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RESUMEN

Sicyos deppei G. Don (Cucurbitaceae), localmente conocida como chayotillo, es
una maleza endémica de México y es considerada como una planta perjudicial en
los campos de cultivo por su fuerte potencial alelopéatico. Se han realizado
diversos estudios sobre los mecanismos fitotoxicos del lixiviado acuoso de S.
deppei sobre la germinacion del jitomate (Lycopersicon esculentum); sin embargo,
los aleloquimicos implicados en el estrés estudiado no se habian identificado. A
partir de la informacién disponible sobre la presencia de inhibidores de proteasas
de serina en miembros de la familia Cucurbitaceae, se exploro6 la posibilidad de la
presencia de proteinas de bajo peso molecular (entre ellas, probablemente un
inhibidor de proteasas de serina) en el lixiviado acuoso de S. deppei y que éstas
fueran responsables de los efectos fitotoxicos que se han estado estudiando. En el
presente trabajo se confirmd la presencia de proteinas de bajo peso molecular en
el lixiviado acuoso de S. deppei, y se compararon los efectos de una fraccion
semipurificada (FSP) del mismo con los del lixiviado completo sobre la
germinacion, la elongacién radicular, la actividad de enzimas representativas del
metabolismo central del carbono, del sistema antioxidante y de la degradacion de
carbohidratos del endospermo micropilar en L. esculentum. Por medio de curvas
de dosis-respuesta, se encontré que la FSP (0.096 ug/uL) retrasa la germinacion e
inhibe la elongacién radicular de L. esculentum; las curvas obtenidas sugieren que
la FSP y el lixiviado acuoso de S. deppei son equivalentes fitotéxicos. En los
ensayos de actividad enzimatica se encontré que los efectos de ambos
tratamientos presentan tendencias similares, lo cual sugiere que el estrés
aleloguimico del lixiviado acuoso de S. deppei se debe a la presencia de dichas
proteinas. Finalmente, se comprobd la permanencia del efecto fitotoxico de S.

deppei en el suelo.



1. INTRODUCCION
1.1. Germinacion

La germinacion inicia con la imbibicion de la semilla (el proceso de absorcién de
agua) y concluye con la emergencia de la radicula. La germinacién se divide en
tres fases, de acuerdo con la hidratacion que ocurre durante la imbibicion. Como
se observa en la figura 1, al inicio hay una toma de agua rapida (Fase I),
posteriormente hay un periodo estacionario (Fase Il) y finalmente empieza la
reactivacion metabdlica de la semilla y la toma de agua se asocia con un aumento
en la respiracion y produccion de ATP (Fase Ill o postgerminacion). La duracion
de estas fases depende de ciertas propiedades inherentes de la semilla y de las

condiciones de la hidratacion (Bewley, 1997).
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Figura 1. Principales eventos asociados durante la germinacion (tomada y modificada de
Bewley, 1997).
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Segun Bewley (1997), en semillas secas, la respiraciéon y el metabolismo son
extremadamente lentos, las membranas Yy varios organelos celulares no estan
completamente definidos y son bioquimicamente disfuncionales. La presencia de
membranas no estructuradas implica que su permeabilidad sea ineficaz, por lo que
se puede presentar liberacion de solutos al inicio de la imbibicién. Algunos
compuestos que se liberan durante la imbibiciébn pueden ser inhibidores de la
germinaciéon, como el acido abscisico (ABA) y algunos &cidos fendlicos. Durante
las primeras horas de la imbibicién, las membranas son restauradas, al igual que
los organelos. Con la hidratacion hay un aumento en la respiracion y en el
consumo de oxigeno, lo cual implica la reactivacion de las enzimas del ciclo de
Krebs y oxidasas terminales, asi como la biogénesis mitocondrial y una activa
sintesis de proteinas. La elongacion de la radicula y su emergencia de la testa
completan la fase Il de la germinacion. La protrusion y elongacion radicular se
lleva a cabo por la combinacién del debilitamiento de la pared celular del
endospermo micropilar, de la testa y la presion ejercida por los constituyentes

celulares de la radicula (Bewley, 1997).

Endospermo
no micropilar

Endospermo
. micropilar

Embrion g i 15 o Radicula

Testa (cubierta)

Figura 2. Estructura de la semilla de Capsicum annum (tomada y modificada de Finch-

Savage y Leubner-Metzger, 2006).



Las reservas de las semillas consisten de proteinas, lipidos y almidon. Durante la
postgerminacién la movilizacion de las reservas de los o6rganos de
almacenamiento, o bien, del endospermo proporciona la energia para el

crecimiento y la emergencia de la radicula (Bewley y Black, 1994).
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Figura 3. Movilizacién de proteinas vy triacilgliceroles (TAGS) de reserva en cotiledones

(tomada y modificada de Bewley y Black, 1994).

El proceso de germinacion puede ser afectado por diferentes factores, entre ellos
destaca el estrés bioldgico. De acuerdo con Larcher (1995), el estrés bioldgico es
cualquier factor biético o abidtico que puede alterar un proceso fisiolégico en el
organismo afectado. Los factores abidticos que pueden ocasionar estrés en
plantas son la temperatura, la humedad, la radiacion, el viento, la concentracion
de sales en el suelo, la deficiencia o exceso de nutrimentos y el pH, entre otros.
Los factores bidticos que pueden ocasionar estrés en plantas son la
sobrepoblacion, la competencia, los patdgenos (insectos, microorganismos y

parasitos), los herbivoros y las interacciones quimicas (alelopatia).



1.2. Alelopatia

La alelopatia es una ciencia que forma parte de la ecologia quimica y se refiere a
las interacciones quimicas entre plantas y otros organismos en ecosistemas
naturales y agricolas (Dakshini et al. 1999). Estas interacciones son mediadas a
través de metabolitos secundarios producidos y liberados al medio por plantas y/o
microorganismos ‘donadores’ los cuales pueden influir sobre el metabolismo y
desarrollo de otros organismos ‘receptores’. Si el efecto de estos metabolitos
secundarios o aleloquimicos es perjudicial, se convierte en un estrés bidtico que
se conoce como estrés aleloquimico, y que influye directa o indirectamente sobre
otras plantas y organismos receptores (Hale y Orcutt 1987; Anaya 1999; Reigosa
et al. 2002; Romero-Romero et al. 2005; Lara-Nufiez et al. 2006).

De acuerdo con Tukey (1969), la liberacion de los aleloquimicos al ambiente
ocurre por:
e Volatilizacion a través de las hojas.
e Lixiviacion o lavado de las partes aéreas de la planta, por la lluvia, la niebla
y el rocio.
e Exudacion a traveés de las raices.
e Liberacion de los compuestos de los restos organicos por medios de

lixiviacion o por la descomposicion microbiana de los mismos.
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Figura 4. Mecanismos de liberacion de aleloquimicos al medio (tomada y modificada de
Reigosa et al. 1999).

Una vez liberados al suelo, los compuestos alelopaticos de la planta donadora,
pueden ejercer su efecto perjudicial o fitotéxico de forma directa al ser absorbidos
por la planta receptora afectando su germinacion, o bien, su establecimiento y
desarrollo como planta. Estos compuestos pueden afectar directamente los
procesos celulares primarios de las plantas receptoras. El efecto de estos
compuestos depende de su naturaleza quimica, de su concentracion, de la
sensibilidad de la planta receptora, del proceso metabdlico implicado y de las

condiciones ambientales (Putnamy Tang, 1986).

La naturaleza quimica de los compuestos alelopaticos es tan diversa como sus
sitios y mecanismos de accion biolégica sobre el organismo receptor (Einhellig
2002; Weir et al. 2004). Algunos de los procesos celulares que pueden ser
afectados por los aleloquimicos se muestran en la figura 5 y son: 1) el crecimiento

y la division celular, por ejemplo afectando la mitosis; 2) la interaccion con

6



fitohormonas, los aleloquimicos pueden interactuar con los reguladores del
crecimiento y del metabolismo de las plantas; 3) la funcibn enzimética; pueden
modificar directamente la sintesis y la actividad de varias enzimas y 4) la
permeabilidad de la membrana; los aleloquimicos pueden producir alteraciones
sobre la integridad estructural y funcional de la membrana, lo cual lleva a

perturbaciones sobre la absorcion, respiracion y fotosintesis.
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\ 4 4 \ 4 v
Alteraciones en germinacion y establecimiento de la planta

Figura 5. Posibles efectos fisiologicos de un aleloquimico (tomada y modificada de
Reigosa et al. 1999).

Las relaciones aleloquimicas entre plantas, como parte del proceso de
interferencia, estan reconocidas como un factor clave en los patrones de
vegetacion y en el crecimiento de malezas y productividad de cultivos en los
sistemas agricolas (Foy e Inderjit , 2001). Debido a esto, el estudio de la alelopatia
ha recibido considerable atencién tanto porque la liberacion de compuestos

perjudiciales puede disminuir la productividad (Waller 1987), como porque



representan una fuente quimica para el desarrollo de plaguicidas naturales
(Einhellig 1985; Duke y Lyndon 1988).

El conocimiento de la estructura quimica de los aleloquimicos, de sus efectos
especificos en el metabolismo del organismo receptor, asi como su permanencia
activa en el suelo, contribuye al conocimiento de su significancia ecoldgica. Debido
a la complejidad de las condiciones espacio-temporales de las relaciones entre los
organismos en el ambiente, el estudio de la alelopatia se enfrenta a una gran
diversidad de procesos actuando al mismo tiempo y a diferentes niveles de

organizacion biolégica.

1.3. Estrés aleloquimico, Sicyos deppei y Lycopersicon esculentum

Sicyos deppei G. Don (Cucurbitaceae) es localmente conocida como chayotillo; es
una planta endémica de la parte central de México (Lira et al. 1998; Lira et al.
2002), crece rapida y extensamente; este tipo de crecimiento le permite invadir el
suelo rapidamente y eliminar otras plantas casi por completo. S. deppei es
considerada como una maleza perjudicial en los campos de cultivo, disminuyendo
su productividad (Villasefior y Espinosa 1998). En el laboratorio de Alelopatia del
Instituto de Ecologia de la UNAM, se han realizado estudios sobre el efecto
alelopatico de S. deppei y sus modos de accion. En estos estudios se ha
reportado su fuerte potencial alelopatico: el lixiviado acuoso de S. deppei inhibe el
crecimiento radicular de varias especies como Amaranthus hypochondriacus
(amaranto), Pennisetum purpureum (pasto elefante), Phaseolus vulgaris (frijol),
Curcubita pepo (calabaza), Curcubita ficifolia (chilacayote) y Lycopersicon

esculentum (jitomate) (Hernandez-Bautista et al. 1996).

