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RESUMEN

Callicarpa acuminata Kunth (Verbenaceas) es una especie que tiene un alto
potencial aleloguimico. Los diverses metabolitos secundarios bicactivos presentes
en Callicarpa producen un estrés aleloquimico sobre diversos organismos,
incluyendo plantas cultivadas. El presente trabajo describe el efecto def lixiviado
acuoso de ia parte aérea de Callicarpa acuminata sobre el crecimiento radicular, el
patrén de proteinas y la actividad de la catalasa (como respuesta a una produccion
de radicales libres), en tres plantas cultivadas de prueba: jitomate, frijol y maiz. E)
efecto del lixiviado acuoso al 1% inhibid significativamente el crecimiento radicufar
del jitomate perc no tuvo un efecto sobre el crecimiento del frijol v del mafz. El
efecto de éste lixiviado fue evaluado sobre el patrén de proteinas de la ralz de las
plantulas de los tres cullivos, utilizando la técnica de electroforesis de dos
dimensiones (20-PAGE). El andlisis por densitometria de laser mostré que el
lixiviado tuvo un efecto diferencial sobre sl patrén de expresion de varias proteinas
en las tres plantas cultivadas. En el jitomate, aunque &l efecto general fue una
disminucién de la expresion de ciertas proteinas, una protsina de 27.5 kD aumsnté
significativamente. La secuencia de la amino terminal (23 aminodcidos) de ésta
proteina mostré una similitud de 90-95% con las enzimas ‘glutatién-S-transferasa’
de otras plantas. Ef patrén de proteinas de [as raices de frijol también se modificd
por efecto det lixiviado; las proteinas en el frijol, aumentaron o disminuyeron. La
secuencia de la terminal amino de una proteina de 11.3 kD, que auments
significativamente, fue similar en un 94% al inhibidor de la a-amilasa del mismo
frijol. Ambas proteinas estan relacionadas con mecanismos de defensa de las
plantas frente a condiciones adversas. Por otro lado, se midi6 la actividad de la
catalasa tanto en geles nativos como por espectrofotometrfa en las raices de los
tres cultivos tratadas con el lixiviado acuoso de Callicarpa. La actividad de la
catalasa aument6 en las raices de frijo! y de jitomate, pero no en las de maiz. La
técnica de quimicluminiscencia para medir radicales libres, indicé que en el
jitomate y frijol, el aumento se debid al efecto del lixiviade acuoso de Caliicarpa, 1o
que se relaciona con el aumento de la actividad de la catalasa. También se
determind el grado de iipoperoxidacion por medio de la produccién de diengs
conjugados. El lixiviado de Cafficarpa aumentd 2.4 veces [a lipoperoxidacion en las
raices de jitomate, sin aumentarla en frijol y en maiz. Se concluye gue el jitomate
es la planta mas sensible al estrés aleloquimico causado por el lixiviado de
Callicarpa acuminata; ademds, sus respuestas son diferentes a las observadas en
el maliz y en el frijol, por lo tanto, el estrés aleloguimico causado por ias moléculas
biodinamicas contenidas en el lixiviado acucso de Callicarpa acuminata tiene un
efecto diferencial.



INTRODUCCION

DEFINICION DE ALELOPATIA

El campo de la ecologia quimica comprende el estudio de las relaciones planta-
insecto, planta-microorganismo y planta-planta mediadas por compuestos quimicos
(infoqu!micos‘) que son producidos por los organismos y liberados al medio, donde
‘ pueden actuar como atrayentes, estimulantes o inhibidores para otros organismos, Estas
relaciones quimicas son de fundamental importancia para ia sobrevivencia de los
organismos y para la dinamica y &l equilibric de la comunidad (Anaya, 1999).

La alelopatia es una ciencia que forma parte de la ecologia quimica. El término
alelopatia deriva de dos vocablos griegos: alfelon = reciproco y pathos = sufrimiento,
literaimente significaria e/ efecto perjudicial de un organismo sobre otro. El fendmeno de
la alelopatia es complejo y su definicién ha ido cambiando con el tiempo. Inicialmente, fue
definida como: “cualquier efecto perjudicial, directo o indirecto, de una planta sobre otra, a
través de la produccion de compuestos quimicos liberados al medio ambiente” (Rice,
1984). Recientemente, en la primera reunién internacional de alelopatia se definié a ésta
como: “cualquier proceso que involucra la produccidn de melabolitos secundarios
producidos por plantas y microorganismos, los cuales influyen en el crecimiento y
desarrollo de ofros organismos (excluyendo a los armmales)' (IAS, 1996). En las
interacciones alelopéticas estan involucrades varios eliementos, entre los cuales
tenemos: la planta donadora de los compuestos quimicos, {as caracteristicas del sueio u
otro substrato (agua), los microorganismos que pueden ser los receptores vy
modificadores de estos compuestos, y las plantas receptoras de los compuestos quimicos
liberados o bien modificados por la poblacion de microorganismos (Figura 1).

' Los infoquimicos son de dos lipos: aleloguimicos, aquelios que median relaciones quimicas entre
organismos de diferente especie, y feromonas, 1os que median relaciones quimicas entre los organismos de la

misma especie.



PLANTA DONADORA

Procesos de liberacién de los compuestos quimicos {infoguimicos)

Exudacién Volatilizacién Lixiviacion Descomposicién
{raices) {hojas) {(hojas) {residuos}
ALELOQUIMICOS
Absorcitn fijacion en metabolismo absorcion por el
por el suelo ac. humicos microbiano organismo receptor
PLANTA HL:EPTORA

Figura 1. Procesos que los compusestos aleloquimicos pueden tener antes de
llegar a una planta receptora. La mayoria de estos procesos estan regulados por
las condiciones ambientaies (tomado de Reigosa, 1999)

Naturaleza quimica y biosintesis de los compuestos aleloquimicos.

La mayoria de los compuestos quimicos involucrados en la alelopatia,
pertenecen a los metabolitos secundarios, llamados asi porque, en general, no tienen
un papel bioquimico primario como lo tienen las proteinas, los &cidos nucleicos, los
carbohidratos y los lipidos (metabolitos primarios) (Granados et al., 1989). Los
metabolitos secundarios pertenecen a diversos grupos guimicos, desde simples
compuestos alifaticos hasta complejos compuestos aromaticos. Algunos ejemplos
son los dcidos acético y butirico, ciertas quinonas, fenoles simples, derivados de




acidos fendlicos como los 4cidos cindmico y benzoico, cumarinas, flavonoides,
taninos hidrolizables y condensados, terpencides y alcaloides, entre muchos otros.

Los metabolitos secundarios principaimente se derivan de dos vias: la del
acetato y la del acido shikimico (Rice, 1984). Los derivados del acetato son: los
terpenoides, los esteroides, los flavonoides, los 4cidos orgéanicos solubles en agua,
cadenas de alcoholes, las acetonas, los 4cidos grasos insaturados simples, los
poliacetilenos, las naftoquinonas, las antraguinonas, las quinonas y el floroglucinol.
Los derivados del acido shikimico incluyen: los fenoles simples, el dcido benzoico y
sus derivados, las cumarinas, los glucésidos, los alcaloides y las cianohidrinas,
algunos derivados de las quinonas y los taninos hidrolizables y condensados.

Rutas de liberacion:

Las rutas de liberacidn de los compuestos aleloquimicos dependen de (1) su
naturaleza quimica, (2) si estan unidos con otras moléculas, y (3) de su iocalizacién
en la célula vegetal (Mandava, 1985). Algunos metabolitos secundarios pueden ser
téxicos para la misma planta gque los produce, en este caso la planta los almacena
dentro de las vacuclas, en los peios glandulares, en las celulas muertas como el
duramen de la madera, ¢ bien los libera al exterior. De acuerdo con Tukey {1968}
existen principalmente cuatro rutas de liberacién de los compuestos aleloquimices,
las cuales son:

1. Volatizacién. Esta forma de liberacién esta relacionada principalmente con los
compuestos volatiles, por gjemplo, terpenos y monoterpencs, como el o- v el B-
pineno, el alcanfor y el cineol, entre otros (Fischer et al., 1994). Estos compuestos
volatiles pueden ser absorbides por otras plantas a traves del vapor o el rocio
condensado, o pueden llegar al suelo, donde son adsorbidos por las particulas
del suelo o absorbidos por las raices de otras plantas. Por ejemplo, los
monoterpenos Iiberados de las hojas del eucalipto, los cuales llegan al suelo y
son téxicos para la germinacion y el crecimiento de otras plantas (Del Moral y

Muller, 1970).



2. Lixiviacién. Los aleloguimicos pueden ser lavados o lixiviados de |a planta por la
accion de la lluvia, la nieve, la niebla, el rocfo o la flovizna. Los aleloquimicos
liberados por esta via incluyen sustancias orgénicas e inorganicas como fos
fenoles, terpenos y alcaloides (Rice, 1984). Se ha demostrado, tanto en el campo,
como en el laboratorio, que muchos de estos compuestos ‘lixiviados’ tienen un
efecto téxico sobre las plantas circundantes y los microorganismos (Macias et al.,
1994).

