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ABREVIATURAS 

CSPO Sustrato quimioluminicente de fosfatasa alcalina 

OEPC Dietil pirocarbonato 

OTI Ditiotreitol 

EOT A Acido etilenodiamino tetraácetico 

LEA Proteinas de la embriogenesis tardía 

L TP Proteína transportadora de lípidos 

MOPS (3-[N-morfolino] ácido propanosulfónico 
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Tween 20 Polioxietilenosorbitan monolaurato 

XGal 5-bromo-4chloro-3-indolyl-B-D galactosa 
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RESUMEN 

En este trabajo se describen los efectos sobre el frijol (Phaseolus vulgaris L) del 

estrés aleloquímico causado por: 1) los lixiviados acuosos de la parte aérea de 

dos plantas alelopáticas, Sicyos deppei (Cucurbitaceae) y Zuelania guidonia 

(Flacourtiaceae) y 2) por la descomposición en el suelo de la parte aérea seca de 

estas especies en macetas con plántulas de frijol. Los efectos de (1) se probaron 

in vitro sobre semillas de frijol , utilizando bioensayos en cajas de petri, en los 

cuales se midió el crecimiento radicular de esta planta y su patrón de expresión de 

genes, utilizando la técnica del despliegue diferencial (DDRT-PCR). Los efectos de 

(2) se evaluaron mediante un experimento en el invernadero con macetas donde 

la parte aérea seca de las dos plantas alelopáticas se incorporó al suelo donde se 

transplantaron plántulas de frijol. En este experimento se midió el efecto de la 

descomposición sobre el crecimiento, la expresión de dos genes de defensa 

(Pvltp-24 y Pvlea-18), la actividad de la catalasa, la formación de radicales libres y 

la lipoperoxidación en la raíz, tallo y hojas de esta planta. Los resultados de los 

bioensayos in vitro mostraron que el lixiviado acuoso de S. deppei inhibió 50% el 

crecimiento radicular del frijol , y el de Z. guidonia el 26%. El análisis de genes por 

DDRT -PCR en estos bioensayos, no mostró resultados positivos. Los resultados 

del experimento en el invernadero mostraron que el estrés aleloquímico causado 

por S. deppei afectó el crecimiento de las plántulas de frijol, inhibiendo 37 % el 

crecimiento de la raíz, disminuyendo 32 % el área foliar y 6 % la biomasa, pero no 

tuvo efecto sobre el crecimiento del tallo. Por otro lado, la descomposición de la 

parte aérea de Z. guidonia estimuló la raíz (32 %), el área foliar (35 %) Y no tuvo 

efecto sobre el crecimiento del tallo ni sobre la biomasa del frijol. El análisis por 

Northern blot de la expresión de los genes de defensa Pvltp-24 (transportadora de 

lípidos) y Pvlea-18 (proteína LEA), mostraron que Pvlea-18 se expresó en la raíz 

del frijol expuesto al estrés aleloquímico, pero no se observó su expresión ni en la 

hoja, ni en el tallo. La Pvltp-24 se expresó en la hoja y en el tallo con ambos 

tratamientos. El estrés aleloquímico causado por la descomposición de S. deppei 

aumentó la actividad de la cata lasa (20 %), en las hojas del frijol , observándose 
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también un aumento del 50 % en los niveles de radicales libres en la hoja, en el 

tallo de 180 % Y en la raíz de 56 %, pero no tuvo efecto sobre la lipoperoxidación 

en ninguno de los tres tejidos. La descomposición de Z. guidonia aumentó la 

actividad de la cata lasa en la hoja (17%) y en el tallo (14 %); los niveles de 

radicales libres aumentaron 42 % en la hoja, 90 % en el tallo y 56 % en la raíz, 

pero éste tratamiento no tuvo efecto sobre la lipoperoxidación. 
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INTRODUCCiÓN 

1. ALELOPATíA y METABOLISMO SECUNDARIO 

Las plantas están destinadas a crecer, desarrollarse y reproducirse en el lugar en 

el que germina la semilla que les dio origen. Desde el estadio de semilla y durante 

todo su ciclo de vida, la planta establece un gran número de interacciones bióticas, 

las cuales pueden ser perjudiciales, como el ataque constante de los patógenos, 

los parásitos y los herbívoros (hongos, bacterias, nemátodos, protozoos y virus) e 

incluso la convivencia y competencia con otras plantas; o bien benéficas, como la 

relación con mutualistas y simbiontes. En el caso de las relaciones perjudiciales, la 

planta afectada presenta cambios en sus funciones fisiológicas normales, los 

cuales pueden resultar en una inhibición de su desarrollo, o incluso en su muerte. 

Frente a la diversidad de interacciones con los factores bióticos y abióticos del 

medio y ante la necesidad de sobrevivir y perpetuarse, las plantas han 

desarrollado una gran variedad de mecanismos de adaptación para hacerles 

frente a estos factores ambientales y comunicarse con otros organismos. Esta 

comunicación se logra a través de la producción de señales y mensajes químicos, 

los cuales se derivan, principalmente, del metabolismo secundario (Cano, et al. 

1995). Una gran cantidad de estos compuestos o metabolitos secundarios (M S) se 

libera al ambiente por diversas vías: exudación, lixiviación y/o descomposición de 

la materia orgánica muerta. Los metabolitos secundarios juegan un papel 

importante en numerosas interacciones bióticas, por ejemplo, en la protección 

contra patógenos, en las asociaciones simbióticas (Rhizobium y micorrizas), en la 

germinación de semillas y en la interacción de las plantas con sus polinizadores. 

Otros MS, como algunos flavonoides, protegen a las plantas de la luz ultravioleta y 

de las radiaciones de onda corta (Mann, 1987) 

Como se mencionó anteriormente, las plantas tienen interacciones con 

otras plantas de la misma o de diferente especie; en ocasiones, estas 

interacciones pueden ser perjudiciales. Los efectos nocivos que algunas plantas 

ejercen sobre otras se conocen desde hace mucho tiempo. Teofrasto (285 A.C.) Y 

posteriormente Plinio 11 (1 D.C.) describieron algunos de estos efectos 
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perjudiciales, particularmente entre plantas cultivadas. Siglos después, De 

Candolle, en 1832, observó la llamada "enfermedad del suelo" en algunas 

parcelas agrícolas donde los cultivos mostraban un decremento en su 

productividad y desarrollo. De Candolle sugirió que este problema podía ser 

originado por compuestos tóxicos exudados al suelo por algunas plantas 

cultivadas, y que podría evitarse por medio de una adecuada rotación de cultivos 

(ver Rice, 1984). 

1.1 DEFINICiÓN DE ALELOPATíA 

La Alelopatía es una ciencia que forma parte de la Ecología Química. El término 

alelopatía deriva de dos vocablos griegos: allelon = recíproco y pathos = 

sufrimiento y literalmente significa el efecto perjudicial de un organismo sobre otro 

(Rice, 1984). El fenómeno de la alelopatía es complejo y su definición ha ido 

cambiando con el tiempo. Inicialmente Molisch, en 1937, consideró el término 

alelopatía como el efecto perjudicial o benéfico, directo o indirecto, de una planta 

(incluyendo microorganismos) en la germinación, crecimiento y desarrollo de otras 

plantas a través de la producción de metabolitos secundarios que escapan al 

ambiente (citado en Devi, et al. 1997). La última definición de alelopatía se 

propuso en el 1 er Congreso Mundial de Alelopatía, realizado en Cádiz, España 

(lAS, 1996). Esta definición intenta abarcar la vastedad y complejidad del 

fenómeno y la define de la siguiente forma: "la alelopatía se refiere a cualquier 

proceso que involucre metabolitos secundarios (MS) producidos por plantas, 

algas, bacterias y hongos, y, que influyan sobre otros sistemas biológicos". 

1.2 METABOLlTOS SECUNDARIOS (MS) 

Los metabolitos secundarios son sintetizados a través de las mismas o similares 

vías de biosíntesis que dan origen a los metabolitos primarios (aminoácidos, 

proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos nucleicos, ácidos carboxílicos) (Anaya y 

Cruz-Ortega, 2001). En algunos casos es sumamente difícil establecer una 

frontera definida entre metabolitos primarios y secundarios, y un ejemplo de ello, 

son muchos aminoácidos poco comunes que deben ser considerados MS, y por el 
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contrario, muchos de los compuestos considerados como secundarios se 

encuentran presentes en todas las plantas y son esenciales para la supervivencia 

de las mismas (Anaya, 2003). 

1.3 CLASIFICACiÓN ECOLÓGICA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS 

Las funciones mejor conocidas de los metabolitos secundarios son ecológicas, ya 

que se conoce muy bien su papel como mediadores en las relaciones entre los 

organismos. En éstas, los metabolitos secundarios son justamente los agentes 

químicos que acarrean información desde el organismo productor del ó los MS 

hacia el organismo receptor. Como se mencionó estos mensajeros químicos 

pueden tener un efecto positivo o negativo sobre el organismo receptor e incluso 

sobre el mismo productor y por su función informativa recibe el nombre genérico 

de infoquímicos (también conocido como semioquímicos). Si la interacción biótica 

en la que intervienen se establece entre organismos de la misma especie, los 

infoquímicos toman el nombre de feromonas; y si se trata de una relación entre 

organismos de diferente especie, se llaman aleloquímicos (Anaya, 2003). 

1.4 CLASIFICACiÓN QUíMICA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS 

Los compuestos secundarios pertenecen a un amplio rango de compuestos 

químicos; sin embargo esta gran diversidad de productos naturales deriva de un 

grupo de materias primas sorprendentemente reducido, entre las que se 

encuentran el ácido acético y unos cuantos aminoácidos comunes (fenilalanina, 

tirosina y triptofano), por lo que se supone que los compuestos secundarios tienen 

un origen similar en toda la materia viva. Con algunas excepciones, los MS, 

pueden clasificarse sobre bases biosintéticas en cinco grupos principales: 

fenilpropanos, acetogeninas, terpenoides, esteroides y alcaloides (Anaya, 2003). 

Existen tres precursores principales de estos cinco grupos: 

1. El ácido shikímico, precursor de muchos compuestos aromáticos, incluyendo 

los aminoácidos aromáticos (triptofano, fenilalanina y tirosina), los ácidos 

cinámicos y ciertos polifenoles. 



2. Los aminoácidos que dan origen a los alcaloides, y a los antibióticos peptídicos 

incluyendo las penicilinas y las cefalosporinas. 

3. El acetato, precursor de los poliacetilenos, las prostaglandinas, antibióticos 

macrocíclicos, polifenoles e isoprenoides (terpenos, esteroides y 

carotenoides). Es importante señalar que las reacciones biológicas que están 

involucradas en la síntesis de los metabolitos primarios y secundarios están 

catalizadas por una diversidad de enzimas y en principio son reacciones 

reversibles (Anaya, el al. 2001). 

1.5 MODO DE LIBERACiÓN DE LOS MS Ó ALELOQuíMICOS 

Debido a su naturaleza química, los MS o aleloquímicos pueden ser tóxicos para 

las plantas que los producen, por lo que éstas han tenido que desarrollar diversas 

estrategias para mantenerlos alejados de las zonas donde se efectúan reacciones 

de importancia metabólica, por ejemplo: 

• Pueden inactivarlos y tornarlos inocuos combinándolos con distintos radicales o 

formando polímeros. 

• Pueden ser almacenados en las vacuolas. 

• Los depositan en células muertas (en el duramen de madera), en los espacios 

intercelulares, o bien, en los pelos glandulares de la superficie de las plantas. 

• Los liberan al exterior. 

Si los MS son retenidos dentro de la planta, pueden adquirir importancia como 

repelentes para los herbívoros o microorganismos patógenos, y si son liberados 

al exterior pueden inhibir a algunos competidores potenciales (Anaya, 2003). Un 

compuesto puede tener varios papeles en la naturaleza, por ejemplo puede ser 

un compuesto aleloquímico y depender del organismo productor y de los 

parámetros ambientales que influyen en el mismo organismo. El ácido tánico 

estimula el crecimiento de la langosta (Anacridium melanorhodon) (Bernays y 

Woodhead, 1982 en Inderjit y Duke, 2003), la estimulación se puede deber al 

efecto antimicrobiano del ácido tánico, el cual puede inhibir el crecimiento de las 

bacterias patógenas presentes en el intestino del insecto (Dillon, el al. 2000 en y 

Inderjit -Duke, 2003). 
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El modo de liberación de los aleloquímicos de una planta donadora al ambiente 

juega un importante papel en el fenómeno de la alelopatía. Se han descrito cuatro 

rutas de liberación de estos compuestos al ambiente, basadas en su naturaleza 

química (Tukey, 1969) (Figura 1). 

1. Descomposición de la materia orgánica o de la hojarasca 

2. Exudación por la raíz 

3. Lixiviación 

4. Volatilización 

LIBERACiÓN DE LOS ALELOQUIMICOS 

Volatilización de las hojas 

Lixiviación de las 
partes áreas por la 
acción de la lluvia 
y el rocio 

Figura 1. Formas de liberación de los aleloquímicos al medio (tomado de Reigosa, 

1999). 
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1.5.1 DESCOMPOSICiÓN DE LA MATERIA ORGÁNICA O DE LA HOJARASCA 

La descomposición de los residuos de las plantas proporciona una gran cantidad 

de compuestos aleloquímicos a la rizósfera (Devi, el al. 1997). Los factores que 

influyen en la descomposición son la naturaleza química de los residuos vegetales 

y el tipo de suelo y sus microorganismos. Es importante mencionar que la materia 

orgánica vegetal descompuesta probablemente no se distribuye de manera 

homogénea en todo el suelo, existen zonas que contienen mayor cantidad de 

compuestos provenientes de la descomposición. Esto origina que las raíces de las 

plantas receptoras, puedan ser afectadas en su crecimiento por los aleloquímicos 

acumulados durante la descomposición de la hojarasca proveniente de especies 

donadoras. 

1.5.2 EXUDACiÓN DE LA RAíz 

Factores como la edad de la planta, su estado nutricional y la humedad pueden 

influir en la calidad y cantidad de la exudación de las raíces (Devi, el al. 1997). 

Los aleloquímicos pueden ser exudados o liberados de las raíces de varias 

plantas. En algunos casos, la reducción en la producción de los cultivos ha sido 

atribuida a la liberación de toxinas por las raíces de algunas arvenses que se 

encuentran cerca de estos cultivos. Varios de los compuestos liberados por las 

raíces de éstas arvenses no solo inhiben la germinación y el crecimiento de los 

cultivos sino el de otras arvenses, así como de algunos microorganismos, como 

por ejemplo, Rhizobium, lo que impide la formación de nódulos en las raíces de 

leguminosas y por ende la fijación de nitrógeno. Por ejemplo, los exudados de las 

raíces de Medicago saliva inhiben el crecimiento de la soya, el maíz y la cebada 

(Tsuzuki y Kawagoe, 1984, citado en Devi el al. 1997) . 

