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RESUMEN

El presente trabajo se enfocé al estudio del estrés aleloquimico causado
por las plantas alelopdticas: Sicyos deppei, Acacia cedilloi, Sebastiania
adenophora y Lantana sp., sobre el crecimiento radicular y el patrén de
proteinas citoplasmicas de Phaseolus vulgaris, Zea mays, Cucurbita pepoy
Licopersicon esculentum. Paralelamente se analizé el efecto del herbicida
‘Alaclor’ sobre la ralz de estas mismas plantas. Se realizaron bioensayos
con los lixiviados acuosos de las hojas secas de las plantas alelopaticas,
incorporados en agar sobre el cual se pusieron a germinar las semillas de
las plantas cultivadas. Se extrajeron las proteinas citoplasmicas de las
raices, las cuales se corrieron en geles de electroforesis de dos
dimensiones (2D-PAGE), y se analizaron por densitometria de laser en un
escan GS-XL 2.1. Se determind el peso molecular relativo de las proteinas
significativamente alteradas. La mayoria de los lixiviados acuosos de las
plantas alelopaticas alteraron el patrédn de proteinas citoplasmicas delas
raices de las plantas cultivadas. Los resultados mostraron que los lixiviados
acuosos modificaron de forma diversa la expresién de ciertas proteinas de
diferentes pesos moleculares. De éstas, destacan: una proteina nueva en
la raiz de frijol tratada con el lixiviado de Lantana, dos desaparecidas en
maiz con el tratamiento de Acacia y tres que aparecieron con Sebastiania;
en la raiz de calabaza desaparecieron tres con el tratamiento de Sicyos y
dos con Lantana, y en la raiz de jitomate, desaparecieron tres, una con
Sicyos, una con Acacia y una con Sebastiania, ademas de que aparecié
una con el tratamiento con Acacia. El herbicida ‘Alaclor’ afect6 el patrén de
proteinas de frijol levemente y de jitomate muy significativamente, pero de
modo distinto al de los lixiviados. Se concluye que el estrés aleloquimico es
especifico en cuanto a su accion sobre el patrén de proteinas, dependiendo
de la especie donadora de estos compuestos, y de ia receptora, la cual
tiene una forma particular de respuesta a este tipo de estrés.




INTRODUCCION

ESTRES BloLdaGico
Conceprro Y Tipos DE ESTRES BIOLOGICO

El significado literal de la palabra “estrés”, derivado del latin: stringere,
significa restriccién o fuerza impuisiva. Biolégicamente el estrés es considerado
como una alteracién de las condiciones 6ptimas de vida, la cual produce
cambios y respuestas en todos los niveles funcionales (bioquimicos vy
fisiolégicos) de las plantas y en general de todos los organismos. Las
condiciones adversas del medio, que no necesariamente son letales y que
ocurren permanente o esporadicamente en una localidad, son generalmente
conocidas como “estrés” (Larcher, 1995). Si las plantas son expuestas por un
periodo de tiempo largo a condiciones severas de “estrés”, éstas condiciones
pueden causarles la muerte (Levitt, 1972).

Los factores adversos de! medio pueden ser abibticos y bibticos. Los
factores abiéticos que pueden causar estrés son: la radiacién, la temperatura, la
sequia, inundaciones, deficiencia de nutrimentos o toxicidad por exceso de
éstos, salinidad, acidez y fuertes vientos. Dentro de los factores bioticos
encontramos a una alta densidad poblacional, competencia, parasitos y
patégenos (insectos, diversos microorganismos, nematodos), herbivoros e
interacciones alelopaticas negativas. También existe el estrés por causas
antropogénicas, como la contaminacién (plaguicidas y fertilizantes), los
incendios y los desechos industriales, entre muchos otros (Larcher, 1995) (Tabla

1)

Tabla 1. Factores abiéticos y bidticos que causan estrés en el medio (Larcher,
19995).

FACTORES DE ESTRES

Abiéticos Bidticos
Factores atmosféricos: viento, radiacion UV Sobrepobtacién, competencia
Temperatura: calor, frio Herbivoria
Agua: déficit, exceso Patégenos (microorganismos diversos) y
parasitos
Deficiencia y exceso de nutrimentos. (N, P, Dafo por pisoteo de animales

Mn.)

Acidez y alcalinidad de! suelo: toxicidad por Al, | Contaminacion (plaguicidas y fertilizantes)
Hg, Cd, Cu.

Salinidad del suelo Alelopatia (fenoles, alcaloides, terpe}zos. etc.)

Efectos mecanicos (viento) . Dafio por incendios




ALELOPATIA
CoNCEPTO DE ALELOPATIA

Comoc se mencioné anteriormente, las plantas estdn sometidas a la
influencia de diversos factores del medio, los cuales pueden afectar su
metabolismo, y por lo tanto, su crecimiento y desarrollo. Dentro de los factores
biéticos de estrés, se encuentra ia alelopatia. La palabra alelopatia deriva de
dos raices griegas: allelon= reciproco y pathos= sufrimiento, literalmente
significa el efecto perjudicial entre dos organismos. En la reunién internacional
de Alelopatia celebrada en 1996, se definié a ésta como ‘cualquier proceso que
involucre la produccién de metabolitos secundarios por plantas, y
microorganismos, los cuales influyen en el crecimiento y desarrollo de otros
organismos (excluyendo a los animales) en ecosistemas naturales y
agroecosistemas (Resumenes del First World Congress on Allelopathy 1996).

El fenémeno de la alelopatia es complejo y en él estan involucrados muy
diversos componentes, entre los cuales tenemos: (1) 1a planta productora de los
compuestos quimicos {aleloquimicos), que en su mayoria son metabolitos
secundarios, (2) las condiciones ambientales entre las cuales se consideran a
los microorganismos que se puedan encontrar en el suelo, 3) el edafosistema,
de por si sumamente complejo, u otro substrato distinto, incluyendo el agua en
los sistemas acuéticos, y (3) las plantas ¢ microorganismos receptores de los
aleloqufmicos (Horsley, 1976).
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PLANTA DONADORA

Liberacién de aleloquimicos

T

absorcién metabolismo fijacién en absorcion
por el suelo microblano ac. humicoes por el org.

+ + + receptor.
inactivacién destruccién inactivacion alteracién del
temporal o alteracién temporal metabolismo
liberacion liberacién reactivacién

| liberacién

v

ORGANISMO RECEPTOR
Alteracién del metabolismo =
Inhibicién/estimulacién

Figura 1. Componentes involucrados en el fenémeno de la alelopatia. La composicion y/o
estructura quimica de un alelogquimico liberado al medio, puede ser alterada o modificada de
diversas formas al ir de la planta donadora al organismo receptor, en donde puede ocasionar una
alteracién metabdlica que se va a reflejar en una inhibicién o estimulacién de su crecimiento
(modificado de Horsley, 1976).

BIOSINTESIS Y NATURALEZA QUIMICA DE LOS COMPUESTOS ALELOQUIMICOS

Los metabolitos secundarios implicados en |a alelopatia, pertenecen a
diversos grupos quimicos; la mayor(a provienen de la via del acetato o del acido
shikimico {Rice, 1984). Los derivados del acetato son los terpenos, los
esteroides, los flavonoides solubles en agua, los 4acidos con cadenas de
alcoholes, los aldehidos alifaticos, las acetonas, los acidos grasos insaturados
los poliacetilenos, las naftoquinonas, las antraguinonas, las quinonas y el
floroglucinol.

Los aleloquimicos derivados de la via biosintética del &cido shikimico
incluyen los fenoles simples, el &cido benzoico y sus derivados, las cumarinas,
los glucédsidos, los alcaloides y las cianohidrinas, algunos derivados de las
quinonas y taninos hidrolizables y condensados. Las rutas biosintéticas de varios
compuestos fendlicos (los cuales incluyen muchos de los derivados del acido
benzoico y del cindmico) se han estudiado extensamente, y se han aisiado y
purificado varias enzimas involucradas en las rutas biosintéticas de estos
compuestos (Bolwell et. al., 1986; Liang et. al., 1989).

0



Se calcula que aproximadamente el 2% del carbén fotosintético es
empleado para la biosintesis de varios flavonoides y componentes fendlicos. La
concentracion de estos componentes en los tejidos varia de acuerdo a la tasa de
biosintesis, almacenamiento y degradacién y al balance interno de los
reguladores del crecimiento de las plantas (Harborne, 1980).

VIAS DE LIBERACION DE LOS ALELOQUIMICOS

Las rutas de liberacién de los aleloquimicos al medio dependen de: 1) su
naturaleza quimica, 2) el lugar donde se almacenan en las células, y 3) su unién
con otras moléculas (Gershenzon, 1993). Los aleloquimicos pueden ser t6xicos
para fa misma planta que los produce, por lo que éstas han desarrollado
diversos mecanismos o estrategias para mantenerlos alejados de los sitios
donde se efectdan reacciones metabdlicas. Por ejemplo, los pueden inactivar,
combinandolos con diversos radicales, como los azlcares, y/o formando
polimeros; pueden ser almacenados en las vacuolas, depositados en células
muertas {(duramen de la madera), en espacios intercelulares, en pelos
glandulares, o bien ser descargados al exterior (Rice, 1984).

De acuerdo con Tukey (1968), existen cuatro rutas de liberacién de los
aleloquimicos, las cuales son:

Volatilizacion

Lixiviacion

Exudacion por las raices

Descomposicion de los residuos de la planta (Mandava, 1985; Narwal, 1994;
Rice, 1984).

PoOM~

Volatilizacién. La liberacion de los aleloquimicos por volatilizacion esta
siempre relacionada con las plantas que producen terpenos (a y B pineno,
alcanfor, entre otros) (Fischer, et. al., 1994). Por ejemplo, los terpenos de
Eucalyptus son téxicos para la germinacién y el crecimiento de numerosos
cultivos {(Del Moral y Muller, 1970). La toxicidad de los aleloquimicos volatiles es
prolongada, debido a su adsorcion en ias particulas del suelo, por lo que pueden
permanecer en este durante varios meses.

Lixiviacion. Es la liberacion de los aleloquimicos de la planta por la
accion de la lluvia, la nieve, la niebla, el rocio o la llovizna. Esta lixiviacién
determina que una gran cantidad de aleloquimicos llegue al medio (Devi, et. al.,
1996). El grado de lixiviacion, sin embargo, depende del tejido, de la edad de la
planta y de la cantidad de la precipitacién (Molina, et. al.,1991). Entre los
aleloquimicos liberados por la lixiviacién podemos citar una gran variedad de
sustancias organicas e inorganicas, tales como compuestos fendlicos, terpenos
y alcaloides (Rice, 1984); muchos de estos aleloquimicos estan bien
caracterizados por sus efectos toxicos sobre las plantas circundantes o



receptoras y los microorganismos, tanto en condiciones de campo, como en el
laboratorio {Macias, et. al., 1994).

Exudacién por la raiz. En varias circunstancias, la reduccién de la
produccion de los cultivos se ha atribuido a toxinas liberadas por las rafces de
varias plantas, tanto cultivadas como malezas (Alsaadawi, et. al., 1985). Varios
de los compuestos liberados por la exudacién de las raices son conocidos por
sus efectos inhibidores sobre la germinacién, el crecimiento de las raices y
brotes, la absorcién de nutrimentos y la nodulacién (Yu y Matsui, 1994). Se ha
observado que factores tales como la edad de la planta, la nutrici6n, la luz yla
humedad influyen, cualitativa y cuantitativamente, sobre la exudacién de
compuestos quimicos por la raiz (Einhellig, 1987).

Descomposicién de los residuos vegetales. La descomposicién de los
residuos vegetales proporciona una gran cantidad de aleloquimicos a la rizésfera
{Devi, et. al., 19986). Los factores que influyen en este proceso, dependen de la
naturaleza de los residuos, del tipo de suelo y de las condiciones ambientales
(Mason-Sedum, et al., 1986). Los compuestos liberados al suelo pueden ser
transformados por la microfiora en productos biolégicamente més activos que los
compuestos originales (Blum y Shafer, 1988). :

REGULACION DE LA PRODUCCION Y LIBERACION DE LOS ALELOQUIMICOS

La sintesis, la liberacién y la toxicidad de los aleloquimicos en el medio estan
influenciadas por varios factores abiéticos (Berg, 1986). Entre estos factores, la
luz juega un papel importante en la sintesis de los aleloquimicos (Koeppe, et. al.,
1976). Por otro lado, las aitas temperaturas pueden aumentar el efecto biologico
de estos compuestos (Einhellig y Ecrich, 1984), pero al contrario de la {uz
influyen mas en su tasa de liberacién que en su sintesis. Por ejemplo, Steinseik
y colaboradores (1982) observaron que los lixiviados de trigo causan una mayor
inhibicion en la germinacién y crecimiento de lpomoea heredacea a 35°C que a
30° 0 a 25°C.

Otro factor es la textura del suelo, que también influye en la toxicidad de los
aleloquimicos. La mayoria de los aleloquimicos volatiles adsorbidos por las
particulas coloidales del suelo, permanecen en forma activa por periodos
prolongados (Muller y del Moral, 1966). Por otro lado, la toxicidad de los
compuestos fendlicos presentes en el suelo, esta influenciada principalmente por
la aireacién del suelo y las practicas de labranza. La aireacién determina el tipo
de productos formados, su acumulacién y su persistencia. Bajo condiciones
aerdbicas, la descomposicion de los compuestos organicos por los
microorganismos es muy rapida, mientras que en condiciones anaerébicas se
favorece la produccién de compuestos como el metano, etileno, los Acidos
acetico, lactico y butirico y varios compuestos fendlicos, los cuales se ha
demostrado que tienen efectos téxicos (Chou y Chiou, 1979; Chou et. al., 1877).
El oxigeno no solo actia determinando el tipo de compuestos formados durante



la descomposicién de los residuos vegetales, sino que también puede afectar su
actividad, su concentracién y su persistencia en el suelo {Devi, et. al., 1996).

Por otro lado, se ha observado que hay una inhibicién de la absorcién de
nutrimentos cuando las plantas se encuentran en condiciones de estrés
aleloquimico (Blum, et. al.,1992). Glass (1976), Stowe y Osborne (1980),
observaron que los efectos de los aleloquimicos disminuyen con el aumento en
los niveles de nutrimentos. Sin embargo, Bhowmik y Doll (1984), demostraron
que aun con altos niveles de nitrégeno y fésforo no se disminuyé el potencial
alelopético de cinco malezas anuales.

Por otro lado, el pH del suelo también influye en la liberacién de los
aleloquimicos, debido a la modificacién que éstos sufren por los
microorganismos que descomponen los residuos vegetales en el suelo. En
suelos dcidos se reduce la descomposicién de los residuos y, por lo tanto,
disminuye |a liberacién de aleloquimicos (Berg, 1986; Berg y Agren, 1984).

