encontré que la catalasa y la guiacol
peroxidasa incrementaron su actividad en dos variedades de avena (Aramir y R567);
mientras Jiang y Zhang (2002) observaron que en pléantulas de maiz se incrementa la
actividad de la catalasa y de otras enzimas antioxidantes; los dos autores concluyen
que la desintoxicacion del H20; bajo estrés hidrico se debid a la accidén de estas
enzimas.

Existen varias respuestas al estrés que pueden ser consideradas comunes en las
plantas, por ejemplo, las enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa, la
catalasa y la glutatién reductasa son probablemente muy importantes en la tolerancia
a factores de estrés. Es importante resaltar que la catalasa puede ser la responsable
de remover el exceso de perdxido de hidrégeno generado durante un estrés (Mittler,
2002).

Las plantas responden a diversos factores de estrés utilizando su informacion
genética. En este trabajo se puso en evidencia que el estrés aleloquimico e hidrico
pueden dafiar los mismos sistemas enzimaticos (i.e. catalasa, ATPasa de membrana
plasmatica y de tonoplasto) y membranales (lipoperoxidacién), de forma particular.
Aunque la actividad de la ATPasa de H* fue inhibida por ambos factores, el estrés
hidrico fue el que mayor efecto inhibitorio tuvo. Por otro lado, la formacién de
radicales libres fue muy diferente en ambos tipos de estrés, mientras que la
lipoperoxidacion fue mayor en el estrés hidrico. Sin embargo, la actividad de la
catalasa aumento significativamente en ambos tratamientos, siendo mayor en el
estrés hidrico, lo que explicaria la disminucién de radicales libres.

Por dltimo, es necesario considerar que aunque los dos factores de estrés son de
naturaleza distinta, los resultados muestran que ambos afectan algunos procesos
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celulares en comun y ocasionan un dafio similar. Como se ha mencionado
anteriormente, no se conocen con detalle los mecanismos de accién del estrés
aleloquimico, ya que son muchos los blancos moleculares que pueden afectar. Por
otro lado, en el estrés hidrico ya se conocen algunos mecanismos de accion y vias
de sefialamiento aunque no estan totaimente esclarecidos (Schroeder, et. al. 2001).
Se ha observado, que durante un déficit hidrico, hay un aumento significativo de los
niveles de ABA en las raices (Jia y Zhang, 2000), el cual se transporta hacia las
hojas, en donde regula el cierre de los estomas para evitar la pérdida de agua. En las
células guarda, el ABA al unirse a un receptor puede causar, el aumento de ROS (a
través de la NADPH oxidasa) o bien la liberacién de IP3 (por la PLC), los cuales van
a activar a los canales de Ca?, tanto de la membrana plasmatica como del
tonoplasto, los niveles altos de calcio causan la apertura o cierre de canales de K' y
CI* e inhiben la actividad de las ATPasas, todos estos sefialamientos dan como
resultado el cierre de los estomas (Zhang, et. al. 2001; Taiz y Zeiger, 2002). Con lo
que respecta al estrés aleloquimico, Holapa y Blum (1991) reportan que en plantas
tratadas con acido ferulico, aumentan los niveles de ABA. Este aumento de ABA
pudiera activar rutas de sefialamiento que inducen, la disminucién de la conductancia
estomatal (Klein y Blum, 1990), el cierre de estomas (Purohit, et. al. 1991) y la
despolarizacion de la membrana (Moreland y Novitzky, 1987), que han sido
estudiados por diferentes autores como mecanismos de accion del estrés
aleloquimico, y que son comunes a los que se observa durante el estrés hidrico.
Hasta el momento se desconocen las vias de sefialamiento del estrés aleloquimico, y
el unico elemento en comun que pudieran tener los dos factores es el aumento del
ABA, la cual es considerada como una hormona de respuesta al estrés (Taiz y
Zeiger, 2002). Por todo lo anterior, es necesario profundizar mas en el estudio de los
mecanismos de sefialamiento de los compuestos aleloquimicos, y su posible
interaccion con ofros factores de estrés.



CONCLUSIONES

El lixiviado acuoso de S. deppei tiene un efecto inhibitorio significativo sobre el

crecimiento radicular de jitomate.

La raiz de jitomate expuesta al estrés aleloquimico presenta cambios morfolégicos
importantes como el grosor y el aumento en pelos radiculares.

En el estrés hidrico la raiz presenta también un engrosamiento, pero no hay
presencia de pelos radiculares

Las células de la periferia de las raices de jitomate expuestas al estrés aleloquimico
y al estrés hidrico se encuentran plasmolizadas.

La actividad de las ATPasas totales, en raices de jitomate, fue inhibida
significativamente por los dos tratamientos; en mayor grado por el estrés hidrico. La
actividad de las ATPasas de H® de la membrana plasmatica y del tonoplasto se
inhibe significativamente en los dos tratamientos.

Los radicales libres aumentan durante el estrés aleloquimico 40% y disminuyen 32%
en el estrés hidrico.

La lipoperoxidacion fue aumentada en los dos tratamientos y es mayor en el estrés
hidrico.

La actividad de la catalasa se incrementa en los dos tratamientos y es mucho mayor
en el estrés hidrico.
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