3. Exudacién por la raiz. Los compuestos aleloquimicos también pueden ser
exudados o liberados por [a células de la raiz de varias plantas. Se ha reportado
que los exudados de las raices de pepino (Cucumis sativus, L.) contienen 4cidos
orgénicos como el benzoico, p-hidroxibenzoico, 2-5 dihidroxibenzoico, 3-
fenilpropanocico, cindmico, p-hidroxicinamico, miristico, pafmitico y el &cido
estedrico, los cuales son toxicos para el crecimiento de las semillas de lechuga
(Yu y Matsui, 1994). Einhelling {1987) considera que factores como la edad de la
planta, 10s nutrimentos, {a luz y la humedad influyen tanto cualitativa como
cuantitativamente en la exudacién de los compuestos aleloquimicos.

4. Descomposicién de los residuos vegetales. Los residuos de las plantas al
descomponerse proporcionan una gran cantidad de aleloguimicos a la rizésfera
(Devi et al., 1997). Los factores que infiuyen en este proceso, incluyen la
naturaleza de los residuos, el tipo de suelo y las condiciones ambientales (Mason-
Sedum et al., 1986). Los compuestos liberados al suelo pueden ser quimicamente
transformados por los microorganismos y convertirse en compuestos
biclégicamente més activos (Devi et al., 1997). La descomposicidn de los residucs
de sorgo libera los acidos clorogénico, cumarico, hidroxibenzoico y el vainillico,
los cuales inhiben el crecimiento del girasol, jitomate y rabano (Nicollier et al.,
1985).

Las cuatro rutas de liberacién de los aleloquimicos se muestran en la Figura 2.




LIBERACION DE LOS ALELOQUIMICOS

Volatllizacién de las holas

Lixiviacién de las
partes dreas por la
accién de la lluvia
y el rocio.

Exudados
de las ramas
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Figura 2.- Métodos de liberacion de los aieloquimicos al medio ambiente (tomado
de Reigosa, 1999)

Regulacion de la liberacién de los aleloquimicos:

La sintesis, la cantidad, la liberacién y la toxicidad de los aleloquimicos pueden
estar influenciados por varios factores abidticos comoe la luz, ia temperatura y las
condiciones del suelo {(Berg, 1986). Downum (1992} reporia que en algunas
angiospermas, la luz acelera la liberacién de acetofeninas, furanocumarinas y
furanoquinonas. Einheilling y Ecrich (1984} mencionan gque las temperaturas altas
(30-35 °C} aumentan el efecto biolégico de los compuestos aleloquimicos del sorgo.
La textura de! suelo también influye en la toxicidad de los aleloquimicos, la mayoria




de ios compuestos voldtiles son adsorbidos por las particulas coloidales del suélo y
pueden permanecer en forma activa por periodos prolongados (Muller y del Moral,
1966). La cantidad de oxigeno en ei suelo es un factor importante en la
transformacién, acumulacién y persistencia de ios compuestos aleloquimicos. Bajo
condiciones aerdbicas la descomposicién de los compuestos orgdnicos por los
microorganismos s muy rdpida, en cambio bajo condiciones anaerébicas se
favorece Ia produccidn de compuestos como el metano, el etileno, los 4cidos acetico,
lactico y butirico y varios compuestos fendlicos, los cuales se ha demastrado que son
téxicos para las plantas (Chou et. al., 1977 y Chou y Chiou, 1979). Por otro lado, el
pH de!l suelo también influye en la liberacidn de los aleioquimicos, en suelos con un
pH 4cido (< 6.0), la descomposicion de los residuos disminuye y, por lo tanto, la
liberacién de los alelogquimicos (Berg,19886).

EFECTO DE LOS ALELOQUIMICOS SOBRE PROCESOS GELULARES

Los efectos visibles de los compuestos aleloguimicos sobre fa germinacién y el
crecimiento de las plantas receptoras, son la manifestacion de los efectos primarios
que tienen sobre procesos celulares especificos. Son varios los procesos celulares
que pueden ser afectados por los compuestos aleloquimicos en la planta receptora.

A continuacion se describen alguncs de éstos procesos:

CRECIMENTO Y DIVISION CELULAR. Se ha reportade que wvarios compuestos
aleloguimicos afectan el crecimiento de varias especies de plantas, inhibiendo el
crecimiento radicular, la expansidn foliar y causando un marchitamiento de la planta.
Existen varios trabajos donde se muestra que los procesos de divisién celular y
elongacién son inhibidas por fa accion de los compuestos aleloquimicos (Devi et al.,
1997). Holappa y Blum (1991) reportan que el &cido ferdlico inhibe el crecimiento
radicular y la expansién foliar de plantulas de pepino y jitomate. Se ha observado
que el dcido ferulico forma uniones éster con los polisacaridos de la pared celuiar de



de los compuestos voldtiles son adsorbidos por las particulas coloidales del suelo y
pueden permanecer en forma activa por periodos prolongados (Muiler y del Moral,
1966). La cantidad de oxigeno en el suelo es un factor importante en la
transformacién, acumuiacién y persistencia de los compuestos aleloguimicos. Bajo
condiciones aerdbicas la descomposicién de los compuestos organicos por los
microorganismos es muy rapida, en cambio bajo condiciones anaerdbicas se
favorece la produccién de compuestos como el metano, el etileno, los 4cidos acético,
l&ctico y butirico y varics compuestos fendlicos, los cuales se ha demostrado que son
toxicos para las plantas (Chou et. al., 1977 y Chou y Chiou, 1879). Por otro lado, el
pH del suelo también influye en la liberacién de los aleloquimicos, en suelos con un
pH &cido (< 6.0}, la descomposicién de los residuos disminuye y, por lo tanto, la
liberacién de los aleloquimicos (Berg,1986).

EFECTO DE LOS ALELOQUIMICOS SOBRE PROCESOS CELULARES

Los efectos visibles de ios compuestos aleloquimicos sobre la germinacién y el
crecimiento de las plantas receptoras, son la manifestacién de los efectos primarios
gue tienen sobre procesos celulares especificos. Son varios los procesos celulares
que pueden ser afectados por los compuestos aieloguimicos en la planta receptora.

A continuacién se describen algunos de éstos procesos:

CRECIMIENTO Y DIVISION CELULAR. Se ha reportado que varios compuestos
aleloguimicos afectan el crecimiento de varias especies de plantas, inhibiendo el
crecimiento radicular, la expansién foliar y causando un marchitamiento de la planta.
Existen varios trabajos donde se muestra que los procesos de division celular y
elongacién son inhibidos por la accién de los compuestos aleloquimicos (Devi et al.,
1997). Holappa y Blum (1991) reportan que el acido ferdlico inhibe el crecimiento
radicular y la expansién foliar de plantulas de pepino y jitomate. Se ha observado
que el acido ferdlico forma uniones éster con [os polisacaridos de ia pared celular de



las celulas del coledptilo de avena (Avena sativa L.}, lo cual hace rigidas a las
células, causando una inhibicidn en el crecimiento celular (Kamisaka et al., 1990).

INTERACCION CON HORMONAS. Muchos compuestos aleloquimicos interactian con los
reguladores del crecimiento de las plantas. Los taninos inhiben el crecimiento
inducido por el acido giberélico, provocando ia reduccion de la sintesis de amilasa y
de la &cido fosfatasa en el endospermo de |a semilla de cebada (Devi et al., 1897).
Devi y Prasad (1992) reportan una similar inhibicién de enzimas hidroiiticas en
semillas de maiz tratadas con acido fertlico. La inhibicidn del crecimiento de semillas
de pepino y jitomate por compuesto fendlicos ha sido relacionada con un aumento en
los niveles de 4cido absclsico (ABA) (Holappan y Blum, 1991). En otro estudio, Ishiiy
Saka (1992) reportan que la elongacién de las células del hipocétilo del arroz,
mediada por el &cido indoiacético (IAA), fue inhibida por el 4cido ferdlico.

ENzimAs, Algunos aleloquimicos pueden modificar directamente ia sintesis y la
actividad de varias enzimas, tanto in vitro como in vivo. Los compuestos alelogquimicos
pueden regular la actividad de las enzimas de dos maneras: a bajas concentraciones
tienden a aumentar su actividad, y a altas a inhibirla {Devi et al., 1997). En semillas de
maiz tratadas con &cido ferlfico, se ha observade un aumento en la actividad de
enzimas oxidativas como peroxidasas, catalasas y la IAA oxidasa (Devi et al., 1997).
También en el maiz tratado con &cido ferdlico se ha reportado una inhibicion de la
actividad de enzimas hidroliticas, como las amilasas, la maltasa, varias proteasas y Ia
fosfatasa Acida; éstas enzimas estan invoiucradas en la movilizacidn del material de
reserva y los autores relacionan estos cambios ¢on la inhibicidn del crecimiento (Devi

y Prasad, 1992).