Tambien se ha visto que el estrés hidrico puede incrementar el efecto de los
aleloquimicos. Por ejemplo, Einhellig (1987) estudié el efecto de dos
concentraciones de &cido ferdlico (0.1 Y 0.25 mM) sobre plantulas de Shorgum,
tanto en forma individual como combinada con estrés hidrico (-0.2MPa), y
observo que el 4cido fertlico no causé ningun efecto sobre el crecimiento de
Shorgum, pero en combinacién con el estrés hidrico, el crecimiento se ve
significativamente reducido.

MECANISMOS DE ACCION DE LOS ALELOQUIMICOS

Los efectos’visibles que provocan los aleloguimicos sobre la germinacién
y/o crecimiento de las plantas receptoras, son solo la manifestacién de los
efectos primarios que ocurren a nivel celular (Rizvi y Rizvi 1992).

Aunque ha habido muchas evidencias documentadas sobre la inhibicién
def crecimiento causada por los aleloquimicos, la respuesta fisiolégica y los
mecanismos moleculares desencadenados por estos compuestos no han sido lo
suficientemente investigados. :

Son varios los procesos metabdlicos que pueden ser afectados por los
aleloquimicos en la planta receptora. A continuacién se describen los més
importantes de estos procesos.’

Crecimiento y divisién celular

Muchos aleloquimicos afectan el crecimiento de varias especies de
malezas y cultivos, inhibiendo el crecimiento de las raices y los brotes, y
produciendo, ‘ademas una reduccion en la expansion foliar, y finalmente un
" marchitamiento en las plantas (Einhellig et. al.,1985; Holappa y Blum, 1991,
Klein y Blum, 1990).




la descomposicion de los residuos vegetales, sino que también puede afectar su
actividad, su concentracién y su persistencia en el suelo (Devi, et. al., 1996).

Por otro lado, se ha observado que hay una inhibicién de la absorcién de
nutrimentos cuando las plantas se encuentran en condiciones de estrés
aleloquimico (Blum, et. al.,1992). Glass (1976), Stowe y Osborne (1980),
observaron que los efectos de los aleloquimicos disminuyen con el aumento en
los niveles de nutrimentos. Sin embargo, Bhowmik y Doll (1984), demostraron
que aun con altos niveles de nitrégeno y fésforo no se disminuyé el potencial
alelopético de cinco malezas anuales.

Por otro lado, el pH del suelo también influye en la liberacién de los
aleloquimicos, debido a la modificacion que éstos sufren por los
microorganismos que descomponen los residuos vegetales en el suelo. En
suelos acidos se reduce la descomposicién de los residuos y, por lo tanto,
disminuye la liberacién de aleloquimicos (Berg, 1986; Berg y Agren, 1984).

También se ha visto que el estrés hidrico puede incrementar el efecto de los
aleloquimicos. Por ejemplo, Einhellig (1987) estudid el efecto de dos
concentraciones de &cido ferdlico (0.1 Y 0.25 mM) sobre plantulas de Shorgum,
tanto en forma individual como combinada con estrés hidrico (-0.2MPa), y
observé que el 4cido ferdlico no causé ningln efecto sobre el crecimiento de
Shorgum, pero en combinacién con el estrés hidrico, el crecimiento se ve
significativamente reducido.

MECANISMOS DE ACCION DE LOS ALELOQUIMICOS

Los efectos’visibles que provocan los aleloquimicos sobre la germinacién
y/o crecimiento de las plantas receptoras, son solo la manifestacién de los
efectos primarios que ocurren a nivel celular (Rizvi y Rizvi 1892).

Aunque ha habido muchas evidencias documentadas sobre la inhibicién
del crecimiento causada por los aleloquimicos, la respuesta fisiolégica y los
mecanismos moleculares desencadenados por estos compuestos no han sido lo
suficientemente investigados. X

Son varios los procesos metabdlicos que pueden ser afectados por los
aleloquimicos en la planta receptora. A continuacién se describen los mas
importantes de estos procesos.’

Crecimiento y divisién celular

Muchos aleloquimicos afectan el crecimiento de varias especies de
malezas y cultivos, inhibiendo el crecimiento de las raices y los brotes, y
produciendo, ‘ademas una reduccién en la expansién foliar, y finalmente un
*marchitamiento en las plantas (Einhellig et. al.,1985; Holappa y Blum, 1991,
Klein y Blum, 1990).




La inhibicién del crecimiento radicular se debe, entre otros procesos, a
una alteracién de la divisiébn celular. Cruz- Ortega y colaboradores (1988)
observaron que el extracto etanélico del pélen de maiz actta como un inhibidor
de la mitosis en células meristematicas de raices de sandia (50 % de inhibicién
del indice mitético). Por otra parte, Anaya y Pelayo-Benavides (1991) observaron
que el lixiviado acuoso de Mirabilis jalapa inhibié un 31% la mitosis en los
meristemos de la raiz de plantulas de chicharo.

Interacciéon con hormonas.

Se ha reportado que una variedad de aleloquimicos altera los niveles del
&cido I[ndolacético (IAA) mediante la inhibicién de la enzima 4cido indolacético
oxidasa, la cual actda directamente sobre el precursor del IAA. En plantulas de
avena y chicharo tratadas con acido ferdlico, se observé una disminucién en la
concentracion del 1AA (Devi, et. al., 1996). Dependiendo de su accién sobre el
IAA, muchos de los compuestos fenéllcos fueron divididos en dos grupos por
Lee y colaboradores (1980). En el primer grupo se encuentran aquellos
compuestos que promueven la destruccion del IAA, como los acidos p-cumérico,
hidroxibenzoico, vainillico, siringico y florético; en el segundo grupo estdn
incluidos los compuestos fendlicos que inhiben la destruccién del IAA, como son
los &cidos clorogénico, cafefco, ferdlico, y protocatéquico.

Los compusstos fendlicos, pueden interactuar ademds, con el Acido
giberelico (GA), ya sea uniéndose a la molécula o inhibiendo su proceso de
sintesis. Rasmussen y Einhellig (1979) observaron una inhibicién de la
germinacion en semillas de Shorgurm tratadas con los 4cidos ferdlico, p-cumarico
y vainillico. Diversos taninos inhiben el crecimiento inducido por el GA, por
medio de la reduccion de la actividad de la amilasa y de la sintesis de la
fosfatasa en el endospermo de las semillas de cebada (Jacobsen y Corcoran,
1977). Por otro lado, la inhibicién del crecimiento del pepino causada por el
acido ferulico y otros compuestos fenélicos, ha sido relacionada con el aumento
en los niveles de acido abscisico (ABA) (Holappa y Blum, 1991; Li et. al., 1993).

ENZIMAS

Muchos de los aleloquimicos pueden modificar la sintesis y /o la actividad
de varias enzimas tanto in vitro como in vivo, por ejemplo, la actividad de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue inhibida por el acido ferulico y otros
compuestos fendlicos (Hoover, et. al., 1977). Los aleloquimicos regulan la
actividad de las enzimas, a bajas concentraciones, pueden aumentarla y a altas
concentraciones, inhibirla. Devi y Prasad (1992) reportaron que el 4cido ferdlico
inhibid la actividad de las enzimas hidroliticas: amilasa, maltasa, invertasa,
proteasa y fosfatasa en semillas de maiz. Estas enzimas estan involucradas en
la movilizacion de las sustancias de reserva. Los autores atribuyeron la
inhibicion del crecimiento a los efectos de! Acido ferllico sobre éstas enzimas.
Por otro lado, este acido aumenta la actividad de las enzimas oxidativas, como
la peroxidasa, la catalasa y la 4cido indolacético oxidasa en plantutas de maiz
(Devi y Prasad, 1996). Tal incremento es acompafiado por un considerable
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aumento en las enzimas que actian sobre |a sintesis de los fenilpropanoides
como la fenilalanina amonialasa (PAL) y la cinamil alcohol deshidrogenasa.

RESPIRACION

Los aleloquimicos inhiben o alteran la respiracién dependiendo de su
naturaleza quimica, de su concentracién y de la edad de la planta. Van Sumere
y colaboradores (1971) demostraron que la juglona (1mM) inhibié la respiracién
en células de levadura, desacoplando la fosforilacién oxidativa e inhibiendo el
flujp de electrones al oxigeno. Mas adelante Ravanel (1986) observd la
capacidad de las flavonas y flavonoles para desacoplar la fosforilacién oxidativa
de mitocondrias aisladas de papas y frijoles. Cruz-Ortega y colaboradores (1988)
observaron que el extracto etandlico del polen de maiz actué como un inhibidor
del transporte de electrones, disminuyendo el consumo de oxigeno en
mitocondriag” aisladas de sandia. Rasmussen y colaboradores ({1992)
demostraron que la sorgoleona (0.5 uM), aleloquimico exudado por las ralces de
Sorghum bicolor, es un poderoso inhibidor de la respiracién en mitocondrias
aisladas de soya (Glycine max) y maiz (Zea mays), bloqueando el flujo de
electrones al oxigeno, entre el citocromo b y el complejo ¢4, Por otra parte, Hejl v
colaboradores (1993) observaron la capacidad de la juglona para alterar las
funciones normales de la mitocondria, actuando como un desacoplante en el
sistema de transporte de electrones durante la produccién de ATP en
mitocondrias aisladas de Glycine max.

FOTOSINTESIS

La inhibicion del crecimiento, y por lo tanto la reduccién en el peso seco,
debida al efecto del estrés aleloquimico, pueden estar relacionados con un
efecto sobre el proceso de la fotosintesis. Blum y Rebbeck (1988) observaron
una considerable reduccién en la tasa fotosintética y contenido clorofilico en
plantulas de maiz tratadas con 4&cido ferllico. En cloroplastos aislados se
observé que éste acido inhibié el transporte de electrones. En general se ha
demostrado que varios aleloquimicos inhiben [a fijacién del COzy la fosforilacién
oxidativa, ésta Ultima a través de la inhibicién de las ATPasas de la membrana
del cloroplasto (Devi, et al.,1996 ). En otro estudio, Calera y colaboradores (1995
a,b y 1996) observaron que |a isoalloalantolactona aislada de Ratibida mexicana,
inhibi¢ la sintesis de ATP en cloroplastos aislados de espinaca, alterando el fiujo
de protones y el transporte de electrones en el fotosistema Il (P680). El estudio
del efecto de los aleloguimicos sobre el proceso de fotosintesis, es un aspecto
importante a considerar debido al potencial herbicida que algunos aleloquimicos
pueden tener (Devi, et al.,1996).

RELACIONES HIDRICAS

La absorcién del agua, esencial, entre otros muchos procesos, para
mantener la turgencia en las células, es también afectada por un gran ntimero
de aleloquimicos. Se ha demostrado que en plantas de soya, pepino, jitomate y
Sorghum, el potencial hidrico de las hojas disminuye por efecto de los 4cidos
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fertilico, p-cumdrico, gdlico y por la cafeina (Blum y Dalton, 1985). Sin embargo,
Klein y Blum (1990) no observaron ningin cambio en el potencial hidrico del
frijol, lo que sugiere que existe una diferencia de sensibilidad en las plantas alos
aleloquimicos. Einhellig y colaboradores (1985) sugirieron que la inhibicién de la
conductancia estomatal, de la transpiracién y de la expansién de las hojas,
causada por varios aleloquimicos, se debia a la reduccién del potencial hidrico.

PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA

Los compuestos fendlicos, como el flavonol y los flavonoides, pueden
alterar las propiedades de la membrana causando una despolarizacién e
interfiriendo con la actividad de las ATPasas, lo que produce un
desacoplamiento en la fosforilacién oxidativa, la cual provee ia energia necesaria
para las funciones celulares (Moreland y Novitzky, 1987). E| diacetil-piquerol,
aislado de Piqueria trinervia, inhibi¢ la actividad de la H* ATPasa de microsomas
de células de raices de jpomoea purpurea. La H* ATPasa de la membrana
plasmatica fue inhibida un 67.2% y la ATPasa del tonoplasto un 31.6% {Cruz-
Ortega, et. al., 1990). Asi la interferencia de aleloquimicos con la sintesis de
ATP o su disponibilidad para varios procesos de transporte, pueden alterar la

funciones de la membrana y por lo tanto el metabolismo de |a planta. '

SINTESIS DE PROTEINAS

Van Sumere y colaboradores (1971) investigaron los efectos de muchos
agentes alelopaticos, sobre la incorporacion de fenilalanina marcada con '*C a
proteinas de levaduras, semillas y embriones de cebada y lechuga. Los autores
mencionan que los agentes aleloquimicos disminuyeron significativamente la
incorporacion de este aminodcido en todos’los casos y concluyeron que algunos
agentes alelopaticos, pueden reducir el crecimiento por la inhibicidn del
transporte de los aminoacidos y consecuentemente de la sintesis de proteinas.

Baziramakenga y colaboradores (1997) observaron que los &cidos.
benzoico, vafnillico, cinamico, y ferdlico, a 250uM, disminuyeron la incorporacion
de *P a los 4cidos nucleicos, asi como también la incorporacién de *S-
metionina a las proteinas en raices de plantulas de sova (Glycine max); por el
contrario, los &cidos p-hidroxybenzoico y p-cumérico aumentaron su
incorporacién. Sin embargo, a una concentracién de 125 uM la mayoria de estos
compuestos, excepto los 4cidos benzoico y cindamico, aumentaron la
incorporacion de *P al DNA y al RNA, aunque los &cidos vainillico, cindmico y
ferdlico disminuyeron la incorporacién de **S-metionina a las proteinas. Los
autores concluyeron que la interferencia de los 4cidos fenélicos con los Acidos
nucleicos y el metabolismo de las proteinas, es uno de los muchos mecanismos
por los cuales estos 4cidos pueden interferir para afectar el crecimiento de ias
plantulas de soya.
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PROTEINAS DE ESTRES

La respuesta de las plantas a |os diferentes factores que causan un estrés
ambiental depende de su ‘sensibilidad’ o ‘tolerancia’, la cual est4d determinada,
entre otras cosas, por sus caracteristicas genéticas. Se ha demostrado que
varios factores ambientales que causan un estrés inducen cambios en la
expresion de genes, los cuales se reflejan en el aumento o disminucién de
ciertos metabolitos, o bien en la actividad de enzimas o en la sintesis de
proteinas nuevas, las cuales pueden ser especificas para un tipo de estrés en
particular (Ziegler, 1990).

Los cambios en el patrén de proteinas en los organismos sometidos a
diferentes tipos de estrés, se han podido analizar gracias a la técnica de
electroforesis, en particular, la técnica de dos dimensiones (2D-PAGE) que
separa y detecta polipéptidos individuales (entre 1000 y 2000 protelnas) (Garcla
Oimedo, 1988; Hurkman, 1980). Con esta técnica, se han identificado proteinas
que han sido inducidas o alteradas durante diferentes condiciones de estrés:
hidrico y salino (Ericson, 1984; Hurkman y Tanaka, 1991; Singh, 1987; Ben-
Hayyim, 1989), de estrés por temperatura aita (Key et. al.,1981; Vierling, 1991;
Sabehat, et al., 1998), por frio (Antikainen y Griffith, 1997; Tomashow, 1999), por
anaerobiosis (Moons, et al., 1998; Chang, et al., 2000), toxicidad por metales
(Ownby y Hruschka, 1991; Cruz-Ortega y Ownby, 1993) y por patégenos
(Linthorst, 1991; Van Loon y Van Strien, 1999). Por ejemplo, se identificd una
proteina nueva de 26 kD, la osmotina, en células de tabaco sometidas a estrés
osmético (Singh et al.,1987). Los autores sugirieron que la osmotina puede
ayudar en el ajuste osmético de la célula durante periédos de estrés hidrico y/o
salino. Sin embargo, posteriormente, la osmotina se identificé como una protelna
de patogenicidad (PR}, con actividad antifungica (Abad, et. al., 1996).