1.5.3 LIXIVIACiÓN 

La lixiviación se refiere al lavado de sustancias de las plantas por la acción de la 

lluvia, nieve, niebla y rocío, por lo tanto proporciona una gran cantidad de 

aleloquímicos al medio. Existen grandes diferencias en la velocidad y el grado de 

lixiviación de las sustancias entre las diferentes especies, dependiendo del estado 
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fenológico de la planta donadora, la temperatura y humedad ambiental (Anaya, 

2003). 

Los aleloquímicos liberados a través de la lixiviación pertenecen a una gran 

variedad de sustancias inorgánicas y orgánicas, tales como los compuestos 

fenólicos, terpenos y alcaloides (Rice, 1984). Muchos de estos compuestos han 

sido caracterizados por sus efectos tóxicos sobre plantas vecinas y 

microorganismos bajo condiciones de campo y laboratorio. Algunos lixiviados de 

semillas y hojas son tóxicos para varios cultivos. Por ejemplo, en un estudio en un 

ecosistema natural, Carballeira y Reigosa (1999) mostraron que los lixiviados 

acuosos de Acacia dealbata, obtenidos por los lavados de lluvia y colectados en 

las diferentes estaciones, tuvieron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento 

radicular de Lactuca sativa. 

1.5.4 VOLATILIZACiÓN 

Los aleloquímicos que se volatilizan pueden ser absorbidos directamente de la 

atmósfera por las plantas vecinas o retenidos por las partículas del suelo, donde 

pueden permanecer por mucho tiempo, lo cual puede interferir con la germinación 

y desarrollo de otras plantas. La liberación de aleloquímicos por volatilización está 

frecuentemente asociada a las plantas que producen terpenos y monoterpenos. 

Por ejemplo, las especies de Eucalyptus, las cuales contienen gran variedad de 

estos compuestos, que pueden ser tóxicos para la germinación y crecimiento de 

varias plantas de cultivo (Del Moral y Muller, 1970, citados en Devi, et al. 1997). 

Diversas especies de la familia Cruciferae, han sido reportadas como plantas 

alelopáticas, por ejemplo, Brassica oleraceae y B. campestris, que producen 

glucosinolatos que no tienen efectos tóxicos, pero que cuando se hidrolizan, 

pueden formar isotiocinatos con propiedades fitotóxicas (Anaya, 2003). 
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2. MODOS DE ACCiÓN DE LOS ALELOQuíMICOS SOBRE LOS PROCESOS 

FISIOLÓGICOS DE LAS PLANTAS. 

Los aleloquímicos de la planta donadora pueden interferir directamente con los 

procesos metabólicos primarios de la planta receptora, induciendo en ésta un 

estrés particular: el estrés aleloquímico. La actividad biológica de estos 

compuestos va a depender de su naturaleza química, de su concentración, de la 

sensibilidad de la planta receptora, del proceso metabólico implicado y de las 

condiciones ambientales presentes (Putman y Tang, 1986). 

2.1 EFECTO DE ALGUNOS ALELOQuíMICOS SOBRE LA DIVISIÓN y ELONGACIÓN CELULAR. 

Varios estudios muestran que los aleloquímicos inhiben el crecimiento de las 

raíces, de los tallos y la expansión de las hojas de algunas plantas, al inhibir los 

procesos de mitosis y elongación que son esenciales para el crecimiento y 

desarrollo de los vegetales. Una disminución en la elongación de la pared celular 

en tejidos de coleóptilos de Oryza sativa causada por el ácido ferúlico, ha sido 

correlacionada con la inhibición del crecimiento de las plántulas (Devi, et al. 1997). 

Por otra parte, el lixiviado acuoso de Mirabilis jalapa inhibió 31 % la mitosis en los 

meristemos de la raíz de plántulas de chícharo (Anaya y Pelayo-Benavides, 1997). 

Romagni y colaboradores (2000), reportaron que un componente de los aceites 

esenciales (1,8 cineol) inhibe todas las fases de la mitosis en raíces de Cucumis 

sativus y Allium sativum. La juglona, un compuesto fenólico, inhibe la elongación 

celular en raíces de Pisum sativum (Li, et al. 1993). 

2.2 EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

Muchos de los aleloquímicos modifican la síntesis y la actividad de varias enzimas 

de la planta receptora tanto in vivo como in vitro. Los aleloquímicos pueden regular 

la actividad de las enzimas de dos maneras: a bajas concentraciones tienden a 

aumentarla y a altas a inhibirla (Devi, el al. 1997). Por ejemplo, Jain y Srivastava, 

(1981, citado en Einhellig , 1986) reportaron que la actividad de la nitrato reductasa 

en Zea mays aumentó cuando fueron expuestas a 10 11M de ácido salicílico y fue 
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inhibida a una concentración de 1000 ¡.tM. El lixiviado acuoso de las hojas secas 

de Callicarpa acuminata (Verbenaceae) aumentó la actividad de la catalasa en las 

raíces de jitomate y frijol (Ayala-Cordero, 2001). En 1992, Devi y Prasad reportan 

la inhibición por el ácido ferúlico de la actividad de enzimas hidrolíticas como la 

amilasa, maltosa, invertasa, proteasas y fosfatasa ácida en semillas de maíz; 

estas enzimas están involucradas en el movimiento de la reservas de los 

nutrimentos. 

2.3. EFECTOS SOBRE LA RESPIRACiÓN CELULAR 

Los aleloquímicos inhiben o alteran la respiración dependiendo de su naturaleza 

química, de su concentración y de la edad de la planta receptora. Muchos 

compuestos fenólicos como las quinonas, flavonoides y fenoles interfieren con las 

funciones mitocondriales. Por ejemplo, el extracto etanólico del polen de maíz 

actuó como un inhibidor del transporte de electrones, disminuyendo el consumo de 

oxígeno en mitocondrias aisladas de hipocótilos de sandía (Cruz-Ortega, et al. 

1988). El compuesto a-pineno, a concentraciones mayores a 1.0 mM, inhibe la 

respiración en mitocondrias aisladas de la raíz de Zea mays, y a una 

concentración menor la estimula (Abrahim, et al. 2000). 

2.4. EFECTOS SOBRE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

En las células, las membranas son probablemente la línea de defensa contra los 

cambios ambientales adversos. Actúan como sensores del medio e inician 

cambios internos que conducen a las respuestas metabólicas. La 

dehidrozaluzanina C, una lactona sesquiterpénica, causa una alteración en la 

permeabilidad, en membranas aisladas de Cucumis sativus, ocasionando la salida 

rápida de iones (Galindo, et al. 1999). Los compuestos fenólicos, quinonas, 

terpenos y flavonoides disminuyen la fosforilación oxidativa ya que interfieren con 

la síntesis de ATP, y por lo tanto, alteran las funciones de la membrana y el 

metabolismo de la planta (Moreland y Novitzky, 1987). Cruz-Ortega y 

colaboradores (1990) reportaron que la ATPasa de H+ de la membrana plasmática 

de Ipomoea purpurea fue inhibida un 67.2 % Y la del tonoplasto un 31.6 %. Una 

14 



resina glucosídica aislada de Ipomoea tricolor, inhibe un 30 % la actividad de la 

ATPasa de H+ de la membrana plasmática de células de raíz de Eehinochloa erus­

galli (Calera, et al. 1995). 

2.5 FOTosíNTESIS 

La inhibición del crecimiento y, por lo tanto, la reducción del peso seco de una 

planta, debido al efecto de los compuestos aleloquímicos, puede estar relacionada 

con un efecto sobre la tasa fotosintética. Devi y Prasad (1996) reportaron una 

disminución de la asimilación del CO2 y una reducción en la conductancia 

estomatal en semillas de maíz tratadas con ácido ferúlico. Patterson y col. (1981) 

(citado en Devi et al. 1997) reportaron que los ácidos p-cumárico, ferúlico, gálico, 

t-cinámico y la cafeína (un alcaloide), a una concentración de 1 mM, inhiben 

severamente la fotosíntesis en la soya (Glyeine max), mientras que a una 

concentración de 0.1 11M no la afectan. Los aleloquímicos pueden alterar 

directamente la estructura de los cloroplastos, o bien, actuar sobre el cierre y/o 

apertura de los estomas, lo que también afecta la fotosíntesis. Einhelling y 

colaboradores (1986) mostraron que los extractos acuosos de hojas de Koehia y 

Helianthus causan el cierre de estomas en la soya. La sorgoleona inhibe el 

transporte de electrones entre la coenzima OA y OB en el fotosistema 11, en 

cloroplastos aislados de Triticum aestivum y Spinaeia oleracea, durante la 

fotosíntesis (González, et al. 1997). 

2.6 EFECTO SOBRE LOS ÁCIDOS NUCLEICOS 

Los compuestos aleloquímicos también pueden tener un efecto sobre los ácidos 

nucleicos, aunque se han realizado pocos estudios acerca del tema. 

Baziramakenga y colaboradores (1997) reportaron que los ácidos benzoico, 

vainíllico, cinámico y ferúlico inhiben la síntesis de RNA y DNA en Glyeine max. 

También se ha reportado que la cafeína, inhibe la actividad de la DNA polimerasa I 

(Wink, et al.1995). 
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3. EL ESTRÉS EN LAS PLANTAS 

Las plantas se ven sometidas a un gran número de condiciones ambientales que 

muchas veces no son las ideales para su desarrollo, aun así, existe una amplia 

distribución de la vida vegetal en toda clase de ambientes, la cual se da gracias a 

que las plantas cuentan con mecanismos muy eficientes para hacer frente a los 

factores ambientales adversos. 

El estrés vegetal se define como cualquier cambio o factor ambiental, 

biótico o abiótico, que puede influir adversamente en el crecimiento o desarrollo de 

una planta. Los factores abióticos que causan algún tipo de estrés en las plantas 

son: escasez y/o abundancia de agua, radiaciones altas o bajas, temperaturas 

bajas como las heladas, la nieve y el granizo, sequía debido a una escasa 

precipitación y a altas temperaturas, deficiencia y/o toxicidad de minerales en el 

suelo. Los factores bióticos que causan estrés en las plantas son la 

sobrepoblación, la competencia, los patógenos, los herbívoros y las interacciones 

químicas (aleloquímicas) (ver sección de alelopatía, página 5) (Tabla 1). Este 

último es el tema del cual se ocupa el presente trabajo. 
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Tabla 1. Factores ambientales y relacionados con el hombre que pueden causar 

estrés vegetal (Reigosa y Pedrol, 2002). 

Ambientales Relacionados con el hombre 

Abióticos Bióticos 

Temperatura Patógenos Herbicidas, fungicidas, pesticidas, 

Baja (Frío, granizo) Virus, Contaminación ambiental 

Alta Hongos Fotooxidantes 

Bacterias Lluvia ácida 

Agua Suelos ácidos 

Déficit Animales Deficiencias minerales 

Inundación ó Insectos y otros Contaminación por metales pesados 

periodos largos de herbívoros Exceso de nitrógeno 

lluvia, anoxia Incremento de luz ultravioleta 

Otras plantas Cambio climático 

Radiación Parasitismo Aumento en la concentración de CO2 

Exceso o Alelopatía Mayores extensiones de suelos salinos 

deficiencia Competencia ylo secos 

Químicos 

Iones 

Sal 

Deficiencia ylo 

exceso de 

minerales 
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3.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA AL ESTRÉS 

Las plantas tienen un estado fisiológico óptimo para las condiciones particulares 

de sus ambientes naturales. La respuesta fisiológica de la planta a un factor de 

estrés depende de las características propias de la planta (genotipo), de su estado 

de desarrollo, de las condiciones ambientales prevalecientes, del tipo de estrés y 

de la duración e intensidad del mismo. En general, los mecanismos de defensa de 

las plantas al estrés pueden agruparse en dos categorías: 

3.1.1 Mecanismos de Resistencia 

Éstos previenen la exposición al estrés (Buchanan, et al. 2000), y se basan 

usualmente en componentes que permiten crear un ambiente interno en la planta, 

de tal manera que sus células no estan bajo estrés aun cuando el ambiente 

externo sea muy adverso (Bidwell, et al. 1979). Un mecanismo de resistencia a la 

sequía es el que llevan a cabo las freatófitas, las cuales han optimizado la 

absorción de agua del subsuelo y pueden sobrevivir largos periodos sin lluvia 

(Buchanan, et al. 2000) . 

3.1.2 Mecanismos de Tolerancia 

Éstos permiten a la planta soportar el estrés, lo que significa que una planta puede 

sobrevivir o funcionar normalmente bajo condiciones adversas, tanto internas 

como externas (Bidwell, et al. 1979). Por ejemplo, muchas plantas del desierto son 

xerófitas, toleran el déficit de agua porque sus características morfológicas les 

permiten sobrevivir en condiciones áridas (Buchanan, et al. 2000) . 

3.2. LOS GENES DEL ESTRÉS 

Las plantas responden a las diferentes condiciones de estrés poniendo en marcha 

una secuencia compleja de acciones tales como: 

a) Percepción del estímulo estresante; 

b) Procesamiento de la señal de estrés percibida; 

c) Regulación de su expresión genética. 
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El estimulo externo debe transformarse en una señal interna, de naturaleza 

física o química. Después, esta señal se transmite, a través de cascadas o rutas 

de señalamiento, hasta el núcleo de las células, en donde se inicia la transcripción 

de nuevos genes, o bien, el aumento o disminución de la expresión de otros, para 

dar una respuesta de tolerancia al factor de estrés. 

Entre los factores de estrés abiótico, la sequía y el déficit hídrico son los que 

mas limitan el crecimiento de las plantas (Bray 1993). Por otro lado, la salinidad 

también es una limitante agrícola de gran importancia en algunas zonas áridas y 

tierras irrigadas, donde el uso del agua de mala calidad para el riego propicia la 

acumulación de sales en el suelo. Las plantas responden a estas condiciones a 

través de varios mecanismos: uno de ellos es la síntesis de proteínas, como por 

ejemplo, la osmotina, que es el producto de un gen inducido en respuesta a un 

estrés osmótico, y que tiene propiedades relacionadas con la tolerancia a la 

salinidad (ver revisión de Bray, 1997); la osmotina también es antifúngica ya que 

se acumula en respuesta a patógenos (Buchanan, et al. 2000) . 

Otros tipos de estrés ambiental capaces de inducir síntesis de proteínas de 

estrés son la luz ultravioleta (UV) y algunos metales pesados en el suelo. La luz 

UV induce enzimas de la biosíntesis de flavonoides, compuestos que actúan en la 

planta a manera de filtros impidiendo la penetración de dicha radiación hasta los 

cromosomas, donde provocarían un daño irreversible. Usando la técnica de 

despliegue diferencial se identificaron cinco genes (Iight stress-regulated) en 

respuesta al estrés por luz en las hojas de Arabidopsis thaliana (Dunaeva, et al. 

2001). Por otro lado, los metales pesados, como el cobre y el cadmio en el suelo, 

inducen la síntesis de proteínas las cuales tienen capacidad de secuestrarios, 

impidiendo así que los metales queden libres en el citoplasma de las células. La 

mayoría de las plantas no pueden sobrevivir en un ambiente de altas 

concentraciones de metales pesados. sin embargo, algunas especies no solo 

pueden crecer óptimamente en estos medios, sino que también acumulan metales 

pesados en raíces y hojas. Zhang y colaboradores (2001) identificaron el gen 

PvSR2, que se expresó en las hojas de Phaseolus vulgaris expuestas a 
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concentraciones altas de mercurio, y sugirieron que este gen podría tener un papel 

en la detoxificación de los metales pesados. 