REsPIRACION. Los compuestos aleloquimicos alteran la respiracion dependiendo de
su naturaleza quimica, de su concentracion y de la etapa de desarrollo de la planta.
Los aleloquimicos pueden inhibir el transporte de electrones af oxigeno, o bien
desacoplar la fosforilacion oxidativa. Cruz-Ortega et al., (1988) encontraron que el



extracto etandlico de polen de maiz inhibid el transporte de electrones en
mitocondrias aisladas de hipocétilos de sandia. Hejl et al., (1993) reportan que la
juglona actud como un desacoplante en mitocondrias aisladas de soya (Glicine max)
Peruelas et al., (1996}, utilizando mitocondrias aisladas de cotiledones de soya,
probaron el efecto de la juglona, la quercetina, ef cido cindmico y el a-pineno sobre
la tasa de respiracién y el reparto de los electrones a través de las vias del citocromo
y de la cadena alterna de oxidacién. Los autores reportaron que solo el acido
cindmico y el a-pineno inhibieron la tasa cel consumo de oxigeno y aumentaron el
reparto relativo del transporte de electrones a la cadena alterna, los otros
aleloquimicos soio tuvieron efecto sobre {a via del citocromo.

FotosinTESIS. La inhibicién del crecimiento, v por lo tanto de la biomasa de las
plantas, debido al efecto de los aleloguimicos, puede estar relacionada con una
alteracion de la fotosintesis. La escopoletina, un derivado de fa cumarina, inhibid la
produccién de biomasa, la expansién del drea foliar y la tasa fotosintética en plantas
de tabaco (Nicotiana tabacum L.), de girasol (Helianthus annuus L.) y de amaranto
(Amaranthus retroflexus L.) (Einhellig et. al., 1970). Patterson {1981} reportd que los
4cidos fertlico, cindmico, p-cumarico, vainiliico y galico, a una concentracion de 1000
pM, inhiben la tasa fotosintética en semillas de soya. Devi et al., (1997),
experimentando con plantulas de maiz tratadas con &cido ferdlico, observaron una
disminucion de la asimilacion de COz y de la conductividad estomatica. En otros
estudios, Calera et al., (1995 a y b, 1996) reportaron que la isoalioalantolactona,
aislada de Ratibida mexicana, inhibié la sintesis de ATP en cloroplastos aislados de
espinaca, alterando el flujo de protones y el transporte de electrones en el
fotosistema i (P680).

PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA. Se ha reportado que varios derivados fendlicos,
flavonoles y flavonoides, alteran las propiedades de las membranas (Moreland y
Novitzky, 1987). El efecto de estos compuestos sobre la absorcién, respiracién y
fotosintesis, se debe muchas veces a la alteracién que producen sobre la integridad



estructural y funcional de la membrana (Devi et al., 1997). Varios compuestos como
los derivados del acido cindmico y del benzéico, depolarizan la membrana y su efecto
depende de su solubilidad en los lipidos de la misma (Glass, 1973). En un estudio
reciente, Galindo et al., (1999) mostraron que ia dehidrozaluzanina C, una lactona
sesquiterpénica, provocé una salida rapida de iones en membranas aisladas de

cotiledones de pepino.

EsTRES BioL6GICO

El estrés se define como cualquier factor bidtico o abibtico que puede alterar
significativamente un proceso fisioldgico en el organismo afectado. La respuesta
inmediata de las plantas a un factor de estrés puede ser una inhibicién de su
desarrollo. Las plantas han desarrollado una alta capacidad para enfrentarse a
diferentes factores de estrés utilizando varios mecanismos de respuesta gue operan
a diferentes tiempos y que dependen de la naturaleza, de la intensidad y del tiempo
de exposicion al estrés, asi como del proceso fisioldgico involucrado. Estos
mecanismos de respuesta son compensatarios y en muchas ocasiones le permiten a
la planta mantener una tasa constante de un proceso fisiolégico aGn bajo condicicnes
de estrés (Larcher, 1995).

Los factores abidticos que pueden ocasionar un esirés son: 1) ef clima, como la
temperatura, la humedad, la radiacién y el viento; 2) condiciones edafol6gicas, como
altas concentraciones de sales, deficiencias o excesos de nutrimentos, acidez o
alcalinidad, altas concentraciones de metales como Cd*, Al*, y Cu*? (Larcher, 1995).
Por otro lado, dentro de los factores bidticos que causan estrés en las plantas
podemos mencionar: 1) la sobrepobfacion, 2) la competencia, 3) los patdgenos
(insectos, microorganismos; diversos nematodos), 4) herbivoros, y 5) interacciones
quimicas, por ejemplo, las alelopdticas (estrés aleloquimico). Dentro de estos
factores también se encuentra el antropogénico como la contaminacidn (plaguicidas y
fertilizantes), los desechos industriales y los incendios, entre muchos otros (Larcher,

1995) (Figura 3).
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FIGURA 3. Factores causantes de un estrés en el medio ambiente (tomada de
Larcher, 1995).



Proteinas de estrés

Las respuestas de las plantas a los diferentes factores de estrés dependen de
sus caracteristicas genéticas particulares, las cuales les confieren el grado de
sensibilidad y/o tolerancia que tengan a estos factores. Estas respuestas pueden ser
parte de los mecanismos que permitan a la planta resistir a los factores de estrés, o
bien, ser una manifestacion del dario celular que han experimentado por efecto del
mismo. Tanto los mecanismos de tolerancia como el dafo causado involucran
cambios en la expresién genética. Estos cambios se pueden manifestar come un
aumento o disminuciéon de metabolitos, enzimas, o bien, sintesis de nuevas
proteinas. La sintesis de estas Ultimas puede ser especifica para un factor de estrés
en particular (Ziegler, 1990).

Para observar los cambios en el patrén de proteinas generados por el efecto de
los factores de estrés, se ha hecho uso de Ia técnica de electroforesis, en particular
de la técnica de dos dimensiones (20-PAGE) (O'Farrel, 1975), que permite separar
proteinas individuales; primero los polipéptidos son separados con base en su carga
y después por su peso molecular. En numerasos estudios se ha utilizado esta técnica
para identificar proteinas que fueron modificadas por factores de estrés en las
plantas. En un trabajo reciente, Riccardi et al., (1998) encontrd que 78 proteinas
fueron significativamente modificadas en el maiz durante un estrés hidrico. De éstas,
19 fueron secuenciadas y dos correspondieron a proteinas expresadas durante el
estrés hidrico, RAB17 (responden al ABA) y ASR (proteina relacionada al ABA, al
estrés hidrico y a la madurez) en embriones de maiz y plantas de jitomate
respectivamente. La toxicidad por aluminio también induce cambios en el patrén de
protelnas citoplasmicas del trigo (Ownby y Hruschka (1991). Posteriormente en esta
misma planta, se identificd una proteina inducida por el aluminio (TAl-18); la
secuencia de aminodcidos de esta proteina correspondid a una relacionada a la
patogénesis (PR2) (Cruz-Ortega y Ownby, 1993). Otros trabajos reportan gue las
altas temperaturas inducen la sintesis de nuevas proteinas de estrés (proteinas de
choque térmico o HSP) en varias especies vegetales (Key et al., 1981; Cooper y Ho,
1983; Vierling, 1991). Ricard et al., (1991) observaron que durante condiciones



anaerébicas las raices de maiz sintetizan proteinas como las S81 y 882, ambas

isoenzimas de la sacarosa sintetasa.

Estrés oxidativo.

La mayoria de los factores que causan estrés a las plantas, como la
temperatura {calor o frio), la falta de oxigeno, la deshidratacidn y la salinidad,
ocasionan dentro de las células ia formacidn de especies reactivas de oxigeno,
produciendo fo que se conoce como estrés oxidativo. Este estrés se da cuando fa
produccidn de especies reactivas de oxigeno, EOR (radicales libres que tienen uno o
mas electrones desapareados), aumenta y la capacidad de las defensas
antioxidantes resulta ser ineficiente y, por lo tanto, causan un dafio en las
membranas de las céiulas, el cual, si llega a ser muy severo, puede conducir a la
muerte celular (Halliwell et al., 1995). Durante la fotosintesis se pueden producir EOR
cuando la cantidad de energla recibida por los pigmentos no puede ser almacenada
fotoquimicamente, causando un dafio en las mermbranas de los cloroplastos. Los
atomos de oxigeno de las EOR son mas inestables que o! O; en su estado basal de
energia (Halliwell y Gutteridge, 1984). Dentro de las especies de oxigeno reactivo
mas importantes estdn: el radical superdxido («0;), el peréxido de hidrégena (H;0;),
el radical hidroxilo (OH) y el oxigeno singulete {'O,), todas estas especies son

citotdxicas y actlan de diversa manera en los diferentes organelos celulares.

Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de llpidos se produce por la interacciéon de éstos con las
especies reactivas de oxigeno. Los &cidos grasos o lipidos insaturados presentes en
las membranas, son muy susceptibles a la degradacién peroxidativa causada por los
radicales libres. El proceso de peroxidacion de un acido graso insaturado se inicia
con la formacién de dienos conjugados, generados por la eliminacion de un atomo de
hidrégeno de un grupo metilo adyacente a una doble ligadura y formando un radical
libre orgdnico. Este radical reacciona con el oxigeno y forma un peroxirradical, el cual
a su vez reacciona con otro 4cido graso vecino produciendo un hidroperdxido. Este



ultime es muy inestable y se degrada para formar nuevos radicales libres, como el
alcoxil y peroxil, los cuales reaccionan facilmente con otros lipides, propagando la
reaccidn de peroxidacidn. La presencia de metales activos reductores, como son el
Fe'?y of Cu*?, puede facilitar !a iniciacién del proceso (Yu, 1994; Aust, 1985).

La peroxidacién de las moléculas de lipidos causa, invariablemente, cambios o
dafigs en la estructura molecular lipidica. En las membranas la peroxidacién de sus
Iibidos destruye el arreglo y organizacion estructural de la bicapa lipidica (Yu, 1994).
Por otro fado, los productos de la lipoperoxidacién tienen diversos efectos en las
células: desnaturalizan el ADN e impiden la sintesis de proteinas; pueden provocar
oxidacién de aminoé&cidos, entrecruzamientos entre proteinas, inhibicién de diversos
eventos metabdlicos como la respiracion o la actividad de enzimas (Priestley, 1986).

Mecanismo de defensa contra las especies reactivas de oxigeno.

Evolutivamente los organismos han desarroliado mecanismos de defensa para
protegerse de los efectos perjudiciales del estrés oxidativo. Las plantas, ademas de
sintetizar enzimas antioxidantes, sintetizan otros compuestos como las vitaminas E y
C, los flavonoides, el B-carcteno y otras pequefias moléculas con propiedades
antioxidantes. Las defensas enzimaticas incluyen a las enzimas catalasas,
peroxidasas, superdxido dismutasa y otras enzimas reparadoras {Scandalios, 1997).

La catalasa (CAT) (Hz02o0xido réductasa. EC 1.11.1.8) es una hemoproteina
tetramérica que fue aislada y cristalizada por primera vez del tejido hepético por
Sumner y Dounce (1937}, La mayoria de Ias catalasas purificadas contienen cuatro
subunidades, cada una con un peso molecular de 60 kD, un grupo hemo [Fe (lIl)
protoporfirina) en el sitio activo y una molécula de NADPH (Halliwell y Gutteridge,
1989). En células vegetales y animaies, la catalasa se encuentra en los peroxisomas,
los cuales deben su nombre a gque dentro de ellos se encuentran oxidasas que
generan per6xido de hidrégeno téxico y por lo tanto tienen que tener una enzima
como la catalasa para eliminarlos (Subramani, 1993). La CAT cataliza la
descomposicion de peréxidos {Hz0: y hidroperdxidos) funcionando ya sea como

16



peroxidasa en presencia de donadores de protones {actividad peroxidica) (1) o
descomponiendo el H20z en H20 y Oz (actividad cataldsica) (2):

ROOH + AHz—» H20+ RCH + A (1)
2H:202 ~———p 2H20+ 02T (2)

En maiz se han identificado y caracterizado tres isoenzimas de fa catalasa en
varios tejidos: CAT-1, CAT-2, CAT-3, las cuales son codificadas por tres genes
estructurales: cat?, cat?, cat3. Su distribucién estd regulada tanto espacial como
temporalmente en el desarrollo del maiz. CAT-1 es |2 Unica isoenzima expresada en
el polen maduro, en el endospermo lechoso inmaduro, en el escutelo, la radicula y en
la plantula durante la germinacién de las semillas. Durante las primeras etapas
germinativas, la CAT-1 es la enzima principal, pero conforme el embrién crece la
CAT-2 llega a ser la izoenzima predominante. La CAT-3 se localiza principalmente en
el coleoptilo y las hojas de las plantas (Redinbaugh et al., 1990). La expresién de las
catalasas esta también influenciada por factores como la luz, las hormonas. el ozono,
la temperatura, asi como por compuestes naturales tdxicos, lo que pone de
manifiesto el pape! protector de la catalasa en respuesta a un estrés oxidativo

generado por estos factores.

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

En los estudios de alelopatia realizados en México, se han puesto en evidencia
los potenciales fitotéxicos de diversas plantas, se han aislado e identificado los
metaboiitos secundarios responsables de [a fitotoxicidad y se han estudiado algunos
de los mecanismos de accién de estos compuestos. En el presente estudio, se eligid
una especie con potencial alelopatice, proveniente del sureste de México, Callicarpa
acumniala. Kunth (Verbenaceae). Actualmente se esté realizando un fraccionamiento
biodirigido de esta especie, para identificar los compuestos © metabolitos
secundarios responsables de la actividad biol6gica cbservada en C. acuminata. Se
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ha comprobado en diversos bioensayos in vitro, que Callicarpa contiene compuestos
con actividad téxica sobre varias especies de plantas como Amaranthus
hypochondriacus y Echinochloa crussgalli, scbre hongos fitopatégenos como
Helminthosporium longirostratum y Fusarium sp, sobre Artemia salina e insectos
como Spodoptera. Los compuestos que han sido identificados hasta ahora son
principalmente diterpenos (a-amirina) y el 4cido isopimdrico, entre otras (Anaya y del
Amo, 1999 y Anaya et al., en preparacidn). En otras especies del mismo género
como C. macrophylla se han identificado el acido L (+)-a-amino-p-(p-metoxifenil)-
propionico, la calliterpenona y su monoacetato, B-sitosterol-B-D-glucésido, acido
ursélico y acide 2 a-hidroxiursélico, acido crategdélico, entre otros (Talapatra et al.,
1994). Por otro lado, Kawazu et al., (1967 a y b) reportaron que el diterpeno
tricarboxfiico, callicarpona, aislado de C. candicans, es téxico para los peces. Tanto
los estudios fitoquimicos de C. acuminata realizados en el laboratorio, como los
reportados en la literatura para otras especles, muestran que el género Callicarpa
contiene metabolitos secundarios que causan un estrés aleloquimico a diversos
organismos. Dentro de los estudios fitoquimicos biodirigidos es importante determinar
el mecanismo de accién ¢ el dafio & los procesos metabdlicos causados por los
metabolitos secundarios o alelogquimicos en el organismo receptor. E! presente
estudio estd enfocado a determinar algunos de los mecanismos de accién de los
compuestos aleloquimicos de Callicarpa acuminala sobre plantas cultivadas. El
objetivo general y los particulares fueron los siguientes:

Objetivo general

Determinar el efecto del estrés aleloquimico producido por Callicarpa acuminata,
sobre el crecimiento radicular, el patrdn de proteinas, la actividad de la catalasa, la
peroxidacion de lipidos y la formacién de radicales libres en Zea mays, Phaseolus

vuigaris y Lycopersicon esculentum.



Objetivos Particulares

1, Determinar cuantitativamente el efecto in vitro del lixiviado acuoso de la
parte aérea de Callicarpa acuminala sobre el crecimiento radicular de las

plantas cultivadas.

2. Evaluar los efectos del lixiviado acuoso de la parte aérea de Callicarpa
acuminata sobre el patrén de protelnas de las raices de las plantas cultivadas,
por medio de [a técnica de electroforesis de dos dimensiones (2D-PAGE).

3.  Analizar por densitometria, el patrén de proteinas de cada planta tratada
con el lixiviado acuoso de Callicarpa, para determinar los cambios significativos

ocasionados por éste.

4, Determinar los pesos moleculares de las proteinas modificadas
significativamente por el lixiviado acuoso de Callicarpa en el frijpl, maiz y
jitomate, con el fin de comparar si los cambios causados en las tres plantas son

similares o son selectivos.

5. Realizar la microsecuenciacién de la amino terminal de proteinas que
sean significativamente afectadas por el estrés provocado por Callicarpa.

6. Evaluar el efecto del lixiviado acuoso de Callicarpa sobre la actividad de
la catalasa de las raices del frijol, maiz y jitomate, tanto en geles nativos como

por espectrofotometria.

7. Determinar el efecto del lixiviado acuoso de Callicarpa sobre la formacién
de radicales libres por quimioluminiscencia, y el grado de lipoperoxidacién en
las raices de las plantas cultivadas.