Otro ejemplo, es el caso del estrés por temperatura, las plantas al igual
que otfros organismos, al ser expuestas a temperaturas mayores a las de sus
limites normales, inducen la sintesis de un amplio rango de proteinas, llamadas
de estrés térmico (en inglés heat shock proteins 6 HSPs). Estas proteinas de
estrés térmico se han identificado en varias especies vegetales como el frijol y el
tabaco (Key, et.al., 1981), el maiz y el trigo (Vierling, 1991). Diversos estudios
han mostrado que las HSPs pueden ayudar a la termotolerancia de las plantas
(Kee y Nobel, 1986; Sabehat, et al., 1998). Otra funcién importante de éstas
proteinas, es la de servir como ‘proteinas chaperonas’, las cuales se sabe
ayudan al plegamiento, la estabilizacidn y transporte de otras proteinas a los
organelos. Las HSPs se han clasificado principalmente con base en sus pesos
moleculares y su localizaciéon dentro de la célula. Algunas de las HSPs maés
comunes en plantas son: HSP 100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP20. Las HSPs
pueden ser inducidas por otros tipos de estrés y son ampliamente conservadas
{en su secuencia de aminoacidos y sus nucledtidos) tanto en plantas, animales y
microorganismos (Vierling, 1991).

También se ha observado que las deficiencias nutricionales, son otro
factor que puede causar cambios en el patrén de proteinas. Suzuki y
colaboradores (1998) identificaron una proteina inducida por deficiencia de fierro
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en las rafces de cebada (Hordeum vulgare L.). La secuencia de amino4cidos de
ésta proteina mostré que correspondia a la enzima formato-deshidrogenasa. Los
autores obtuvieron el cDNA de ésta proteina (fdh) y utilizando ésta como sonda,
encontraron que se expresa tanto en condiciones de estrés anaerébico como
frente a una deficiencia de Fe. En este trabajo se sugiere que Ia expresion de la
formato deshidrogenasa observada en la cebada con deficiencia de Fe, es un
efecto secundario causado por la deficiencia de oxigeno.

Las infecciones por patégenos en las plantas, también inducen cambios
en la expresion de proteinas. Se han identificado proteinas inducidas por
hongos, bacterias y virus, sintetizadas en respuesta a la invasién de éstos
patégenos. Estas proteinas se conocen como ‘proteinas relacionadas a
patogenos’ (PR) y se han clasificado en varios grupos (Van Loon et. al., 1994),
aunque no se conocen la mayoria de sus funciones. Algunas de las PR
identificadas tienen actividad de glucanasas y quitinasas (Kauffmann et. al.,
1987). Las proteinas PR también pueden ser inducidas por otros tipos de estrés,
como la toxicidad por aluminio; Cruz-Ortega y Ownby (1993) identificaron una
proteina (TAI-18), en raices de trigo expuestas a aluminio (80 pM); esta proteina
fue similar a la PR2 inducida por patégenos en cultivos de células de perejil.

Otras protelnas son aquellas que se expresan abundantemente durante
los estados finales de desecacién de las semillas, estas proteinas (late
embryogenesis abundant proteins’ LEA) fueron originalmente identificadas a
partir de la secuencia de sus genes (fea). Las LEA se expresan también en los
tejidos de plantas sometidas a estrés hidrico, osmético y a bajas temperaturas y
se han clasificado en 6 grupos con base en su secuencia de aminoacidos. Se ha
propuesto que las funciones de las LEA pueden estar relacionadas con el
secuestro de iones, proteccion de membranas y restauracion de proteinas
desnaturalizadas durante estos tipos de estrés (Bray, 1993).

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Las plantas con potencial alelopatico utilizadas en el presente estudio
fueron: Acacia cedilloi (L.) Rico (Leguminosae), Lanfana sp (Verbenaceae),
Sebastiania adhenophora Pax. et Hoff (Euphorbiaceae) y Sicyos deppei (G.) Don
(Cuburbitaceae). Todas estas especies han mostrado tener un potencial
fitotéxico y son objeto de un estudio fitoquimico biodirigido para determinar los
compuestos quimicos responsables de su actividad (Anaya y del Amo, 1999).

El lixiviado acucso de Sicyos deppei inhibe significativamente el
crecimiento radicular de varias especies cultivadas como el maiz, frijol, calabaza,
jitomate, amaranto y del pasto elefante (Echinochloa crusgall) (Hernandez, et.
al., 1986). Actualmente se tienen datos que indican que los compuestos
fitotéxicos de Sicyos pueden ser esteroles (Anaya, comunicacion personal). En
el caso de las otras especies, existen reportes en la literatura de compuestos
quimicos identificados en ellas. Sebastiania schottiania posee xantoxilinas que
inhiben el crecimiento de bacterias como Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
E. aerogenes, Stafilococcus aureus, S. saprophyticus, Proteus mirabilis,
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en las raices de cebada (Hordeum vulgare L.). L.a secuencia de aminoécidos de
ésta protefna mostrd que correspondia a la enzima formato-deshidrogenasa. Los
autores obtuvieron e! cDNA de ésta proteina (fdh) y utilizando ésta como sonda,
encontraron que se expresa tanto en condiciones de estrés anaerdbico como
frente a una deficiencia de Fe. En este trabajo se sugiere que la expresién de la
formato deshidrogenasa observada en la cebada con deficiencia de Fe, es un
efecto secundario causado por la deficiencia de oxigeno.

Las infecciones por patégenos en las plantas, también inducen cambios
en la expresion de proteinas. Se han identificado proteinas inducidas por
hongos, bacterias y virus, sintetizadas en respuesta a la invasién de éstos
patégenos. Estas proteinas se conocen como ‘proteinas relacionadas a
patdégenos' (PR) y se han clasificado en varios grupos {(Van Loon et. al., 1994),
aungue no se conocen la mayoria de sus funciones. Algunas de las PR
identificadas tienen actividad de glucanasas y quitinasas (Kauffmann et. al.,
1987). Las protelnas PR también pueden ser inducidas por otros tipos de estrés,
como la toxicidad por aluminio; Cruz-Ortega y Ownby (1993) identificaron una
protelna (TAI-18), en raices de trigo expuestas a aluminio (80 uM); esta proteina
fue similar a 1a PR2 inducida por patégenos en cuitivos de células de perejil.

Otras proteinas son aquellas que se expresan abundantemente durante
los estados finales de desecacién de las semillas, estas proteinas (late
embryogenesis abundant proteins’ LEA) fueron originalmente identificadas a
partir de la secuencia de sus genes (/ea). Las LEA se expresan también en los
tejidos de plantas sometidas a estrés hidrico, osmético y a bajas temperaturas y
se han clasificado en 6 grupos con base en su secuencia de aminoécidos. Se ha
propuesto que las funciones de las LEA pueden estar relacionadas con el
secuestro de iones, proteccién de membranas y restauraciéon de proteinas
desnaturalizadas durante estos tipos de estrés (Bray, 1993).

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Las plantas con potencial alelopético utilizadas en el presente estudio
fueron: Acacia cedilloi (L.) Rico (Leguminosae), Lantana sp (Verbenaceae),
Sebastiania adhenophora Pax. et Hoff (Euphorbiaceae) y Sicyos deppei (G.) Don
(Cuburbitaceae). Todas estas especies han mostrado tener un potencial
fitotéxico y son objeto de un estudio fitoquimico biodirigido para determinar los
compuestos quimicos responsables de su actividad (Anaya y del Amo, 1999).

El lixiviado acuoso de Srcyos deppei inhibe sagmflcatlvamente el
crecimiento radicular de varias especies cultivadas como el maiz, frijol, calabaza,
jitomate, amaranto y del pasto elefante (Echinochloa crusgall) (Hernéndez, et.
al., 1996). Actualmente se tienen datos que indican que los compuestos
fitotéxicos de Sicyos pueden ser esteroles (Anaya, comunicacién personal). En
el caso de las otras especies, existen reportes en |a literatura de compuestos
quimicos identificados en ellas. Sebastiania schottiania posee xantoxilinas que
inhiben €l crecimiento de bacterias como Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
E. aerogenes, Stafilococcus aureus, S. saprophyticus, Proteus mirabilis,
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Klebsiella pneumoniae y Morganella morgani (De Godoy et al., 1991). Misra y
colaboradores (1997), encontraron que Lantana carmara contenfa en sus raices
altas concentraciones de &cido oleandlico, asi como algunos de sus derivados.
En Acacia nilotica se han encontrado complejos polifenélicos, flavonas, taninos y
gluctsidos, los cuales presentaron actividad antifingica sobre Fusarium
oxysporum (Bhargava-Alka, et. al., 1998).

Con base en estos antecedentes el objetivo general y los particulares del
presente trabajo fueron los siguientes,

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los lixiviados acuosos de las cuatro plantas con
potencial alelopatico, sobre el crecimiento radicular de maiz, frijol, calabaza y
jitomate in vitro, asi como el efecto de estos lixiviados sobre el patron de
protelnas citoplasmicas de las raices de estas plantas cultivadas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar cuantitativamente el efecto del estrés aleloquimico in vitro sobre
el crecimiento de la raiz de las plantas cultivadas, asi como ios cambios
cualitativos que presentan las raices al ser expuestas a los lixiviados.

2. Evaluar los cambios en el patrén de proteinas de las raices de las plantas
cultivadas expuestas al estrés aleloquimico, por medio de la técnica de
electroforesis (2D-PAGE).

3. Analizar, por medio de un escén, los geles de proteinas (2D-PAGE) para
determinar si los cambios observados son significativos.

4. Determinar los pesos moleculares de las proteinas modificadas
significativamente en las raices de las cuatro plantas cultivadas, con el fin de
comparar si el efecto del estrés aleloquimico afecta de igual modo su patrén
de proteinas o si es selectivo.

5. Analizar el efecto del herbicida ‘Alaclor’ sobre el crecimiento de |a raiz de las
plantas cultivadas, asi como sobre el patrén de sintesis de proteinas en
raices de frijol y jitomate.
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METODOLOGIA
Material Blolégico:

Las plantas con potencial alelopético utilizadas para producir el estrés
aleloquimico sobre las plantas cultivadas, fueron las siguientes:

1. Acacia cedilloi L. Rico (Leguminosae) (Zubinché)

2. Lantana sp, (Verbenaceae) (Lantana)

3. Sebastiania adenophora Pax. et Hoff (Euphorbiaceae) (Zak chechén)
4. Sicyos deppei, G. Don (Cucurbitaceae) (Chayotillo)

Las tres primeras especies forman parte de las comunidades vegetales de la
reserva ecoldgica ‘El Edén’ en el estado de Quintana Roo, México donde fueron
colectadas y algunas de ellas tienen uso medicinal. La uitima, Sicyos deppei, es
una maleza de gran importancia econdmica por ser una de las méas peligrosas
plagas de los cultivos en la zona chinampera de Xochimiico y en la parte central
de México, fue colectada en |la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel, en
la Ciudad Universitaria, D. F. La parte aérea de las plantas se secé al aire para
posteriormente utilizar sus hojas.

Las semillas de las plantas cultivadas utilizadas como ‘plantas prueba’ fueron:

Cucurbita pepo L (Cucurbitaceae) (Calabaza Criolla)

Zea mays L, Gramineae (Maiz Chinampero)

Phaseolus vulgaris L (Leguminosae) (Frijol Flor de Mayo)
Lycopersicon esculentum L (Solanaceae) (Jitomate)

BICENSAYOS IN VITRO

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

LIXIVIADOS ACUOSOS. Se obtuvieron lixiviados acuosos utilizando 2g de las
hojas secas de: Acacia, Lantana, Sebastiania y Sicyos, y se remojaron en 100
mi de H2O destilada estéril durante 3 horas. Los lixiviados se esterilizaron por
medio de un filtro Millipore (0.45um). Se midié la presién osmética (mOsm/L) de
cada lixiviado, con un osmémetro (OSMETTE A) de punto de congelacién, con el
fin de no rebasar el limite de tolerancia de las semillas de prueba a este factor.

PROCESAMIENTO DE LAS SEMILLAS. Las semillas de calabaza, mafz, frijol y
jitomate se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 10% por 5
min. Se enjuagaron exhaustivamente con agua destilada estéril para quitar los
residuos de cloro.
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SUSTRATO PARA LA GERMINACION DE LAS SEMILLAS. En una caja de petri, se
adicionaron 10mL de cada lixiviado al 2%, mezclandolo con 10mL de agar estéril
al 2%. El control consistié en una mezcla 1:1 de agar estéril al 2% y agua
destilada estéril. Una vez solidificado el agar se colocaron sobre é! 10 semilias
de la respectiva planta de prusba.

DiSENO EXPERIMENTAL. Se hicieron 4 repeticiones por tratamiento bajo un
disefio completamente al azar; las cajas de petri se colocaron en una estufa de
germinacion a 272C y en la obscuridad. Después de 48 horas se determiné el
porcentaje de germinacién y la longitud radicular {mm) de las plantulas de
calabaza, maiz y frijol, y después de 72 horas, las del jitomate. Los datos de
crecimiento radicular fueron analizados por medio de un ANOVA (p < 0.05).

BIOENSAYOS CON EL HERBICIDA ALACLOR. Con ei fin de comparar el efecto
del estrés aleloquimico sobre la raiz de las plantas cultivadas con el de un
herbicida comercial, se realizaron bioensayos probando el herbicida alaclor, 2
cloro (276 -dietil-N-metoximetil) acetanilida sobre las plantas de prueba. Se ha
reportado que este herbicida inhibe la sintesis de proteinas y acidos nucléicos
(Merlin, 1996). Este herbicida es pre-emergente y controla malezas de hoja
ancha (Amaranthus spp., Capsella spp., etc.), asi como pastos anuales
(Echinochloa spp. y Digitaria spp.).

Las plantas cultivadas fueron sometidas a 5 concentraciones del
herbicida: 0.1, 1, 10, 100 y 1000 ppm. El herbicida se incorpor6 a agar al 2% y el
sustrato resultante 1o contenia a las concentraciones mencionadas. Estos
bioensayos se realizaron en las mismas condiciones y de la misma manera que
los bioensayos con los lixiviados acuosos.

EXTRACCION DE PROTEINAS

OBTENCION DE RAICES. Para la extraccion de proteinas, se utilizaron 20
cajas de petri con 10 semillas cada una por tratamiento: control y lixiviados de:
Acacia, Lantana, Sebastiania y Sicyos. Después del tiempo de incubacion, se
cortaron los 5 mm de |la punta de cada raiz; este material bioldgico se congelé6
en nitrégeno liquido y se guardé a ~70°C para su uso posterior.