En estos estudios se observé que la planta mas sensible al estrés aleloquimico
causado por S. deppei es L. esculentum, por lo que se ha estado utilizando como
modelo de planta receptora en estudios posteriores, realizados con el objetivo de

explicar los mecanismos de accién, o las respuestas fisiolégicas, que estan



involucradas en el efecto fitotoxico de S. deppei durante la germinacion y el

crecimiento de L. esculentum.

En dichos estudios, se ha reportado que las respuestas de L. esculentum al estrés
aleloquimico causado por S. deppei son similares a las producidas por un estrés
hidrico. En radiculas después de 72 horas de exposicion al lixiviado acuosos de S.
deppei se ha observado una plasmdlisis en células de la periferia, una inhibicién
de la actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica y del tonoplasto,
ademas genera un dafio oxidativo, determinado por un aumento en los niveles de
radicales libres 0 especies reactivas de oxigeno (ERO), en la actividad de la
catalasa, y en una peroxidacion de lipidos de membrana (Romero-Romero, 2004;
Romero-Romero et al. 2005). Posteriormente, se confirmé que a 12, 24, 48 y 72
horas de imbibicion, S. deppei causa un desbalance en la actividad de las
enzimas del sistema antioxidante como la catalasa, ascorbato peroxidasa,
glutation reductasa y superoxido dismutasa, generando un aumento en los niveles
de H,0; y del anion superoxido (O»*7), asi como una inhibicién de la actividad de
la NADPH oxidasa de membrana (Lara-Nufiez et al. 2006). Asimismo, se
realizaron otros estudios considerando diferentes tiempos de germinacion y
postgerminacion (0, 3, 6, 12, 24 y 48 horas), los cuales se enfocaron en la
movilizacion de las reservas, la actividad y expresion de enzimas encargadas del
debilitamiento de la pared celular del endospermo y el contenido de ABA. Dichos
estudios mostraron: 1) un retraso en la hidrdlisis del almidon y alteracidon en los
niveles de sacarosa, fructosa y glucosa, 2) disminucion de las actividades de las
enzimas relacionadas con esta movilizacion: sucrosa fosfato sintetasa, invertasa
de pared celular y a-amilasa, 3) disminucion en las actividades de las enzimas
involucradas en el ablandamiento del endospermo micropilar: endo — B —
mananasa, 3 — 1,3 — glucanasa, a — galactosidasa y exo — poligalacturonasa y 4)
un mayor contenido de ABA (Romero-Romero et al. 2005, Lara-Nufiez et al. 2006).
Los estudios sobre el efecto fitotoxico del lixiviado acuoso de S. deppei sobre la

germinacién y establecimiento de L. esculentum contindan, la linea de



investigacion en los ultimos dos afios se ha enfocado en el metabolismo central

del carbono.
1.4. Proteasas de serinay sus inhibidores
Las proteasas de serina (EC 3.4.21) tienen un residuo Ser en su sitio activo.

Estas enzimas forman complejos covalentes enzima-sustrato y llevan a cabo un

ataque nucleofilico en el grupo carbonilo del enlace peptidico.
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Figura 6. Mecanismo de reacciones catalizadas por proteasas de serina (tomada y

modificada de Antdo y Malacata, 2005).

Las proteasas de serina se han aislado de varias especies de plantas, en
diferentes estructuras, desde la semilla hasta resinas y frutos. En los ultimos 5
afios, se ha estudiado el papel de las proteasas de serina, principalmente las
subtilasas, en varios procesos fisiologicos de las plantas. Se han relacionado con
la microsporogénesis, simbiosis, respuestas de hipersensibilidad, transduccion de

sefiales y diferenciacién, senescencia y degradacion de proteinas durante la
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movilizacion de reservas, aunque el papel de la gran mayoria de estas enzimas no

se ha establecido (Antdo y Malcata, 2005).

Los inhibidores de proteasas de serina en plantas se dividen en varias familias:
Kunitz, Bowman-Birk, de la papa | y II, de la calabaza, entre otros (Otlewski, 1993).
Los inhibidores de tripsina de la calabaza son los inhibidores de proteasas de
serina mas pequefios. Se han aislado a partir de numerosos miembros de la
familia Curcurbitaceae, generalmente tienen un peso molecular bajo (rango
aproximado de 3 kDa), tienen alrededor de 27 a 34 aminoé&cidos entrecruzados
con 3 puentes disulfuro, algunos tienen estructura ciclica y sus altas constantes de
asociacion los caracteriza como fuertes inhibidores de proteasas (Wieczorek et al.
1985; Krishnamoorthi et al. 1990; Hider et al. 1987). Algunos autores han
planteado que los inhibidores de proteasas de serina en plantas estan
involucradas en la eliminacion de enzimas proteoliticas secretadas por
microorganismos fitopatogénicos (Dunaevsky et al. 2005), sin embargo, los
blancos endogenos de estos inhibidores se desconocen y tampoco existe
informacion sobre el efecto que pueden tener estos inhibidores, como

aleloquimicos en plantas receptoras.

Como se menciond anteriormente, se han estudiado varios aspectos fisiologicos y
metabolicos en la respuesta de L. esculentum ante el estrés aleloquimico
producido por S. deppei (Cucurbitaceae), sin embargo, los compuestos
alelopaticos responsables de este efecto no se han identificado. Dada la
informacion preliminar, es posible que el compuesto aleloquimico responsable del
efecto fitotoxico del lixiviado acuoso de S. deppei sea una proteina de bajo peso

molecular; por ejemplo, un inhibidor de proteasas de serina.
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Para este trabajo, con base en los antecedentes anteriormente mencionados, se

proponen la siguiente hipétesis y objetivos:

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Si el efecto alelopatico del lixiviado acuoso de S. deppei sobre L. esculentum se
debiera a la presencia de proteinas de bajo peso molecular, entonces, los efectos
fisiolégicos y metabdlicos del lixiviado acuoso de S. deppei y los de estas

proteinas sobre L. esculentum serian similares.

2.2. Objetivo general

Comparar los efectos fitotoxicos del lixiviado acuoso de S. deppei con los de una
fraccion semipurificada de proteinas de bajo peso molecular presentes en el

mismo, sobre la germinacion y algunos procesos metabdlicos de L. esculentum.

2.3. Objetivos particulares

e Realizar una purificacion parcial de proteinas de bajo peso molecular a
partir del lixiviado acuoso de S. deppei.
e Comparar el efecto del lixiviado acuoso de S. deppei con el de las proteinas
semi-purificadas sobre:
o La germinacion y elongacion radicular de L. esculentum mediante
curvas dosis-respuesta.
o La actividad de enzimas representativas del metabolismo central de
carbono durante la germinacioén de L. esculentum:
» Glucdlisis: 6 — fosfofructocinasa
= Gluconeogénesis: fructosa — 1,6 — bifosfatasa

= Ciclo de Krebs: malato deshidrogenasa
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= Ciclo del glioxilato: isocitrato liasa
o La actividad de enzimas representativas del sistema antioxidante
durante la germinacion de L. esculentum:
= Catalasa
= Superéxido dismutasa
o La actividad de una enzima de degradacion de carbohidratos de la
pared celular del endospermo durante la germinacién de L.
esculentum:
= B-1,3-glucanasa
e Comprobar la permanencia del efecto fitotoxico del lixiviado acuoso de S.

deppei en el suelo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Planta receptora: semillas de jitomate Lycopersicon esculentum Mill
(Solanaceae). Var. Rio Grande obtenidas de la compafiia Sun Seeds, Parma, CA,
USA. Las semillas se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 1%
por 5 minutos, posteriormente se enjuagaron exhaustivamente con agua

doblemente destilada hasta eliminar residuos de cloro y se dejaron secar al aire.

Planta alelopatica: plantas de Sicyos deppei, G. Don. (Cucurbitaceae) (chayotillo)

se colectaron en la zona del Pedregal. Las plantas se secaron al aire (27-30°C).

3.2. Purificacién parcial de proteinas de bajos peso molecular

Estudios anteriores realizados en el laboratorio de Alelopatia (Romero-Romero,
2004; Romero-Romero et al. 2005), mostraron que el lixiviado acuoso de S. deppei
al 0.5% retrasa la germinacion de semillas de L. esculentum e inhibe la elongacion
radicular hasta un 70%, sin embargo, los metabolitos secundarios involucrados en
este efecto fitotoxico no se habian identificado. Se han aislado varios inhibidores
de proteasas de serina de numerosos miembros de la familia Cucurbitaceae pero
su efecto sobre otras plantas no se ha establecido. A fin de relacionar el efecto
fitotoxico de S. deppei sobre L. esculentum con la presencia de proteinas de bajo
peso molecular (posiblemente entre ellas un inhibidor de proteasas de serina), se
realizé una purificacion parcial de dichas proteinas a partir de un lixiviado acuoso

concentrado de S. deppei.

Procedimiento de purificacién: se lixivid la parte aérea seca de Sicyos deppei
(hojas y tallos) (20% m/v) en agua doblemente destilada estéril durante 24 horas.
El lixiviado se filtré a través de un filtro Whatman No. 4 y se centrifugd a 3000 g

durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se colocd en un bafo maria a 90°C
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durante 10 minutos y se centrifugd a 3000 g durante 15 minutos a 4°C.
Posteriormente, al sobrenadante se le agregd sulfato de amonio hasta una
saturacion del 55% de acuerdo con la técnica descrita por Scopes (1982), se
produjo una precipitacion y se volvio a centrifugar a 3000 g durante 30 minutos a
4°C. Se descartd el sobrenadante y el botén resultante se resuspendié en agua
destilada; esta suspension se denomind “fraccion semipurificada” (FSP). La

concentracion de proteinas se determin6 por el método de Bradford (1976).