MATERIALES Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO Y BIOENSAYOS

La especie alelopdtica utilizada para producir el esirés alsloguimico sobre las
plantas cultivadas, Calfficarpa acuminata Kunth. (Verbenaceae), fue colectada en la
Fi.eserva Ecoldgica ‘El Edén’, Quintana Roo, en donde es una especie con una amplia

distribucién en las comunidades vegetales secundarias.

Las semilias de las plantas cuitivadas utilizadas como pianta prueba fueron:

Zea mays L., Poaceae (Maiz H40)
Phaseolus vuigaris L., Fabaceae (Frijol flor de mayo)
Lycopersicon esculentum L, Solanaceae (Jitomate Rio Grande).

BiOENSAYOS. Se realizaron bioensayos in vitro utilizando lixiviados acuosos al 1% de
la parte aérea seca de Caflicarpa. Estos bicensayos fueron hechos en condiciones de
esterilidad, utilizando una campana de ilujo laminar. Los lixiviados se prepararon
remojando 2g de la parte aérea de Callicarpa en 100 ml de agua destilada estéril
durante 3 horas. El lixiviado se esterilizé por filtracion con un aparato Millipore con
una membrana de 45 um de didmetro y posteriormente se determind su presién
osmatica con un osmémetro de punto de congelacion (OSMETTE A}, con el fin de no
rebasar el limite de tolerancia de las semillas de prueba a este factor (Anaya y

Pelayo-Benavides, 1997).

PROCESAMIENTO DE LAS SEMILLAS. Las semillas de maiz, frijo! y jitomate se lavaron con
una solucién de hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos. Posteriorments, las

semillas se enjuagaron exhaustivamente con agua destilada estéri! para quitarles

cualquier residuo de esta solucion.

(GERMINACION DE LAS SEMILLAS. En cada caja de petri (9 cm) se mezclaron 10 ml del
lixiviado acuoso al 2% y 10 mi de agar al 2% {Merck} para obtener una concentracién
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final de 1%. Para el control se mezctaron 10 mi de agua estéril y 10 ml de agar al 2%.
Una vez solidificado el agar se cologaron 10 semillas de cada planta de prueba por
caja. Las cajas se seflaron con parafilm y se colocaron en una estufa de germinacion
a 27°C y en la oscuridad. Para las semillas de jitomate se utilizaron cajas de petri
chicas (6 cm), a las cuales se les afiadié 3 ml del lixiviado o de agua estéril y 3 ml de

agar al 2%.

DiseNo EXPERIMENTAL. Las cajas de petri se distribuyeron bajo un disefio de blogues
completos al azar con cuatro repeticiones. Después de 48 horas se determind el
porcentaje de germinacién y se midié la longitud de las raices de frijol y maiz, y
después de las 72 horas las del jitormate. Los datos sobre crecimiento radicular

fueron analizados por medio de un ANOVA (p < 0.05).
EXTRAGCION DE PROTEINAS.

OBTENCION DE RAICES. Para la extraccion de proteinas de las raices de maiz y de frijol
se utilizaron 20-30 cajas de petri {9 cm) con 10-12 semillas cada una por tratamiento
{control y lixiviado de Callicarpa}; para e! jitomate se utilizaron 30-40 cajas de petri (6
cm), con 10 semillas cada una, por tratamiento. Después del tiempo de incubacion
respectivo (48 h para el frijol y el maiz y 72 h para el jitomate), se cortaron los 5 mm
de la punta de cada raiz y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquide,

guardandose a 70 °C para su uso posterior.

EXTRACCION DE PROTEINAS CITOPLASMICAS DE LA RAIZ DE LAS PLANTAS DE PRUEBA. Las
raices de las plantas de prueba tratadas con el lixiviado y las del controf, se
homogenizaren en un mertero con nitrogeno liquido hasta obtener un poivo fino;
después se afiadié un amortiguader de extraccion [700 mM de Sacarosa (Sigma), 50
mM Trizma-base (Sigma), 30 mM HCI, 100 mM KCI, 5 mM Na;EDTA (Sigma) y 2 mM



DTT? (Blo Rad)] (Barent y Elthon, 1992), en una relacién de 1g de tejido por 4 mi de
amortiguador. El tejido se terminé de homogenizar con un véastago de vidrio. El
homogeneizade se centrifugd a 8,000 g durante 20 minutos a 4°C, por dos
ocasiones, para remover 10§ residuos celulares. Posteriormente, las proteinas dei
sobrenadante se separaron con fencl {J.T. Baker) saturado con agua en una relacion
1:1, esta solucidn se mezcld con cuidado para combinar las dos fases y se incubd a
‘temperatura ambiente durante 15-30 minutos. Después se centrifugd a 5,000 g por
10 minutos para separar Ias fases. La fase organica con las proteinas se transfirié a
un tubo limpio y éstas se precipitaron con acetato de amonio 0.1M (J.T. Baker) en
metanol (J.T. Baker), en una relacién 1:5, durante toda la noche a - 20 °C.
Posteriormente se centrifugaron a 5,000 g por 10 minutos para concentrar las
proteinas en un botén, el cual se lavé varias veces, primero con acetato de amonio
0.1 M en metanol y posteriorments con acetona frfa (100 %) para quitar cualquier
residuo de fenol. Las proteinas se disolvieron con un amortiguador para separacién
de proteinas por punto isoeléctrico (IEF) [Urea 9 M (Sigma), 4% de CHAPS® (Bio-
Rad), 0.5% de DTT (Bio-Rad), 2% de amfolitos de rango 5/7 {Bio-Rad) y 0.75% de
amfolitos de rango 3/10 (Bio-Rad)] (Hurkman y Tanaka, 1988). La cantidad de
proteina citopidsmica se determiné por el método de Bradford (1984).

ELECTROFORESIS DE DO'S DIMENSIONES (2D-PAGE)

Para cormparar los cambios en el patron de proteinas citoplasmicas de las raices de
las plantas del control con las del tratamiento de Callicarpa, se realizé a técnica de
elactroforesis de dos dimensiones (2D-PAGE) de acuerdo al método de O'Farrell
(1975). En esta técnica la primera dimension consiste en la separacion de las
proteinas por su punto isoeléctrico (IEF) y la segunda en su separacién por peso

molecular (SDS-PAGE).

I DTT, ditiotreitol
3 CHAPS, 3[(propil cloramida) dimetil amonio]- ! -propanosuifonato
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PRIMERA DIMENSION (IEF). La separacién por punto isoeléctrico {IEF) se realizd en
tubos capilares de 1 mm de didmetro. Los geles IEF se prepararon con urea 9.2 M
(Sigma), 2.5% de CHAPS (Bio Rad), 4% de acrilamida-Bis (Bio Rad), 5% de amfolitos
de rango 5/7 {Bio Rad) y 2% de amfolitos de rango 3/10 (Bio Rad), persuifato de
amonio al 0.01% (Bio Rad) y TEMED af 0.1 % (Bio Rad). Los geles se dejaron
polimerizar durante 2 horas y se colocaron en la cdmara de electroforesis con 1os
tubos conectores. Cada capilar contenfa 10 pg de proteina del control o del
tratamiento y 15 p del amortiguador de carga [urea 9 M (Sigma), 0.8% de amfolitos
de 5/7 (Bio-Rad) y 0.2 % de amfolitos de 3/10 (Bio-Rad)]. A la camara superior
{catodo) se le agregé una solucion de NaOH 100 mM (J.T. Baker) y a la céamara
inferior (anodo) una solucion de Hy,PO, 10 mM (J.T Baker). La electroforesis se llevd
a cabo primerc a 500 volts por 10 minutos y después a 750 volts por 3.5 horas. Al
finalizar, los geles se sacaron de los capilares con la ayuda de una jeringa, se

congelaron inmediatamente sobre hielo seco y se guardaron a -70 °C.

SEGQUNDA DIMENSION (SDS-PAGE). Para la separacién de las protefinas por peso
molecular se utilizo un gel resolvedor de 12 % de acrilamida y SDS, y un gel
concentrador de 4% de acrilamida. Los geles IEF se equilibraron con un
amortiguador de carga [Tris-HC! 0.0625 M, pH 6.8, 2.3 % de SDS (wiv), 10% de
glicerol {wfv}), 0.05% de azul de bromofenol (w/v} y 5% de B-mercaptoetancl (viv)]
durante 10 minutos. Los geles ya equilibrados se colocaron sobre el gel resolvedor y
en un pozo los marcadores de peso molecular como referencia (BioRad). El
amortiguador de corrimiento contenia: Trizma 25 mM, glicina 0.192 mM y 1% de SDS.
La electroforesis se llevé a cabo a 50 volts por 15 minutos y posteriormente a 100
volts por 2 horas, Al finalizar, los geles se fijaron en una solucién de metano! al 50 %
y 4cido acético al 10% y posteriormente se tifieron con nitrato de plata.