PROCESAMIENTO DE LAS RAICES Y OBTENCION DE PROTEINAS CITOPLASMICAS.
Las raices de las plantulas se homogeneizaron en un mortero con nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino. Después se les adiciond un amortiguador de
extraccién [K-PQO4, 50mM (Sigma), pH 6.8, mercaptoetanol 1mM (Bio-Rad)] (Hird,
et al.;1993) en una relacién de 1g de tejido por 4mL de amortiguador y se
terminé de homogeneizar con un vastago de vidrio. Despueés se centrifugd
diferencialmente a 8 000 g durante 10 minutos a 4°C, para remover los residuos
celulares. El sobrenadante se extrajo con fenol, saturado con agua, en una
proporcién 1:1, agitando cuidadosamente y esperando de 15 a 30 minutos; se
centrifugd a 3600 g. durante 10 minutos para separar las fases. La fase
orgénica, conteniendo las proteinas, se transfirié a un tubo limpio; las proteinas
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se precipitaron con acetato de amonio al 0.1M (Baker) en metanol (Baker), a -
20°C; se centrifugaron a 3600 g por 10 minutos para obtenerlas concentradas en
un botén; éste se lavd varias veces con metanol-acetato de amonio y con
acetona para quitar cualquier residuo de fenol. Todas estas muestras se secaron
y se solubilizaron con un amortiguador para geles |EF (separacion por punto
isoeléctrico) que consiste en urea 9M (Sigma), CHAPS' 4% (Bio-Rad), DTT?
0.5% (Bio-Rad) y un rango de amfolitos de 5/7 al 2% y de 3/10 al 0.75% (Bio-
Rad) (Hurkman y Tanaka, 1988). La cantidad de proteina citoplasmica se
determiné por el métode de Bradford (1984).

ELECTROFORESIS DE DOS DIMENSIONES (2D-PAGE)

Se realizd la técnica de electroforesis de dos dimensiones (2D-PAGE) de
acuerdo al método de O’Farrell (1975), utilizando e! aparato de electroforesis
Mini Protean Il de Bio-Rad.

Primera dimensién. Se preparé el gel de separacién por punto isoeléctrico (IEF)
con urea 9.2M, CHAPS 2.5%, acrilamida-bis 4% (Bio-Rad), amfolitos en un
rango de 5:2 (5% de 5/7 y 2% de 3/10), persulfato de amonio 0.01% (Biorad) y
TEMED 0.1% (Bio-Rad). Se utilizaron tubos capilares de 1mm de diametro; los
geles se dejaron polimerizar durante 2hrs y a cada tubo se le afiadieron 10 ug de
proteina y 15 ul de amortiguador de carga (9M de urea, amfolitos 0.8% de 5/7 y
0.2% de 3/10). Los tubos se colocaron en el adaptador y se llend la camara
superior con amortiguador para el catodo {NaOH 100 mM (Baker)}, y la cdmara
inferior con amortiguador para el anodo {HiaPO; 10 mM (Baker)}. La
electroforesis se corrié primero a 500 voits por 10 min y después a 750 volts
durante 3.5 hrs. Al terminar se sacaron los geles, se congelaron inmediatamente
sobre hielo seco y se guardaron a -=709C.

Segunda dimension (SDS-PAGE). Para la separacién de las proteinas por peso
molecular, los geles (IEF) se equilibraron con un amortiguador de Tris-HCI
0.0625 M, pH 6.8, 2.3% (peso/volumen) SDS, 10% de glicero! (peso/volumen),
0.05% (peso/volumen) azul de bromofenol y 5% de B-mercaptoetanol. Los geles
IEF equilibrados se colocaron sobre el gel resolvedor desnaturalizante, con
acrilamida a! 12% y con un gel concentrador de acrilamida al 4%. Como
referencia, en un pozo se colocaron los marcadores de peso molecular
pretefiidos (Bio-Rad). El amortiguador de corrimiento contenia Trisma-base 25
mM, glicina 0.192 mM y 1% SDS. Los geles se corrieron por 15 minutos a 50
volts y posteriormente a 100 volts durante 2 h aproximadamente o hasta que el
indicador llegara al fondo. Los geles se fijaron en una solucion de 50% de
metanol y 10% de &cido acético, y se tifieron con nitrato de plata con la técnica
de Oakley y colaboradores (1980); la concentracién minima detectable de
proteina por este método es de aproximadamente 0.02pg.

'CHAPS, 3-[(propil cloramida) dimetil amonio]- 1-propanosulfonato
2 DTT, ditiotreitol
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En el caso de los bioensayos con herbicida, y por razones de tiempo, sélo
las ralces de frijol y jitomate (las mas inhibidas por el alaclor), fueron analizadas
por medio de la electroforesis 2D-PAGE para observar las modificaciones en su
patrén de sintesis y comparar los resultados con los de los lixiviados.

ANALISIS DE GELES CON EL SCAN GSXL

Los geles fueron analizados por densitometria de laser con el programa
Gel-Scan XL versién 2.1 (1989), con el fin de determinar los cambios mas
importantes del patron de proteinas de los tratamientos con respecto a su
control. En la imagen del control y del tratamiento, la cuantificacién de cada
proteina fue hecha sobre el modelo de puntos tomando en cuenta la
absorbancia que obtuvo cada uno, (se resto la absorbancia del fondo); al
compararse el patron del tratamiento con el del control, se pudieron detectar los
principales cambios. De esta manera se calcularon los efectos del respectivo
lixiviado acuoso sobre el patrén de proteinas, las cuales podian ser aumentadas,
disminuidas, desaparecidas o sintetizadas por primera vez.

Se determinaron los pesos moleculares relativos de las protefnas que
presentaron los cambios mas importantes, graficandose el logaritmo de los
pesos moleculares de los estandares contra la distancia alcanzada por la
protefna de interés.

19



]

RESULTADOS

EFECTO DE LOS LIXIVIADOS ACUOSOS DE LAS HOJAS SECAS DE
Sicyos, ACACIA, SEBASTIANIA Y LANTANA SOBRE PHASEOLUS
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Figura 2, A y B. Efecto de los lixiviados acuosos (1%) de las hojas secas de las
plantas alelopaticas sobre el crecimiento radicular de Phaseolus wvulgaris.
(*p<0.05). El promedio de crecimiento de las raices del control fue considerado
como el 100%.
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Los resultados de los bioensayos para evaluar los efectos de los lixiviados
acuosos de las plantas alelopaticas sobre el frijol se pueden observar en la
Figura 2 A y B. El lixivado acuoso de Sicyos tuvo el mayor efecto inhibitorio
(70%) sobre el crecimiento de la raiz de frijol; seguido por el de Lantana, el cual
inhibié 41% el crecimiento de la raiz; Acacia lo inhibié 25%. El efecto de
Sebastiania no fue significativo.

Las figuras de los geles de dos dimensiones (2D-PAGE) de las proteinas
citoplasmicas de la raiz de! frijo! con cada lixiviado acuoso (B), muestran los
cambios principales sefialados con flechas y nimeros. En el control (A), también
se incluyen flechas y nimeros, en las correspondientes proteinas, con el fin de
facilitar la comparacién entre (A) y (B).

La Tabla 2 muestra el andlisis del escan (XL 2.1) con las absorbancias
méximas de las proteinas, tanto del control como del tratamiento Las letras en
las tablas indican los cambios en las absorbancias de las prote/nas con respecto
al control: proteinas que aumentaron (A), disminuyeron (D}, desaparecieron (E) y
proteinas nuevas (N), también se incluye el peso molecular relativo (kD) de cada
proteina.
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. Figura 3. 2D-PAGE de proteinas citopldsmicas extraidas de raices de frijol.
Control (A} y tratamiento con et lixiviado de Sicyos deppei(B). 101g de proteinas
citoplasmicas fueron segaradés en cada gel. Los cambios principales estan
sefialados con flechas y numeros que corresponden a los indicados en la
siguiente tabla. '



Tabla 2. Absorbancias méximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citopldsmicas extraidas de las raices de frijol que presentaron los
principales cambios, tanto en el control como en del lixiviado acuoso de Sicyos
deppei.

Numero de Absorbancia maxima de proteinas Peso
proteina — molecular
Control Tratamiento relativo(kD)

1 0.51 0.24 (D)* 25.8

2 0.35 0.17 (D)* 59.4

3 0.41 0.19 (D)* 57.9

4 0.14 0.04 (D)* 28.7

(D)* Proteinas que disminuyeron mas del 50% con respecto al control.

La Tabla 2 muestra que cuatro proteinas fueron las que disminuyeron su
absorbancia mas del 50%, las proteinas 1 y 4 son de bajo peso molecular y la 2
y 3 son de mediano peso molecular. En la Figura 3, se observa que son muy
pocas las proteinas que se modifican por el tratamiento con el lixiviado de
Sicyos, si consideramos que éste inhibié un 70 % el crecimiento radicular del
frijol. Este resultado sugiere que, probablemente, el sitio de accion de los
compuestos aleloquimicos de Sicyos, pudieran ser otros procesos fisiolégicos o
también que las proteinas involucradas no fueran las citoplasmicas, sino las de
membrana, las cuales no se analizaron en este trabajo. En un estudio sobre los
efectos del lixiviado de Sicyos sobre la ultraestructura de la raiz del frijol y el
chilacayote, se observé que la membrana celular se plasmoliza por el efecto de
este lixiviado (Cruz-Ortega, et al., 1998), lo que refuerza la idea de que las
proteinas afectadas son de membrana.
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Figura 4. 2D-PAGE de proteinas citoplasmicas extraidas de rafces de frijol.
Control (A) y tratamiento con el lixiviado de Acacia cedilloi (B). 10ug de
proteinas citoplédsmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios principales
estdn sefialados con flechas y numeros que corresponden a los efectos
indicados en la tabla 3.




Tabla 3. Absorbancias maximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citoplasmicas extraidas de las raices de frijol que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con el lixiviado
acuoso de Acacia cedilloi. ;

Numero de Absorbancia maxima de proteinas Peso
proteina molecular
Control Tratamiento relativo (kD)
1 0.15 0.59 (A)* 28.1
2 0.90 1.37 (A) 26.0
3 0.56 0.78 (A) 27.3
4 0.10 0.52 (A)* 28.1
5 0.15 0.58 (A)* 24.0
6 0.48 0.79 (A) 36.0
7 0.51 1.07 (A)* 47.4
8 0.16 0.70 (A)* 47.4
9 0.25 0.51 (A)* 41.3
10 0.33 0.92 (A)* 61.5
11 0.15 0.97 (A)* 62.3
12 0.14 0.84 (A)* 51.4
13 0.15 0.53 (A)* 46.1
14 0.13 0.51 (A)* 42.4
15 0.18 0.30 (A) 41.3
16 0.20 0.85 (A)* 71.5

(A)* Proteinas que aumentaron su absorbancia més del 100% con respecto al
control.

El lixiviado acuoso de Acacia inhibié un 25% el crecimiento radicular del
frijol y modificé a un gran nimero de proteinas citoplasmicas (Figura 4 y Tabla
3). Todas las proteinas modificadas por el tratamiento, aumentaron su
absorbancia significativamente con respecto a las proteinas del control. Este
resultado es interesante, ya que el aumento en la absorbancia puede
correlacionarse con un mecanismo de defensa que el frijol pudiera estar
activando como respuesta al estreés aleloquimico producido por los metabolitos
secundarios presentes en el lixiviado acuoso de Acacia. El aumento de la
sintesis de varias proteinas constitutivas, se ha observado en otros tipos de
estrés ambientales, por ejemplo, en el estrés hidrico se observa un aumento de
las enzimas involucradas en la sintesis de osmolitos (osmoprotectores) (Vernon,
et al., 1992); en Mesembryantemum crystalinum, la isoenzima de la PEPcasa
aumenta durante el estrés hidrico y salino (Forsthoefel, et al., 1995; Cushman, et
al., 1997, 1999).
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Figura 5. 2D-PAGE de proteinas citoplasmicas extraidas de raices de frijol.
Control (A) y tratamiento con el lixiviado de Sebastiania adenophora (B). 10ug
de proteinas citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios
principales esté4n sefialados con flechas y numeros que corresponden a los
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Tabla 4. Absorbancias méaximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citoplasmicas extraidas de las raices de frijol que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con el lixiviado

acuoso de Sebastiania adenophora.

Nimero de Absorbancia maxima de protelnas Peso
proteina molecular
Control Tratamiento relativo (kD)
1 0.60 0.25 (D)* 15.0
2 0.46 0.32 (D) 24.0
3 0.17 0.28 (A) 15.5
4 0.19 0.12 (D) 17.6
5 0.08 0.32 (A)* 33.8
6 0.54 0.96 (A) 41.0
7 0.31 0.73 (A)* 63.4
8 0.24 0.41 (A) 59.6
g 0.49 0.84 (A) 63.4
10 0.33 0.72 (A)* 36.1

(A)* Protelnas que aumentaron més del 100% su absorbancia con respecto al

control. (D)* proteinas que disminuyeron mas del 50% con respecto al control.

Aunque el lixiviado de Sebastiania no inhibié significativamente el
crecimiento radicular del frijol, el patrén de proteinas sl fue afectado por este
tratamiento (Figura 5). La Tabla 4 muestra que 7 proteinas (3, 5-10) aumentaron
su absorbancia; la 5, 7 y 10 aumentaron mas del 100% y son de mediano peso
molecular. Tres proteinas (1,2 y 4) disminuyeron su absorbancia y son de bajo
peso molecular. Es comin observar aumentos y disminuciones en las
concentraciones de las protelnas cuando las plantas son sometidas a cualquier
tipo de estrés. Hurkman y Tanaka, (1988} encontraron que las concentraciones
de las protelnas citoplasmicas de la raiz de cebada (Hordeum vuigare L.)
aumentaron y disminuyeron por el efecto de un estrés salino, osmético y por

deficiencia de agua.
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Figura 6. 2D-PAGE de protelnas C|toplésm1cas extraldas de raices de frijol.
Control (A) y tratamiento con el lixiviado.de Lantana (B). 10ug de proteinas
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Tabla 5. Absorbancias méaximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
protelnas citoplasmicas extraidas de las raices del frijol que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con el lixiviado
acuoso de Lantana.

Numero de Absorbancia maxima de protelnas Peso
protelna molecular
Control Tratamiento relativo (kD)
1 0.00 0.42 (N)* 25.0
2 0.19 0.38 (A)* 26.0
3 0.34 0.09 (D)* 27.5
4 0.92 0.71 (D) 25.5
5 0.27 0.18 (D) 28.3
6 0.49 0.37 (D) 35.2
7 0.72 0.36 (D)* 34.8
8 0.10 0.25 (A)* 40.7
9 0.22 0.44 (A)* 46.0
10 0.25 0.60 (A)* 56.2
11 0.28 0.54 (A)* 40.2
12 0.44 0.13 (D)* 47.9
13 0.82 0.42 (D)* 54.1
14 0.57 0.15 (D)* 17.0
15 0.22 0.08 (D)* 32.8

(A)* proteinas que tienen mas del 100% de absorbancia con respecto al control,
(D)* protelnas que disminuyeron mas del 50% con respecto al control y (N)*
proteina nueva.