En otra purificacion el botén se resuspendio en Tris-HCI pH 8.0, se colocé en un
tubo Amicon 10 kDa y se centrifugé a 3000 g durante 30 minutos a 4°C. Esta
tltima fraccion se utilizé para su separacion en electroforesis. La figura 7 muestra

el diagrama de flujo del proceso realizado.

Lixiviado acuoso
de S. deppei
al 20 % (piv)

1) 3000 g, 4°C, 15 min

|
| Sobrenadante |

BM 100°C, 10 min
2) 3000 g, 4°C, 15 min

| Botan | | Sobrenadante |

Pp Sulfato de amonio 55%
3) 3000 g, 4°C, 15 min

|
| Sobrenadante | Batan

Resuspension en

agua destilada | 4
FSP

Filtro con |5)
— poro de
Tl B e i K

ohtencidn de 3 Fitrado
teiid radicular de
e L. esculentum

SDS-

PAGE

Figura 7. Diagrama de flujo para el proceso de purificacion de proteinas de bajo peso

molecular a partir de un lixiviado acuoso de S. deppei concentrado.
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Electroforesis SDS-PAGE con tricina: se realizo la electroforesis de acuerdo
con el protocolo propuesto por Schagger (2006). El gel concentrador consistié de
acrilamida-bisacrilamida 4%, Tris 0.25 M, HCI| 0.08 M, SDS 0.008%, pH final de
8.45, persulfato de amonio 0.075% y TEMED 0.75%. EIl gel separador consisti6 de
acrilamida-bisacrilamida 20%, Tris 0.33 M, HCI 0.11 M, SDS 0.03%, Urea 6M, pH
final de 8.45, persulfato de amonio 0.03% y TEMED 0.03%. Las muestras
consistieron de 25 pg de proteina en amortiguador de carga 1:4 (SDS 12%, 2-
mercaptoetanol 6%, azul de Coomasie G-250 0.05%, Tris-HCI 150 mM pH 7.0). El
amortiguador del anodo fue de Tris-HCI 0.1M a pH 8.9 y el amortiguador del
catodo consistio en Tris 0.1M, tricina 0.1M y SDS 0.1% a pH final 8.25. El gel con
las muestras (pozo con 5ug proteina / mL) se corri0 en una camara de

electroforesis Bio-Rad a voltaje constante de 90 V durante 4 horas.

Visualizacion de los geles: el gel se tifidé con rubi SPYRO ® y se visualizod con el

sistema Gel Logic 100 Image (Kodak).

3.3. Curvas dosis-respuesta de germinacién y elongacion radicular de L.

esculentum

Con el fin de comparar el efecto fitotdxico del lixiviado acuoso de S. deppei sobre
L. esculentum con el efecto de la FSP, se realizaron curvas dosis-respuesta para
evaluar la germinacién y la elongacion radicular de L. esculentum con diferentes
concentraciones de lixiviado de S. deppei. Para que las concentraciones de la FSP
fueran analogas a las del lixiviado, se determind la cantidad de proteinas totales
del lixiviado acuoso de S. deppei y se prepararon suspensiones de la FSP con
contenido proteico equivalente. Adicionalmente se utilizd un control positivo de

inhibidor de proteasas de serina: PMSF-.

Los bioensayos se realizaron en condiciones de esterilidad en una campana de

flujo laminar VECO. Se prepararon los siguientes tratamientos: 1) lixiviados de S.
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deppei al 2, 1, 0.2 y 0.1 % (m/v) equivalentes a 0.048, 0.024, 0.0048 y 0.0024 ug
de proteinas totales / pL de lixiviado, 2) suspensiones de FPS con
concentraciones equivalentes a las de los lixiviados de S. deppei y 3) soluciones
de PMSF 200, 100, 40 y 20 pM. De cada tratamiento se tomaron 2 mL y se
mezclaron con 2 mL de agar al 2% en una caja de petri (6 cm), de este modo, los
lixiviados de S. deppei tuvieron concentraciones finales de 1, 0.5, 0.1 y 0.05%
equivalentes a 0.024, 0.012, 0.0024 y 0.0012 ug de proteinas totales / pL de
lixiviado, las suspensiones de FPS tuvieron las mismas concentraciones que las
de los lixiviados de S. deppei y PMSF 100, 50, 20 y 10 pM. El control consistio de
2 mL de agua doblemente destilada estéril y 2 mL de agar al 2%. Una vez
solidificado el agar, se colocaron 12 semillas de L. esculentum en cada caja y se
pusieron a germinar en una camara de crecimiento Conviron a 25°C en completa
oscuridad. A las 48 horas de imbibicion se evalud el porcentaje de germinacion,
considerando como germinadas a todas las semillas que presentaran una radicula
de al menos 1 mm de longitud. A las 72 horas de imbibicidén se midio la longitud de
las radiculas de todas las semillas con un vernier digital Daigger. Se realizaron
tres repeticiones por tratamiento y dos réplicas independientes de cada bioensayo.
Los resultados se expresan en porcentaje de germinacion a las 48 horas de
imbibicidon y porcentaje de crecimiento radicular con respecto al control a las 72

horas de imbibicion. Los datos fueron analizados por un ANOVA (p<0.05).
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3.4. Bioensayos y obtencion de tejido para ensayos enziméticos

Estudios anteriores (Lara-Nufiez et al. 2006; Flores-Martinez 2009) mostraron que
el lixiviado acuoso de S. deppei al 0.5% también afecta la actividad de enzimas del
metabolismo central de carbono, del sistema antioxidante y de degradacion de
carbohidratos de la pared celular del endospermo micropilar en L. esculentum (Ver
seccionl.3). A fin de relacionar este efecto fitotdxico con la presencia de proteinas
de bajo peso molecular en el lixiviado acuoso de S. deppei, se procedié a
determinar las actividades de algunas enzimas (Seccion 3.5.) en semillas de L.
esculentum embebidas en las concentraciones inhibitorias del 70% de los
tratamientos planteados en las curvas de inhibicion. Se escogieron las Clyo porque
a estas concentraciones el efecto inhibitorio de protrusion radicular es evidente,

asi como el retraso en la germinacion.

Disefio experimental: se prepararon los siguientes tratamientos: 1) lixiviado
acuoso de S. deppei al 1% (m/v), 2) una suspension de la FSP a una
concentracion de 0.096 ug de proteinas totales / uL y 3) PMSF 90 uM. De cada
tratamiento se tomaron 2 mL y se mezclaron con 2 mL de agar al 2% en una caja
de petri (6 cm), de este modo, el lixiviado de S. deppei tuvo una concentracion
final del 0.5%, la FSP de 0.048 pg/uL y el PMSF de 0.0078 pg/uL (45 uM). El
control consistio de 2 mL de agua doblemente destilada estéril y 2 mL de agar al
2%. Una vez solidificado el agar, se colocaron 25 semillas de L. esculentum en
cada caja Yy se pusieron a germinar en una camara de crecimiento Conviron a
25°C en completa oscuridad. Los tiempos de incubacién fueron 12, 24, 36 y 48
horas. Se prepararon 10 cajas por cada tiempo de incubacién, para cada
tratamiento. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién establecido, las semillas
de cada tratamiento se molieron con mortero y pistilo en nitrégeno liquido. Los
tejidos pulverizados se guardaron en un refrigerador REVCO a -70°C para su uso

posterior.
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3.5. Determinacién de actividades enziméticas

3.5.1. Enzimas del metabolismo central de carbono

Método general: se tomaron aproximadamente 100 mg de tejido molido y se
homogeneizaron con un politrén (Tissue tredator modelo 389) en 750 uL de
amortiguador de extraccion. Los homogeneizados resultantes se centrifugaron a
3000 g a 4°C durante 15 minutos. A los sobrenadantes se les determiné la
cantidad de proteina por el método de Bradford (1976) e inmediatamente después
se analizo la actividad de la enzima de estudio. Las actividades se determinaron
en microplaca Costar, mediante el continuo aumento de absorbancia a una
longitud de onda determinada durante 15 minutos. Las determinaciones
espectrofotométricas para estos ensayos se llevaron a cabo en un lector Biotek
ELx 808.

6 — fosfofructocinasa (EC 2.1.7.11): la actividad se determin6 de acuerdo con el
protocolo propuesto por Kruger et al. (1983). El amortiguador de extraccion
consistio de: Tris-HCI 100 mM pH 8.0, MgCl, 5 mM, EDTA 1mM, B -
mercaptoetanol 28 mM, PMSF 1 mM y PVP 250 mg/mL y el medio de reaccién
para medir la actividad consistio de: Tris-HCI 100 mM pH 8.0, MgCl, 5 mM,
fructosa — 6 — fosfato 5 mM, NADP* 0.1 mM, ATP 1 mM, 1 unidad de aldolasa, 10
unidades de triosa-fosfato isomerasa, 1.3 unidades de glicerol — 3 — fosfato
deshidrogenasa y 100 pL/mL del extracto enzimatico. La absorbancia se

monitored a 340 nm (g = 6220 M*cm™).

Fructosa — 1,6 — bifosfatasa (EC 3.1.3.11): la actividad se determiné de acuerdo
con el protocolo propuesto por Kruger et al. (1984). El amortiguador de extracciéon
consistié de: Tris-HCI 200 mM pH 7.7, MgCl, 2 mM, 8 — mercaptoetanol 14 mM,
PMSF 1 mM y PVP 2% (m/v) y el medio de reaccion para medir la actividad
consisti6 de: HEPES-NaOH 100 mM pH 7.5, MgCl, 54 nM, NADP* 0.5 mM,
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fructosa — 1,6 - bifosfato, 2 unidades de hexocinasa, 1 unidad de glucosa — 6 —
fosfato isomerasa y 100 pL/mL del extracto enzimatico. La absorbancia se

monitored a 340 nm (¢ = 6220 M ‘cm™).

Malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37): la actividad se determiné de acuerdo con
el protocolo propuesto por Dixon et al. (1959). EI amortiguador de extraccién
consistio de: MOPS-BICINE 100 mM pH 8.2, EDTA 3mM, 3 — mercaptoetanol 5
mM y PVP 1% (m/v) y el medio de reaccién para medir la actividad consistio de:
MOPS-BICINE 100 mM pH 8.2, NADH 0.4 mM, Oxaloacetato 0.2 mM y 20 pL/mL

del extracto enzimatico. La absorbancia se monitore6 a 340 nm (e = 6220 M™*cm™).

Isocitrato liasa (EC 4.1.3.1): la actividad se determin6 de acuerdo con el
protocolo propuesto por Cooper y Beevers (1969). EI amortiguador de extraccion
consistio de: amortiguador de fosfatos 77.5 mM pH 6.9 DTT5 mMy MgCl, 5 mMy
el medio de reaccion para medir la actividad consisti6 de: amortiguador de
fosfatos 77.5 mM pH 6.9 DTT 9 mM, MgCl, 10.8 mM, fenilhidracina 10 mM,
isocitrato de sodio 13 mM y 100 pL/mL del extracto enzimatico. La absorbancia se

monitored a 324 nm (e = 17000 M*cm™).

3.5.2. Enzimas del sistema antioxidante

Catalasa (EC 1.11.1.6): se sigui6é el método descrito por Jiang y Ziang (2002). Se
tomaron aproximadamente 100 mg de tejido molido y se homogeneizaron con un
politrén (Tissue tredator modelo 389) en 1 mL de amortiguador de extraccion:
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0, EDTA 1mM y PVP al 1% (m/v). Los
homogeneizados obtenidos se centrifugaron a 3000 g a 4°C durante 15 minutos. A
los sobrenadantes se les determiné la cantidad de proteina por el método de
Bradford (1976) e inmediatamente después se analizé la actividad de la catalasa.
El medio de reaccion para medir la actividad consistio de amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7.0, H,O, 10 mM y 100 uL/mL del extracto de proteina en un volumen
total de 1 mL. Se monitored la absorbancia a 240 nm (¢ = 39.4 mM™cm™) durante
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3 minutos en un espectrofotometro Varian (Varian Australia Pty Ltd., Mulgrave,
VIC, Australia).

Superdxido dismutasa (1.15.1.1): se siguié el método descrito por Misra y
Fridovich (1972). Se tomaron aproximadamente 100 mg de tejido molido y se
homogeneizaron con un politron (Tissue tredator modelo 389) en 1 mL de
amortiguador de extraccion: amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.8, EDTA
0.1mM y PVP al 1% (m/v). Los homogeneizados obtenidos se centrifugaron a
3000 g a 4°C durante 15 minutos. A los sobrenadantes se les determind la
cantidad de proteina por el método de Bradford (1976) e inmediatamente después
se determino la actividad de la superdxido dismutasa. El medio de reaccion para
medir la actividad consistio de: Na,CO3 50 mM pH 10.2, EDTA 0.5 mM, 2 pL/mL
del extracto de proteina y epinefrina 10 mg/mL (disuelta en HCl 10 mM pH 2.0) en
un volumen total de 0.5 mL. Se monitoreo la auto-oxidacion de la epinefrina a 480
nm (€ = 4020 M*cm™) cada 10 segundos por 3 minutos en un espectrofotémetro
Varian (Varian Australia Pty Ltd., Mulgrave, VIC, Australia). Solo se consideraron
las lecturas posteriores a la etapa estacionaria de la auto-oxidacion de la

epinefrina.
3.5.3. Enzima de degradacion de carbohidratos de la pared celular

B — 1,3 — glucanasa (EC 3.2.1.39): se tomaron aproximadamente 100 mg de
tejido molido y se homogeneizaron con un politron (Tissue tredator modelo 389) en
1 mL de acetato de sodio 15 mM pH 5.5. Los homogeneizados resultantes se
centrifugaron a 3000 g por 15 minutos a 4°C. A los sobrenadantes se les
determindé la cantidad de proteina por el método de Bradford (1976) e
inmediatamente después se determiné la actividad de la B — 1,3 — glucanasa. El
ensayo se realiz6 de acuerdo con la técnica descrita por Salyers et al. (1977) y por
Morohashi y Matsushima (2000) con algunas modificaciones: el medio de reaccién
contenia 0.5 mg de laminarina de Laminaria digitata, acetato de sodio 50 uM pH

5.5y 100 pL del extracto enzimético en un volumen total de 0.4 mL. Esta reaccion
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se incubd a 37°C por 30 minutos y se paro hirviendo por 5 minutos. Se prepard un
control con el mismo medio de reaccion pero empleando extracto enzimatico
hervido. La actividad se evalu6 por el incremento de formacion de glucosa medida
por el método de glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD-POD Kit de Sigma - Aldrich).

3.5.4. Procesamiento de datos

La actividad de las enzimas estudiadas se obtuvo a través de la siguiente formula:
Actividad = m—[u) ® FD
£ Huroteina
Donde m es el cambio de absorbancia por minuto, v es el volumen del ensayo, ¢
es el coeficiente de extincibn molar, gproteina €S 1a cantidad de gramos de proteina
adicionado a cada ensayo y FD es el factor de dilucion de la muestra en caso de
aplicar. Todas las actividades se realizaron por triplicado en dos experimentos
independientes y se reportan en umol min™® gy oena. LOS resultados fueron
analizados por una ANOVA factorial (p<0.05) y se compararon las medias con la

prueba de Tukey.

3.6. Determinacién de la permanencia del efecto alelopatico de S. deppei en

el suelo

La gran mayoria de las interacciones alelopaticas se llevan a cabo en el suelo, ya
gue éste actiua como el medio de transporte primario de los aleloquimicos de la
planta donadora a la receptora. Durante este transporte, la matriz del suelo es
capaz de alterar la biodisponibilidad de los aleloquimicos a través de varios
procesos como la absorcion y degradacién quimica o microbiolégica de los
mismos (Tharayil et al. 2008). A fin de obtener un panorama mas global sobre el
efecto alelopatico del lixiviado acuoso de S. deppei, se procediéo a analizar su

fitotoxicidad cuando éste entra en contacto con la matriz del suelo.
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Disefio experimental: se colectd suelo agricola de la zona de Xochimilco. Para
obtener una matriz de tamafio uniforme, el suelo se tamiz6 a través de una malla
No. 20. Posteriormente se colocaron 10 g de suelo tamizado en frascos estériles
de vidrio. Para poder observar si el suelo modifica la fitotoxicidad del lixiviado
acuoso de S. deppei por medio de absorcion y/o degradacion, los frascos con el
suelo se separaron en dos lotes; uno de éstos se esteriliz6 a 121°C por 15 minutos
a 15 PSI, de este modo, se cont6 con un lote de frascos con suelo estéril y otro

con suelo no estéril.

En una campana de flujo laminar VECO, se regd cada frasco al doble de la
capacidad de campo con su tratamiento correspondiente. La mitad de cada lote se
rego con agua doblemente destilada estéril y la otra mitad con lixiviado acuoso de
S. deppei al 1% (m/v). Los frascos se taparon con 4 capas de manta de cielo
sujetada a la boca del frasco con bandas elasticas. Los frascos se conservaron a
25°C en completa oscuridad durante 0, 24, 48 y 72 horas. La figura 8 muestra el

procedimiento seguido.

| Suelo tamizado |

Suelo SLAESID
esten esténl
| I I I I |
Lixiviado Lixiviado
Agua Agua
Habioment acuoso de ot ¢ acuoso de
gb EMmEnie S. deppei Jaiemente S. deppel
destilada destilada
al 1% al 1%
I I | |
I
Incubacion
0,24,4806 72
horas
I
| Fitracion |
I
| Bioensayo |

Figura 8. Diagrama de flujo para el experimento de determinacion de permanencia del

efecto alelopético de S. deppei en el suelo.
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Terminado el tiempo de incubacion se recuperd el liquido del tratamiento filtrando
el suelo a través de un filtro Whatman No. 4. Los filtrados resultantes se volvieron
a filtrar a través de un filtro Millipore de 0.45 um estéril. De cada filtrado se
tomaron 2 mL y se mezclaron con 2 mL de agar al 2% en una caja de petri (6 cm).
El control consistiéo de 2 mL de agua doblemente destilada estéril y 2 mL de agar
al 2%. Una vez solidificado el agar, se colocaron 12 semillas de L. esculentum en
cada caja y se pusieron a germinar en una camara de crecimiento Conviron a
25°C en completa oscuridad. A las 48 horas de imbibicion se evalué el porcentaje
de germinacion, considerando como germinadas a todas las semillas que
presentaran una radicula de al menos 1 mm de longitud. A las 72 horas de
imbibicion se midi6 la longitud de las radiculas de todas las semillas con un vernier

digital Daigger.

Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y dos réplicas por ensayo. Los
resultados se expresan en porcentaje de germinacion a las 48 horas de imbibicion
y porcentaje de crecimiento radicular con respecto al control a las 72 horas de
imbibiciéon. Los datos fueron analizados por un ANOVA (p<0.05). Adicionalmente,
se midi6 la presion osmoética de cada filtrado en un osmometro de congelacion
Osmette A para comprobar que los efectos alelopaticos no se debieran a un efecto

osmotico.

3.7. Equipos, reactivos y programas empleados

El analisis estadistico de todos los experimentos se llevé a cabo con el programa
STATISTICA version 6.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Se realizd un analisis de

varianza factorial (p<0.05) y se compararon las medias con la prueba de Tukey.