TINCION CON NITRATO DE PLATA. LOs geles fijados se lavaron con agua destilada por 15
minutos en agitacién constante; se pasaron a una solucién al 50 % de metanol por 30

minutos y después a una solucién al 0.02% de formaidehido (37 %, Sigma) por 20
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minutos. Los geles se lavaron con agua destilada y se tifieron con una solucién al 0.8
% de nitrato de plata, hidréxido de sodio 1.3 mM e hidréxido de amonio al 1% por 20
minutos. Par dltimo, los geles se enjuagaron varias veces con agua destilada y las
bandas de proteina se revelaron con una solucién al 0.05% de citrato monohidratado
y formaldehido al 0.02%. Una vez que las bandas aparecen, ia tincion se detieng por
medio de una solucién de metanol al 50% con 10 % de &cido acético. Los geles se
secaron 0 se guardaron en una solucion al 10 % de glicerol para su posterior analisis

(Oakiey et ai., 1980).

ANAUISIS DE LOS GELES: Con el fin de determinar los cambios mds importantes en el
patrén de proteinas de las ralces de las plantas tratadas con respecto a su control,
los geles fueron analizados por densitometria de l4ser con el programa Gei-Scan XL,
versién 2.1 (1989). Este programa asigna un valor de absorbencia a cada punto
(proteina) el cual depende del tamafio e intensidad del mismo. A éstos valores de
absarbencia se les resta el valor de fondo de cada imagen. El efecto del tratamiento
sobre el patrén de proteinas se obtuvo ai comparar los valores de absorbencia
promedio de las proteinas del control con respecto a los valores del tratamiento, Este
efecto se determind como un aumento, disminucién o desaparicién, cuando la
absorbencia de las proteinas del tratamiento aumentaba, disminuia o no se
detectaba. Proteinas nuevas se reportaron cuando aparecieron en los geles del
tratamiento y no estaban presentes en los del control. Los pesos moleculares
relativos de las proteinas 'afectadas’ fueron calculados con ¢l logaritme de los pesos
moleculares de los marcadores en funcién de la migracién de las proteinas de

interés.

MICROSECUENCIACION DE PROTEINAS

Se realizd la micro-secuenciacién de la regién amino terminal de dos proteinas
cuya sintesis fue significativamente afectada. Para la preparacion de la muestra de
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proteinas se siguié la metodologfa descrita por Barent y Elthon (1992) y por Dunbar
etal, (1997).

PRIMERA DIMENSION (IEF). Para cada gel se utilizaron 400 pg de proteina disuelta en
la solucién de mondmeros, la cual contenia: 0.2% de urea (Sigma), 4.5% de
acrilamida-bis (Bio-Rad), 5% de amfolitos 5/7 (Bio-Rad), 2% de amfolitos 3/10 (BIO-
RAD), tioglicolato de sodio 0.11 mM (Sigma) y Glutation 0.05 mM (Sigma). Esta
sofucién de mondmeros se mezcld perfectamente y con una pipeta se llend cada tubo
capilar; el tubo capilar se colocd horizontalmente vy se dejé solidificar durante media
hora. La electroforesis se corri¢ a 500 volts por 10 minutos y 750 volts por 3 hrs. Al
finalizar la electroforesis los geles se sacaron de los capilares con la ayuda de una
jeringa, se congelaron inmediatamente sobre hielo seco y se guardaron a -70 °C,

hasta que se utilizaron para ia segunda dimensién .

SEGUNDA DIMENSION (SDS-PAGE). El gel resolvedor se realizd con acrilamida al 12% y
el gel concentrador con acrilamida al 4%. Los geles IEF se equilibraron siguiendo el
mismo procedimiento mencionade anteriorments; la Unica diferencia es que al correr
la electroforesis (75 voits por 3 hrs), el amortiguador de corrimiento contenia trizma
25 mM, glicina 0.192 mM, 1% de SDS, glutation 0.05 mM (SIGMA ) y tioglicolato de
sodio 0.1 mM (SIGMA}.

TRANSFERENCIA A LA MEMBRANA DE PVDF . Los geles de 2D-PAGE se colocaron en un
amortiguador de transferencia (trizma 48 mM, glicina 39 mM, 20% de metanol-HPLC
y SDS 1.3 mM) por unos minutos. La transferencia se realizd en una camara Hoeffer
TE (semiseca) en la que se colocd primero un papel filtro (7.5 x 10 cm Bic-Rad)
impregnado con el amortiguador de transferencia, el gel, la membrana de PVDF y por
ultimo otro papel fiitro. La transferencia se reaiizd por tres horas a 70 mA® por cada

gel.

? PVDF, membrana de diflorure de polivinil lideno
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TINCION DE LA MEMBRANA DE PVDF: Después de la transferencia, las membranas se
lavaron primero con agua destilada por unos segundos y luego con metanol.
Posteriormente, las membranas se tifieron durante un minute con una solucién al
0.1% de azul de Coomassie G250 (Bio-Rad) y se dastifieron con una solucién de
metanol al 50%, se dejaron secar sobre un papel filtro y se guardaron a -20 °C. Las
proteinas de interés se cortaron y se mandaron a secuenciar al servicio de
secuenciacién de la Universidad de Texas, en Galveston, USA.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA CATALASA EN GELES NATIVOS Y POR ESPECTROFOTOMETRIA

PREPARACION DE LA MUESTRA PARA VISUALIZAR LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA EN GEL
NATIVO: La extraccién de las proteinas de las raices de las plantas cultivadas
expuestas al lixiviado acuoso de Callicarpa y del control se realizd bajo condiciones
nativas. Las raices fueron homogenizadas con un amortiguador de K-PQ4 50 mM, pH
7.2 y DTT 5mM (Bio-Rad). Este homogeneizado se centrifugd a 14,000 g por 15
minutos a 4°C para remover 10s restos ceiulares. La cantidad de proteina se

determiné de acuerdo al método de Bradford (1976).

PREPARACION Y TINCION DEL GEL NATIVO: El gel se prepard segln el método de
Laemmli (1970), sin B-mercaptoetanol, sin SDS y sin hervir las muestras. 25 pg de
protefna de cada tratamiento se separaron en un gel que conienia 6.5% de
acrilamida. La electroforesis se llevé a cabo a 40 Voits por 5 hrs.

Para visualizar las bandas de actividad de la catalasa se sigui¢ el método
descrito por Harris y Hopkinson (1976) modificado por Chary y Natving en 1989. Al
finalizar la electroforesis ios geles se sumergieron en una solucidn de metanol al 5%
por 5 minutos y se enjuagaron dos veces con agua destilada. Posteriormente, los
geles se incubaron en una solucién al 0.1% de peroxido de hidrégeno (Mallinckrodt
30%) como sustraio, por 15 minutos. Después de este tiempo los geles se
enjuagaron con agua destilada y las bandas de actividad se revelaron con una
solucién al 2% de ferrocianuro de potasio (Baker) y al 2% de cloruro férrico (Baker),
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Durante esta reaccién, donde hay peréxido de hidrégeno y en la presencia de cloruro
férrico, el ferrocianuro de potasio éste se oxida formando un precipitado azul; en
cambio, en las regiones del gel donds hubo actividad de catalasa, y por lo tanto no
hay perdxido de hidrégeno, este precipitado no se forma, observandose zonas claras
en el gel. En el momento de observar las bandas de actividad se detiene |a reaccion
agregando una solucion al 10% de acido acético con 30% de metanol.

PREPARACION DE LA MUESTRA PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA POR
ESPECTROFOTOMETRIA. Las proteinas se extrajeron con un amortiguador gue contenia
K-PQ, 100 mM y EDTA 0.1 mM, y un pH 7.8. Las muestras se centrifugaron a 3,000 g
por 5 min. a 4°C para remover restos celulares. Posteriormente, el sobrenadante se
centrifugd a 14,000 g durante 10 min a 4°C y después se pasé a través de una
columna de Sephadex G25 (Sigma); el filtrado se colecté centrifugando a 1,500 g por
5 min. La concentracién de proteina se determiné por el método de Bradford (1976).