3.3. PROTEíNAS DE CHOQUE TÉRMICO 

Las plantas expuestas a temperaturas altas presentan respuestas metabólicas y 

celulares, muchas de las cuales son similares en todos los organismos. Una de 

estas respuestas es la síntesis de proteínas llamadas de Choque Térmico (HSP, 

Heat Shock Proteins) la cual va acompañada de una disminución en la síntesis de 

otras proteínas preexistentes. Se ha observado que las HSP se expresan cuando 

la planta está expuesta a una temperatura, de al menos, 5 oC por encima de sus 

condiciones de crecimiento óptimo (Buchanan, et al. 2000). 

Algunas HSPs son conservadas en todos los organismos vivos, tanto 

procariontes como eucariontes: muchas de estas proteínas funcionan como 

chaperoninas las cuales ayudan en el plegamiento de proteínas desnaturalizadas, 

por lo que confieren una cierta termotolerancia a la planta para sobrevivir un 

tiempo a temperaturas letales. 

3.4 LEA, PROTEíNAS ABUNDANTES DE LA EMBRIOGÉNESIS TARDíA 

Por otro lado, se han identificado proteínas en varias especies vegetales, del tipo 

de las LEA (Late Embryogenesis Abundant), las cuales pueden contribuir a la 

tolerancia al frío, al estrés hídrico y al estrés salino. Las características generales 

de las proteínas LEA son: 

Se localizan específicamente en el citoplasma de las células de las semillas 

que se encuentran en estado de desecación y/o maduración. 

Son altamente hidrofílicas; la composición de aminoácidos de estas proteínas se 

caracteriza por la abundancia de residuos de alanina y glicina y por la ausencia de 

cisteína y triptofano (Buchanan, et al. 2000). 

Durante los períodos de sequía o desecación las proteínas LEA pueden 

tener un papel de protección de la membrana (Taiz, 2002) . Esta función protectora 

puede estar relacionada con su habilidad para retener o unirse a las moléculas de 

agua y así prevenir la cristalización de proteínas celulares importantes y otras 
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moléculas durante la desecación (Taiz, 2002). Otras funciones asignadas a éstas 

proteínas son: pueden ser secuestradoras de iones, tienen actividad de 

chaperoninas y transportadoras de proteínas (Colmenero-Flores, 1999). 

Hasta ahora las proteínas LEA se han clasificado en cinco familias ó 

grupos, aunque recientemente se caracterizó la sexta (Colmenero-Flores, 1999). 

Esta clasificación está dada por el análisis de la secuencia de aminoácidos de las 

regiones de alta similitud entre proteínas de diferentes especies (Buchanan, et al. 

2000). Los 6 grupos de proteínas LEA se muestran en la Tabla No. 2. 
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Tabla 2. Familias 6 Grupos de proteínas LEA 

Proteínas Función 
Representativas Características Propuesta 

Grupo 1 Em protelna de trigo Tiene una alta Se unen al agua para 
(familia 0-19) capacidad para unirse retenerla en las células, 

con el agua. Su 
expresión está Se sobreexpresan en 
relacionada con la las levaduras con estrés 
tolerancia durante un hldrico. 
déficit hídrico 

Grupo 2 OHN1 (malz) La mayoría de estas Pueden estabilizar 
(familia 0-11) 0-11 (algodón) protelnas se localizan macromoléculas bajo 

en el citoplasma y en el condiciones de estrés 
núcleo, y otras están hídrico. 
asociadas con la 
membrana plasmática 

Grupo 3 HVA1 (Hordeum 0-7 es muy abundante HVA 1, involucrada en la 
(familia 0-7) vulgare inducida por en semillas de algodón tolerancia al estrés en 

ABA en el frijol) plantas transgénicas. 
0-7 en el algodón 

Grupo 4 Un gene que codifica Se ha propuesto que 
(familia 0-95) 0-95 de la soya para una proteína su principal función es 

similar en jitomate se remplazar al agua para 
expresa en respuesta preservar la estructura 
al ataque por de la membrana. 
nemátodos 

Grupo 5 LE25 Uitomate) 0-113 es muy Pueden unirse a las 
(familia 0-113) 0-113 (algodón) abundante en semillas membranas o a 

de algodón. protelnas para 
mantener Integra la 
estructura de la célula. 

Pueden secuestrar 
iones para proteger el 
metabolismo. 

LE25, confiere 
tolerancia a la sal y al 
frlo en las levaduras. 

Grupo 6 Pvlea-18 Experimentos de Se acumula durante el 
Nueva familia P. vulgaris inmunolocalización estrés hídrico y en 

(Colmenero-Flores el indican que están regiones de crecimiento 
al. 1999) presentes en el núcleo en semillas de frijol 

y en tipos celulares 
diferenciados. La alta acumulación de 

PvLEA-18 en la radícula 
durante la germinación, 
sugiere que puede 
tener un papel de 
protección. 
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3.5 PROTEíNAS DE TRANSFERENCIA DE LiPIDOS, PTLS: 

Otro tipo de proteínas constitutivas relacionadas con respuestas a factores de 

estrés son las de transferencia de lípidos (PTL), las cuales se encuentran en los 

animales, plantas, levaduras y en células procariontes. Las PTL se caracterizan 

por transferir fosfolípidos entre las membranas. Se ha observado que éstas 

proteínas aumentan su expresión en diferentes condiciones de estrés (Kader, 

1996). Por ejemplo, Colmenero-Flores y colaboradores (1997) identificaron un gen 

de 617 pares de bases cuyo producto correspondió a una proteína de 

transferencia de lípidos en Phaseolus vulgaris sometidos a un estrés hídrico. 

Las PTL tienen de 91 a 95 residuos de aminoácidos, se caracterizan por 

carecer de triptofano y tener ocho residuos de cisteínas localizadas en posiciones 

conservadas en su secuencia. Las PTLs constituyen una familia pequeña de 

proteínas con un peso aproximado de 9 kDa, aunque en el frijol y el trigo es de 7 

kDa, tienen un punto isoeléctrico alcalino (9-10) y su estructura la forman a-hélices 

unidas con puentes disulfuro. 

FUNCiÓN de las PTLs: pueden transferir lípidos como la fosfatidilcolina, 

fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y glucolípidos. Estas proteínas también son 

capaces de unir ácidos grasos y Acetil CoA. Cuando las PTL son sintetizadas 

contienen un péptido señal, lo cual sugiere la posible secreción de estas proteínas, 

y apoya su posible papel en la construcción de la pared celular y más 

precisamente en la biosíntesis de la cutina (Buchanan, et al. 2000) (Figura 2). 

No se ha explicado completamente el mecanismo de acción exacto de cómo 

transportan los fosfolípidos entre las membranas. Un mecanismo de transporte 

que va del sitio de síntesis del lípido al lugar de función, ha sido propuesto para la 

PTL de fosfatidilcolina en células de mamíferos. Este mecanismo sugiere que la 

fosfatidilcolina sintetizada en el retículo endoplásmico se une a la cavidad 

hidrofóbica de la PTL por medio del grupo acyl de una de sus cadenas, formando 

un complejo fosfatidilcolina-PTL, el cual se transporta a la membrana en donde 

libera la fosfatidilcol ina, o bien, puede intercambiar la fosfatidilcolina por otro 

fosfolípido y transportarlo a otro sitio (Kader, 1996). Una secuencia de eventos 

similares ha sido propuesta para las PTL de las plantas, sin embargo, el complejo 
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fosfolípido- PTL no ha sido aislado en plantas. Un ejemplo de la función de las 

PTLs en plantas es el transporte de lípidos del retículo endoplásmico a la 

membrana de los tilacoides (Figura 2). 

,cloropla.to 
r···_·_ ··· · 

.. TlIacoides . .J r 

Figura 2. Esquema hipotético del movimiento de lípidos entre el retículo 

endoplásmico y el cloroplasto (Tomado de Buchanan, et al. 2000) . 

4. ESTRÉS OXIDATIVO 

Otro tipo de estrés que puede dañar a las células de las plantas es el estrés 

oxidativo. Los factores que pueden causar este tipo de estrés son: la 

contaminación del aire (altas cantidades de ozono o dióxido de azufre), metales 

pesados, daño mecánico (herbívoros, aire), altas y bajas temperaturas, luz 

ultravioleta y condiciones intensas de luz que causan una fotoinhibición, y también 

se puede manifestar en respuesta a patógenos y durante la senescencia . El estrés 

oxidativo se produce por el aumento de las especies de oxígeno reactivo (ROS, 

Reactive Oxygen Species) . La fotosíntesis y la respiración son los procesos que 
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producen mayores cantidades de ROS, aunque también se pueden generar en el 

retículo endoplásmico y la membrana plasmática. Las ROS pueden reaccionar con 

los lípidos de la membrana causando su peroxidación y por lo tanto provocándole 

un daño. 

Las ROS reaccionan muy fácilmente con las macromoléculas biológicas 

mas importantes: 1) por ejemplo en contacto con los ácidos grasos insaturados de 

los lípidos de las membranas forman peróxido de hidrógeno, 2) alteran la 

estructura de las proteínas, haciéndolas mas susceptibles al ataque de las 

proteasas, y, 3) causan mutaciones por deleción en los ácidos nucleicos 

(Juszczuk, el al. 2001). Los ROS más comunes se muestran en la Tabla 3. 

Tabla 3. Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) (Buchanan, el al. 2000) 

Fórmula Nombre 
química 

H20 2 Peróxido de 
Hidrógeno 

O2'' Anión 
superóxido 

'OH Hidroxilos 

02H· Perihidroxilo 

O2 Oxígeno en 
singulete 

Por otra parte, algunas especies de oxígeno reactivas tales como O2' y H20 2 son 

requeridas para la lignificación de la pared celular y/o funcionan como señales en 

la respuesta a la infección por patógenos (Buchanan, el al. 2000). 

5. PEROXIDACIÓN DE lÍPIDOS 

La peroxidación de lípidos se produce por la interacción de éstos con las especies 

reactivas de oxígeno. Los ácidos grasos o lípidos insaturados presentes en las 

membranas son muy susceptibles a la degradación peroxidativa causada por los 

radicales libres. El proceso de peroxidación de un ácido graso insaturado se inicia 

con la formación de dienos conjugados, generados por la eliminación de un átomo 
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de hidrógeno. Este radical reacciona con el oxígeno y forma un peroxiradical. El 

cual a su vez reacciona con otros ácidos grasos vecinos produciendo un 

hidroperóxido. Este último es muy inestable y se degrada para formar nuevos 

radicales libres como el alcoxil y peroxil , los cuales reaccionan fácilmente con 

otros lípidos. La reacción de peroxidación es propagada por la presencia de 

metales activos reductores, como son el Fe+2 y el Cu+2 (Yu y Matsui, 1994). Este 

proceso se ilustra en la figura 3. 

a b e d 

a) se genera un radical carboxilo en un ácido graso, éste reacciona con el O2 

para formar un radical peroxilo 

b) este radical puede migrar con lo cual hay un reacomodo de las dobles 

ligaduras 

c) en presencia de oxígeno se genera un radical peroxilo 

d) que se puede apropiar de un hidrógeno de otro lípido con lo que se propaga 

la reacción 

Figura 3. Reacción de peroxidación de lípidos (tomada y modificada de Blokhina, 

2000). 

La peroxidación de lípidos causa invariablemente cambios o daños en la 

estructura molecular de la bicapa lipídica. Por otro lado, los productos de la 

lipoperoxidación tienen diversos efectos en las células tales como: desnaturalizan 
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el DNA e impiden la síntesis de proteínas; pueden provocar oxidación de 

aminoácidos, entrecruzamiento de proteínas, inhibición de diversos eventos 

metabólicos como la respiración o la actividad de enzimas (Priestley, 1986), 

aunque se ha visto que la peroxidación de lípidos puede ocurrir en condiciones 

normales. La peroxidación es uno de los procesos mas investigados, y durante la 

última década ha cambiado la idea de que es solo un proceso destructivo, se ha 

demostrado que la hidroperoxidación de los lípidos, los productos oxigenados de 

la degradación de los mismos, y los iniciadores de la peroxidación (i.e. ROS) 

pueden participar como segundos mensajeros involucrados en las rutas de 

transducción de señales en respuestas al estrés, como por ejemplo se ha visto 

que pueden activar vías de señalización de muerte celular programada (Mittler, 

2002). 

6. SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTES 

Bajo condiciones normales de crecimiento la cantidad de ROS que se produce en 

la célula se regula por medio de sistemas antioxidantes, los cuales los mantienen 

en un nivel que no produce ningún daño a la célula. Los sistemas de defensa 

antioxidantes son de dos tipos 1) no enzimáticos y 2) enzimáticos. 

6.1 SISTEMA NO ENZIMÁ TICO. 

Los principales agentes antioxidantes de las plantas son: el ascorbato (Vitamina 

C), el cual juega un papel multifuncional, puede reaccionar rápidamente con el 

superóxido y con el singulete de oxígeno, con el ozono y el peróxido de hidrógeno, 

y también tiene un papel en el crecimiento y en la división celular (Malusa, et al. 

2002); el glutatión reducido (GSH), el cual se localiza principalmente en el 

citoplasma, en mitocondrias y en los plastidos; el a tocoferol (vitamina E), los 

carotenoides, las poliaminas y los flavonoides que pueden proveer protección 

contra los radicales libres (Buchanan, et al. 2000). 
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6.2 SISTEMA ENZIMÁ TICO. 

Las enzimas antioxidantes son: la glutatión reductasa (GR), la ascorbato 

peroxidasa (APX); la dehidroascorbato reductasa (OHAR), la 

monodehidroascorbato reductasa (MOHAR), la superóxido dismutasa (SOO) y la 

catalasa. Un ejemplo de este sistema enzimático ocurre en los peroxisomas. Estos 

son organelos que contienen enzimas que utilizan oxígeno molecular para 

remover átomos de hidrógeno de substratos orgánicos específicos, en una 

reacción oxidativa que produce peróxido de hidrógeno (H20 2) (Alberts, 1994). La 

cata lasa esta presente en los peroxisomas y tiene como función proteger a la 

célula de los efectos tóxicos del peróxido de hidrógeno, rompiéndolo en oxígeno y 

agua. Esta enzima es una hemoproteína tetramérica que se aisló por primera vez 

del tejido hepático por Summer y Oouce en 1937 (en Aebi, 1974). La mayoría de 

las cata lasas purificadas contienen cuatro subunidades, cada una con un peso 

molecular de 60 kOa, un grupo hemo [Fe (111) protoporfirina] en el sitio activo y una 

molécula de NAOPH (Halliwell y Gutteridge, 1989). Como ya se mencionó, la 

catalasa realiza la descomposición de peróxido (H20 2) e hidroperóxido 

funcionando, ya sea, como una peroxidasa en presencia de donadores de 

protones (1), o descomponiendo el H202 en H20 y O2 (actividad catalásica) (2). 