Equipos empleados:
Autoclave STERILEMAX, Harvey

Balanza analitica Explorer OHAUS
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Camara de electroforesis Bio-Rad

Campana de flujo laminar VECO, modelo No. 4372

Celdas de cuarzo, Sigma - Aldrich

Centrifuga Rotina 35 R, Hettich Zentrifugen

Espectrofotometro Varian

Filtro Millipore
Filtros AMICON

Fuente de Poder Bio-Rad modelo 1000/500

Lector de microplac

Micropipetas Gilson

as Biotek ELx 808

Parrilla eléctrica con agitador Corning

Politron Tissue tearor modelo 398, BIOSPEC products
Potenciometro PH210, HANNA instruments

Refrigerador REVCO modelo ULT2186-4-A41

Transiluminador UV ULTRA-LUM / Sistema Gel Logic 100 de Kodak
Vernier Digital electrénico DAIGGER LC-2871-AB

Vortex Labnet Vx10

0

Reactivos empleados:

Proveedor

Reactivo

Bio — Rad

Acrilamida-Bisacrilamida, azul de Coomasie R-250, colorante
de Bradford, DTT, Kit de tincion con Rubi SPYRO, persulfato
de amonio, SDS, TEMED

J. T. Baker

Acetato de amonio, acido acético, citrato de sodio, etanol,
fosfato de potasio dibasico, fosfato de potasio monobasico,
H,O,, HCI, metanol, Na,COs;, NaOH, NH4OH, sulfato de
amonio

Merck

2-mercaptoetanol, agar-agar

Roche

Glucosa -6- fosfato deshidrogenasa, hexocinasa

Sigma - Aldrich

Acetato de sodio, albumina sérica bovina, aldolasa, ATP,
bicine, EDTA, epinefrina, fenilhidracina, formaldehido, fructosa
-1,6- fosfato, fructosa -6- fosfato, glucosa - 3 fosfato
deshidrogenasa, HEPES, isocitrato de sodio, Kit GOD-POD,
laminarina de Laminaria digitata, MgCl,, MOPS, NADH, NADP,
nitrato de plata, oxaloacetato de sodio, PMSF, PVP, tricina,
triosa fosfato deshidrogenasa, tris, urea
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4. RESULTADOS

4.1. Purificacién parcial de proteinas de bajo peso molecular

El primer paso de la purificacion consistié en centrifugar el lixiviado acuoso de S.
deppei (20% m/v) para eliminar posibles impurezas superficiales de los tallos y las
hojas colectadas. El siguiente paso fue una desnaturalizacion por calor para
eliminar la mayor cantidad de proteinas de alto peso molecular posible.
Posteriormente se realiz6 una precipitacion con sulfato de amonio, se encontrd
gue la fraccion al 55% estaba enriquecida con proteinas de bajo peso molecular.
Finalmente se paso ésta fraccion a través de un una columna Amicon® con poro
de 10 kDa.

a, 1 2 3 4 5 6
250 [t

i

Figura 9. SDS-PAGE del proceso de purificacion de las proteinas de bajo peso molecular
a partir de un lixiviado acuoso de S. deppei (20% m/v) tefildo con SPYRO® rubi. Carriles:
1) Estandares de peso molecular. 2) Lixiviado acuoso de S. deppei 20% m/v. 3) Lixiviado
acouso de S. deppei después de remover las impurezas. 4) Sobrenadante obtenido
después de la desnaturalizacion por calor. 5) Fraccion de la precipitacion con sulfato de
amonio al 55%. 6) Fraccion después de pasar por la columna Amicon ® con poro de 10
kDa. La flecha indica la banda correspondiente a las proteinas de bajo peso molecular.
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La figura 9 muestra el gel obtenido en la electroforesis descrita anteriormente. En
éste, se observa la presencia constante de una banda correspondiente a proteinas
con peso molecular menor a 10 kDa en el lixiviado acuoso de S. deppei y en las
fracciones obtenidas en el proceso de purificacién. En un experimento anterior,
realizado en el laboratorio de Alelopatia, se comprobd que la fraccién de bajo peso
molecular tiene un peso promedio de 3 kDa e inhibe la actividad de la tripsina

significativamente (articulo en preparacion).

4.2. Curvas dosis-respuesta de germinacién y elongacion radicular de L.

esculentum

El lixiviado acuoso de S. deppei al 0.5% (m/v) retrasa la germinacion de L.
esculentum e inhibe significativamente el crecimiento radicular (70%) (Romero-
Romero et al. 2005). Con base en estos trabajos, se realizdé una curva de dosis-
respuesta para determinar la germinacion de L. esculentum con diferentes
concentraciones de lixiviado acuoso de S. deppei y concentraciones equivalentes
de la FSP. Se evaluo el porcentaje de germinacion a las 48 y 72 horas de

imbibicion. La figuras 10 y 11 muestran los resultados obtenidos.
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Figura 10. Porcentaje de germinacion de semillas de L. esculentum a las 48 y 72 horas
de imbibicién con diferentes concentraciones de lixiviado acuoso de S. deppei (S) y FSP.
Se presenta el promedio de 3 réplicas + error estandar. El control se refiere a la imbibicion
de las semillas en agua doblemente destilada, los valores indicados junto a los
tratamientos corresponden a la concentracion de proteinas totales de cada tratamiento en

ug/uL. Los asteriscos indican diferencia significativa a p<0.05.

En la figura 10, se observa un retraso en la germinacion de las semillas de L.
esculentum embebidas en el lixiviado acuoso de S. deppei al 0.5% (m/v), cuya
concentracion de proteinas totales es de 0.012 ug/uL. Este retraso no se observa
en las semillas embebidas en FSP 0.012 ug/uL; sin embargo en las semillas
embebidas en concentraciones mayores de FSP (0.024 y 0.048 ug/uL), muestran

un retraso en la germinacion cada vez mas marcado a las 48 horas.
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Figura 11. Curvas dosis-respuesta gradual de lixiviado acuoso de S. deppei, FSP y PMSF
sobre la elongacién radicular de L. esculentum. Se presenta el promedio de 3 réplicas +

error estandar.

La concentracion de proteinas totales presentes en el lixiviado acuoso de S.
deppei se tom6 como referencia; conociendo que en presencia de 0.012 ug de
proteinas totales / uL de lixiviado hay un retraso significativo en la germinacion y
gue esta concentracion corresponde a la Clyo de elongacion radicular, se calculé la
Clyo de la FSP y del PMSF para estandarizar las concentraciones en los
bioensayos para evaluar las actividades enzimaticas planteadas. A partir de este
célculo, las concentraciones seleccionadas para cada tratamiento fueron: 0.048 g
de proteinas totales/ uL de FSP y 0.0078 ug/uL (45 uM) de PMSF.
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4.3. Enzimas del metabolismo central de carbono

Se compararon los efectos de las Clyo del lixiviado acuoso de S. deppei, la FSP y
PMSF sobre las actividades de algunas enzimas del metabolismo central de
carbono durante la germinacion de L. esculentum. Las enzimas estudiadas son
representativas de diferentes vias metabdlicas: glucdlisis, gluconeogénesis, ciclo
de Krebs y ciclo del glioxilato. Estas fueron seleccionadas de acuerdo con el
esquema de estudio propuesto para el proyecto PAPIIT (IN205705) del laboratorio
de Alelopatia del Instituto de Ecologia de la UNAM.

6 — fosfofructocinasa EC 2.1.7.11 (PFK): es una de las enzimas principales de la
glucalisis, se encarga de fosforilar a la fructosa — 6 — fosfato produciendo fructosa
— 1,6 — bifosfato. La figura 12 muestra la actividad de esta enzima bajo los
tratamientos anteriormente planteados a diferentes horas durante la germinacion
de L. esculentum.
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Figura 12. Actividad de la PFK. Se presentan los promedios de 3 réplicas * error
estandar. Para cada tiempo de imbibicién se realiz6 una prueba de Tukey (p=<0.05), las

letras distintas indican resultados significativamente diferentes entre los tratamientos.

En la figura 12 se observa que, en las semillas del control, la actividad de la PFK
disminuye hasta las 36 horas, pero vuelve a aumentar a las 48 horas. Por el
contrario, en las semillas embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos se observa
un 90% de inhibicién de la actividad de la PFK a las 12 horas, a las 24 horas esta
diferencia se aminora, a las 36 horas no hay diferencia entre las actividades de las
semillas del control y las embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos; sin embargo,
a las 48 horas la actividad aumenta pero es 30% menor que la que presentan las
semillas del control. En cuanto a las semillas embebidas en la FSP, a las 12 horas,
la actividad de esta enzima presenta la misma inhibicion que las semillas
embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos, a las 24 horas la actividad aumenta
pero es 25% menor que la que presentan las semillas embebidas en el lixiviado
acuoso de Sicyos. A las 36 horas de imbibicidn, la diferencia entre la actividad de
las semillas del control, las embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos y en la
FSP es del 10%. A las 48 horas de imbibicion, la actividad de la PFK aumenta,
siendo 20% menor que la presentada en las semillas del control, pero 14% mayor
en las semillas embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos. A pesar de las
diferencias entre los valores obtenidos para las actividades de PFK en las semillas
embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos y las embebidas en FSP, se puede
observar que la actividad es similar. En las semillas embebidas en PMSF la
actividad de esta enzima presenta un comportamiento uniforme a lo largo de todos

los tiempos.

Fructosa — 1,6 — bifosfatasa EC 3.1.3.11 (FBPasa): es una de las principales
enzimas de la gluconeogénesis y se encarga de catalizar la conversion de la
fructosa — 1,6 — bifosfato a fructosa — 6 — fosfato. La figura 13 muestra la actividad
de esta enzima bajo los tratamientos anteriormente planteados a diferentes horas

durante la germinacion de L. esculentum.
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Figura 13. Actividad de la FBPasa. Se presentan los promedios de 3 réplicas * error
estdndar. Para cada tiempo de imbibicién se realiz6 una prueba de Tukey (p<0.05), las

letras distintas indican resultados significativamente diferentes entre los tratamientos.