MEDICION DE LA ACTIVIDAD POR ESPECTROFOTOMETRIA.: La actividad de la catalasa se
midié por espectrofotometria utilizando el método descrito por Beers y Sizer (1952).
La actividad de la catalasa se midié a 240 nm en un espectrofotémetro Shimadzu
{UV-160A), con perdxido de hidrdgeno como sustrato y 50 ug de proteina, en un
volumen total de 1 ml. Los componentes de cada reaccidn y los volimenes

correspondientes se muestran en la siguiente Tabla:

COMPONENTES DE LA REACCION VOLUMEN PARA CADA TUBC DE REACCION
BLANCO ConTROL H,0, MUESTRA
(50 mM KPQ, pH 7.0) 700 pl 700 w 750 pi
H.O destifada 300 100 w! —
Ha0s5 (50 mM) —— 200 i * 200w * (10 mM)
Extracto - —_— 50 pg de proteina**

* La reaccién se inicia al adicionar éste reactivo,
** Volumen necesario para 50 pg de proteina, ajustando el volumen del
amortiguador de fosfatos para que €l volumen total fuera 1ml.
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E! decremento de ia concentracidén de peroxido de las muestras del control ¥ del
tratamiento se monitored o se siguid por !a disminucién de la absorbencia a 240 nm
durante 180 segundos, tomando una lectura cada 20 segundos. La determinacién de
la actividad de la catalasa se realizo con tres repeticiones y con tres experimentos
por separado. La cantidad de sustrato consumido (moles de HzO,) por la cantidad de

protaina cantenida (mg) por ¢l tiempo, se caleuld con la siguiente férmula:

{m/e X prot)
1000

60 = mmol/ mg/ min

donde:

m= pendiente o

e= coeficiente de extincién molar (40 mM tom 1)

1000= factor de conversidn por volumen para pasar de Mol a mmol.
60= factor de conversién de tiempo (minutos)

prot (mg) = proteina en miligramos

MEeDICION DE RADICALES LIBRES Y LIPOPEROXIDAGCION

METoDO POR QUIMIOLUMINISCENCIA. Para determinar si el estrés aleloquimico causado
por el lixiviado acuoso de Caflicarpa producia radicales libres en las raices de ias
plantas cultivadas de prueba, éstos fueron determinados por medio de la técnica de
quimioluminiscencia por luminol* con un contador de centelleo. El luminol es oxidado
por los radicales superéxido (Oz"). perdxido de hidrégeno (H.Oz), hidroxilo (HOs) y el
oxigeno en singulete ('Q,), a un anién aninoftalato electrénicaments excitado, que
cuando baja a su estado basal, emite fotones, lo que hace posible medirlos en el

contador de centelieo (Cadenas y Helmut, 1984).

La mezcla de ia reaccién contenia un amortiguador de acetato de amonio (0.5 M, pH
10.5), cloruro de cobalto (250 puM) y luminol (50 pM) con carbonato de sodio {1 mM).
A cada vial se le afiadié un volumen de 4 ml de esta mezcla y se dejaron incubar

4 Luminol , 5-amino-2.3-dihidroftalazina-1,d-diona.
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durante 10 min. en la oscuridad. Después de este tiempo se leyeron los registros en
&l contador de centelleo con e! programa para quimioluminiscencia. Estos se tomaron
como los registros o lecturas iniciales. Después a cada vial se le afiadié 60 mg de
proteina del controt o del tratamiento; se volvieron a leer y se tomé como lectura final
el conteo mayor. La cantidad de radicales producidos se determiné con la siguiente

férmula.

cantidad de cpm lectura final — cpm lectura del blanco

radicales = 0.060 mg

cpm = cuentas por minuto

La cantidad reportada de radicales libres fue el promedio de tres repeticiones y de

tres experimentos diferentes.

LIPOPEROXIDACION DE LIPIDOS DE MEMBRANA. Para determinar si el lixiviade acuoso de
Callicarpa ocasiona una lipoperoxidacion en la membrana, se realizd la técnica de
deteccidn de dienos conjugados descrita por Recknagel y Glende (1984). Las
muestras de proteinas, tanto de las raices del control como del tratamiento, se
cbtuvieron de ia forma descrita anteriormente. 1 mg de proteina fue disuelta en 1 ml
de agua bidestilada y 4 ml de solucién de Folch {cloroformo y metanol 2:1), Esta
mezcla se agité durante unos segundos y se dejo reposar en hielo durante 30 min. Se
centrifugd a 7000 g por 5 min para separar las fases: cloroformo, proteina, metanol.
La fase inferior del cloroformo se obtuvo con ayuda de una pipeta pasteur y se
transfirié a un tubo limpio. Ei tubo se colocd en un bafio Maria hasta evaporar por
completo el cloroformo, después se afadieron 1.6 mi de ciclehexano puro, se
agitaron las muestras perfectamente y se midié su absorbencia a 233 nm, utilizando

ciclohexano puro para calibrar el espectrofotémetro.
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RESULTADOS

EFECTO DEL LIXIVIADO ACUOSO DE CALLICARPA ACUMINATA SOBRE EL CRECIMIENTO
RADICULAR Y SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS DE ZEA MAYS, L YCOPERSICON
ESCULENTUM Y PHASEOLUS VULGARIS.

Los resultados obtenidos en los bioensayos para evaluar el efecto del
lixiviado acuoso de las hojas secas de Callicarpa sobre el crecimiento radicular de
las especies de prueba, se muestran en la figura 1. El lixiviado inhibio
significativamente el crecimiento radicular del jitomate (46.8%), pero no afecto el

def frijol ni ef del maiz,

Control Callicarpa

% 00 crecimienic radiculsr

JIomate frifot maiz

jitomate

Figura 1. Efecto del lixiviado acuoso (1%) de las hojas secas de Callicarpa sobre el
crecimiento radicular del jitomate, frijol y maiz {*p<0.05). El promedic de
crecimiento de las raices del control fue considerado como el 100%.
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Aunque el lixiviado de Callicarpa no inhibi6 el crecimiento radicular del frijol, si
modific6 su patrén de proteinas, como se observa en la Figura 2. La Tabla 1
muestra las absorbencias maximas de las protelnas de raices de frijol del control y
de las del tratamiento de Callicarpa; al comparar ambas absorbencias se
obtuvieron los cambios provocados por fos compuestos aleloquimicos de
Callicarpa en el patrén de proteinas. Trece proteinas fueron modificadas, 4
aumentaron y 9 disminuyeron. Las proteinas 2, 4, 7 y 9 aumentaron su
absorbencia més del 100 % con respecto al control y son de peso molecular bajo
(8-18 kD). Las proteinas 1, 3, 5, 6, 8, 10-13 disminuyeron su absorbencia con
respecto al control y tienen un peso moiecular variable (10-53 kD).
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Figura 2. 2D-PAGE de proteinas citoplasmicas extraidas de rafces de frijol. Control
(A} y tratamiento con el lixiviado de Calficarpa (B). 10 ug de proteinas fueron
separadas en cada gel. Los cambios principales estan sefialados con flechas y con
nimeros que corresponden a los indicados en la Tabla 1. El cuadro en (B) senala

la proteina que fue secuenciada.
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Tabla 1. Absorbencias maximas y pesos molecuiares relativos (kD) de las proteinas
extraidas de las raices de frijo! del control y de! tratamiento con el lixiviado acuoso

de Calficarpa.

No. de Absorbencia méxima de proteinas Peso
protéina control tratamiento mo;igt;lar

1 0.21 0.14 (DY 53.58
2 0.06 0.07 (A)° 8.51
3 0.14 0.05 {Dy* 13.54
4 0.13 0.24 (A)* 13.54
5 0.10 0.01 (D) 10.50
;] 0.27 0.09 {Dy* 52.00
Ten 0.06 0.12 (A)° 11.30
8 0.04 0.02 (D)’ 13.54
9 0.16 0.22 (A) 18.49
10 0.156 0.02 (D)* 22.23
11 0.15 0.09 (b)* 40.83
12 0.33 0.09 (D}* 43.85
13 0.18 0.14 (D) 25.23

*Proteinas que aumentaron (A} y disminuyeron (D) su absorbencia méas del 100 %
con respecto al control. ** proteina micro secuenciada

La proteina 7 (Tabla 1) fue secuenciada pues su absorbencia aumento
significativamente en las raices del frijol expuestas al lixiviado acuoso de
Caliicarpa, esta proteina se encontré separada de otras y esto facilito la obtencién
de la misma. Dado que e! amino terminal de esta proteina estaba bloqueado, se
realizé una protedlisis con tripsina, y de uno de los fragmentos de esta protedlisis
se leyeron 19 aminoécidos, los cuales al compararlos en el banco de proteinas
(BLAST, NCBI) mostraron un 94% de identidad con el inhibidor de a-amilasa de

Phaseolus vulgaris (Kasahara et al., 1996) (Figura 3}

proteina 7
(1) inhibidor de la a-amilasa
(2) similar al inhibidor a-amilasa
(3) precursor del inhibidor de Ia
a-amilasa

Figura 3. Alineamiento de los 19 residuos de aminodcidos de la proteina 7 con
secuencias del inhibidor de la a-amilasa del frijol. NUmeros de referencia en el
banco de proteinas: (1) JC4855, (Kasahara et al., 1996); (2) BAA86927 (Ishimoto et

al., 1999); (3) S51830 (Mirkov et al., 1994).
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Figura 4. 2D-PAGE de proteinas citopidsmicas extraidas de raices de maiz. Control
{A) y tratamiento con el lixiviado de Callicarpa (B). Diez ug de proteinas fueron
separadas en cada gel. Los cambios principales estan sefialados con flechas y con
ntimeros que corresponden a los indicados en la Tabla 2.



Tabla 2. Absorbencias méximas y pesos moleculares relativos (kD) de las proteinas
extraldas de las raices de maiz del control y de ias tratadas con el lixiviado acuoso

de Calflicarpa.