ROOH +AH2 ---.. H20 + ROH + A (1) 

--.. 2 H20 + O2 t (2) 
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ANTECEDENTES 

Estudios previos realizados en el Laboratorio de Alelopatía del Instituto de 

Ecología de la UNAM, han mostrado una gran diversidad de respuestas 

fisiológicas de algunas plantas cultivadas de prueba a los lixiviados acuosos de 

plantas con potencial aleloquímico. Por ejemplo, en bioensayos in vitro, se ha 

observado que el lixiviado acuoso al 1 % de Sicyos deppei tiene un efecto 

inhibitorio significativo sobre el crecimiento radicular del frijol y del jitomate 

(Romero-Romero, et, al 2002, Romero-Romero, 2003), por el contrario, el lixiviado 

acuoso de Zuelania guidonia estimuló el crecimiento de las raíces de Phaseolus 

vulgaris, Zea mays, Cucurbita pepo y Amaranthus hypochondriacus (Flores­

Carmona, 2004). 

Por otro lado, en un experimento realizado en el invernadero, se 

incorporaron hojas secas de Z. guidonia al suelo para observar el efecto de su 

descomposición sobre el crecimiento de malezas y del frijol. Los resultados 

mostraron que la hojarasca de Z. guidonia favoreció la aparición de malezas 

dicotiledóneas y redujo a las monocotiledóneas, así también, se observó una 

estimulación, aunque no significativa del crecimiento del frijol. 

En un estudio fitoquímico biodirigído para identificar algunos de los 

compuestos bio-activos de Z. guidonia, se aislaron dos saponinas triterpénicas, 

con actividad sobre hongos fitopatógenos (Hernández-Maqueda, 2004). 

Con respecto a los efectos del lixiviado de S. deppei, Cruz-Ortega, et al. 

(1998), reportan que las células de la periferia de las raíces de P. vulgaris y 

Cucurbita ficifolia presentaron plasmólisis y un mayor número de pequeñas 

vacuolas, efecto similar al de un estrés hídrico. Así mismo, la raíz del jitomate 

expuesta al estrés aleloquímico de S. deppei presenta cambios morfológicos 

importantes, como el grosor y el aumento de pelos radiculares (Romero-Romero, 

2003). 

En otro estudio sobre Callicarpa acuminata (Verbena cea e), especie con un 

alto potencial aleloquímico, se analizó el efecto del lixiviado acuoso sobre el patrón 

de proteínas en raíces de frijol, maíz y jitomate. Los resultados mostraron que la 
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expresión de varias proteínas, de diferente peso molecular, aumentaron, 

disminuyeron y/o desaparecieron, por efecto del lixiviado. En este mismo trabajo, 

la secuencia parcial de una proteína de 11.3 kDa, cuya expresión aumentó en las 

raíces de frijol, mostró un 94% de similitud a la subunidad alfa del inhibidor de la 0-

amilasa (Ayala-Cordero, 2001). También se observó que el lixiviado de Callicarpa 

aumentó la actividad de la enzima cata lasa en las raíces de frijol, y por el 

contrario, no hubo un aumento en radicales libres ni en los niveles de 

lipoperoxidación. 

Por último, en un estudio comparativo entre el efecto del estrés 

aleloquímico producido por el lixiviado de S. deppei y el estrés hídrico en raíces de 

jitomate, se demostró que los niveles de radicales libres aumentaron 40 % durante 

el estrés aleloquímico y disminuyeron 32 % durante el estrés hídrico. La 

peroxidación de lípidos y la actividad de la cata lasa aumentaron en los dos 

tratamientos aunque fue mayor en el estrés hídrico (105%) (Romero-Romero, 

2003). 

HIPOTESIS 

Si el estrés aleloquímico producido por una planta alelopática tiene varios blancos 

moleculares sobre la planta receptora y estudios previos han mostrado que las 

especies alelopáticas, Sicyos deppei y Zuelania guidonia causan diversos efectos 

sobre el crecimiento del frijol (planta receptora); estos efectos pueden estar 

determinados por los compuestos aleloquímicos de ambas especies, los que 

probablemente causan un daño oxidativo, que se manifestará por la producción de 

radicales libres, mecanismos antioxidantes y expresión de genes de defensa. 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto del estrés aleloquímico producido por los lixiviados acuosos y 

por la descomposición de la parte aérea seca de Zuelania guidonia y Sicyos 

deppei sobre el crecimiento, la expresión de genes y la generación de estrés 

oxidativo en las hojas, tallos y raíces de Phaseolus vulgaris (Fabaceae). 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

Efecto de los lixiviados acuosos de Zuelania guidonia y Sicyos deppei: 

1. Determinar el efecto de los lixiviados acuosos sobre el crecimiento de la raíz 

del frijol. 

2. Determinar el efecto sobre el patrón de expresión de genes utilizando la 

técnica DD-RT -PCR en raíces del frijol. 

Efecto de la descomposición de la parte aérea de Zuelania guidonia y Sicyos 

deppei: 

3. Determinar el efecto del estrés aleloquímico producido por la descomposición 

de la parte aérea seca de Zuelania guidonia y Sicyos deppei, incorporada al 

suelo, sobre el crecimiento (área foliar, tallo, raíz y biomasa) del frijol. 

4. Analizar la expresión por northern blot de dos genes de defensa: Pvlea-18 

(LEA) y Pvltp-24 (transportadora de lípidos), en raíz, tallo y hojas. 

5. Evaluar, tanto con geles nativos como por espectrofotometría, la actividad de la 

cata lasa en raíz, tallo y hojas. 

6. Determinar los niveles de radicales libres por quimioluminiscencia yel grado de 

lipoperoxidación por dienos conjugados en raíces, tallo y hojas. 
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DESCRIPCiÓN BIOLÓGICA DEL MATERIAL VEGETAL 

Las especies seleccionadas por su potencial aleloquímico fueron las siguientes: 

Nombre 
Sicyos deppei G. Don 

Zuelania guidonia (Sw.) 
Britt.& B Millsp 

Zue/ania guidonia 

Familia 
Cucurbuitaceae 

Flacourtiaceae 

SINONIMIA. Zuelania roussoviae Pittier. 

Nombre común 
Chayotillo, tata na 

Tamay 

NOMBRES COMUNES. Trementina (Chis., Tab., Camp., Yuc., a. Roo); volador 

(sureste de S.L.P. e Hgo., norte de Pue y Ver); manzano, manzanillo (norte de Oax., 

Ver.) anona de llano (Tab.); tamay (sur de la península de Yucatán); atmate, 

thácamte (huasteco, SL. PL); petlácotl (náhuatl) ; aiguané (zaque, Chis.); palo de 

piragüita (península de Yucatán); sacat'kihui (totonaco Ver.); totolonche (Yuc); 

volantín (S.L.P.); campanillo (Oax., Ver.) ; nopotapeste (centro de Ver.) ; nogalillo 

(norte de Pue.). 

FORMA. Árbol monopólico de hasta 30 m y hasta 

50 cm, con el tronco muy recto y un fuste largo y 

limpio, con la ramificación monopódica, las ramas 

horizontales y la copa redondeada o piramidal. 

CORTEZA. Externa lisa, gris a pardo grisácea, con 

algunas lentécelas suberificadas y protuberantes. 

Interna de color crema amarillento a rosado, 

granulosa, con pequeñas gotas de exudado 

resinoso transparente y pegajoso. Grosor total de la 

corteza de 18 a 29 mm. 

MADERA. Albura de color amarillento sin estructuras conspicuas. 

RAMAS JÓVENES. Con cicatrices de hojas y estipulas caídas, pardo morenas, 

densamente pubescentes en las partes jóvenes, que se vuelven glabras con la edad, 

con lenticelas muy conspicuas, redondas y pálidas. 
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HOJAS: Yemas de 2 a 5 mm, agudas u obtusas rodeadas por numerosas estípulas 

pequeñas, densamente ferruginoso-pubescentes. Estípulas 2, de 2 mm de largo, 

lanceoladas, agudas, pubescentes, caedizas. Hojas alternas, simples; láminas de 7 x 

2.5 a 20 x 7 cm, oblongas a estrechamente elípticas, con el margen entero, ápice 

agudo o acuminado, a veces redondeado, base redondeada, truncada o ligeramente 

cordada, a veces asimétrica; verde brillante con la nervadura pubescente en el haz, 

verde amarillento, opacas y pubescentes en el envés; numerosas glándulas 

transparentes en forma de puntos y rayas en la lámina; peciolos de 8 a 18 mm, 

pubescentes; las hojas seniles adquieren un color rojizo antes de caer del árbol. Los 

árboles de esta especie pierden las hojas antes de florecer, de marzo a mayo . . 

FLORES. En densos fascículos terminales, de 4 a 5 cm de diámetro; pedicelos de 1 a 

2 cm, pubescentes; flores con un fuerte olor a gardenia, actinomorfas, de 8 a 9 mm 

de diámetro; perianto de color crema verdoso, formado por 5 segmentos libres, de 6 a 

7 mm de largo, oblongos u orbiculares, de ápice 

redondeado, imbricados, pubescentes en la 
1 cm 

superficie exterior; estambres numerosos, de 4 a 1 
5 mm de largo, uniseriados; filamentos de color 

crema verdoso, que alternan con pequeños 

estaminodios oblongos; anteras de color crema 

amarillento o pardo; estambres glabros; ovario 

verde globoso, unilocular, multiovular, densamente pubescente; estilo muy corto, 

pubescente, terminado en un estigma aplanado de 2 a 2.5 mm de diámetro, color 

crema amarillento. Florece de marzo a junio. 

FRUTOS. Cápsula de hasta 8 cm de diámetro, carnosa, trivalvaza, globosa, 

tardíamente dehiscente, con el cáliz y los estambres 

persistentes, de superficie rugosa, verde amarillenta, contiene 

numerosas semillas de 5 mm de largo, angulosas, rodeadas 

de una pulpa amarillenta. T 
ECOLOGIA Y DISTRIBUCION. Especie restringida a la 

vertiente del Golfo desde el sur de Tamaulipas y sureste de San Luis Potosí, hasta la 

península de Yucatán, y del nivel del mar hasta los 500 o 700 m. Forma parte del 
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estrato superior o medio de selvas altas perennifolias o medianas subperennifolias y 

subcaducifolias, asociada principalmente con Brosimum alicastrum, Apbanantbe 

monoica, Carpodiptera ameliae, Terminalia amazonia , Oialium guianense, Guatteria 

anomala, entre otras. Se presenta exclusivamente en suelos de origen calizo con 

pocos afloramientos rocosos y con buen drenaje. Puede encontrarse como elemento 

abundante en la vegetación secundaria de selvas altas perennifolias y medianas 

subperennifolias. 

USOS. Su madera se ha empleado para fabricar chapas para centros de madera 

terciada. En la actualidad no se usa a pesar de su abundancia debido a que otras 

especies tienen mejores características. Podría usarse para la fabricación de 

empaques ligeros de productos agrícolas. Su tronco es el más comúnmente usado 

como poste en el ritual de los "voladores de Papantla" (Pennington y Sarukhán, 

1998). 
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Sicyos deppei G. Don (Cucurbitaceae) (chayotillo, tata na) 

Hierba anual trepadora hasta de 3 o mas metros de largo, generalmente muy 

ramificada, forma cubiertas foliares densas. Tallos cilindricos, estriados, glabros o 

espaciadamente hirsutos cuando maduros, los jóvenes con pelos glandulares 

capitados; con zarcillos de 3 a 4 ramas. Hojas 

alternas, simples; peciolos de 1-9 cm de largo. 

hirsutos; lámina pentana a heptagonal o penta a 

heptalobada o partida de 2 a 20 cm de largo y lo 

mismo de ancho, ápice de los lóbulos casi siempre 

acuminado a caudado, aunque a veces agudo, borde 

serrulado a casi entero, base cordada con aurículas 

muy prominentes indumento escabroso, los pelos san 

diminutos, blanquecinos y con la base ensanchada o 

bien son multicelulares, nervadura actinódroma. 

INFLORESCENCIA: flores masculinas en racimos 

axilares de 8 a 20 cm de largo sobre pedúnculos 

glandulosos de 10 cm o mas de largo; las femeninas 

con 5 a 15 flores en glomérulos axilares sobre 

pedúnculos de 1 a 2 cm de largo. Sicyos deppei 

FLORES gamopétalas, pentapelobadas, radiadas, con sépalos lineares cortos; 

corola verdosa amarillenta, las masculinas sobre pedicelos de 4 a 6 mm de largo, 

con perianto de O. 5 a 1 cm de diámetro, con 3 estambres con filamentos 

fusionados y anteras formando una cabezuela; las femeninas sésiles con 

perianto de 2 a 3 mm de diámetro ovario ínfero, unilocular. uniovular, con 3 

estigmas algo ensanchados. 

FRUTOS. Seco, indehiscente, uniseminado, con números espinas caedizas. 

Hierba común en la región ; se le considera un problema debido a su habito 

trepador, florece de julio a noviembre (Cronquist, 1981 ). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. MATERIAL BIOLÓGICO 

Las plantas con potencial aleloquímico utilizadas fueron: 1) Sieyos deppei, 

(Cucurbitaceae), la cual se colectó en la Reserva Ecológica del Pedregal de San 

Angel en Ciudad Universitaria, D. F. Y 2) Zuelania guidonia (Flacourtiaceae), 

colectada en la Reserva Ecológica "El Eden" en el estado de Quintana Roo. La 

parte aérea de ambas plantas fueron secadas a temperatura ambiente. La planta 

cultivada de prueba fue el fríjol (Phaseolus vulgaris, varo flor de mayo, Fabaceae), 

que es una planta de gran importancia económica y alimenticia en nuestro país. 

2. BIOENSA VOS in vitro 

Se realizaron los bioensayos in vitro utilizando los lixiviados acuosos al 1 % de la 

parte aérea de S. deppei y Z. guidonia, los cuales se prepararon bajo condiciones 

estériles, utilizando una campana de flujo laminar. Los lixiviados se prepararon 

remojando 2 g de la parte aérea de cada una de las plantas en 100 mL de agua 

destilada estéril durante tres horas, y esterilizando los lixiviados por filtración con 

un filtro Millipore con membranas de 0.45 y 0.22 flm. La presión osmótica de los 

lixiviados se determinó con un osmómetro de punto de congelación (OSMETTE 

A). Esta medición se realizó para asegurar que la presión osmótica del lixiviado 

acuoso estuviera dentro del rango de tolerancia a este factor de las semillas de 

prueba (Anaya y Pelayo-Benavides, 1997). 

Las semillas de prueba (frijol) se lavaron con una solución de hipoclorito de 

sodio al 5 % durante 5 minutos, y después se enjuagaron exhaustivamente con 

agua destilada estéril para quitarles cualquier residuo de cloro. Posteriormente, en 

cajas de petri (9 cm), se mezclaron 10 mL del respectivo lixiviado acuoso (S. 

deppei o Z. guidonia) al 2 %, Y 10 mL de agar (Merck) al 2 % para obtener una 

concentración final de la solución experimental de 1 %. Para el control se 

mezclaron 10 mL de agua estéril y 10 mL de agar al 2 %. Una vez solidificado el 

agar se colocaron 10 semillas de fríjol en cada caja. Las cajas se sellaron con 
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parafilm y se colocaron en una estufa de germinación a 27 oC, en la oscuridad 

durante 48 h. 