En la figura 13 se observa que, en las semillas del control, la actividad de la
FBPasa disminuye a las 24 horas de imbibicion y posteriormente presenta un
aumento gradual a las 36 y 48 horas. En las semillas embebidas en el lixiviado
acuoso de Sicyos no se presentan diferencias significativas en la actividad de la
FBPasa a las 12 horas, pero a partir de las 24 horas la actividad de la FBPasa de
estas semillas presenta una inhibicion constante del 36% con respecto a la
actividad que presentan las semillas del control. La actividad de la FBPasa en las
semillas embebidas en la FSP sigue la misma tendencia que la presentada en las
semillas embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos pero los valores son 20%
menores. En las semillas embebidas en PMSF la actividad de esta enzima

presenta un comportamiento uniforme a lo largo de todos los tiempos.
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Malato deshidrogenasa EC 1.1.1.37 (MDH): esta enzima participa en el ciclo de
Krebs o de los acidos tricarboxilicos (TCA) y se encarga de catalizar la conversion
de L- malato a oxaloacetato, cerrando el ciclo. La figura 14 muestra la actividad de
esta enzima bajo los tratamientos anteriormente planteados a diferentes horas
durante la germinacion de L. esculentum.
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Figura 14. Actividad de la MDH. Se presentan los promedios de 3 réplicas * error
estandar. Para cada tiempo de imbibicion se realiz6 una prueba de Tukey (p<0.05), las

letras distintas indican resultados significativamente diferentes entre los tratamientos.

En la figura 14 se observa que, en las semillas del control, la actividad de MDH
cambia hasta las 48 horas cuando disminuye un 15%. En las semillas embebidas
en el lixiviado acuoso de Sicyos la actividad de la MDH se inhibe en un 70% con
respecto al control a las 12, 24 y 36 horas de imbibicion, pero a las 48 horas esta

inhibicién es menor (40%). En las semillas embebidas en la FSP la actividad de la
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MDH es en promedio 15% menor que la presentada en las semillas embebidas en
el lixiviado acuoso de Sicyos en todos los tiempos de imbibicion. En las semillas
embebidas en PMSF la actividad de la MDH se inhibe uniformemente en un 72%
con respecto a las semillas del control. La actividad de esta enzima se inhibe
significativamente en todos los tratamientos con respecto al control. Las semillas
embebidas en la FSP presentan la mayor inhibicién de actividad de MDH, pero
muestra una tendencia similar a la observada en las semillas embebidas en el

lixiviado de Sicyos.

Isocitrato liasa EC 4.1.3.1 (ICL): es una enzima especifica del ciclo de glioxilato
gue es una modificacion del TCA, omitiendo las etapas de descarboxilacion y
permitiendo la produccion de esqueletos de carbono sin la pérdida por CO,. La
figura 15 muestra la actividad de esta enzima bajo los tratamientos anteriormente
planteados a diferentes horas durante la germinacion de L. esculentum.
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Figura 15. Actividad de la ICL. Se presentan los promedios de 3 réplicas + error estandar.
Para cada tiempo de imbibicién se realizd6 una prueba de Tukey (p<0.05), las letras

distintas indican resultados significativamente diferentes entre los tratamientos.
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En la figura 15 se observa que, en las semillas del control, la actividad de la ICL
es constante hasta las 36 horas, pero a las 48 horas aumenta 3 veces su valor. En
las semillas embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos la actividad de la ICL se
inhibe un 20% durante los tres primeros tiempos con respecto al control, pero a las
48 horas, la inhibicibn aumenta hasta un 40%. En las semillas embebidas en la
FSP, no hay diferencias significativas en la actividad de la ICL con respecto a las
semillas del control, pero a las 48 horas de imbibicién, la actividad es 75% menor
gue la de las semillas del control. En las semillas embebidas en PMSF la actividad
de esta enzima presenta una inhibicion del 100% a lo largo de todos los tiempos.

4.4. Enzimas del sistema antioxidante

Estudios anteriores en el laboratorio han mostrado que el estrés aleloquimico
causado por el lixiviado acuoso de S. deppei también causa un estrés oxidante
(Lara-Nufez et al. 2006), por lo que se compararon los efectos las Clyo del
lixiviado acuoso de S. deppei, la FSP y PMSF sobre las actividades de la catalasa
y de la superdxido dismutasa de las semillas embebidas en estos tratamientos,
con el fin de relacionar el desbalance en el sistema antioxidante reportado con la

presencia de proteinas de bajo peso molecular en el lixiviado acuoso de S. deppei.

Catalasa EC 1.11.1.6 (CAT): esta enzima se encarga de consumir peréxido de
hidrogeno, una de las especies reactivas de oxigeno que participan en el estrés
oxidante. La figura 16 muestra la actividad de esta enzima bajo los tratamientos
anteriormente planteados a diferentes horas durante la germinacion de L.

esculentum.
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Figura 16. Actividad de la CAT. Se presentan los promedios de 3 réplicas + error
estdndar. Para cada tiempo de imbibicién se realiz6 una prueba de Tukey (p<0.05), las

letras distintas indican resultados significativamente diferentes entre los tratamientos.

En la figura 16 se observa que la actividad de la CAT aumenta de forma gradual
en las semillas del control a lo largo del tiempo. La actividad de la CAT en las
semillas embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos muestra una tendencia
similar a la observada en las semillas del control, pero la actividad es
significativamente menor (20-40%). En las semillas embebidas en la FSP, la
actividad de la CAT muestra un comportamiento similar al observado en las
semillas embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos hasta las 24 horas; alas 36 y
48 horas la actividad es 15% mayor que en las semillas embebidas en el lixiviado
acuoso de Sicyos pero 30% menor que en las semillas del control. En las semillas
embebidas en PMSF, la actividad presenta un aumento a las 24 horas y se

mantiene constante a lo largo del tiempo.
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Superoxido dismutasa EC 1.15.1.1 (SOD): esta enzima se encarga de dismutar
el anidn superdxido, una de las especies reactivas de oxigeno que participan en el
estrés oxidante. La figura 17 muestra la actividad de esta enzima bajo los
tratamientos anteriormente planteados a diferentes horas durante la germinacion

de L. esculentum.
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Figura 17. Actividad de la SOD. Se presentan los promedios de 3 réplicas + error
estandar. Para cada tiempo de imbibicién se realizé una prueba de Tukey (p<0.05), las

letras distintas indican resultados significativamente diferentes entre los tratamientos.

En la figura 17 se observa que la actividad de la SOD aumenta de forma gradual
en las semillas del control a lo largo del tiempo. En las semillas embebidas en el
lixiviado acuoso de Sicyos, la actividad de la SOD no presenta diferencias
significativas con la observada las semillas del control a las 12 horas, sin embargo,
en los demas tiempos de imbibicion, la actividad aumenta hasta 1.5 veces con

respecto a las semillas del control. En las semillas embebidas en la FSP la
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actividad de la SOD no presenta diferencias significativas con la observada en las
semillas embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos hasta las 24 horas, pero a las
36 y 48 horas de imbibicién, la actividad es 1.5 veces mayor que la presentada en
las semillas embebidas en el lixiviado acuoso de Sicyos. Las semillas embebidas
en PMSF también presentan un aumento en la actividad de la SOD a lo largo de la
germinacién con respecto al control, pero el aumento en la actividad es 50%

menor que el presentado en las semillas embebidas en la FSP.

4.5. Enzima de degradacion de carbohidratos de la pared celular

Las enzimas de degradacion de carbohidratos de la pared celular permiten el
debilitamiento del endospermo para facilitar la protrusion de la radicula durante la
germinacion. En el laboratorio de Alelopatia se estudid el efecto del lixiviado
acuoso de S. deppei sobre la actividad de varias de estas enzimas (Lara-Nufiez et
al. 2006). Con el fin de relacionar estos efectos con la presencia de proteinas de
bajo peso molecular en el lixiviado acuoso de S. deppei, se seleccionélaff—1,3 —
glucanasa por la simplicidad para determinar su actividad y porque el efecto

alelopatico del lixiviado acuoso de S. deppei sobre esta enzima es notable.

B — 1,3 — glucanasa EC 3.2.1.39: esta enzima se encarga de hidrolizar los
glucanos de la pared celular del endospermo. La figura 18 muestra la actividad de
esta enzima bajo los tratamientos anteriormente planteados a diferentes horas

durante la germinacion de L. esculentum.
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Figura 18. Actividad de la 3 — 1,3 — glucanasa. Se presentan los promedios de 3 réplicas
+ error estdndar. Para cada tiempo de imbibicion se realiz6 una prueba de Tukey

(p=<0.05), las letras distintas indican resultados significativamente diferentes entre los

tratamientos.

En la figura 18 se observa que, en las semillas del control, hay un incremento
gradual en la actividad de esta enzima durante la germinacion, a las 48 horas de
imbibicién la actividad es 3 veces mayor a la observada a las 12 horas, lo cual
concuerda con la protrusién de la radicula. En las semillas embebidas en el
lixiviado acuoso de Sicyos, y en la FSP no se observa este aumento en la
actividad, de hecho la actividad de esta enzima es constante. En las semillas
embebidas en PMSF la actividad de esta enzima también es constante pero 25%
menor que la observada en las semillas embebidas en el lixiviado acuoso de

Sicyos y en la FSP.
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4.6. Permanencia del efecto alelopético de S. deppei en el suelo

Con el fin de demostrar que el efecto alelopatico de S. deppei permanece en el
suelo, se monitoreé el porcentaje de germinacion y la elongacién radicular de
semillas de L. esculentum embebidas en lixiviados de suelo estéril y no estéril con
dos tratamientos diferentes: agua y lixiviado acuoso de S. deppei al 0.5% (M/V) a
diferentes tiempos de incubacion del suelo con tratamiento. Las figuras 19 y 20

muestran los resultados obtenidos:
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Figura 19. Porcentaje de germinacion de semillas de L. esculentum embebidas en
diferentes lixiviados de suelo. El control se refiere a agua doblemente destilada estéril,
SEA es suelo estéril con agua doblemente destilada, SNEA es suelo no estéril con agua
doblemente destilada, SES es suelo estéril con lixiviado acuoso de Sicyos, SNES es suelo
no estéril con lixiviado acuoso de Sicyos. Se presentan los promedios de dos
experimentos independientes de 3 réplicas * error estandar. Para cada tiempo de
incubacion se realizé una prueba de Tukey (p<0.05), las letras distintas indican resultados

significativamente diferentes entre los tratamientos.
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En la figura 19 se observa que las semillas embebidas en filtrados de suelo regado
con agua presentan un mayor porcentaje de germinacién que las semillas del
control; en el tratamiento de agua en suelo no estéril se presenta el mayor
porcentaje de germinacion (100%). Las semillas embebidas en los tratamientos
con filtrados de suelo con lixiviado acuoso de S. deppei se observa que el
porcentaje de germinacion es notablemente menor; en suelo estéril este
porcentaje se mantiene constante (10%). En suelo no estéril el efecto se mantiene
hasta las 24 horas de incubacion y empieza a aumentar conforme se incuba por
mas tiempo el suelo con el lixiviado acuoso de Sicyos. Sin embargo, aun a las 72

horas de incubacion hay un 50% de retraso de la germinacion.
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Figura 20. Elongacién radicular de semillas de L. esculentum embebidas en diferentes
lixiviados de suelo. El control se refiere a agua doblemente destilada estéril, SEA es suelo
estéril con agua doblemente destilada, SNEA es suelo no estéril con agua doblemente
destilada, SES es suelo estéril con lixiviado acuoso de Sicyos, SNES es suelo no estéril

con lixiviado acuoso de Sicyos. Se presentan los promedios de dos experimentos
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independientes de 3 réplicas + error estandar. Para cada tiempo de incubacion se realizo
una prueba de Tukey (p<0.05), las letras distintas indican resultados significativamente

diferentes entre los tratamientos.