El lixiviado acuoso de Lantana inhibié significativamente el crecimiento
radicular del frijol (48%) y también afectd el patrdn de proteinas citoplasmicas
(Figura 6). Este es el caso contrario al de Sicyos, cuyo lixiviado causé una
severa inhibicién del crecimiento radicular, pero no modificé el patron de
proteinas. ’

En la Tabla 5 se observa que un gran nimero de proteinas disminuyeron
su concentracién mas del 50% con respecto al control (3 y 7, 12-15) y son tanto
de bajo como de mediano peso molecular. Otras proteinas, por el contrario,
aumentaron su absorbancia (2, 8-11) y la mayoria son de mediano peso
molecular. La proteina 1 aparecié como nueva en el tratamiento. Como podemos
ver en este caso las alteraciones que los polipéptidos sufrieron, podrian ser
debidas al efecto de los metabolitos secundarios presentes en el lixiviado de
Lantana, sobre algunas enzimas importantes para el crecimiento y desarrollo de
la planta. Al analizar las proteinas de ias hojas del maiz bajo un estrés hidrico,
Riccardi y colaboradores (1998) observaron que algunos de los polipéptidos
afectados eran enzimas, como la triosa fosfatoisomerasa, enolasa y la NAD-
malato deshidrogenasa, involucradas en la glucélisis y ciclo de Krebs, que son
dos rutas metabdlicas importantes para la obtencién de energfa (ATP).

29



Std(KD) 4 < L ¢

104.0
80.0

oO0o9D

46.9

33.5
28.3

~s—coe—o03g

19.8

IEF Separacién por punto isoeléctrico

Std(KD) 4 « > 7

)

104.0
80.0

O ®woTv

46.9

33.5
28.3

~mn—~coo—05

19.8

Figura 7. 2D-PAGE de proteinas citopiasmicas extraidas de raices de frijol.
Control (A) y tratamiento con el herbicida “alaclor” a 100 ppm (B). 10ug de
proteina citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios principales
estan sefialados con flechas y numeros que corresponden a los efectos
sefialados en la Tabla 6.




Tabla 6. Absorbancias mdximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas extraidas de las raices de frijol que presentaron los principales
cambios, tanto del control como del tratamiento con el herbicida “alaclor” a 100

ppm.

Nuamero de Absorbancia maxima de protelnas Peso molecular
protelna control herbicida relativo (kD)
1 0.0 0.31 {(N)* 26.5
2 0.25 0.37 (A) 24.1
3 0.56 0.24 (D)* 60.2
4 0.49 0.33 (D) 61.3
5 0.44 0.22 (D)* 61.6
6 0.45 0.28 (D) 60.5
7 0.41 0.63 (A} 49.5

(D)* protelnas que disminuyeron méas del 50% con respecto al controll y (N)*
proteipa nueva.

Como se puede observar el herbicida afecté a siete proteinas: cuatro (3-6)
disminuyeron su absorbancia (la 3 y la & disminuyeron mas del 50%). Dos
proteinas (2 y 7) de bajo y mediano peso molecular aumentaron su absorbancia.
Una proteina (1) aparecié con el tratamiento del herbicida. :

Tabla 7. Resumen del efecto de los lixiviados acuosos (1%) de las partes aéreas
de Sicyos deppei, Acacia cedilloi, Sebastiania adenophora, Lantana y el
herbicida sobre el patron de sintesis de proteinas citoplasmicas de raices de
Phaseolus vulgaris. -

NUMERO DE PROTEINAS MODIFICADAS POR LOS TRATAMIENTOS
Plantas
Alelopética Aumentan | Disminuyen | Desaparecen | Nuevas Total
s (A) (D) (E) (N)

Sicyos - 4 - - 4

Acacia 16 - - - 16

Sebastiania 7 3 - - 10

Lantana. 5 9 - 1 15

Herbicida 2 4 - 1* 7

En la Tabla 7 se resume el nimero de proteinas que presentaron modificaciones
con los tratamientos. Los lixiviados de Acacia y Lantana afectaron un mayor
numero de proteinas. Con el tratamiento de Lantana aparecié una proteina
nueva, la cual no fue inducida por los otros tratamientos (Figura 6). El lixiviado
de Sebastiania afecté a 10 proteinas, de las cuales 7 aumentaron y 3
disminuyeron. El lixiviado acuoso de Sicyos, aunque inhibi6 el 70% el
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crecimiento de la ralz, solo afectd a 4 proteinas, todas las cuales disminuyeron.
Por otra parte el herbicida afecté a 7 proteinas, de las cuales una aparecié como
nueva, aunque no es la misma que aparecié con el fratamiento con Lantana; de
este modo, el cambio en el nimero y tipo de proteinas parece ser especifico en
cada tratamiento.

Tabla 8. Proteinas citopldsmicas extraldas de la raiz de frijol, con pesos
moleculares y punto isoeléctrico (p!) similares, que fueron afectadas por los
diferentes tratamientos.

Proteina | pl Sicyos | Acacla | Sebastiania| Lantana. | Herbicida
(kD) deppel | cedillol | adenophora
24.0 5.8 - A D - -
25.0 6.7 - - - N -
26.0 5.9 - A - A -
26.5 6.9 N

En la Tabla 8 se observa que una proteina 4cida de 24 kD, aument6 su
absorbancia con Acacia y disminuyd con Sebastiania. L.a proteina de 26 kD y pl
de 5.9 aumentd con Acaciay Lantana; Ia proteina de 25 kD y pl de 6.7 aparecio
con Lantana y una proteina de 26.5 kD apareci¢ con el herbicida. Estos
resultados nos muestran que sélo los tratamientos de Acacia y Lantana
modificaron de forma similar, a una protefna (de 26 kD), aumentandola; los
demas tratamientos afectan de manera especifica el patrén de proteinas y
ninguno es equivalente a otro. Esto indica que la composicién quimica del
tratamiento es determinante para que se modifique © no el patrén de proteinas, y
para que se modifique una u otra proteina.
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. EFECTO DE LOS LIXIVIADOS ACUOSOS DE LAS HOJAS SECAS DE
SIcYOS, ACACIA, SEBASTIANIA Y LANTANA SOBRE ZEA MAYS.

9%, de Crecimiento Radicular

Sicyos deppei Acacia cedilloi

. Sebastiania adenophora Lantana

Figura 8, A y B. Efecto de los lixiviados acuosos (1%) de las hojas secas de las
plantas alelopéticas sobre el crecimiento radicular de Zea mays (* p< 0.05). El
promedio de crecimiento de las raices del control fue considerado como el

100%. :
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En la Figura 8 (A y B) se observa que el lixiviado acuoso de Sicyos, es el
Unico tratamiento que inhibe significativamente (43%) el crecimiento radicular del
malz, Por el contrario, los lixiviados de Acacia, Sebastiania y Lantana,
aparentemente lo estimulan, aunque este efecto no es significativo.

A continuacién se muestran las figuras de los geles de dos dimensiones
de las proteinas citopldsmicas (2D-PAGE) de la ralz de maiz con cada
tratamiento, en donde los cambios principales son sefialados con flechas y
nameros tanto en el control (A) como en el tratamiento (B). Las tablas muestran
el andlisis del scan (XL 2.1) con las absorbancias méximas de las proteinas del
control y del tratamiento. Las letras en las tablas indican los cambios en las
absorbancias de las proteinas con respecto al control: proteinas que aumentaron
(A), disminuyeron (D), desaparecieron (E) y proteinas nuevas (N), también se
incluye el peso molecular relativo (kD) de cada proteina.
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Figura 9. 2D-PAGE de protelnas citoplasmicas extraidas de raices de maliz.
Control (A) y tratamiento con el lixiviado de Sicyos deppei (B). 10ug de proteinas
citoplasmicas fueron separadas en cada gel.
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Aunque el lixiviado de Sicyos inhibi6é significativamente el crecimiento
radicular de! maiz (como en el caso del frijol, Figura 3), e! patrén de proteinas no
muestra ninguna modificacién (Figura 9). Al igual que con el frijo!, el lixiviado de
Sicyos puede estar afectando otros procesos fisioldgicos en la raiz del maiz, o
bien, puede estar alterando proteinas que no son citopldsmicas. Se ha
observado que los lixiviados acuosos de Sicyos afectan significativamente el
crecimiento de otras plantas como son: lechuga (Lactuca sativa L.), amaranto
(Amaranthus hypochondriacus L.) y el pasto elefante (Echinochioa crussgalli L.)
(Hernandez-Bautista, et al., 1996), pero su efecto a nivel fisioldégico apenas
empieza a investigarse. En todas las raices de las distintas especies tratadas
con el lixiviado de Sicyos, se observé un engrosamiento de la punta de ia raiz.
Este efecto también se ha observado cuando las raices del trigo son sometidas
al estrés por aluminio (Puthota, 1991; Cruz-Ortega y Ownby, 1993). Este
engrosamiento puede deberse a una inhibicién de la elongacién celular, mas que
a una inhibicién de la divisién celular, aungue esto no ha sido comprobado.
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Figura 10. 2D-PAGE de proteinas citopldsmicas extraidas de raices de maiz.
Control (A) y tratamiento con el lixiviado de Acacia cedilloi (B). 10ug de
proteinas citoplasmicas fueron separados en cada gel. Los cambios principales
estan sefialados con flechas y nimeros que corresponden a los indicados en 1a
tabla 9.
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Tabla 9. Absorbancias maximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citopldsmicas extraidas de las raices del maiz que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con el lixiviado
acuoso de Acacia cedilloi. '

Ndmero de Absorbancia méxima de protelnas Peso
proteina Molecular
Control Tratamiento relativo (kD)

1 0.16 0.31 (A)* 16.5
2 0.22 1.62 (A)* 28.0
3 0.22 1.62(A)* 27.6
4 0.18 1.36 (A)* 27.0
5 0.23 0.71 (A)* 26.0
6 0.86 1.43 (A)* 39.8
7 0.39 1.43 (A)* 30.3
8 0.39 1.43 (A)* 30.3
9 0.39 0.98 (A)* 43.0
10 0.16 0.89 (A)* 40.4
11 0.17 0.89 (A)* 36.9
12 0.75 0.00 (E)* 57.0
13 0.70 0.00 (E)* 64.8
14 0.13 0.56 (A)* 45.9
15 0.54 0.90 (A) 40.7
16 0.18 0.61 (A)* 48.0
17 0.59 0.89 (A) 49.5
18 0.13 0.76 (A)* 51.0
19 0.70 0.15 (D)* 60.3
20 1.14 2.09 (A) 29.0
21 0.15 0.65 (A)* 26.0

(A)* Proteinas que aumentaron su absorbancia mas del 100% con respecto al
control. (D)* proteinas que disminuyeron mas del 50%. (E)* proteina
desaparecida.

El fixiviado acuoso de Acacia no afecta significativamente el crecimiento
radicular del malz, pero si causé varios cambios en el patrén de las proteinas
(Figura 10, Tabla 9). El andlisis del escan mostr6 que la mayoria de las
proteinas aumentaron su absorbancia, lo que sugiere que probablemente su
sintesis también aumenté. Estas protelnas modificadas (1-11, 14-18, 21) son de
bajo y mediano peso molecular; solo la 19 (de mediano peso molecular)
disminuyé su absorbancia. Las proteinas 12 y 13 desaparecieron con el
tratamiento y son de mediano peso molecular. Aunque la raiz del maiz no fue
inhibida, el patrén de proteinas fue fuertemente modificado. Se ha observado
que otros tipos de estrés como la temperatura alta y las condiciones anaérobicas
también inducen cambios en la sintesis de proteinas en la raiz del maiz (Cooper
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y Ho, 1983; Sachs y Ho, 1986; Chang, et al., 2000). En el estrés por temperatura
alta, las proteinas inducidas fueron identificadas como proteinas de choque
térmico (HSPs). En el caso del estrés anaerdbico, una de las proteinas
inducidas, fue identificada como la enzima alcohol deshidrogenasa.
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Figura 11. 2D-PAGE de proteinas citoplasmicas extraidas de raices de maiz.
Control (A) y tratamiento con e! lixiviado de Sebastiania adenophora (B). 10 ug
de proteinas citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios
principales estan sefialados con flechas y nameros que corresponden a los
indicados en la Tabla 10.
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Tabla 10. Absorbancias méaximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citoplasmicas extraidas de las ralces de maiz que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con et lixiviado
acuoso de Sebastiania adenophora.

Numero de Absorbancia médxima de protelnas Peso
protefna molecular
control tratamiento relativo (kD)
1 0.17 0.35 (A)* 19.2
2 0.15 0.24 (A) 18.7
3 0.00 0.19 (N)* 16.6
4 0.00 1.20 (N)* 15.2
5 0.00 0.15 (N)* 18.6
6 0.22 1.11 (A)* 28.0
7 0.19 0.98 (A)* 27.0
8 0.15 0.46 (A)* 26.0
9 0.92 1.45 (A) 29.0
10 0.07 0.38 (A)* 29.2
11 0.19 0.78 (A)* 275
12 0.33 0.66 (A)* 29.2
13 0.44 0.16 (D) 47.0
14 0.44 0.15 (O)* 54.6

(A)* protelnas que aumentaron su absorbancia mas del 100% con respecto al
control, (D)* proteinas que disminuyeron més del 50%, (N)* protelna nueva.

El lixiviado acuoso de Sebastiania no afecta significativamente el
crecimiento radicular del maiz, pero sl su patrén de proteinas, como se puede
apreciar en la Tabla 10. Nueve protelnas aumentaron su absorbancia (1, 2, 6-
12), todas ellas de bajo peso molecular. Dos proteinas (13 y 14}, de mediano
peso molecular, disminuyeron su absorbancia. Ademas, tres proteinas (3, 4 y 5),
de bajo peso molecular, aparecieron con el tratamiento. Es importante hacer
mencién que estas proteinas no se observaron con Sicyos, Acacia y Lantana.
Las proteinas inducidas con el tratamiento de Sebastiania, pueden ser proteinas
que la planta sintetiza como un mecanismo de tolerancia a este tipo de estres.
Como ya se menciond, las HSPs ayudan al plegamiento, al transporte, a la
remocién o limpieza de proteinas dafiadas durante periodos de estrés (Vierling,
1991). Las proteinas 1 y 4 no pudieron ser secuenciadas debido a que su
terminal amino estaba bloqueada.
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Figura 12. 2D-PAGE de proteinas citoplasmicas extraidas de raices de maiz.
Control (A) y tratamiento con el lixiviado de Lantana (B). 10ug de proteina
citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios principales estan
sefalados con flechas y nimeros que corresponden a los indicados en la Tabla
11.
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Tabla 11. Absorbancias méximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citopldsmicas extraidas de las raices de maiz que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con el lixiviado
acuoso de Lantana sp.