Diseño Experimental. Las cajas de petri se distribuyeron bajo un diseño 

completamente al azar con cuatro repeticiones. Después de 48 horas se 

determinó el porcentaje de germinación y se midió la longitud de la raíz. Los datos 

sobre el crecimiento radicular fueron analizados por medio de un ANOVA (Zolman. 

1993). 

2.1 DESPLIEGUE DIFERENCIAL (DD-RT -PCR) 

Con el objetivo de conocer la expresión diferencial de genes en las raíces de fríjol 

tratadas con los lixiviados de S. deppei y de Z. guidonia, se realizó la técnica de 

despliegue diferencial, utilizando el RNAmap 1m kit (GenHunter Corporation) con 

dos sondas arbitrarias (AP1 y AP2). 

2.1.1 Extracción y cuantificación de RNA 

Las raíces del fríjol obtenidas de los bioensayos in vitro se molieron en un mortero 

con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino. El RNA total fue aislado del 

tejido de los tratamientos y del control utilizando el reactivo de TRlzol (lnvitrogen). 

Brevemente: en un tubo eppendorf DEPC-estéril con 100 mg de tejido molido de 

cada muestra, se agregó 1 mL de Trizol y 10 ¡.tL de DEPC (MERCK) y se dejaron 

incubar a temperatura ambiente por 3 minutos. Las muestras fueron centrifugadas 

a 8000 g por 10 minutos a 4 oC y el sobrenadante se transfirió a un tubo limpio; se 

añadieron 200 ¡.tL de cloroformo y se agitó en un vortex por 15 seg. Se 

centrifugaron a 8000 g por 10 minutos a 4 oC y después, la fase acuosa que 

contiene el RNA total se transfirió a un tubo limpio y se agregaron 0.5 mL de 

fenol :cloroformo:alcohol-isoamilico (GIBCO). Se agitaron en un vortex por 15 a 30 

segundos y se centrifugaron a 8000 g durante 15 minutos. La fase acuosa se 

transfirió cuidadosamente a un tubo limpio, y a cada muestra se le añadió 

cloroformo en una relación 1: 1 y se centrifugaron por 10 minutos. La fase acuosa 

se transfirió y después se precipitó con 120 ¡.tL de ácido acético 1M y 0.7 de 
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volumen total de etanol absoluto frío. Finalmente, las muestras se centrifugaron 

por 20 minutos a 8000 g para obtener el botón de RNA, el cual fue lavado con 

etanol frío al 75 % (dos veces). Después de quitarles el exceso de etanol, cada 

botón se disolvió en 50 ¡.tL de agua DEPC y se cuantificó por espectrofotometría . 

Cuantificación. La concentración y la pureza de las muestras de RNA son 

determinadas gracias a la cualidad que tienen los ácidos nucleicos para absorber 

luz ultravioleta a 260 nm. Las medidas de absorción en este margen permiten el 

cálculo directo de su concentración (Farell, 1998) utilizando la siguiente relación: 

RNA ¡.tg/f.1L = A260 X 0.04 f.1g If.1L X FD 

Donde: 

A260 = es la absorbancia (en densidades ópticas) a 260nm 

0.04 = es el coeficiente de extinción de RNA 

FD = Factor de dilución: en nuestro caso, 500 ¡.tL de agua DEPC / 5¡.tL de muestra 

(100). 

La pureza de las muestras de RNA se obtuvo mediante la tasa 260/280nm. 

Una muestra pura de RNA tiene una tasa A2601A28o entre 2.0 y 1.7. 

2.1.2 RT -PCR 

El RNA total fue incubado con DNAsa (10 UlIJL, GIBCO-BRL) antes de llevar a 

cabo la técnica de la Trancriptasa Reversa, para asegurarse de no tener 

contaminación de DNA genómico. Después, el RNA se precipitó con 5¡.tL de 

acetato de sodio 3M, pH 5.2 Y 200 ¡.tL de etanol absoluto frío, posteriormente se 

centrifugaron a 16000 g por 10 minutos y a 4 oC. Después el botón de RNA se 

resuspendió con 20 ¡.tL de agua DEPC y se cuantificó por espectrofotometría . La 

integridad del RNA antes y después del tratamiento con DNAsa se verificó con un 

gel de agarosa (Gibco-BRL) al 1.0 % (Sambrook, 1989). 
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La técnica de transcriptasa reversa se utilizó para obtener una cadena 

complementaria de DNA (DNAc) a partir de RNAm. Después del tratamiento con 

DNAsa se utilizaron 0.3 Ilg de RNA total del control y de los tratamientos para 

obtener la cadena complementaria . La reacción de 20 IlL totales contenía: 50 U/IJL 

de enzima RT MuMoLV (Moloney murine, leukaemia virus reverse transcriptase, 

Gibco/BRL), 10 IJM oligo (dT)-primers, 20 IJM de la mezcla de dNTP (A; C; G; T) ; 

amortiguador 5X RT, agua-DEPC, RNA total (0.3 IJg). Antes de añadir la enzima 

se desnaturalizó el RNA a 65 oC por 5 minutos, y después de 10 minutos a 37 oC 

se agregó la enzima y se dejó continuar la reacción durante 50 minutos, 

posteriormente la reacción se paró a 75 oC yel DNAc obtenido se guardó a 4 oC. 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Para amplificar los fragmentos de 

DNAc se utilizó la técnica de reacción en cadena de la polimerasa. Cada reacción 

de 20 IlL totales contenía, 4 IlL DNAc, 2 IlL de sonda arbitraria (MTP1 I MTP2, 2.0 

j.JM), 2 IlL de 10X de amortiguador de PCR (sin MgCI2), 1.6 IlL de 2 ~ de 4dNTP, 

1.5 IlL de [S35] -dATP 10 UCi, IIJL, 0.2 IlL de 5U/ j.JL de enzima Taq polimerasa 

(Perkin-Elmer) y 8.7 IlL de agua. El programa de PCR fue el siguiente:' 30 

segundos de desnaturalización a 94 oC, 2 minutos de alineamiento a 40 oC y 30 

segundos de elongación a 72 oC, lo que se repitió por 39 ciclos, y un periodo final 

de 5 minutos de elongación a 72 oC. Estas secuencias de DNAc de cada 

población de RNA mensajero, fueron analizadas en un gel de acrilamida/urea. 

Gel de acrilamida-urea al 6%. Para analizar el DNA amplificado se preparo un 

gel de acrilamida-urea al 6 % como se describe en Sambrook, et al. (1989) . 

Brevemente: 42 g de urea se disolvieron en 30 mL de agua, se añadieron 15 mL 

de acrilamida (solución madre de 40%) y 5 mL de amortiguador TBE; esta 

solución se aforó a 100 mL y posteriormente se filtró por Millipore y se desgasificó 

por 15 minutos, y por último se añadieron 300 IlL de persulfato de amonio (BIO­

RAD) y 50 IlL de TEMED (BIO-RAD). Inmediatamente se cargó el gel y se dejó 

polimerizar por aproximadamente 12 horas. El gel se corrió previamente a 60 

watts (2000 volts) con TBE 1X durante 1 hora para que alcanzara una temperatura 
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de 45 oC. Las muestras se prepararon con 3 IlL de amortiguador de carga y 5 IlL 

de DNAc amplificado, se calentaron a 60 oC por 2 minutos, y se cargaron en el gel, 

el cual se dejó correr por 3 horas a 60 watts (1700 Volts) . Después de este tiempo, 

el gel se transfirió a un papel Whatman 3MM y se secó en un secador de geles 

(BIORAD modelo 583) a 80 oC por 1 hora. Posteriormente el gel se expuso a una 

película de radiografía por 48 h a -70 oC. 

Análisis del gel. Las densidades de las diferentes bandas permitieron la 

identificación de los genes que fueron alterados de alguna manera por los 

tratamientos. Las bandas más oscuras o con mayores densidades representaban 

genes que eran sobre-expresados o inducidos. Las bandas mas claras o menos 

densas representaban genes cuya expresión fue disminuida (Figura 4) . 
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Figura 4. Despliegue diferencial de los genes expresados en las raíces del frijol 

tratadas con los lixiviados de S. deppei y Z. guidonia. Para este despliegue se 

utilizó el oligo dT (MT) Y las sondas arbitrarias MTP1 y MTP2. Las bandas 

enmarcadas se clonaron y se secuenciaron. 
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Las bandas que consideramos que se habían sobre-expresado o 

disminuido, se cortaron del gel. El DNA se extrajo de la siguiente manera: las 

bandas se colocaron en 100 ~L de agua, se calentaron a 90 oC por 15 minutos, y 

se centrifugaron a 16000 g durante 15 minutos. La fase acuosa se transfirió a un 

tubo limpio al que se le añadieron 5 ~L de glucógeno (10 ~g/mL), 10 ~L de acetato 

de sodio (5 M) Y 450 ~L de alcohol absoluto, y se dejó precipitar a -70 oC. Cuatro 

~L de DNA se reamplificaron por PCR, en las condiciones descritas anteriormente. 

El producto del PCR se observó en un gel de agarosa de bajo punto de fusión (1 

%) Y se cortó y purificó con el kit Wizard DNA c1ean up System (Promega). 

Posteriormente se realizó la clonación de los fragmentos con el Kit T A-Cloning que 

utiliza el vector pCR 2.1 (Original TA c10ning Kit, Invitrogen), siguiendo las 

instrucciones del proveedor. Brevemente, la reacción de ligación (vector más 

producto de PCR) contenía (1 ~L del vector pCR 2.1); 1 ~L de 1.2 M NaCI, 0.06 M 

MgCI2 y 4 ~L del producto de PCR), esta reacción se incubó por 5 minutos a 

temperatura ambiente y posteriormente se realizó la transformación de las células 

competentes. 

Transformacíón. A 100 JlL de células competentes (E. coli cepa DH5 a) se les 

añadió 1 JlL de la reacción de ligación, se incubaron a temperatura ambiente por 

30 minutos y después se les dio un choque térmico a 42 oC por 1 minuto. Se 

agregaron 900 JlL de medio LB (Luria-Bertani, pH 7.0) a temperatura ambiente, y 

después el tubo se colocó en un agitador (Environ, Lab-Line) para que las 

bacterias crecieran a 37 oC y 250 rpm por 1 hora; al término de este tiempo los 

tubos se colocaron en hielo y las bacterias se sembraron en cajas de petri con 

medio LB que contenía 100 ~g de ampicilina y XGal (40 mg/mL) dejando crecer 

las bacterias toda la noche a 37 oC . El XGal permite seleccionar las bacterias 

transformadas (blancas) de las no transformadas (azules) . 

Purificación del plásmido (vector pCR 2.1). Una colonia blanca de bacterias 

(transformada) se cultivo en 5 mL de medio LB y se dejó crecer toda la noche a 37 

oC y agitación de 250 rpm . Posteriormente el medio se centrifugó a 700 g Y la 
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purificación del plásmido se realizó utilizando el Kit QIAprep (QIAGEN) siguiendo 

las especificaciones del proveedor. La concentración del plásmido se determinó a 

260/280 nm. 

Secuencia del inserto. Los fragmentos clonados se mandaron a secuenciar a la 

Unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular, UNAM. Una vez 

obtenidas las secuencias, éstas se compararon con la base de genes (NCBI, 

National Center for Biotechnology Information). El resultado de ésta comparación 

de las bandas encontradas o que responden al tratamiento reveló que no existía 

ninguna similitud con otras secuencias de genes de plantas. 

3. EXPERIMENTO EN EL INVERNADERO 

Para evaluar el efecto del estrés aleloquímico causado por las plantas alelopáticas 

S. deppei y Z. guidonia sobre el crecimiento del fríjol, el daño oxidativo generado y 

la expresión de proteínas relacionadas con el estrés hídrico, se realizó un 

experimento en el invernadero como se describe a continuación: 

Tratamientos. Se utilizaron macetas de 0.5 L que se llenaron con 400 g de una 

mezcla de tierra de hoja (previamente tamizada) y agrolita, en una proporción 2:1 

respectivamente. Los tratamientos se prepararon con 1.5 % (g/g) de hojas 

(trituradas) de cada planta alelopática, Z. guidonia y S. deppei, de la siguiente 

manera: a 400 g de tierra se le añadieron 6 g de hojas trituradas. Se utilizaron dos 

controles: uno al que solamente se le agregaron 400 g de la mezcla de tierra y 

agrolita (control 1), y otro al que se le agregaron 400 g de la mezcla de tierra y 

agrolita y 6 g de vermiculita, la cual se utilizó para simular el efecto físico de las 

hojas secas trituradas (control 2). En cada maceta se transplantaron 6 plántulas de 

fríjol de 48 h de edad. Se realizaron 6 repeticiones por tratamiento y las macetas 

se colocaron bajo un diseño completamente al azar dentro de una caja cubierta 

con malla blanca (tul), para evitar la invasión de insectos que pudiesen dañar a las 

plantas de frijol. 
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Las macetas se regaron por primera vez a capacidad de campo y después 

fueron regadas con 100 mL de agua cada tercer día. Después de 4 días de 

iniciado el experimento se quitaron 2 plantas de frijol (la de mayor y la de menor 

tamaño) con el fin de tener solo 4 plantas con un tamaño semejante. El 

experimento tuvo una duración de 10 días. Después de éste tiempo, se eligieron al 

azar cuatro macetas de cada tratamiento, para determinar los siguientes 

parámetros a las plantas: peso fresco y seco (biomasa), longitud de la raíz y tallo, 

y área foliar, ésta última se midió con un medidor de área foliar (liCor 6200). Las 

plantas de las otras dos macetas de cada tratamiento se separaron en hojas, raíz 

y tallo y se congelaron y molieron en nitrógeno líquido. Los tejidos se guardaron a 

-70 oC (REVCO) hasta ser utilizados en las pruebas bioquímicas. Este 

experimento se realizó por duplicado. 

4. EXPRESiÓN DE LOS GENES DE LA PROTEíNA TRANSPORTADORA DE 
LlPIDOS, Pvltp-24 Y DE EMBRIOGENESIS TARDIA Pvlea-18 

4.1 OBTENCION DE LAS CLONAS. 

Las clonas de Phaseolus vulgaris de la proteína transportadora de lípidos Pvltp-24 

(L TP) Y la de embriogénesis tardía Pvlea-18 (LEA) fueron donadas por la Dra. 

Alejandra Covarrubias del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

Transformación. La técnica de transformación y de purificación del plásmido se 

realizaron como se describió anteriormente, con la única excepción de que se 

utilizó 1 IJL de la clona Pvltp-24 (LTP) y de Pvlea-18 (LEA). 