En la figura 20 se observa que las semillas embebidas en los filtrados de suelo
con agua presentan una longitud radicular comparable con la de las semillas del
control. Las semillas embebidas con filtrado de suelo con lixiviado acuoso de S.
deppei presentan inhibicién radicular; en los tratamientos con filtrados de suelo
estéril con lixiviado acuoso de S. deppei, las semillas presentan inhibicién radicular
constante del 70% con respecto al control, lo cual es consistente con lo reportado
(Romero-Romero et al. 2005), pero en los tratamientos con filtrados de suelo no
estéril con lixiviado acuoso de S. deppei se observa que a partir de las 48 horas
de incubacion, la inhibicion radicular de las semillas empieza a disminuir; sin
embargo, aun a las 72 horas de incubacion la elongacion radicular presenta una

inhibicién del 50% con respecto al control.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Presencia de proteinas de bajo peso molecular

Un consenso comun es que los aleloquimicos son compuestos de naturaleza
organica; metabolitos secundarios como terpenos, isoprenoides, alcaloides, etc.
Se han realizado estudios exhaustivos sobre el lixiviado acuoso de S. deppei con
el fin de caracterizar los compuestos quimicos que podrian causar los efectos
fitotdxicos que se han reportado, pero no se habia tenido éxito. A partir de la
informacion disponible sobre la presencia de inhibidores de proteasas de serina en
miembros de la familia Cucurbitaceae (Mar et al. 1996; Laure et al. 2006;
Kowalska et al. 2007), se exploro la posibilidad de la presencia proteinas de bajo
peso molecular (posiblemente un inhibidor de proteasas de serina entre ellas) en
el lixiviado acuoso de S. deppei y que éstas fueran responsables de los efectos
fitotoxicos que se han estado estudiando. De acuerdo con la informacién
disponible sobre los inhibidores de proteasas de serina del tipo calabaza
(inhibidores de tripsina), se disefidé un proceso de purificacion que permitiera poner
en evidencia la presencia de este tipo de proteinas y obtener la mayor cantidad de

materia prima con la cual realizar los siguientes experimentos.

En la figura 9, se observa la presencia de una banda correspondiente a proteinas
de peso molecular menor a 10 kDa. Como se mencion6 anteriormente, en
experimentos previos, realizados en el laboratorio de Alelopatia, se comprobé que
la fraccion de bajo peso molecular tiene un peso promedio de 3 kDa e inhibe la
actividad de la tripsina significativamente (articulo en preparacion). Con los
resultados de este estudio, se confirmé la presencia de proteinas de bajo peso

molecular en el lixiviado acuoso de S. deppei.
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5.2. Retraso en la germinaciéon e inhibicién de elongacion radicular de L.

esculentum

Una vez que se confirmada la presencia de proteinas de bajo peso molecular en el
lixiviado acuoso de S. deppei, se buscé determinar si éstas participan en el efecto
fitotoxico que se ha observado sobre L. esculentum. Se determiné el contenido
protéico del lixiviado acuoso para poder preparar concentraciones de tratamientos
a probar en curvas dosis-respuesta sobre la germinacion y elongacion radicular de
L. esculentum, paralelamente se utiliz6 un inhibidor de proteasas de serina

comercial (PMSF) como control positivo.

En semillas embebidas en agua la protrusion de radicula empieza a las 48 horas,
por lo que la germinacion de las semillas embebidas en los demas tratamientos
se evalué a dos tiempos, 48 y 72 horas, puesto que se ha reportado que en
presencia de lixiviado acuoso de S. deppei la germinacién se retrasa (Romero-
Romero et al. 2005). En la figura 10 se observa que hay un retraso en la
germinacion de semillas de L. esculentum embebidas en lixiviado acuoso de S.
deppei a partir de la concentracién de 0.012 ug de proteinas /uL. Este retraso no
se presenta en las semillas embebidas en FSP 0.012 ug/uL; sin embargo en las
semillas embebidas en concentraciones mayores de FSP, empiezan a presentar
un retraso en la germinacion cada vez mas marcado. De este modo se confirma
gue las proteinas de bajo peso molecular presentes en el lixiviado acuoso de S.

deppei causa un retraso en la germinacion de L. esculentum.

En la curva dosis-respuesta para elongacion radicular de L. esculentum (Figura
11) se observa gue en todos los tratamientos, conforme aumenta la concentracion,
disminuye la longitud de la radicula. Interesantemente la curva del lixiviado acuoso
de S. deppei es paralela a la de la FSP, éste fendmeno se puede interpretar como
una equivalencia toxica, lo cual sugiere que el efecto fitotdxico de la FSP sobre la

elongacion radicular de L. esculentum es equivalente al de S. deppei. A pesar de
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esto, la concentracion proteica de la FSP tiene que ser mayor que las del lixiviado
de S. deppei para que se pueda observar el mismo efecto fitotoxico, por esta
razén se estandarizaron las concentraciones de los tratamientos (Cl) para

realizar los experimentos posteriores.

5.3. Enzimas del metabolismo central de carbono

Durante la germinacion la movilizacion de las reservas de los oOrganos de
almacenamiento, o bien, del endospermo proporciona la energia para el
crecimiento y la emergencia de la radicula. Las reservas de las semillas consisten
de moléculas complejas no solo de carbohidratos sino de proteinas y lipidos
(Bewley y Black, 1994). La composicion de las semillas de L. esculentum se ha
estudiado ampliamente con datos que reportan: 14.6 — 29.6 % de lipidos crudos,
14.8 — 41.8% de fibra cruda, 2.9 — 5.4% de carbohidratos y 22.9 — 36.8% de
proteina cruda. (Cantarelli et al. 1993). Los acidos grasos son almacenados en
triacilgleceroles (TAG), y su catabolismo, a través de la B-oxidacién dentro de los
peroxisomas, produce unidades de acetil-CoA y finalmente succinato por la via del
ciclo del glioxilato. Posteriormente, el proceso de glucodlisis suministra, durante la

germinacioén de las semillas, la energia necesaria para el desarrollo de la plantula.

Estudios anteriores sobre el metabolismo de los carbohidratos, junto con los
antecedentes anteriormente publicados (Romero-Romero et al. 2005, Lara-Nufiez
et al. 2006) indican que el estrés aleloquimico provocado por el lixiviado acuoso de
S. deppei causa un severo dafio en el metabolismo de las semillas de L.
esculentum, ya que hay una alteracién en el metabolismo de los carbohidratos.
Esta alteracion puede explicar, en parte, el retraso en la emergencia y la inhibicién
del 70% de la radicula observada en las semillas expuestas a este estrés. De
acuerdo con las curvas de dosis-respuesta realizadas, la FSP vy el lixiviado acuoso
de S. deppei se podrian considerar como equivalentes fitotoxicos, por lo tanto, se
esperaria que los mecanismos de accion fisiol6gica de estos aleloquimicos sean

semejantes. De este modo, se profundizé en el metabolismo central de carbono
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de L. esculentum mediante el analisis de las actividades de enzimas
representativas de diferentes vias metabdlicas durante la germinacién de semillas

embebidas en los diferentes tratamientos.
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Figura 21. Esquema de las vias metabdlicas estudiadas. Simbologia: A) PFK, B) FBPasa,
C) MDH y D) ICL.

La PFK dependiente de ATP es una de las principales enzimas de la glucdlisis.
Esta enzima fosforila a la fructosa — 6 — fosfato produciendo fructosa — 1,6 —
bifosfato. La figura 12 muestra que la actividad de esta enzima es
significativamente menor a las 12, 36 y 48 horas de imbibicion en las semillas
embebidas en el lixiviado acuoso de S. deppei y en la FSP. Aunque las
actividades en las semillas embebidas en estos dos tratamientos son diferentes
(las semillas embebidas en FSP presentan menor actividad aun), ambos
tratamientos inhiben la actividad de la PFK con la misma tendencia. La FBPasa
es una de las principales enzimas de la gluconeogénesis y se encarga de catalizar
la conversion de la fructosa — 1,6 — bifosfato a fructosa — 6 — fosfato. La figura 13

muestra que la actividad de esta enzima se inhibe significativamente a partir de las
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24 horas de imbibicion en las semillas embebidas en el lixiviado acuoso de S.
deppei (36% de inhibicion) y en la FSP (43% de inhibiciéon) con la misma
tendencia. La MDH participa en el ciclo de Krebs o de los acidos tricarboxilicos
(TCA) y se encarga de catalizar la conversion de L- malato a oxaloacetato,
cerrando el ciclo. La figura 14 muestra que la actividad de esta enzima se inhibe
significativamente durante todos los tiempos de germinacion en semillas
embebidas en el lixiviado acuoso de S. deppei (70% de inhibicion) y la FSP (85%
de inhibicién) con la misma tendencia. La ICL es una enzima especifica del ciclo
de glioxilato. La figura 15 muestra que la actividad de esta enzima se inhibe (20%)
durante todos los tiempos de imbibicion en semillas embebidas en lixiviado acuoso
de S. deppel, pero en semillas embebidas en FSP no se observa esta inhibicion
hasta las 48 horas de imbibicion.