Ndmero de Absorbancia maxima de protefnas Peso
proteina Control Tratamiento ren:aotlisc;u(lzg)

1 0.65 0.46 (D) 48.8
2 0.23 0.49 (A)* 27.0
3 0.69 0.28 (D)* 57.7
4 0.24 0.41 (A)* 30.0
5 0.16 0.52 (A)* 36.1
6 0.94 0.49 (D)* 44.1
7 0.90 - 0.37 (D)* 52.2
8 0.92 0.30 (D) 57.7
9 0.54 0.32 (D)* 63.8
10 0.70 0.39 (D)* 57.0

(A)* proteinas que aumentaron mas del 100% su absorbancia con respecto al
control, (D)* proteinas que disminuyeron méas del 50%.

El lixiviado de Lantana no afecté el crecimiento radicular del maiz (Figura
8), pero sl alteré su patrébn de proteinas. Siete proteinas (1, 3, 6-10)
disminuyeron y tres proteinas (2, 4 y 5) aumentaron significativamente su
absorbancia (Tabla 11).

Tabla 12. Resumen del efecto de los lixiviados acuosos (1%) de las hojas de
Sicyos deppei, Acacia cedilloi, Sebastiania adenophora y Lantana. sobre el
patrén de sintesis de proteinas citopldsmicas de raices de Zea mays.

Ndmero de protefnas modificadas por los tratamientos
Plantas '
alelopaticas | Aumentan | Disminuyen | Desaparecen | Nuevas | Total
(A) (D) (E) (N) '
Acacia 18 1 2 - 21
Sebastiania 9 - 3 14
Lantana 3 7 - - 10

El lixiviado acuoso de Acacia es el que més afecta el patrén de proteinas

de las raices de maiz, seguido por el de Sebastianiay el de Lantana (Tabla 12).
Estos tres lixiviados no tuvieron efecto sobre el crecimiento de la raiz. El de
Sicyos fue el Unico que causé una inhibicién del 40% sobre el crecimiento
radicular, pero no afectd el patrdn de proteinas citoplasmicas (Figura 9).
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Tabla 13. Proteinas extraldas de la raiz de maliz, con pesos moleculares y pl
similares, que son afectadas por ios diferentes lixiviados.

Protelna pl Acacla Sebastiania Lantana
kD cedlllo} adenophora

15.0 5.7 - N -
16.0 5.8 - N -
18.0 6.1 - N -
26.0 6.0 D A -
27.0 6.4 A A

28.0 6.8 A A -
29.0 6.0 A A -
30.0 5.5 A - A
57.0 5.5 E - D
64.0 5.5 E - -

Un resultado interesante fue la aparicién de tres proteinas de bajo peso
molecular con el tratamiento de Sebastiania, (15.2, 16.6 y 18.6 kD) (Figura 11y
Tabla 10)2. Una proteina de 26 kD disminuyé con Acacia y aumentd con
Sebastiania. Una de 27 kD aumenté su absorbancia con los lixiviados de Acacia,
Sebastiania y Lantana. Las proteinas de 28 kD y de 29 kD aumentaron con
Acacia y Sebastiania. Una de 30 kD aumentd con Acacia y Lantana. Una de 57
kD desaparecié con Acacia y disminuyé con Lantana. La proteina de 64 kD
desaparecié con Acacia.

Los cambios observados, indican que ios lixivados de las diversas
especies afectan de forma distinta al metabolismo del maiz. Es importante
considerar que estas alteraciones estén determinadas por mezclas de
metabolitos en los lixiviados y, como es I6gico, estas mezclas tienen diferente
naturaleza quimica. El ensayo in vitro de mezclas de compuestos, se acerca a lo
que sucede en condiciones naturales; frecuentemente, el efecto bioldgico de los
compuestos quimicos producidos y liberados al ambiente por diversos
organismos, es un efecto, aditivo o sinergistico, de mezclas complejas. Las
cuatro plantas con potencial alelopatico pertenecen a distintas familias alejadas
taxonémicamente unas de otras, por lo tanto, no podemos suponer que los
efectos similares que tuvieron Acacia y Lantana, aumentando la concentracion
de una proteina de 30 kD en la raiz del maiz, se deban a que su composicién
quimica es semejante. Con seguridad, el tipo de metabolitos que cada una
produce, es diferente. Ni Lantana ni Acacia inhiben el crecimiento de la raiz del
malz, sin embargo, sus lixiviados son capaces de producir un estrés sobre la
planta, provocando una alteracién en la sintesis de proteinas. Por dltimo, es
importante mencionar que el maiz, en relacion con el crecimiento de su raiz, es
una de las plantas mas resistentes a los efectos aleloquimicos de los diferentes
lixiviados.

? 1a microsecuenciacién de la terminal amino de la protefna de 15.2 kD, no se pudo llevar a cabo por
que estaba bloqueada.




lil. EFECTO DE LOS LIXIVIADOS ACUOSOS DE LAS HOJAS SECAS DE
Sicyos, ACACIA, SEBASTIANIA Y LANTANA SOBRE CUCURBITA PEPO

160+

T
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e

Sicyos Acacia Sebastlania Lantana

Sebastiania adenophora Lantana.

Figura 13 Ay B. Efecto de los lixiviados acuosos de las hojas secas (1%) de las
plantas alelopaticas sobre el crecimiento radicular de Cucurbita pepo (*=p<0.05).
El promedio de crecimiento de !as raices del control fue considerado como el
100%.
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El lixiviado acuoso de Lantana. inhibi6 significativamente el crecimiento
de la rafz de calabaza (30%). El de Sebastiania lo estimulé un 50%. Los
lixiviados de Acaciay Sicyos no lo afectaron significativamente (Figura 13 Ay B).

A continuacién se muestran las figuras de los geles de dos dimensiones
de las proteinas citoplasmicas (2D-PAGE) de la ralz de calabaza con cada
tratamiento, en donde los cambios principales son sefialados con flechas y
ndmeros, tanto en el control (A) como en el tratamiento (B). Las tablas muestran
el analisis del scan (XL 2.1) donde se obtuvieron las absorbancias maximas de
las protefnas, tanto del control como del tratamiento. Las letras en las tablas
indican los cambios en las absorbancias de las proteinas con respecto al control:
protefnas que aumentaron (A), disminuyeron (D), desaparecieron (E) y protelnas
nuevas (N); también se incluye el peso molecular relativo (kD) de cada proteina.
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Figura 14. 2D-PAGE de proteinas citoplasmicas extraidas de ralces de
calabaza. Control (A) y tratamiento con el lixiviade de Sicyos deppei. (B). 10ug
de proteinas citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios
principales estan sefialados con flechas y nimeros que corresponden a los
sefialados en la Tabla 14.
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Tabla 14. Absorbancias maximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citopl4smicas extraldas de las ralces de calabaza que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con el lixiviado
acuoso de Sicyos deppei.

Nimero de Absorbancia maxima de proteinas Peso

protelna molecular
Control Tratamiento relativo (kD)

1 0.15 0.0 (E)* 11.8

2 0.10 0.0 (E)* 16.5

3 0.50 0.32 (D) 16.0

4 0.13 0.0 (E)* 15.0

5 0.15 0.46 (A)* 41.6

6 0.79 0.45 (D) 38.8

7 0.29 0.16 (D) 34.8

8 0.28 0.47 (A) 39.0

9 0.21 0.42 (A 40.0

10 0.21 0.32 (A) 41.6

11 0.21 0.35 (A) 47.0
12 1.21 0.68 (D) 49.0

13 0.19 0.69 (A)* 55.3

(A)* proteinas que aumentaron su absorbancia mas del 100% con respecto al
control, (D)* proteinas que disminuyeron mas del 50% y (E)* proteina que
desaparecié.

En el caso de la calabaza, el lixiviado de Sicyos no alteré el crecimiento
radicular, pero sl afectd el patrén de proteinas, como se observa en la Figura 14
y Tabla 14. Tres proteinas de bajo peso molecular (1, 2 y 4), desaparecieron con
el tratamiento. Seis proteinas (5, 8-11,13) aumentaron su absorbancia; la 5, 9y
13, de mediano peso molecular, aumentaron mas del 100%. Cuatro protelnas (3,
6, 7 y 12} disminuyeron su absorbancia. Este es un caso muy interesante, ya
que la disminucién, desaparicién y aumento de proteinas nos habla de una
respuesta de la planta hacia los metabolitos secundarios del lixiviado de Sicyos,
aungque no hay una inhibicién en el crecimiento de la raiz, los efectos sobre el
patron de protelnas muestran una probable alteracion en algun proceso
metabdlico. Seis proteinas, de las trece que fueron significativamente
modificadas, aumentaron su absorbancia; como en ios casos anteriores, éstas
podrian significar que se han disparado algunos mecanismos de tolerancia al
estrés, que ayudan a la planta en circunstancias desfavorables. Las proteinas
que disminuyen o desaparecen pueden estar indicando que se ha producido un
dafio a nivel metabdlico de ciertas enzimas (Sachs y Ho, 1986).
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Figura 15. 2D-PAGE de protelnas citoplasmicas extraidas de raices de
calabaza. Control (A} y tratamiento con el lixiviado de Acacia cedilioi (B). 10ug
de proteinas citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios
principales estdn sefialados con flechas y nimeros que corresponden a los
indicados en la Tabla 15.
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Tabla 15. Absorbancias méximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citopldsmicas extraldas de las raices de calabaza que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con el lixiviado
acuoso de A. cedilloi.

Numero de Absorbancia méxima de proteinas Peso
protelna molecular
Control Tratamiento relatlvo (kD)

1 0.18 1.30 (A)* 16.2
2 0.14 0.12 (D) 19.1
3 0.31 0.15 (D)* 18.5
4 0.21 0.96 (A)* 27.0
5 1.20 2.03 (A) 27.4
6 0.56 1.45 (A)* 26.5
7 0.11 0.89 (A)* 25.0
8 0.60 1.62 (A)* 24.2
9 0.50 0.35 (D) 22.0
10 0.17 0.48 (A)* 24.2
11 0.12 0.63 (A)* 34.5
12 0.13 0.76 (A)* 38.1
13 0.38 0.61 (A) 49.0
14 0.22 0.50 (A) 42,0
15 1.29 1.61 (A)* 46.4
16 0.14 0.53 (A) 38.0
17 0.33 0.89 (A)* 63.0
18 0.18 0.57 (A)* 39.0
19 0.76 1.11 (A) 15.7

(A)* proteinas que aumentaron mas del 100% su absorbancia con respecto al
control, (D)* proteinas que disminuyeron mas del 50%.

Como en los casos anteriores, el lixiviado de Acacia no tuvo efectos
significativos sobre el crecimiento de la rafz de calabaza, y sin embargo modificé
severamente el patron de proteinas (Figura 15). De las 19 proteinas alteradas,
16 aumentaron su absorbancia significativamente, la mayoria de bajo y mediano
peso molecular. Este aumento sugiere que tanto la calabaza como el malz,
pueden estar mostrando un mecanismo de tolerancia hacia los metabolitos
secundarios presentes en el lixiviado de Acacia. La proteina 3 de 18.5 kD, la
cual disminuyé, se envio a secuenciar y se lograron identificar once aminoéacidos
de su terminal amino: LPADVVGYPNXY; esta secuencia mostré similitud con las
secuencias de proteinas de estrés térmico de la clase II, por ejemplo, una
proteina de 17.4 kD de soya, una de 17.6 kD de Arabidopsis y una de 18.8 kD
de lpomoea ni, que como puede observarse, poseen un peso molecular similar.
Esto indica que probablemente la proteina 3 sea una proteina de estrés térmico
constitutiva, cuya sintesis fue afectada por el lixiviado de Acacia.
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Figura 16. 2D-PAGE de proteinas citopldsmicas extraidas de raices de
calabaza. Control (A) y tratamiento con el lixiviado de Sebastiania adenophora
(B). 10 ug de proteinas citoplasmicas fueron separadas en cada gal. Los
cambios principales estan sefialados con flechas y nimeros que corresponden a
los indicados en la Tabla 16.
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Tabla 16. Absorbancias méximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citoplasmicas extraidas de las raices de calabaza que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con el lixiviado
acuoso de Sebastiania adenophora.

Nuimero de Absorbancia méxima de proteinas Peso
proteina molecular
control tratamiento relativo (kD)
1 0.20 0.33 (A) 26.3
2 0.17 0.41 (A)* 22.0
3 0.156 0.51 (A)* 25.6
4 0.54 0.32 (D) 28.0
5 0.60 0.42 (D) 39.0
6 0.53 0.36 (D) 37.8
7 0.12 0.40 (A)* 44.0
8 0.42 0.13 (D)* 45.4
9 0.33 0.13 (D)* 56.1

(A)* Protefnas que aumentaron més del 100% su absorbancia con respecto al
control y (D)* protefnas que disminuyeron més del 50%.

El lixiviado de Sebastiania estimulé significativamente el crecimiento
radicular de la calabaza (50%, Figura 13) y modificé 9 proteinas citoplasmicas
de la raiz (Figura 18 y Tabla 16). Cuatro proteinas (1-3 y 7) aumentaron su
absorbancia, tres son de bajo peso molecular (1,2 y 3) y una de medianc peso
molecular (7). Cinco proteinas disminuyeron (4-6, 8 y 9), las mds significativas
fueron de mediano peso molecular (8 y 9). Como sabemos, el efecto de los
aleloquimicos sobre el crecimiento de fa planta receptora, puede ser inhibitorio o
estimulante (Rice 1984); en este caso, los aleloquimicos contenidos en el
lixiviado de Sebastiania producen una estimulacion del 50% sobre el crecimiento
de la raiz de calabaza, y ademas, afectan significativamente el patrén de
proteinas citoplasmicas.
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Figura 17. 2D-PAGE de proteinas citoplasmicas extraidas de raices de
calabaza. Contro! (A) y tratamiento con el lixiviado de Lantana. (B). 10ug de
proteinas citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios principales
estan sefialados con flechas y ntimeros que corresponden a los indicados en la
Tabla 17. :
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Tabla 17. Absorbancias maximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
protefnas citoplasmicas extraidas de las raices de calabaza que presentaron los
principales cambios, tanto del control como de las tratadas con el lixiviado
acuoso de Lantana.

Numero de Absorbancia maxima de proteinas Peso
proteina molecular
Control Tratamiento relativo (kD)
1 1.03 0.12 (D) 16.0
2 0.13 0.0 (E)* 17.7
3 0.44 0.10 (D) 15.0
4 0.10 0.0 (E)* 18.9
5 0.51 0.20 (D)* 22.0
6 0.10 0.61 (A)* 63.0
7 1.02 0.37 (D)* 28.4
8 0.10 0.38 (A)* 25.2
g 0.14 0.30 (A)* 41.2
10 0.20 0.57 (A)* 48.8
11 0.22 0.57 (A)* 66.3
12 0.09 0.40 (A)* 52.3
13 0.10 0.58 (A)* 47.2
14 0.13 0.71 (A 39.9
15 0.06 0.48 (A)* 27.5
16 0.13 0.28 (A)* 65.2
17 0.46 1.01 (A)* 66.3
18 0.40 1.25 (A)* 39.2

(A)* proteinas que aumentaron mas del 100% su absorbancia con respecto al
control, (D)* protelnas que disminuyeron mas del 50% y (E)* proteina que
desaparecio.