Reacción de digestión. Para confirmar los tamaños de las clonas se realizó la 

reacción de digestión. Para un volumen de 10 ¡.tL se añadieron las siguientes 

soluciones: 2 ¡.tL de clona purificada, 1 ¡.tL de amortiguador de digestión, 1.5 ¡.tL de 

enzima ECORI (10 Uf ¡.tL, Invitrogen), 1¡.tL de enzima HINDIII (10 Uf ¡.tL, Invitrogen) 

y 4.5 ¡.tL de agua estéril. La reacción se llevó a cabo a 37 oC durante toda la 

noche. El inserto se observó en un gel de agarosa al 1 % (Figura 5) . 
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Purificación del plásmido en el gel de agarosa. En el gel de agarosa se 

localizaron las bandas correspondientes a las clonas Pvltp-24 (L TP) de 617 pb Y la 

de embriogénesis tardía Pvlea-18 (LEA) de 504 pb (Figura 5). 

M 1 2 

Plásmido 

LTP24 

LEA 18 

Figura 5. Gel de agarosa al 1 % de las clonas Pvltp-24 (1) y Pvlea-18 (2), 

marcador de DNA (M) 

Después de la electroforesis en gel de agarosa al 1 % se verificó que el 

tamaño (número de bases de pares) correspondiera al reportado para cada una de 

las clonas. Posteriormente, la banda se purificó utilizando el kit de Millipore 

Ultrafree (Millipore) siguiendo las instrucciones del proveedor. Se obtuvieron 

aproximadamente 100 IlL por cada banda purificada, los cuales se concentraron a 

un volumen aproximado de 16 IlL en un Speed Back (RCT1 01 O Jouan). 

Marcaje no radioactivo de ONA. El marcaje y detección de DNA se llevó a cabo 

siguiendo la metodología del Kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

starter Kit 11 (ROCHE). Los 16 IJL de cada clona se desnaturalizaron en agua 

hirviendo por 10 minutos y rápidamente se pusieron en hielo, después se 

agregaron 4 IlL de DIG-HIGH prime y la reacción se dejó incubando toda la noche 

a 37 oC 
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Análisis por Northern blol Esta técnica fue realizada como se describe en 

Sambrook, et al. (1989). Se utilizaron 20 IJg de RNA total, aislado de la raíz, tallo y 

hoja de frijol , tanto del control como de los tratamientos. El RNA se separó en un 

gel de agarosa-formaldehído (1 .7%) para posteriormente ser transferido a una 

membrana de nylon cargada positivamente (Boehringer Mannheim). 

Pre-hibridización e hibridización. La membrana se pre-hibridizó en 10 mL de 

amortiguador de pre-hibridación (Dig Easy Hyb granules) a 42 oC durante 2 horas. 

Se utilizaron 25 ng/mL del DNAc marcado con el DIG High prime de cada una de 

las clonas, Pvlea-18 y Pvltp-24, los cuales se añadieron a 5 mL del amortiguador 

de hibridación (DIG Easy Hyb). La sonda marcada se desnaturalizó por ebullición 

durante 5 minutos e inmediatamente se colocó en hielo. La membrana se 

sumergió dentro de esta solución y se dejo hibridizar durante 20 h a 42 oC (tiempo 

recomendado por el proveedor). 

Lavados con sse. Después del tiempo de hibridación, la membrana se lavó en 

30 mL de SSC 2X con 0.1 % de SDS por 15 minutos a temperatura ambiente (dos 

veces). Después se lavó en 30 mL de SSC 0.5X con 0.1 % de SDS por 15 minutos 

a 55 oC. 

Detección. La membrana se colocó en 20 mL de amortiguador de lavado (ácido 

maleico 0.1 M (Sigma) y Tween 20 al 0.03 % (Sigma» por 1 minuto. Después se 

incubó por 1 hora a temperatura ambiente en 10 mL de solución bloqueadora (1 

mL de solución bloqueadora 10X diluida en 9 mL de 0.1 M ácido maleico). 

Posteriormente la membrana se incubó con el anticuerpo (Anti-Digoxigenina­

conjugados con fosfatasa alcalina) en una dilución 1: 1 0000, en solución 

bloqueadora fresca durante 30 minutos a 37 oC. La membrana se enjuagó dos 

veces con amortiguador de lavado durante 15 minutos a temperatura ambiente y 

después se incubó con el amortiguador de detección (Tris-HCI 0.1 M Y NaCI 0.1 M 

pH 9.5) durante 2 minutos a temperatura ambiente. Por último, la membrana se 

colocó, con la cara del RNA hacia arriba, en un acetato y se le aplicaron 0.2 mL de 

CSPD (sustrato quimioluminiscente de fosfatasa alcalina), se cubrió con otro 
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acetato y se incubó por 30 minutos a 37 oC. La membrana se expuso a una placa 

radiográfica por 1 hora. 

5. ACTIVIDAD DE LA CAT ALASA, RADICALES LIBRES Y 
LlPOPEROXIDACIÓN 

5.1. EXTRACCiÓN DE PROTEíNAS. 

Se realizó una extracción de proteínas totales de la raíz, el tallo y las hojas del 

frijol del experimento de invernadero, con los tratamientos: de Z. guidonia y S. 

deppei, y los controles. Los tejidos se homogeneizaron en un mortero con 

nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino. Para cada extracción se utilizaron 

100 mg de tejido, a los cuales se les añadió 1 mL de amortiguador de extracción 

K-P04 50 mM, pH 7.2 Y DTT 5 mM (Bio-Rad). El tejido se molió con un 

homogeneizador Tissue Tearor (Biospec Products, INC), manteniendo el tejido en 

hielo. Posteriormente se centrifugó a 3000 g por 10 minutos a 4 oC para remover 

los restos celulares. La cantidad de proteína se determinó por el método de 

Bradford (1976). 

Preparación y tínción del gel nativo. El gel se preparó según el método de 

Laemmli (1970). Se cargaron 25 Ilg de proteína de cada tratamiento, y las 

proteínas se separaron en un gel al 6 % de acrilamida, la electroforesis se llevó a 

cabo a 20 Volts durante 16 horas. Para visualizar las bandas de actividad de la 

cata lasa se siguió el método descrito por Harris y Hopkinson (1976) modificado 

por Chary y Natving (1989). Al finalizar la electroforesis los geles se fijaron en una 

solución de metanol al 5 % por 5 minutos y se enjuagaron dos veces con agua 

destilada, posteriormente los geles se incubaron en una solución al 0.1 % de 

peróxido de hidrógeno como sustrato por 20 minutos. Después de este tiempo los 

geles se enjuagaron con agua destilada y las bandas de actividad se revelaron 

con una solución al 2 % de ferricianuro de potasio (Baker) y 2 % de cloruro férrico 

(Baker). 

Durante esta reacción, en las regiones del gel donde existe peróxido de 

hidrógeno y con la presencia de cloruro férrico , el ferrocianuro de potasio se oxida 

formando un precipitado azul ; en cambio, en las regiones del gel donde hubo 
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actividad de cata lasa, y por lo tanto, no existe peróxido de hidrógeno, este 

precipitado no se forma, observándose zonas claras en el gel. En el momento de 

observar las bandas de actividad se detuvo la reacción agregando una solución al 

10 % de ácido acético con 30 % de metanol. 

Preparación de la muestra para determinar la actividad de la cata lasa por 

espetrofotometría. Las proteínas se extrajeron con un amortiguador que contenía 

K-P04 100 mM y EOTA 0.1 mM, pH 7.8. Las muestras se centrifugaron a 3,000 g 

por 10 minutos a 4 oC para remover restos celulares. Posteriormente, el 

sobrenadante se centrifugó a 14000 g durante 10 minutos a 4 oC y después se 

pasó a través de una columna de Sephadex G25 (Sigma) para remover 

compuestos de bajo peso molecular que interfieren con la medición de la actividad 

de la enzima; el filtrado se colectó centrifugando a 1500 g por 5 minutos. La 

concentración de proteína se determinó porel método de Bradford (1976). 

Medición de la actividad por espectrofotometría. La actividad de la catalasa se 

midió a 240 nm en un espectrofotómetro, con peróxido de hidrógeno como 

sustrato y 50 ~g de proteína total en un volumen de 1 mL de acuerdo con la 

metodología descrita en Beers y Sizer (1952). Los componentes de cada reacción 

y los volúmenes correspondientes se muestran en la siguiente tabla. 

Tabla 4. Componentes y volúmenes de la reacción para medir actividad de 

cata lasa por espectrofotometría. 

Componentes de 
la reacción 

Volumen para cada tubo de reacción 

50 mM KP04 pH7.0 

H20 destilada 

H20 2 (50mM) 

Extracto proteíco 

Blanco 

700 IJL 

300 IJL 

"La reacción se inicia al adicionar éste reactivo 

Control H20 2 

700 IJL 

100 IJL 

200 IJL 

Muestra 

750 IJL 

200 IJL* (10mM) 

50 IJg de proteína** 

"Volumen necesario para 50 I-Ig de proteína ajustando el volumen del amortiguador de 
fosfatos para que el volumen total fuera de 1mL 
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La actividad de la catalasa se determinó por la disminución en la concentración 

de peróxido de hidrógeno, reflejada por la disminución de la absorbancia a 240 nm 

durante 180 segundos, tomando una lectura cada 20 segundos. La determinación 

de la actividad de la catalasa se realizó con tres repeticiones y en dos 

experimentos por separado. La cantidad de sustrato consumido (mmoles de 

H20 2), por la cantidad de proteína contenida (mg), por el tiempo, se calculó con la 

siguiente formula: 

( mI€; X prot) X 60 = m mol/mg/min 

1000 

Donde: 

m = pendiente 

€= Coeficiente de extinción molar (40 mM-1 cm -1 ) 

1000 = factor de conversión por volumen para pasar de Mol a mmol. 

60 = factor de conversión de tiempo en minutos 

prot (mg) = proteína en miligramos 

5.2. MEDICiÓN DE RADICALES LIBRES 

Método por quimioluminiscencia. Para determinar si el estrés aleloquímico 

causado por S. deppei y Z. guidonia generaba radicales libres (ROS) en la planta 

de frijol, éstos se determinaron por medio de la técnica de quimioluminiscencia con 

el reactivo luminol, utilizando un contador de centelleo. El luminol es oxidado por 

los ROS: superóxido (02'"), peróxido de hidrógeno (H202), hidroxilo (OH) y el 

oxígeno en singulete C02), a un anión aninoftalato electrónicamente excitado, el 

cual emite fotones, lo que hace posible med irlos en el contador de centelleo 

(Cadenas y Helmut, 1984). 

La mezcla de la reacción contiene un amortiguador de acetato de amonio 

(0.5 M, pH 10.5) cloruro de cobalto (250 flM) Y luminol (50 flM) con carbonato de 

sodio (1 mM). A cada vial se le añadió un volumen de 4 mL de esta mezcla y se 

dejaron incubar durante 10 minutos en la oscuridad . Después de este tiempo las 
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muestras se leyeron en el contador de centelleo con el programa para 

quimioluminiscencia, estas lecturas se tomaron como los registros o lecturas 

iniciales. Posteriormente, a cada vial se le añadieron 0.060 mg de proteína del 

controlo de cada tratamiento; se volvieron a leer y se tomó el conteo mayor como 

lectura fina!. La cantidad de radicales libres producidos se determinó con la 

siguiente formula: 

Cantidad de 
Radicales libres = cpro lectura final-cpro lectura jnjcial 

O.060mg 

La cantidad reportada de radicales libres fue el promedio de tres 

repeticiones y de dos experimentos independientes. 

5.3 PEROXIDACIÓN DE LíPIDOS DE MEMBRANA. 

Para determinar si el estrés aleloquímico causado por S. deppei y Z. guidonia 

causan una lipoperoxidación en la membrana se realizó la técnica de detección de 

dienos conjugados descrita por Recknangel y Glende (1984). Las muestras de 

proteínas, tanto de raíces, tallos y hojas de los controles como de los tratamientos 

se obtuvieron de la forma descrita anteriormente. Un mg de proteína se disolvió en 

1 mL de agua bidestilada y 4 mL de solución de Folch (cloroformo y metanoI2:1). 

Esta mezcla se agitó durante unos segundos y se dejó reposar en hielo 

durante 30 minutos. Se centrífugo a 7000 g por 5 minutos para separar las fases: 

cloroformo, proteína y metano!. La fase inferior de cloroformo se extrajo con la 

ayuda de una pipeta pasteur y se transfirió a un tubo limpio. El tubo se colocó en 

un baño Maria hasta evaporar por completo el cloroformo, después se añadieron 

1.6 mL de ciclohexano puro, se agitaron las muestras perfectamente y se midió su 

absorbancia a 233 nm, utilizando ciclohexano puro como blanco. 
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RESULTADOS 
1. BIOENSA VOS in vitro 

Los resultados de los bioensayos para evaluar el efecto de los lixiviados acuosos 

de las hojas secas de S. deppei y Z. guidonia sobre el crecimiento de la raíz del 

frijol, mostraron que el lixiviado de S. deppei lo inhibió 50 % Y el de Z. guidonia 26 

%, en comparación con el control (100 % de crecimiento) (Figura 6). 
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Figura 6. Efecto del estrés aleloquímico causado por los lixiviados acuosos de S. 

deppei y Z. guidonia sobre el crecimiento de la raíz del frijol. Letras diferentes 

indican diferencias estadísticamente significativas. 

2. EXPERIMENTO EN EL INVERNADERO 

Los resultados obtenidos en los experimentos en el invernadero para evaluar el 

efecto del estrés aleloquímico, causado por la descomposición de la parte aérea 

seca de S. deppei y Z. guidonia, sobre el área foliar, la biomasa y el crecimiento 

de la raíz y del tallo del frijol se muestran a continuación. 
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2.1. EFECTO SOBRE EL ÁREA FOLIAR DEL FRIJOL 

El área foliar de las plantas de frijol aumentó (35 %) con Z. guidonia y disminuyó 

significativamente (32 %) con el tratamiento de S. deppei, con respecto a los 

controles 1 y 2 (sin y con vermiculita respectivamente) , entre los cuales no hubo 

diferencia significativa (Figura 7). 
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Figura 7. Efecto del estrés aleloquímico causado por la descomposición de la 

parte aérea seca de Z. guidonia y S. deppei en el suelo, sobre el área foliar del 

frijol, después de 10 días de crecimiento. Letras diferentes indican diferencias 

estadísticamente significativas. 

2.2 EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO DEL TALLO Y DE LA RAIZ DEL 

FRIJOL. 

El estrés aleloquímico causado por la descomposición de Z. guidonia y S. deppei, 

no tuvieron un efecto significativo sobre el crecimiento del tallo del frijol. Sin 

embargo, sí tuvieron un efecto significativo sobre el crecimiento de la raíz, el cual 

fue estimulado (35 %) por Z. guidonia e inhibido (37 %) por S. deppei con relación 

a los controles (1 y 2), los cuales no presentaron diferencias significativas entre 

ellos (Figura 8) . 

51 



Control 1 (SV) Z. guidonia [QJ Tallo 
Control 2 (CV) S.deppei ~ Raíz 

Tratamientos 

Figura. 8. Efecto del estrés aleloquímico causado por la descomposición de la 

parte aérea seca de Z. guidonia y S. deppei en el suelo, sobre el crecimiento del 

tallo y la raíz del frijol, después de 10 días de crecimiento. Letras diferentes 

indican diferencias estadísticamente significativas. 

EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO DEL FRIJOL. El tamaño de las plántulas de 

frijol expuestas al estrés aleloquímico causado por S. deppei fue 28% menor, en 

cambio con Z. guidonia, el tamaño de la planta fue mayor (16%) comparado con 

los controles 1 y 2 (Figura 9). 

Figura. 9. Efecto sobre el crecimiento del fríjol expuesto al estrés aleloquímico 

causado por la descomposición de la parte aérea seca de S. deppei y de Z. 

guidonia, después de 10 días de crecimiento. Control 1 (C1), Control 2 (C2) , Z. 

guidonia (Z) y S. deppei (S) . 
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2.3 EFECTO SOBRE LA BIOMASA DEL FRIJOL 

La biomasa del frijol (g de peso seco) se vio afectada únicamente con el 

tratamiento de S. deppei, en el cual disminuyó un 6% con respecto a los controles 

(1 y 2) (p<0.05) (Figura 10). 
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Figura 10. Efecto del estrés aleloquímico causado por la descomposición de la 

parte aérea seca de S. deppei y Z. guidonia en el suelo, sobre la biomasa del frijol 

después de 10 días de crecimiento. Letras diferentes son estadísticamente 

significativas. 
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3. ANÁLISIS POR NORTHERN BLOT DE LA CLONA Pvltp-24 

La detección de la expresión del DNAc de la proteína Pvltp-24 en la raíz y las 

hojas de frijol, se realizó por medio de un análisis de Northern blot. La expresión 

de Pvltp-24 aumenta ligeramente en las hojas de frijol expuesto al estrés 

aleloquímico de S. deppei. Sin embargo, no se observó su expresión en la raíz 

bajo ningún tratamiento (Figura 11). 

Hoia Raíz 
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r,------"A ..... - __ , 

2 3 4 2 3 4 

Pvltp-24,617pb 

RNAr 

Figura. 11. Expresión de la clona Pvltp-24 en hojas y raíces de frijol expuesto al 

estrés aleloquímico. Se utilizaron 25 Ilg de RNA total por cada tratamiento. Control 

1 (1), control 2 (2), Z. guidonia (3) y S. deppei (4) . 

El análisis por Northern blot de la proteína Pvltp-24 mostró que ésta se expresa 

marcadamente en el tallo del frijol expuesto al estrés aleloquímico de S. deppei y 

en menor grado con Z. guidonia (Figura 12). 
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Pvltp-24 

RNAr 

Figura. 12. Expresión de la clona Pvltp 24 en el tallo de frijol expuesto al estrés 

aleloquímico causado por S. deppei y por Z. guidonia, después de 10 días de 

crecimiento. Se utilizaron 25 IJg de RNA total por cada tratamiento. Control 1 (1), 

Control 2 (2), Z. guidonia (3), S. deppei (4). 

4. ANÁLISIS POR NORTHERN BLOT DE LA CLONA Pvlea-18. 

Los análisis por Northern blot mostraron que Pvlea-18 solo se expresa en la raíz 

del frijol expuesta al efecto del estrés aleloquímico causado por S. deppei y Z. 

guidonia (Figura 13). 
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Figura 13. Expresión de la clona Pvlea-18 en la raíz de frijol expuesto al estrés 

aleloquímico causado por S. deppei y por Z. guidonia después de 10 días de 

crecimiento. Se utilizaron 25 IJg de RNA total por cada tratamiento. Control 1 (1), 

Control 2 (2), Z. guidonia (3) y S. deppei (4) . 
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5. EFECTO DE LOS LIXIVIADOS ACUOSOS DE Sicyos deppei y Zuelania 

guidonia, SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CATALASA, EN RAIZ, 

TALLO y HOJAS DE Phaseolus vulgaris. 

5.1 ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CATALASA. 

Para determinar el efecto del estrés aleloquímico de S. deppei y Z. guidonia sobre 

la actividad de la cata lasa en la raíz, tallo y hojas del frijol , se realizaron geles 

nativos y también un método espectrofotométrico. Los geles nativos mostraron 

que la actividad de la catalasa en las hojas aumentó con el estrés aleloquímico de 

S. deppei y Z. guidonia y disminuyó en el control 2 (con vermiculita); en el tallo, no 

se observaron diferencias en ninguno de los tratamientos y en la raíz, la actividad 

aumentó en el control 2 (con vermiculita) yen el tratamiento con S. deppei (Figura 

14). La tabla 5 muestra la actividad de la cata lasa medida por espectrofotometría, 

en ésta se observa que en la hoja la actividad aumentó significativamente un 17 % 

con Z. guidonia y un 20 % con S. deppei con respecto al Control 1, la disminución 

de la actividad en el control 2 no fue estadísticamente diferente del control 1. Sin 

embargo, en el tallo, el control 2 (con vermiculita) y el tratamiento con Z. guidonia 

la actividad aumentó significativamente 13.5 % Y 11 % respectivamente. En la raíz 

también se observó un aumento significativo de la actividad en el control 2 (106 %) 

con respecto al control 1. El aumento de la actividad en el tallo y en la raíz de las 

plantas del control 2 (con vermiculita) pudo deberse a la manipulación o daño 

mecánico que se les ocasionó a las ralces cuando se lavaron para remover la 

vermiculita. 

HOJA TALLO RAIZ 

C1 C2 Z S C1 C2 2 S C1 C2 Z S 

Figura 14. Geles nativos (zimogramas) de la actividad de la cata lasa en hojas, 

tallo y raíz de frijol con los cuatro tratamientos. Se utilizaron 25 J.Jg de proteína para 

cada tratamiento. Control 1 (C1), Control 2 (C2), Z. guidonia (Z) y S. deppei (S). 
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Tabla 5. Efecto del estrés aleloquimico causado por la descomposición de la parte 

aérea seca de Z. guidonia y S. deppei sobre la actividad de la cata lasa en hojas, 

tallo y raíz de frijol. La actividad se reporta como nmol H20 2 consumido por minuto 

por mg de proteína. 

Control 1 

Control 2 

Z. guidonia 

S. deppei 

Actividad de la Cata lasa 
(nmol mg-1 mín-1 ) 

HOJA TALLO 

9.5±O.372(a) 5.11±O.03896(a) 

7. 1 ±0.420(a) 5.8±O.4.298(b) 

11 .07±O.94(b) 5.68±O.08.07(b) 

11.45±1.2(b) 5.3±O.OO6.99(a) 

RAIZ 

8.413±O.8.4(a) 

17.3±5.133(b) 

8.19±O.0819(a) 

9.4±O.5545(a) 

Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. Duncan 
(p<O.05) 

Tabla 6. Efecto del estrés aleloquímico causado por la descomposición de la parte 

aérea seca de Z. guidonia y S. deppei sobre la peroxidación de lípidos en hojas, 

tallo y raíz de frijol. 

LIPOPEROXIDACIÓN (A233nm) 

HOJA TALLO RAíz 

Control 1 O.134±O.042(a) O.359±.0291 (a) O.274±O.070(a) 

Control 2 O.261±O.018 (b) O.260±O.020(b) O.233±O.047(a) 

Z. guidonia O.161±O.OO7(a) O.363±O.059(a) O.287±O.034(a) 

S. deppei O.155±O.OO3(a) O.347±O.047(a) O.278±O.0150(a) 

En la medición de dienos conjugados, formados durante la peroxidación de lípidos 

se pudo observar que en las hojas de frijol del control 2 (con vermiculita) hubo un 

aumento significativo de 95 % en la lipoperoxidación, sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas entre los demás tratamientos. En el tallo se 

observó una disminución significativa del 28 % en el control 2; yen la raíz no hubo 

diferencias significativas entre los tratamientos. 
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Tabla 7. Efecto del estrés aleloquimico causado por la descomposición de la parte 

aérea seca de Z. guidonia y S. deppei sobre la producción de radicales libres. 

RADICALES LIBRES (cpm/mg proteína) 

HOJA TALLO RAíz 

Control 1 1542736 (a) 1159367.6 (a) 22311946.5 (a) 

Control 2 1709491 (a) 1600164.8 (b) 24028836.8 (a) 

z. guidonia 2194887 (b) 2212783.9 (e) 35045917.2 (b) 

s. deppei 2321875 (b) 3241472.2 (d) 34903346.3 (b) 

La producción de radicales libres en las hojas de frijol aumentó 1.4 veces 

con el tratamiento con Z. guidonia y 1.5 veces con el de S. deppei con respecto al 

control 1. En el tallo los radicales libres aumentaron 2 y 2.9 veces con Z. guidonia 

y S. deppei respectivamente, y también se observó un aumento de 1.4 veces en el 

control 2; por último, en la raíz se presentó un aumento de 1.5 veces en ambos 

tratamientos, S. deppei y Z. guidonia. El aumento en radicales libres y la 

disminución de lipoperoxidación en el tallo en el control 2 (con vermiculita) pudo 

deberse a la misma razón del aumento de la actividad de la catalasa, o sea, el 

daño mecánico causado por la manipulación durante la limpieza de las raíces. 
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DISCUSiÓN 

Frente a los diferentes factores de estrés ambiental, las plantas han desarrollado 

diversos mecanismos de tolerancia, los cuales pueden incluir cambios 

morfológicos, estructurales, bioquímicos y moleculares. En el presente trabajo se 

describen los efectos del estrés aleloquímico causado por los lixiviados acuosos y 

la descomposición en el suelo de la parte aérea de S. deppei y Z. guidonia sobre 

el crecimiento, la expresión de dos genes de defensa (Pvltp-24 y Pvlea-18), la 

actividad de la enzima antioxidante catalasa, la formación de radicales libres y la 

lipoperoxidación en las hojas, tallo y raíz del frijol. 

BIOENSAYOS in vitro. 

Los resultados de los experimentos in vitro mostraron que el lixiviado de Sicyos 

deppei inhibió significativamente (50 %) el crecimiento de la ralz de Phaseolus 

vulgaris. En estudios anteriores Hemández-Bautista, et al. (1996), Cruz-Ortega. et 

al. (1998) y Romero-Romero (2000) reportaron que el lixiviado acuoso de S. 

deppei inhibe el crecimiento de las ralees de plantas cultivadas y de male~s, 

entre estas plantas están: calabaza (Cueurbita pepo), maíz (Zea mays), jitomate 

(Lyeopersicon eseulentum), chilacayote (Cueurbita fieifolia), lechuga (Laefuca 

sativa) , amaranto (Amaranthus hypoehondriaeus) y pasto elefante (Eehinochloa 

erus-galft) , lo que concuerda con el efecto fitotóxico de S. deppei observado en el 

presente trabajo. Por otro lado, los resultados obtenidos con el lixiviado de Z. 

guidonia fueron opuestos a lo reportado en trabajos anteriores. En el presente 

estudio el lixiviado inhibió 26.3 % el crecimiento de la raíz del frijol a las 48 horas, 

en cambio, Flores-Carmona (2004) reportó que el lixiviado de Z. guidonia 

estimulaba en un 14 % el crecimiento de la raíz del mismo frijol pero a las 72 horas 

de crecimiento. Asimismo, en un estudio frtoquimico biodirigido encaminado a la 

identificación de los compuestos bio-activos de Z. guidonia (Hernández-Maqueda, 

2004) se aislaron dos saponinas triterpénicas cuya actividad se manifestó 

únicamente sobre el crecimiento radial de hongos fitopatógenos (Fusaríum 

sporotrichioides y Alternaría solant) ; actualmente dicho estudio se está 
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continuando para poder corroborar la estructura propuesta por Hernández 

Maqueda (op cit.) e identificar otros compuestos con actividad biológica. 

Los bioensayos in vitro de laboratorio son herramientas útiles en la 

evaluación preliminar del potencial aleloquímico de una planta, un extracto, o bien 

de un compuesto puro, pero es muy importante que éstos sean complementados 

con estudios realizados en el invernadero o en el campo para confirmar el 

potencial alelopático en condiciones naturales (Vyvyan, 2002). 

EXPERIMENTO EN EL INVERNADERO 

Este experimento se llevó a cabo para medir el estrés aleloquímico producido por 

la descomposición en el suelo de macetas de la parte aérea de S. deppei y Z. 

guidonia sobre el crecimiento del frijol y sobre algunos parámetros bioquímicos y 

moleculares. Los resultados mostraron que el crecimiento del frijol en el 

tratamiento con S. deppei fue menor con respecto al control. En éste tratamiento 

las plantas disminuyeron en área foliar (32 %), el crecimiento de la raíz fue 

inhibido (37 %) Y la biomasa se redujo (6 %). Estos resultados confirman que los 

compuestos liberados durante la descomposición de la parte aérea de S. deppei 

tienen un efecto fitotóxico significativo sobre el frijol en condiciones de 

invernadero. El hecho de que el crecimiento de la raíz fuera significativamente 

inhibido por el estrés aleloquímico producido por S. deppei, puede sugerirnos que 

la absorción de los nutrimentos y del agua pudo haberse afectado, generando una 

deficiencia nutricional que se vio reflejada en el pobre crecimiento de la planta. 

Como se sabe la absorción de los nutrimentos es esencial para el crecimiento y 

desarrollo de las plantas, y se ha observado que varios aleloquímicos causan una 

alteración en la asimilación de éstos, ya sea, por una disminución en la 

disponibilidad de nutrimentos en el suelo (mineralización o inmovilización), o bien, 

por una alteración en la capacidad de las plantas para absorberlos del suelo. 

Por el contrario, algunos parámetros evaluados en los frijoles que crecieron 

en el tratamiento con Z. guidonia mostraron valores mayores que los del control. 

En este tratamiento aumentaron tanto el área foliar (35 %) como el crecimiento de 
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la raíz (35 %): sin embargo, no hubo ningún efecto sobre la biomasa del frijol. 

Estos resultados, en el invernadero, concuerdan con los obtenidos por Flores­

Carmona (2004). En este caso, la estimación observada nos sugiere que la planta 

de frijol asignó mayores recursos al crecimiento de la raíz y a la expansión de \as 

hojas en el tratamiento con Z. guidonia. Una posible explicación es que el frijol, al 

tener un sistema radicular mas desarrollado, pudo absorber mejor el agua y los 

nutrimentos, lo cual causó una mayor expansión de las hojas, y por lo tanto, una 

mayor tasa fotosintética; la cual, sin embargo, no se tradujo en una mayor 

biomasa. Por otro lado, se ha reportado que las hojas secas de Z. guidonia 

contienen una gran cantidad de taninos condensados, así como diterpenos (Khan, 

et al. 1990) y saponinas triterpénicas (Hernández-Maqueda, 2004). Algunos de 

estos terpenoides pudieron haber actuado como 'sustancias reguladoras del 

crecimiento' del frijol, provocando los cambios observados. Por ejemplo, las 

giberelinas, hormonas reguladoras del crecimiento, y que son una familia de 

diterpenos tetraciclicos, están relacionadas con el crecimiento de las plantas en 

procesos tales como germinación, elongación del tallo, floración, desarrollo de los 

frutos y regulación de la expresión de genes (Gomi y Matsuoka, 2003). 

Posiblemente, la liberación de compuestos semejantes durante la descomposición 

de Z. guidonia en el suelo, pudieron estimular algunos procesos del desarrollo del 

frijol. 