Con base en lo expuesto anteriormente se debe notar que en las semillas
embebidas en el lixiviado acuoso de S. deppei y de la FSP las enzimas
representativas de la glucolisis, gluconeogénesis, ciclo de Krebs y ciclo del
glioxilato presentan inhibicion con tendencias similares para ambos tratamientos,
lo cual podria implicar que el estrés aleloquimico atribuido a S. deppei se deba, en
parte, a la presencia de proteinas de bajo peso molecular en su lixiviado acuoso.
Parte de las diferencias entre ambos tratamientos se pueden deber a las
propiedades inherentes de los mismos; el primero es el lixiviado completo y el

segundo se trata de un aleloquimico mas puro y concentrado.

Por otro lado, la razén por la cual se observa inhibicién en las actividades de las
enzimas del metabolismo central del carbono estudiadas queda por esclarecerse.
Estudios previamente realizados mostraron que, en semillas de L. esculentum
embebidas en lixiviado acuoso de S. deppei, hay un retraso en la hidrdlisis del
almidon, y un desequilibrio en los niveles de sacarosa, fructosa y glucosa (Lara-
Nufiez et al. 2006), este retraso podria tener como consecuencia un desequilibrio

en las vias metabdlicas estudiadas.
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5.4. Enzimas del sistema antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son formas parcialmente reducidas del
oxigeno atmosférico (O,). Generalmente resultan de la excitacion del O, para
formar oxigeno singulete (O,") o de la transferencia de uno, dos o tres electrones
al O, para formar, respectivamente, el radical superoxido (Oy), perdxido de
hidrégeno (H20,) o radical hidroxilo (OH"). Estas especies son capaces de oxidar
varios componentes celulares y pueden llevar a la destruccion oxidativa de la
célula. Existen varias fuentes de ERO en las células vegetales, muchas se
producen en reacciones normales del metabolismo como la fotosintesis y la
respiracion celular. Otras fuentes pertenecen a vias activas durante el estrés
biolégico como la glicolato oxidasa, peroxisomas, NADPH oxidasas, etc. (Mittler,
2002).

Las ERO se producen continuamente durante el desarrollo de las semillas, desde
la embriogénesis hasta la germinacion. Estas especies juegan un papel dual en la
fisiologia de las semillas, por un lado actian en las vias de sefalizacion celular y
por otro lado, como productos toxicos que se acumulan durante el estrés
causando dafio celular como peroxidacion de lipidos de membrana, oxidacion de
proteinas, inhibicion enzimatica y dafio al DNA y RNA. Dado este papel dual de las
ERO, las células tienen diferentes enzimas y metabolitos antioxidantes para
regular las concentraciones intracelulares de ERO y mantener la homeostasis
(Foyer, 2005).

Estudios anteriores sobre el sistema antioxidante, junto con los antecedentes
anteriormente publicados (Romero-Romero et al. 2005, Lara-Nufiez et al. 2006)
indican que el estrés aleloquimico provocado por el lixiviado acuoso de S. deppei
causa un estrés oxidante durante la germinacién de semillas de L. esculentum, ya
gue hay cambios en enzimas del sistema antioxidante y en las concentraciones de
ERO. De acuerdo con los objetivos planteados, se buscé relacionar el estrés
aleloquimico de S. deppei con la presencia de proteinas de bajo peso molecular

en su lixiviado acuoso, por lo tanto se compar6 el efecto del lixiviado acuoso de S.
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deppei con el de la FSP obtenida sobre las actividades de las enzimas CAT y SOD
durante la germinacion de semillas de L. esculentum.

La figura 16 muestra que la actividad de la CAT se inhibe significativamente (20-
40% de inhibicion) en las semillas embebidas en el lixiviado acuoso de S. deppeiy
en la FSP durante todos los tiempos de imbibicién. Aunque las actividades en las
semillas embebidas en estos dos tratamientos son diferentes (las semillas
embebidas en FSP presentan menor actividad aun), ambos tratamientos inhiben la
actividad de la CAT con la misma tendencia. Por el contrario, la figura 17 muestra
gue la actividad de la SOD aumenta en las semillas embebidas en el lixiviado
acuoso de S. deppei y aun mas en las embebidas en la FSP. Estos resultados
concuerdan con el estrés oxidante reportado (Romero-Romero et al. 2005),
interesantemente, los efectos observados en las semillas embebidas en el lixiviado
acuoso de S. deppei y en la FSP presentan tendencias similares, lo cual sugiere
gue el efecto fitotoxico de S. deppei se deba, en parte, a la presencia de proteinas
de bajo peso molecular en su lixiviado acuoso. Nuevamente, las diferencias entre

los resultados se atribuyen a las propiedades de los aleloquimicos empleados.

5.5. Enzima de degradacion de carbohidratos de la pared celular

Con lo que respecta a la actividad de las enzimas de degradacion de
carbohidratos de la pared celular, se ha reportado que su actividad es menor en el
estrés aleloquimico causado por S. deppei (Lara-Nufiez, et al. 2006). A fin de
relacionar este efecto con la presencia de proteinas de bajo peso molecular en el
lixiviado acuoso de S. deppei, se comparé el efecto del lixiviado acuoso de S.
deppei con el de la FSP obtenida sobre la actividad de la B — 1,3 — glucanasa. La
figura 18 muestra que la actividad de esta enzima se inhibe significativamente en
las semillas embebidas en el lixiviado acuoso de S. deppei y en la FSP. En este
caso no hay diferencias significativas en los efectos observados, por lo que se
podria decir que el efecto del lixiviado acuoso de S. deppei sobre las enzimas de
degradacion de carbohidratos del endospermo micropilar se debe a la presencia

de proteinas de bajo peso molecular. La inhibiciobn de esta enzima explica
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también, el retraso en la germinacion ya que al haber inhibicion en el
ablandamiento del endospermo micropilar, la protrusion radicular tomar4d mas

tiempo.

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que tanto el lixiviado
acuoso de S. deppei como la FSP aislada afectan la actividad de las enzimas
estudiadas; sin embargo, la razén por la cual se observan estos efectos queda por
esclarecerse. A fin de explicar los efectos observados, se podria proponer un
estudio in vitro, a través de cinéticas enzimaticas en contacto directo con el
aleloquimico implicado en este estrés para evaluar si los cambios en las
actividades se deben a fenomenos como inhibicion (competitiva, no competitiva o
alostérica), modificacion covalente o activacion proteolitica. Por otra parte, se
podria estudiar la expresion de los genes que codifican para estas enzimas para
evaluar si estos efectos son resultado de modificaciones durante la transcripcion.

El mecanismo de accion de las proteinas de bajo peso molecular presentes en el
lixiviado acuoso de S. deppei también queda por esclarecerse; es necesario
caracterizarlas y determinar si en esta fraccion se encuentra un inhibidor de

proteasas de serina, como se ha estado estudiando en el laboratorio de Alelopatia.

5.6. Permanencia del efecto alelopético de S. deppei en el suelo

Ya que la gran mayoria de las interacciones alelopaticas se llevan a cabo en el
suelo, es importante conocer como esta matriz puede afectar la biodisponibilidad
de los aleloquimicos. A fin de comprobar que los efectos observados en el
laboratorio son reproducibles en el campo, se procedié a analizar la fitotoxicidad
del lixiviado acuoso de S. deppei cuando éste entra en contacto con la matriz de
suelo. En la figura 19 se observa que el lixiviado acuoso de S. deppei causa hasta
un 50% de retraso en la germinacion aun cuando éste se ha incubado por 72
horas en suelo no estéril, pero conserva su efecto si se incuba en suelo estéril. En
la figura 20 se observa que el lixiviado acuoso de S. deppei causa hasta un 50%

de inhibicién radicular aun cuando éste se ha incubado por 72 horas en suelo no
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estéril, pero conserva su efecto si se incuba en suelo estéril. Los resultados
obtenidos confirman la presencia de un inhibidor de proteasas de serina en el
lixiviado acuoso de S. deppei, evidentemente, de naturaleza proteica; las curvas
de dosis-respuesta sugieren que la FSP tiene equivalencia toxica con el lixiviado
completo, ademas, en los ensayos enzimaticos se observa que los efectos de
ambos tratamientos son similares. Los resultados de este Ultimo experimento
indican que el aleloquimico responsable de la fitotoxicidad de S. deppei
permanece en el suelo y por su naturaleza proteica, es susceptible Unicamente a

procesos de transformacion y degradacién microbiana.

6. CONCLUSIONES

El efecto fitotoxico del lixiviado acuoso de S. deppei sobre la germinacion de L.
esculentum comprende varios mecanismos fisiolégicos: afecta el flujo de carbono
generado durante el metabolismo central; al haber un desequilibrio durante la
movilizacion de las reservas de las semillas no habra un aporte suficiente de
energia ni de los intermediarios necesarios para el funcionamiento de la plantula
en desarrollo. S. deppei también causa un estrés oxidante al afectar la actividad
de las enzimas encargadas de regular las concentraciones de ERO intracelulares,
lo cual puede generar dafio celular. Ademas inhibe las enzimas involucradas en el
ablandamiento del endospermo micropilar, o cual contribuye al retraso en la
germinaciéon y en la inhibicibn de la elongacion radicular. Finalmente, las
similitudes entre los resultados obtenidos para las semillas embebidas en el
lixiviado acuoso de S. deppeiy las embebidas en la FSP sugieren, en parte, que el
aleloquimico implicado en el estrés bidtico que causa S. deppei sea la presencia

de proteinas de bajo peso molecular en su lixiviado.
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germinacién y en la inhibicibn de la elongacion radicular. Finalmente, las
similitudes entre los resultados obtenidos para las semillas embebidas en el
lixiviado acuoso de S. deppeiy las embebidas en la FSP sugieren, en parte, que el
aleloquimico implicado en el estrés bidtico que causa S. deppei sea la presencia

de proteinas de bajo peso molecular en su lixiviado.
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