El lixiviado acuoso de las hojas de Lantana. fue el tnico tratamiento que
inhibié significativamente (30%) el crecimiento radicular de la calabaza (Figura
13), ademas de modificar la expresion de 18 proteinas citoplésmicas (Figura 17).
Dos proteinas (2 y 4) desaparecieron con el tratamiento y son de bajo peso
molecular. Cuatro proteinas (1, 3, 5 y 7), de bajo peso molecular, disminuyeron
su absorbancia, y doce proteinas la aumentaron (6, 8-18), tres son de bajo peso
molecular (6, 8 y 15) y las restantes de alto peso molecular (Tabla 17). El
aumento de |a absorbancia de las protelnas, no necesariamente significa que se
est4 disparando un mecanismo de tolerancia al estrés aleloquimico producido
por los metabolitos secundarios de Lantana; este aumento puede deberse a otro
tipo de alteracién metabdlica, que a su vez, modifica el patrén de sintesis de
proteinas.
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Tabla 18. Resumen de! efecto de los lixiviados acuosos (1%) de las hojas de
Sicyos deppei, Acacia cedilloi, Sebastiania adenophora y Lantana sobre el
patron de sintesis de proteinas citoplasmicas de las rafces de Cucurbita pepo.

NUMERO DE PROTEINAS MODIFICADAS POR LOS
Plantas TRATAMIENTOS
alelopaticas [ Aumentan | Disminuyen | Desaparecen | Total
(A) (D) (E)

Sicyos 6 4 3 13
Acacia 16 3 - 19

Sebastiania 4 5 - 9
l.antana 12 4 2 18

Los lixiviados de Acaciay Lantana fueron los que causaron mas cambios
en el patrén de proteinas, siendo Lantana, el que mas inhibié el crecimiento
radicular de la calabaza (Figura 13). En cambio, el tratamiento con Sebastiania
lo estimulé significativamente y fue el que menos afecté el patrén de proteinas
de esta planta.

Tabla 19. Protelnas de la calabaza, con pesos moleculares y pl similares, que
son afectadas por los diferentes tratamientos.

Proteina pl Sicyos Acacla Sebastiania | Lantana

(kD) deppel cediliol adenophora

15.0 6.0 E A - D
16.0 6.2 D A - D
22.0 6.6 - D A D
25.0 6.2 - A - A
27.0 5.7 - A - A
39.0 6.0 A A - A
40.0 5.9 A A - A
47.0 5.9 A - - A
49.0 5.8 D A - -
63.0 6.7 - A - A

Podemos observar que en las raices de calabaza, ia proteina de 15 kD
desaparecié con Sicyos, aumentd con Acacia y disminuyd con Lantana. La
proteina de 16 kD disminuyé con Sicyos y Lantana, y aumenté con Acacia. La
proteina de 22 kD disminuyé con Acacia y Lantana, y aumentd con Sebastiania.
Las proteinas de 25 y 27 kD aumentaron con Acaciay Lantana. Las proteinas de
39 y 40 kD aumentaron su absorbancia con Sicyos, Acacia y Lantana. Una
proteina de 47 kD aumenté con Sicyos y Lantana. La proteina de 49 kD
disminuy6 con Sicyos y aument6 con Acacia. La proteina de 63 kD aumenté con
Acaciay Lantana.
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Iv. EFECTO DE LOS LIXIVIADOS ACUOSOS DE LAS HOJAS SECAS DE
SicYOS, ACACIA, SEBASTIANIA Y LANTANA SOBRE LYCOPERSICON
ESCULENTUM
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Figura 18 A y B. Efecto de los lixiviados acuosos de las hojas secas (1%) de las
plantas alelopaticas sobre el crecimiento radicular de Lycopersicon esculentum
(*= p< 0.05). Ei promedio de crecimiento de las raices del control fue
considerado como el 100%.
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Los lixiviados acuosos de todas las especies, inhibieron significativamente
el crecimiento de la rafz de jitomate. El de Sicyos y Lantana lo inhibieron un
81%, el de Sebastiania un 70 % y el de Acacia un 60%. El jitomate fue la
especie de prueba mas sensible a los tratamientos (Figura 18 A y B).

A continuaciéon se muestran las figuras de los geles de dos dimensiones
de las proteinas citoplasmicas (2D-PAGE) de cada tratamiento, en donde los
cambios principales son sefalados con flechas y niimeros tanto en el control (A)
como en el tratamiento (B). La tablas muestran el andlisis del escan (XL 2.1)
donde se obtienen las absorbancias maximas de las proteinas, tanto del control
como de! tratamiento. Las letras en las tablas indican los cambios en las
absorbancias de las proteinas con respecto al control: proteinas que aumentaron
(A), disminuyeron (D), desaparecieron (E) y protelnas nuevas (N); también se
incluye el peso molecular relativo (kD) de cada proteina.
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Figura 19. 2D-PAGE de proteinas citopldsmicas extraidas de raices de jitomate.
Control (A) y tratamiento con el lixiviado de S. deppei. (B). 10ug de proteinas
citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios principales estan
indicados con flechas y nimeros que corresponden a los efectos sefialados en
la Tabla 20.
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Tabla 20. Absorbancias méximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
protelnas citoplasmicas extrafdas de las raices de jitomate que presentaron los
principales cambios, tanto del control como del tratamiento con el lixiviado
acuoso de Sicyos deppei.

Numero de Absorbancla méxima de protelnas Peso
proteina molecular
Control Tratamiento relativo (kD)
1 0.81 0.17 (D)* 51.0
2 0.18 0.52 (A)* 62.5
3 0.28 0.52 (A) 58.4
4 0.45 0.19 (D) 58.4
5 0.71 0.18 (D)* 34.0
6 0.26 0.48 (A) 46.0
7 0.58 0.26 (D)* 30.0
8 0.25 0.62 (A)* 26.7
9 0.28 0.18 (D) 26.7
10 0.46 0.19 (D)* 23.0
11 0.13 0.0 (E)* 17.0

(A)* protefnas que aumentaron mas del 100% su absorbancia con respecto al
control. (D)* las proteinas disminuyeron mas del 50% y (E)* proteina
desaparecida.

Aunque el lixiviado de Sicyos inhibié un 81 % el crecimiento radicular del
jitomate, sélo 11 protelnas citoplasmicas fueron modificadas por este
tratamiento. Es importante hacer notar que los resultados con jitomate son
contrarios a los obtenidos con el frijol, pues aunque Sicyos también inhibié el
70% su crecimiento radicular, como ya se mencioné, el patrén de sintesis de
proteinas no fue tan modificado (Figura 3 y Tabla 2). En el caso del jitomate,
cuatro proteinas (2, 3, 6, 8) aumentaron su absorbancia, una de bajo peso
molecular (8) y las restantes de mediano peso molecular. Seis proteinas (1, 4,5,
7, 9 y 10) disminuyeron, tres de mediano (1, 3y 5) y tres de bajo peso molecular
(7, 9 y 10). Una proteina (11) de baje peso molecular, desaparecié con el
tratamiento (Figura 19).
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Figura 20. 2D-PAGE de proteinas citoplasmicas extraidas de ralces de jitomate.
Control (A) y tratamiento con el lixiviado de Acacia cedilioi. (B). 10ug de
proteinas citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios principales
estan indicados con flechas y numeros que corresponden a los efectos
sefalados en la Tabla 21.
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Tabla 21. Absorbancias maximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citoplasmicas extraldas de las raices de jitomate que presentaron los
principales cambios, tanto del control como del tratamiento con el lixiviado
acuoso de Acacia cedilloi.

Numero de Absorbancia maxima de protefnas Peso
proteina molecular
Control Tratamiento relativo (kD)
1 0.30 0.57 (A)* 21.7
2 0.36 0.63 (A) 24.7
3 0.43 0.55 (A) 25.0
4 0.75 1.06 (A) 24.7
5 0.43 0.63 (A) 27.0
6 0.23 0.50 (A)* 30.4
7 0.32 0.46 (A) 31.2
8 0.48 0.72 (A) 34.0
9 0.0 0.44 (N)* 38.5
10 0.16 1.30 (A)* 35.8
11 0.56 0.78 (A) 37.5
12 0.47 0.0 (E)* 70.0
13 0.58 0.80 (A) 62.2
14 0.69 0.98 (A) 62.2

(A)* protefnas que aumentaron més del 100% su absorbancia con respecto al
control, (N}* proteina nueva y (E)* proteina desaparecida.

El lixiviado de Acacia inhibi¢ significativamente el crecimiento radicular del
jitomate (60%) y afect6 la concentraciéon de 14 proteinas citopldsmicas (Tabla
21). Doce proteinas (1-8, 10, 11, 13. 14 ) de bajo y mediano peso molecular,
aumentaron su absorbancia. Una proteina de mediano peso molecular (8)
aparecié con el tratamiento, y una proteina de alto peso molecular (12)
desaparecié con el tratamiento (Figura 20). Ben-Hayyim y colaboradores (1989),
compararon el patrén de protelnas de lineas celulares de Lycopersicon y de
Citrus sinensis L, adaptadas y no adaptadas al NaCl. Estos autores observaron
que en las lineas adaptadas a la salinidad, la sintesis de algunas proteinas se
inhibfa en C. sinensis, mientras que en el jitomate se incrementaba. Los autores
sugieren que los cambios en la sintesis de proteinas, son especificos en cada
una de las especies.
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Figura 21. 2D-PAGE de proteinas citopldsmicas extraidas de raices de jitomate.
Control (A) y tratamiento con el lixiviado de Sebastiania adenophora (B). 10ug
de proteinas citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios
principales estan indicados con flechas y nlimeros que corresponden a los
efectos sefialados en la Tabla 22,
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Tabla 22. Absorbancias maximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas citoplasmicas extraidas de las raices de jitomate que presentaron los
principales cambios, tanto del control como del tratamiento con el lixiviado
acuoso de Sebastiania adenophora.

Numero de Absorbancia maxima de proteinas Peso
proteina molecular
Control Tratamlento relativo (kD)
1 0.93 0.0 (E)* 17.2
2 0.88 0.34 (D)* 23.0
3 0.83 0.20 (D)* 27.5
4 0.20 0.61 (A)* 30.5
5 0.17 0.48 (A)* 29.0
6 0.42 0.76 (A) 34.0
7 0.60 1.29 (A)* 26.0
8 1.57 0.87 (D) 42.7
9 1.45 0.23 (D)* 52.2
10 0.68 0.20 (D) 36.1
11 1.11 0.40 (D)* 48.8
12 1.74 0.75 (D)* 73.2

(A)* proteinas QUe aumentaron més del 100% su absorbancia con respecto al
control. (D)* proteinas que disminuyeron mas del 50% y (E)* proteina
desaparecida.

El lixiviado de Sebastiania inhibié el crecimiento radicular del jitomate (70
%) (Figura 18) y afecté la absorbancia de 12 proteinas citoplasmicas (Figura 21
y Tabla 22), las cuales disminuyeron con el tratamiento de Sebastiania. Siete
proteinas disminuyeron, dos de bajo peso molecular (2 y 3), cuatro de mediano
peso molecular (8-11) y una de alto peso molecular (12). Cuatro proteinas de
bajo peso molecular (4-7), aumentaron su absorbancia, y una proteina (1)
desaparecié (Figura 21 y Tabla 22). Asi pues, el crecimiento radicular del
jitomate se inhibi6 significativamente con el lixiviado de Sebastiania, el cual
también afectd el patron de sintesis de proteinas. Los resultados indican que
muchos de los cambios en la expresién de proteinas que resuitan de los efectos
del lixiviado de Sebastiania, probablemente indican que el metabolismo celular
estd siendo afectado, y esto da como resultado que la sintesis de algunas
proteinas aumente o disminuya. Como hemos mencionado anteriormente,
existen ejemplos en la literatura que hablan de la modificacién en el patrén de
proteinas cuando las plantas son sometidas a un estrés (bitico o abidtico). Por
ejemplo en un estudio de proteinas microsomales y citoplasmicas de raiz de
trigo sometidas a un estrés de aluminio, se observé que los principales cambios
fueron en las proteinas citoplasmicas (Ownby y Hruschka, 1991), donde muchas
aumentaron, disminuyeron o bien desaparecieron por efecto del aluminio.
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Figura 22. 2D-PAGE de proteinas citoplasmicas extraidas de raices de jitomate.
Control (A} y tratamiento con el lixiviado de Lantana. (B). 10ug de proteinas
citopldsmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios principales estan
indicados con flechas y nimeros que corresponden a los efectos sefialados en
la Tabla 23.



Tabla 23. Absorbancias maximas y pesos moleculares relfativos (kD) de las
proteinas citoplasmicas extrafdas de las raices de jitomate que presentaron los
principales cambios, tanto del control como del tratamiento con el lixiviado
acuoso de Lantana.

Numero de Absorbancia maxima de proteinas Peso
protefna molecular
Control Tratamiento relativo (kD)
1 0.30 0.70 (A)* 17.2
2 0.63 1.15 (A) 25.0
3 0.24 0.58 (A)* 26.7
4 0.24 1.30 (A)* 30.3
5 0.28 0.86 (A)* 29.0
6 0.25 1.54 (A)* 51.6
7 1.64 0.20 (D)* 70.0
8 1.08 0.49 (D)* 77.6
9 1.86 0.26 (D)* 77.6
10 0.98 0.23 (D)* 73.0
11 1.76 0.70 (D)* 66.3

(A)* proteinas que aumentaron més del 100% su absorbancia con respecto al
control. (D)* proteinas que disminuyeron mas del 50%.

l.os efectos del lixiviado de Lantana sobre el patrén de proteinas en la
ralz de jitomate, fueron diversos (Tabla 23). Seis proteinas de bajo y mediano
peso molecular (1-6) aumentaron. Cinco proteinas disminuyeron, dos de
mediano peso molecular (7 y 11) y tres de alto peso molecular (8-10). El lixiviado
de Lantana fue uno de los tratamientos que mas inhibié el crecimiento radicular
del jitomate (81%) y también fue el que mas afecté su patrén de proteinas,
principalmente las de alto peso molecular. Este aumento y disminucién de las
proteinas, es la respuesta particular del jitomate a los efectos de los
aleloquimicos presentes en el lixiviado de Lantana.
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Figura 23. 2D-PAGE de proteinas citopldsmicas extraidas de raices de jitomate.
Control (A) y tratamiento con el herbicida “Alaclor” a 100 ppm (B). 10ug de
proteina citoplasmicas fueron separadas en cada gel. Los cambios principales
estdn sefialados con flechas y ndmeros que corresponden a los efectos
seftalados en la Tabla 24.
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Tabla 24. Absorbancias maximas y pesos moleculares relativos (kD) de las
proteinas extraldas de las raices de jitomate que presentaron los principales
cambios, tanto del control como del tratamiento con el herbicida “alaclor” a 100

ppm.
Numero de Absorbancia maxima de proteinas Peso molecular
proteina Control Herbicida relativo (kD)
1 0.52 0.0 (E)* 28.7
2 1.26 0.40 (D)* 29.1
3 1.06 0.67 (D) 27.0
4 0.88 0.53 (D) 28.7
5 0.93 0.36 (D)* 40.0
6 1.58 0.51 (D)* 35.8
7 1.39 0.24 (D)* 39.0
8 1.65 0.53 (D)* 39.0
9 0.63 0.30 (D)* 29.0
10 0.63 0.30 (D)* 411
11 1.80 0.14 (D)* 47.2
12 0.64 0.09 (D)* 48.5
13 0.79 0.39 (D)* 58.0
14 1.04 0.29 (D)* 52.7
15 0.64 0.05 (D)* 58.0
16 1.33 0.33 (D)* 65.8
17 0.93 0.51 (D)* 73.3

(D}* protelnas que disminuyeron mas del 50% con respecto al control, (E)*
proteina desaparecida.