Otras investigaciones han mostrado resultados semejantes a los 

observados en este trabajo, Kormawa, et al. (1999) reportan la estimulación de la 

biomasa del maiz expuesta a las coberturas de hojas de Gliricidia sepium y de 

Leucaena leucocephala. En un estudio en el invernadero, Caamal-Maldonado, et 

al. (2001) observaron que la biomasa del maíz y de algunas malezas se inhibió 

significativamente por la descomposición de hojas secas de Canavalia ensiformis 

y de Lysiloma latisiliquum incorporadas al suelo. En conclusión, podemos decir 

que el proceso de descomposición de la materia orgánica y la liberación de 

sustancias bioactivas durante el mismo, es un proceso sumamente complejo, 

donde están involucrados, entre otros factores, las características del suelo, la 
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época del año, el clima, los microorganismos, el estado fenológico y de salud de la 

planta productora y la reactividad de la planta receptora. 

Los efectos observados en el crecimiento del frijol, tanto la inhibición 

causada por S. deppei como la estimulación por Z. guidonia se deben a 

alteraciones en el metabolismo del frijol. El objetivo principal de este trabajo fue 

estudiar algunas de las respuestas metabólicas del frijol frente al estrés 

aleloquímicó causado por la descomposición de plantas con potencial alelopático, 

y así poder entender mejor los mecanismos de acción de este factor de estrés. Por 

esto, se evaluaron la expresión de proteínas de defensa o indicadoras de estrés, y 

si se generaba o no un estrés oxidativo en la planta como respuesta al estrés 

causado por Z. guidonia y S. deppei. 

EXPRESiÓN DE PROTEíNAS DE ESTRÉS. 

Proteínas de transferencia de lípidos. 

Como se mencionó en la introducción las proteínas transportadoras de lípidos 

(PTL) tienen funciones muy importantes dentro de la célula. Por ejemplo se ha 

propuesto que participan en la biogénesis de la membrana, en la estructuración de 

la pared celular y en la formación de la cutina. Asimismo, se ha observado que 

éstas proteínas aumentan su expresión en condiciones ambientales adversas 

como en el estrés hídrico y en respuesta a patógenos (Kader, 1996). En este 

trabajo, se analizó por Northern blots la expresión del DNAc de la proteína Pvltp-

24, en las hojas, tallo y raíz del frijol de todos los tratamientos. La expresión de 

Pvltp-24 del frijol expuesto al estrés aleloquímico causado por S. deppei aumentó 

ligeramente en las hojas y más notablemente en el tallo, pero no se observó 

expresión en la raíz. Asimismo, la expresión de esta proteína con el tratamiento de 

Z. guidonia se observó en tallo y ligeramente en hojas pero no en raíz. Como se 

mencionó, el estrés aleloquímico inducido por S. deppei causó una inhibición del 

crecimiento del frijol, por lo que el aumento en la expresión de la proteína Pvltp-24 

en el tallo, posiblemente se puede considerar como una respuesta de defensa 

ante este tipo de estrés; lo que podría ayudar a la planta a seguir creciendo (a una 

tasa baja) en condiciones adversas. Se ha reportado que el RNAm de la Pvltp-24 
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se acumula en el tallo y en las hojas, pero no en la raíz del frijol expuesto a un 

estrés hídrico (Colmenero-Flores, et al. 1997). Como se mencionó anteriormente, 

los metabolitos liberados por la descomposición de S. deppei pueden afectar la 

absorción de agua, generando en la planta un estrés hídrico. Romero-Romero 

(2003) encontró que el lixiviado acuoso de S. deppei causa efectos similares al 

estrés hídrico en jitomate. Por otro lado, Malina, et al. (1993) en un estudio con 

plántulas de maíz y Guiderdoni, et al. (2002) con arroz, reportaron que las PTL se 

acumulan en las hojas en respuesta a la inoculación con hongos patógenos; lo 

que apoya nuestra hipótesis sobre que el fríjol está activando mecanismos de 

defensa 'generales' durante el estrés aleloquímico; este tipo de defensas, aunque 

no actúan de manera específica contra el estrés aleloquímico, si lo hacen como 

una 'anticipación' a un ataque por patógenos, ya que, bajo condiciones de estrés 

aleloquímico, la planta puede ser mas susceptible a las infecciones. 

Proteínas de embriogénesis tardía LEAs. 

Se han identificado proteínas del tipo LEA, en varias especies vegetales. Estas 

proteínas son inducidas en la planta por varios factores de estrés como el frío, la 

deshidratación y la salinidad, entre otros, y se ha sugerido que pueden contribuir a 

la tolerancia de la planta hacia estos tipos de estrés. Durante los períodos de 

sequía las proteínas LEA pueden contribuir a la tolerancia de la célula a la 

deshidratación, a través de la alteración del potencial hídrico, promoviendo la 

absorción de agua y controlando la acumulación de iones (Bray, 1993). En el 

presente trabajo se analizó la expresión del gen de la Pvlea-18, ésta fue mayor en 

las raíces de frijol expuestas al estrés de S. deppei, y solo se expresó ligeramente 

en las raíces expuestas a Z. guidonia. El estrés aleloquímico causado por S. 

deppei inhibió el crecimiento de la raíz del frijol, y como mencionamos, pudo 

afectar la absorción de agua, generando en la planta un déficit hídrico y por 

consiguiente la expresión de la Pvlea-18. Aunque el hecho de haberse expresado 

no significa, necesariamente, que le proporcione tolerancia a la planta frente al 

estrés aleloquímico. Se sabe que hay genes cuya expresión aumenta debido al 

daño ocasionado por algún factor de estrés, sin que estos proporcionen 
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resistencia a la planta afectada (Bray, 1993). Colmenero-Flores, el al (1997 y 

1999) observaron que el transcrito y la proteína de Pvlea-18 se expresan en la 

embriogénesis, durante las primeras etapas de la germinación y en las raíces de 

plántulas de frijol expuestas a estrés hídrico, principalmente en las regiones de 

crecimiento (meristemos). Los autores sugieren que esta proteína puede tener un 

papel de protección o retención de agua, previniendo la cristalización de proteínas 

celulares y otras moléculas durante la desecación. Moreno-Fonseca, el al. (2001) 

observaron también que la expresión de éste gen aumenta en las raíces de 

Arabidopsis en estado de deshidratación. 

La expresión de proteínas de estrés como la Pvltp-24 y la Pvlea-18 durante 

un estrés aleloquímico, sugiere que los compuestos bioactivos de S. deppei, y los 

de Z. guidonia están generando cambios o alteraciones a nivel de la expresión 

genética de la planta. 

ESTRÉS OXIDATIVO 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) se pueden generar como productos del 

metabolismo normal de las células (por ejemplo durante la fotosíntesis y la 

respiración), pero también sus niveles pueden aumentar en respuesta a 

condiciones de estrés (biótico y abiótico). Actualmente se considera a los ROS 

como indicadores de condiciones de estrés y como mensajeros secundarios 

involucrados en las vías de señalización para la activación de genes de defensa, o 

bien, como inductores de la muerte celular programada (ver Mittler, 2002). Las 

células cuentan con sistemas o mecanismos antioxidantes para regular los niveles 

de ROS y prevenir el daño causado por ellos. Dentro de los principales sistemas 

enzimáticos antioxidantes están la sao (superóxido dismutasa), la catalasa y la 

ascorbato peroxidasa. Para determinar si el estrés aleloquímico causaba un daño 

oxidativo al frijol, se midió la formación de radicales libres, la actividad de la 

cata lasa, como modelo de los mecanismos antioxidantes, y los niveles de 

lipoperoxidación de las células en raíz, tallo y hojas. 
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La cata lasa es una proteína que reduce la concentración de peróxido de 

hidrógeno (H20 2) en las células, pues éste es tóxico para la mayoría de ellas, a 

una concentración de 10 a 100 ~M. El efecto de la descomposición de las hojas 

secas de S. deppei y Z. guidonia sobre la actividad de la cata lasa en la raíz, tallo y 

hojas del frijol, se determinó por geles nativos y por espectrofotometría. Se 

observó que la actividad de la catalasa aumenta en las hojas del frijol expuestas al 

estrés aleloquímico de S. deppei, pero no en tallo y raíz. Ahora bien, los niveles 

de radicales libres aumentaron significativamente en hojas (53 %), tallo (190 %) Y 

raíz 59 %), pero no observamos un efecto en la lipoperoxidación en ninguno de los 

tres órganos (Tabla 7). Estos resultados nos sugieren que la presencia de los 

alelopáticos de S. deppei durante el desarrollo del frijol, podrían causar una 

alteración del sistema antioxidante. Estos resultados concuerdan con lo reportado 

en otros estudios donde se produce un aumento en los radicales libres debido al 

estrés aleloquímico (Aya la-Cordero, 2001 y Romero-Romero, 2003). Este aumento 

en ROS podrla estar relacionado con la nutrición de la planta; sobre este aspecto 

Malusá et al. (2002) reportaron que la deficiencia de fósforo en las ralces de P. 

vulgaris aumenta dos veces la producción de radicales libres con respecto ~I 

control. En otro estudio donde la producción de ROS fue monitoreada por una 

sonda fluorescente (diclorofluoresceina, DCF), se mostró que la (-)-catequina 

induce en 10 s, el incremento de ROS en las raíces de Centaurea difusa y de 

Arabidopsis thaliana (Bais, et al. 2003). 

En relación con el efecto de la descomposición de Z. guidonia sobre el frijol, 

se observó que la actividad de la cata lasa de las hojas y del tallo aumentó 

significativamente con este tratamiento. De igual modo, los radicales libres 

aumentaron en las hojas (42%) en el tallo (100%) y en la raíz (59%). Sin embargo, 

no se observaron diferencias significativas en la lipoperoxidación de las hojas, tallo 

y raíz bajo este tratamiento. Al igual que en el caso del tratamiento con S. deppei, 

el aumento en la actividad de la catalasa, el no presentar lipoperoxidación y la 

gran cantidad de radicales libres podrían indicar que el daño ocasionado por las 

ROS es compensado en gran medida por los mecanismos antioxiodantes 

celulares (cata lasa) y los mecanismos de recambio y reparación. Los mecanismos 
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antioxiodantes son muy diversos, y en cada organismo, célula y tejido predominan 

algunos sobre otros ayudando a mantener el estado redox celular (Hansberg, 

2002), por lo que sería necesario profundizar en el estudio del efecto de éste 

estrés sobre la actividad de otras enzimas antioxidantes y de las respuestas 

generadas por los radicales libres formados. 

Los efectos observados en las plantas de frijol del Control 2 (con 

vermiculita): el aumento en la actividad de la cata lasa en raíz y tallo, la 

disminución de la lipoperoxidación en tallo y hoja y el aumento de los radicales 

libres en el tallo, probablemente fueron causados por el daño mecánico provocado 

durante la manipulación en la limpieza de la planta. Se ha reportado que un daño 

mecánico como las heridas pueden causar el aumento de radicales libres (Dat, et 

al, 2000) . 

Finalmente, este trabajo es una demostración completa del fenómeno de la 

alelopatía: inhibición y estimulación del crecimiento. Por un lado, S. deppei produjo 

cambios a nivel morfológico, bioquímico y molecular en la planta de prueba (el 

frijol), los cuales se tradujeron en una disminución del crecimiento de esta planta. 

Por el otro, Z. guidona, causó cierta estimulación del crecimiento del frijol, 

ocasionando también cambios a nivel bioquímico y molecular. 
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Tabla 8. Resumen del efecto de la descomposición de la parte aérea seca de S. 

deppei y Z. guidonia sobre el crecimiento de Phaseolus vulgaris. 

Sicyos deppei Zuelania guidonia 

Efecto en el área foliar 32 %! 36% ¡ 

Crecimiento de tallo y raíz 37 %! 35% ¡ 

Biomasa 6% ! 0% 

Crecimiento 28 %! 16 % ¡ 

Tabla 9. Resumen del efecto de la descomposición de S. deppei y Z. guidonia en 

los niveles de radicales libres, daño a la membrana (Iipoperoxidación), actividad de 

la cata lasa y en la expresión de proteínas de defensa (L TP Y LEA) (-) Datos no 

significativos. 

Sicyos deppei Zuelania guidonia 

Hoja Tallo Raíz Hoja Tallo Raíz 

Radicales libres 50%¡ 180 % ¡ 56% ¡ 42% ¡ 90% ¡ 56% ¡ 

Lipoperoxidación 

Catalasa 20% ¡ 17 % ¡ 14% ¡ 

LPT ¡ ¡ ¡ ¡ 

LEA ¡ ¡ 

Las principales conclusiones del trabajo y que se resumen en las tablas 8 y 9 son 

las siguientes: 

1. En los bioensayos in vitro, el crecimiento radicular del fríjol es inhibido 

significativamente por el lixiviado acuoso de Sicyos deppei, pero no se ve 

afectado por el lixiviado de Zuelania guidonia. 
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2. En el experimento en el invemadero, el estrés aleloquímico causado por las 

hojas secas de S. deppei, incorporadas al suelo de las macetas, inhibieron 

significativamente el crecimiento del fríjol, observándose una inhibición de 

la raíz, una disminución en el área foliar y en la biomasa. Por el contrario, el 

estrés aleloquímico causado por las hojas secas de Z. guidonia ocasionó 

una estimulación significativa en el crecimiento del fríjol reflejada en una 

mayor ilrea foliar, un mayor crecimiento de la raíz y pero no en la biomasa. 

3. El análisis por Northern blot mostró que la clona de la proteína 

transportadora de lípidos (Pvltp-24) se expresó en hojas y tallo de la planta 

de frijol expuesta al estrés aleloquímico de S. deppei y de Z. guidonia, pero 

no se observó expresión en la raíz. En cambio, la clona de la proteína LEA 

(Pvlea-18) se expresó únicamente en la raíz de P. vulgaris expuesta al 

estrés aleloquímico de S. deppei. 

4. El estrés aleloquímico de S. deppei causó un estrés oxidativo reflejado en 

un aumento en la actividad de la catalasa en las hojas del fríjol (20 %), un 

aumento en los niveles de radicales libres en la hoja (50 %), en el tallo (180 

%) y en la raíz (56 %), aunque no se observó lipoperoxidación en ninguno 

de los tres tejidos. 

5. El estrés aleloquímico de Z. guidonia también aumentó la actividad de la 

catalasa en la hoja (17 %) yen el tallo (14 %); los niveles de radicales libres 

aumentaron 42 % en la hoja, 90 % en el tallo y 56 %, en la raíz, y tampoco 

se observó lipoperoxidación en ninguno de los tres tejidos. 

6. Este estudio ha demostrado que los compuestos aleloquímicos de Sicyos 

deppei y Zuelania guidonia produjeron una inhibición y una estimulación 

respectivamente del crecimiento del frijol. También le causaron un daño 

oxidativo, el cual se manifestó en el aumento de los niveles de radicales 

libres y en la actividad de la enzima antioxidante catalasa, y en la inducción 

de la expresión de genes de defensa. Por lo que podemos decir que la 

hipótesis fue confirmada. 
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