El herbicida “Alaclor” afecté significativamente el patron de proteinas del
jitomate, disminuyendo la absorbancia de casi todas las proteinas (2-17) de bajo,
mediano y alto peso molecular hasta un 90%; la proteina (1), de bajo peso
molecular (28.7 kD), desaparecid con el herbicida. El modo como el herbicida
afect6 el patrén de proteinas es distinto al de los lixiviados, pues Ias proteinas
afectadas fueron diferentes.
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Tabla 25. Resumen del efecto de los lixiviados acuosos (1%) de las hojas secas
de Sicyos deppei, Acacia cedilloi, Sebastiania adenophora, Lantana y el
herbicida sobre el patrén de sintesis de proteinas citoplasmicas de raices de

Lycopersicon esculentum.

Y

NUMERO DE PROTEINAS MODIFICADAS POR LOS TRATAMIENTOS

Plantas _

alelop4ticas | Aumentan Disminuyen | Desaparecen | Nuevas | Total
(A) (D) (E) (N)

Sicyos 4 6 1 - 11
Acacia 12 ~ 1 1 14
Sebastiania 4 7 1 - 12
Lantana 6 5 - - 11
Herbicida 15 1 17

Aunque el jitomate fue la planta de prueba cuyo crecimiento radicular se
inhibié muy significativamente por los lixiviados de las plantas alelopaticas, el
patrén de proteinas citoplasmicas no se afecté tanto como el del maiz o la
calabaza, aunque sf presenté cambios interesantes. El lixiviado de Acacia es el
que mayor nimero de protelnas modificé (Figura 20). Los lixiviados de Sicyos,
Sebastiania y Lantana fueron los tratamientos que més afectaron al jitomate y a
la sintesis de proteinas en el mismo, aunque de manera diferenciada.

Tabla 26. Proteinas de Lycopersicon esculentum, con pesos moleculares y pl
similares, que son afectadas por los diferentes lixiviados y el herbicida.

Proteina p! Sicyos Acacla | Sebastiania| Lantana | Herbiclda

(kD) deppei cedilloi |adenophora

17.0 6.0 E - E - -
23.0 7.0 D - D - -
25.0 6.8 - A - A -
26.0 6.7 - - A A -
27.0 6.6 A D
29.0 6.2 - - A A D
30.0 6.3 D - A A -
34.0 6.9 D A A -

38.5 7.0 - N - - D
70.0 5.5 - E - D -
73.0 5.7 D

Con los tratamientos de Sicyos y Sebastiania, la proteina de 17 kD desaparecié
y la de 23 kD disminuyé con Sicyos. La proteina de 25 kD aument6 con Acaciay
Lantana. Los tratamientos de Sebastiania y Lantana aumentaron las proteinas
de 26 kD y de 29 kD. La proteina de 27 kD aumenté con Acacia y disminuy6 con
el herbicida La proteina de 29 kD aumenté con Sebastiania y Lantana y
disminuyé con el herbicida. La proteina de 30 kD disminuy6 con Sicyos pero
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aumentd con Sebastianiay Lantana. La proteina de 34 kD disminuy6 con Sicyos
pero aumenté con Acacia y Sebsatiania. La proteina de 70 kD desaparecid con
Acacia y disminuyé con Lantana. La proteina de 73 kD disminuyé con Lantanay
el herbicida

Como comentario general a los resultados presentados, se puede sefalar que
las alteraciones en el patrén de proteinas se observaron tanto en aquellas
proteinas con peso molecular bajo, mediano y alto. Las proteinas que
aumentaron o aparecieron con los distintos tratamientos, probablemente estan
relacionadas con algunos mecanismos de defensa o de adaptacién de las
plantas al estrés aleloquimico.
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V. CRECIMIENTO RADICULAR DE LAS PLANTAS CULTIVADAS TRATADAS
CON EL HERBICIDA ALACLOR A CINCO CONCENTRACIONES,

B Phaseolus
fZ2ea
B Cucurbita

Lycopersicon

% de crecimiento radicular

Alaclor (ppm)

Figura 24. Efecto del herbicida “alaclor” a diferentes concentraciones sobre el
crecimiento radicular de frijol, maiz, calabaza y jitomate. El promedio de
crecimiento de las rafces del control fue considerado como el 100%.

En la figura 24 se observa que el jitomate es la Gnica planta cuyo
crecimiento radicular fue inhibido (40-100%) por las concentraciones de 1.0, 10,
100 y 1000 ppm. Por el contrario, el maiz fue la planta mas resistente al
herbicida, porque su crecimiento radicular se inhibié significativamente sélo con
la concentracién méas alta (1000 ppm). El crecimiento radicular del frijol y la
calabaza fue inhibido significativamente a 100 y 1000 ppm.
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DISCUSION

Los mecanismos de accién de los compuestos aleloquimicos, pueden ser
estudiados a través del andlisis de diversos procesos fisioldgicos por separado,
como por ejemplo, el efecto de éstos compuestos sobre la divisién celular,
fotosintesis, respiracién, entre otros. El proceso de sintesis de protelnas puede
ser un blanco muy adecuado sobre el cual dirigir los estudios de los mecanismos
de accion de los aleloquimicos. Se ha demostrado que compuestos
aleloquimicos puros como los &cidos benzoico, vainillico, cinamico y ferdlico,
inhiben 1a incorporacién de 2S-metionina a las proteinas (Baziramakenga et al.,
1997). Por otro lado, se conoce que el estrés por calor, frio, hidrico, osmético,
anoxia, hipoxia, patégenos, también alteran el patrén de sintesis de proteinas,
induciendo proteinas nuevas, o bien, disminuyendo la expresién de otras.

En el presente trabajo, se describen los cambios observados en el patrén
de sintesis de proteinas citoplasmicas de las ralces de frijol, jitomate, calabaza y
mafz, al ser expuestas al estrés aleloquimico provocado por los lixiviados
acuosos de Sicyos, Lantana, Sebastiania y Acacia. Estos cambios fueron
analizados por la técnica de electroforesis de dos dimensiones (2D-PAGE), que
al separar polipéptidos individuales nos permite identificar y comparar todas
aquellas modificaciones sufridas por las protelnas, por efecto del estrés
aleloquimico, y comparar los patrones de cada tratamiento con sus respectivos
controles.

El andlisis de los resultados mostré que los efectos de los lixiviados
acuosos, sobre el crecimiento radicular y la sintesis de protelnas, fueron
diversos y especlificos, dependiendo de la planta alelopatica y de la planta
cultivada receptora.

En términos generales, se puede decir que hubo mayor nimero de casos
donde se observé un aumento o disminucién en la expresién de ciertas
proteinas, y muy pocos casos donde éstas desaparecieron o aparecieron como
nuevas. Se puede sefalar que las alteraciones en el patrén de proteinas se
observaron en proteinas con bajo, mediano y alto peso molecular. Las proteinas
que aumentaron o aparecieron con los distintos tratamientos, probablemente
estan relacionadas con algunos mecanismos de defensa o de adaptacién de las
plantas al estrés aleloquimico. Las proteinas que aumentaron su absorbancia
pueden ser consideradas como ‘proteinas de estrés’, como las sintetizadas
durante un estrés por choque térmico (HSP) (Vieriing, 1991; Waters, 1995), las
relacionadas con el atagque de patégenos (PR) (Van Loon y Van Strien, 1999) o
las sintetizadas durante un estrés hidrico y/o salino (LEA, osmotina, dehidrinas,
etc.) (Riccardi, et al., 1998; Bray, 1993). Por otro lado, existe la posibilidad de
gue el aumento de las proteinas esté relacionado con una alteracién en su
proceso de sintesis, desde el nivel de traduccion, maduracién o bien una
alteracién de la vida media “normal” de |la proteina misma (Stryer, 1995).
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En el presente trabajo, los aumentos de absorbancia de algunas proteinas
por efecto de los lixiviados, superaron, en algunos casos, el 100% con respecto
al control, como en los casos del frijol y el maiz con el tratamiento del lixiviado de
Acacia (Tabla 3, Tabla 9); por el contrario, el grado de disminucién observado en
las proteinas, fue menor comparado con el grado de aumento, en algunos
casos, se alcanzé casi un 60% de disminucidn, por ejemplo, en el frijol y el
jtomate, algunas proteinas disminuyeron mas del 50% con el lixiviado de
Lantana (Tabla 5, Tabla 23). Hurkman y Tanaka, (1988) encontraron que las
concentraciones de las proteinas citoplasmicas de la raiz de cebada (Hordeum
vulgare L.) aumentaron y disminuyeron por el efecto de un estrés salino,
osmdético y por deficiencia de agua.

Se puede especular que los aumentos en la expresion de las proteinas
observados durante el estrés aleloquimico, son resultade de ajustes bioquimicos
y estructurales en las proteinas citoplasmicas que se desencadenan como
respuesta de las plantas ante una condicién adversa, con el fin de hacerle frente,
ajustar su metabolismo y resistir. El aumento de la sintesis de varias protelnas
constitutivas, se ha observado en otros tipos de estrés ambientales, por ejemplo,
en el estrés hidrico se observa un aumento de las enzimas involucradas en la
sintesis de osmolitos (osmoprotectores) (Vernon, et al., 1992); en
Mesembryantemum crystalinum, la isoenzima de la PEPcasa aumenta durante
el estrés hidrico y salino (Forsthoefel, et al., 1995; Cushman, et al., 1997, 1999).

En relacién con las proteinas que disminuyeron con los diversos
tratamientos, se puede sugerir que también se trata de proteinas con una
funcién metabdlica determinada. Por ejemplo al analizar las proteinas de las
hojas del maiz bajo un estrés hidrico, Riccardi y colaboradores (1998)
observaron que algunos de los polipéptidos afectados eran enzimas, como la
triosa fosfatoisomerasa, enolasa y la NAD-malato deshidrogenasa, involucradas
en la glucdlisis y ciclo de Krebs, que son dos rutas metabdlicas importantes para
la obtencién de energia (ATP). En el presente trabajo, se observé que en la
calabaza tratada con el lixiviado de Acacia, una proteina 18.5 kD, disminuyd. Al
secuenciar esta proteina, se lograron identificar once aminoacidos de su terminal
amino: LPADVVGYPNXY; esta secuencia mostré similitud con las de proteinas
de estrés térmico de la clase I, por ejemplo, con una proteina de 17.4 kD de
soya, una de 17.6 kD de Arabidopsis y una de 18.8 kD de Jpomoea ni, que como
puede observarse, poseen un peso molecular similar. Esto indica que
probablemente esta proteina de 18.5 kD de la calabaza, pudiera ser una
protelna de constitutiva de estrés térmico, cuya sintesis se vio afectada por el
lixiviado de Acacia (Figura 15, Tabla 15).

Es importante mencionar que ‘en el presente trabajo, solo se analizaron
las proteinas citoplasmicas. Por esta razén, los resuitados obtenidos con el
lixiviado de Sicyos parecen ser contradictorios. Por una parte, este lixiviado
causd una fuerte inhibicién de las radiculas de frijol, malz y jitomate; sin embargo
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en las dos primeras el cambio en su patrén de proteinas no fue muy afectado.
Estos resultados sugieren que, probablemente, el mecanismo de accién de los
compuestos aleloquimicos de Sicyos, inciden sobre otros procesos fisioldgicos,
o bien que las proteinas modificadas fueran las de membrana, las cuales no se
analizaron en este trabajo. En un estudio sobre los efectos de! lixiviado de
Sicyos sobre la ultraestructura de la ralz del frijol y el chilacayote, se observé
que la membrana celular se plasmoliza por el efecto de este lixiviado (Cruz-
Ortega, et al., 1998), lo que refuerza la hipétesis de que las proteinas afectadas
son de membrana. Por otro lado, en todas las raices de las distintas especies
tratadas con el lixiviado de Sicyos, se observé un engrosamiento de la punta de
la ralz. Este efecto también se ha observado cuando las raices del trigo son
sometidas al estrés por aluminio (Puthota, 1991; Cruz-Ortega y Ownby, 1993).
Este engrosamiento puede deberse a una inhibicién de la elongacién celular,
mas que a una inhibicién de la divisién celular, aunque esto no ha sido
comprobado.

Al contrario de Sicyos, los lixiviados acuosos de Sebastiania, Lantana y
Acacia, no inhibieron el crecimiento de la rafz del maiz, en cambio fueron
capaces de producir un estrés sobre la planta, provocando una alteracién en la
sintesis de proteinas. Es importante mencionar que el maiz, en relacién con el
crecimiento de su raiz, es una de las plantas més resistentes a los efectos
aleloquimicos de los diferentes lixiviados, y que el jitomate, resulté ser la planta
mas sensible a estos.

El estudio de los modos de accién de compuestos aleloquimicos, puede
ser la base para estudios posteriores sobre el uso potencial de los mismos como
plaguicidas, asf como para establecer los diversos mecanismos de tolerancia
que algunas plantas han desarrollado frente al estrés aleloquimico. Este
conocimiento abre una nueva perspectiva de investigacién encaminada al
mejoramiento genético de ciertas plantas cultivadas.

El presente trabajo resulta ser un pionero en cuanto a la exploracion de
los efectos de los metabolitos secundarios producidos y liberados al medio por
las plantas sobre la expresion de proteinas citopldsmicas en la raiz de otras
plantas. Sin duda, se requieren otros estudios, tanto bioquimicos como
moleculares, para determinar con mas exactitud, cuéles proteinas son las
afectadas y que genes las codifican, asf como la comparacién de su secuencia
con las contenidas en diversos bancos de proteinas y genes. De esta manera,
podremos determinar la funcion metabdlica de estas proteinas y los proceso en
los que estan involucradas, asi como la importancia particular que tienen en la
respuesta de |a planta al estrés aleloquimico.
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