No. de Absorbencia méxima de proteinas Peso molecular
proteina control tratamiento (kD)
i 0.19 0.38 (A)* 12.97
2 0.28 0.53 (A)* 13.40
3 0.06 0.12 {A)}" 13.80
4 0.06 0.13 (A)* 15.01
5 0.16 0.29 (A)* 7.94
6 0.34 0.16 (D)* 26.85
7 0.54 0.35 (D)* 32.00
8 0.02 0.13 (A)* 12.65
9 0.23 0.42 (A)* 31.33
10 0.06 0.20 (A)* 32.66
11 0.62 0.84 (A)* 26.55
12 0.65 0.87 (A)* 21.67
13 0.14 0.17 (A)* 22.86
14 0.22 0.33 (A)* 22.86

(A} Aumentd, (D) Disminuyé. * Efecto del 100 % con respecto al control

El lixiviado acuoso de Callicarpa no afecté el crecimiento radicular del maiz
(Figura 1), sin embargo, alteré su patrén de proteinas (Figura 4 y Tabla 2). La
absorbencia de 14 proteinas fue significativamente modificada, de ellas 12
aumentaron y 2 disminuyeron. Las proteinas que aumentaron tienen un peso
molecular entre 7y 15 kD (1-5y 8) y entre 21 y 31 kD (9-14). Las dos protelnas que
disminuyeron (6 y 7) tienen un peso de 26.9 y 32 kD respectivamente. Las
proteinas cuya absorbencia aumentd, probablemente representan uno de los
mecanismos de tolerancia o resistencia del maiz al estrés aleloquimice causado
por e} lixiviado acuoso de Callicarpa. Se ha observado un aumento similar en la
sintesis de varias proteinas de especies de plantas diversas como respuesta a
diferentes factores de estrés ambiental. Por ejemplo, Mesembryantemum
crystalinum, durante un estrés hidrico o salino, aumenta la cantidad de sus enzimas
involucradas en /a sintesis de osmolitos u osmoprotectores (Vernon et al., 1992), y
de la isoenzima de ta PEPcarboxilasa, por lo cual el tipo de fotosintesis que lleva a
cabo, cambia de C3 a CAM (Forsthoefel et al., 1995; Cushman et al., 1999).
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Figura 5. 2D-PAGE de proteinas citopldsmicas extraidas de raices de jitomate.
Control {A) y tratamiento con el lixiviado de Caflicarpa (B). 10uq de proteinas fueron
separadas en cada gel. Los cambios principales estan sefialados con flechas y con
numeros que corresponden a los indicados en la Tabla 3. El cuadro en (B) senala
la proteina 12, que no aparece en el control y la cual fue secuenciada.

36




Tabla 3. Absorbencias maximas y pesos moleculares relativos en (kD) de las
proteinas extraidas de ias raices de jitomate del control y de las tratadas con el
lixiviado de Cafficarpa.

No. de Absorbencia maxima de proteinas Peso
proteina control tratamiento molecular (kD)
1 0.26 0.06 (D)* 17.02
2 0.26 0.02 (D)* 14.45
3 0.14 0.21(A)" 15.24
4 0.10 0.03 (D)* 13.56
5 0.14 0.04 (D)" 12.18
6 0.13 0.07 {D)* 27.54
7 0.26 0.12 {D)* 29.24
8 0.30 0.12 (D} 30.20
g 0.13 0.03 (D} 20.99
10 0.12 0.02 (Oy* 25.70
11 0.16 0.03 (D)” 28.87
12k 0.02 0.21 {N)* 27.54
13 0.47 0.22 (D)* 20.89
14 0.10 0.33 (A)" 42.66
15 0.06 0.27 {A)* 40.74
16 0.34 0.36 (A)* 42 67
17 0.29 0.16 (D)* 20.89
18 0.26 0.10 (D)* 62.23

(A) Aumentd, (D) Disminuyé, (N) Nueva, (*) Efecto de 100% con respecto al control
** protelna secuenciada

El lixiviado acuoso de Calflicarpa inhibié significativamente el crecimiento
radicular del jitomate (46.7%) (Figura 1) y también afecté su patrén de proteinas
citoplasmicas (Figura 5 y Tabla 3). Al comparar las absorbencias del patrén de
proteinas del control con el del tratamiento, encontramos que 18 proteinas fueron
modificadas significativamente en las raices tratadas con Callicarpa. Trece
proteinas disminuyeron su absorbencia, 4 la aumentaron y una nueva aparecid.
Las proteinas que aumentaron fueron la 3, 14, 15 y 16, con pesos moleculares de
15.2, 42.6 y 40.7 kD respectivamente; todas las que disminuyeron son de pesos
moleculares variables, desde 14 hasta 60 kD. L.a inhibicién del crecimiento radicular
por el estrés alelogquimico, observada en el jitomate, puede estar relacionada con el
hecho de que 13 proteinas hayan disminuido su absorbencia. La micro
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secuenciacién de la terminal amino de la proteina 12, que apareci¢ como nueva en
el tratamiento, mostré una secuencia de 23 aminoécidos que fueron comparados
en el banco de proteinas (BLAST, NCBI). La comparacién mostré que fueron
similares un 80-85% a las enzimas glutation-S-transferasa (EC 2.5.1.18) (GST) de

varias plantas (Figura 6).

proteina #12
{1) GST Solanum commersonii
{2) GST Hyoscyamus muticus
(3) GST Arabidopsis thaliana

Figura 6. Alineamiento de los 23 aminodcidos de la proteina 12. Los residuos en
negritas son aquellos idénticos en las cuatro proteinas. NUmeros de accesion: (1)
TO7906 (Seppanen, sin publicar); (2) P46423 (Bilang et al., 1993), (3) CAAB4613
(Chen et al., sin publicar).

Las proteinas glutatién-S-transferasas (GST) son enzimas gque catalizan la
conjugacion del tripéptido glutation (GSH) a una gran variedad de sustratos
hidrofabicos, electrofilicos y comunmente fitotdxicos. En las plantas, se ha
observado que las GST intervienen en la detoxificacién de los herbicidas y también
estan implicadas en numerosas respuestas a factores de estrés como el ataque por
patégenos, la toxicidad por metales y el estrés oxidativo (Marrs, 1996).

Por otra parte, el estrés oxidativo, causado por la acumulacidn de radicales
libres, se puede generar como un estrés secundario causado por varios factores
incluyendo a la sequia, fas temperaturas extremas y la anaerobiosis, entre otros
(ver Introduccién). Como ya se menciond, la formacidn de especies reactivas de
oxigeno o radicales libres puede producir un efecto perjudicial en las membranas
de las células, dafiando procesos como fotosintesis, respiracién, crecimiento, o
bien aumentando la susceptibilidad de las plantas a otros factores de estrés
{(Scandalios, 1997}. Para minimizar los dafios producidos por los radicales libres,
los organismos aerébicos han desarrollade mecanismos enzimaticos para remover
o detoxificar a las células, entre ellos se encuentra la sintesis de catalasa, SOD

dismutasa, peroxidasas y otras enzimas como la GST.
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Tabla. 4. Resumen del numero de proteinas citoplasmaticas modificadas por el
estrés aleloguimico causado por el lixiviado acuoso de Calficarpa acuminaia en 1as

raices de maiz, frijol y jitomate.

Numero de proteinas modificadas por Callicarpa acuminata
Piantas Aumentan Disminuyen Nueva Total
cultivadas {A) (D) {N)
Maiz 12 2 - 14
Frijol 4 9 - 13
- Jitomate 4 13 1 18

En la Tabla 4 se puede observar que el jitomate fue la planta mas afectada por el
lixiviado de Callicarpa, tanto en el crecimiento radicular (Figura 1) como al nivel de
sintesis de protainas, pues presentd un total de 18 proteinas afectadas, de las
cuales 13 disminuyeren y una aparecié como nueva (Figura 5).

EFECTO DEL LIXIVIADO ACUQSO DE CALLICARPA ACUMINATA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
ENZIMA CATALASA, RADICALES LIBRES Y DIENOS CONJUGADOS EN LAS RAICES DE ZEA
MAYS, LYCOPERSICON ESCULENTUMY PHASEOLUS VULGARIS.

Para determinar el efecto del lixiviado acuoso de Callicarpa sobre la actividad
de la catalasa en las raices de frijel, maiz y jitomate, se realizaron geles nativos o
zimogramas. Los resultados (Figura 7) muestran que la actividad de la catalasa
aumenta tanto en las raices de frijol como en las de jitomate, siendo mayor el
aumento en el segundo. La actividad de la catalasa disminuye en la raiz del maiz. En
este UItimo, se han identificado tres isoenzimas de la catalasa, CAT1, CAT2 y CAT3,
la primera y la Gltima se expresan en la raiz, sin embargo, como resultado de
nuestros experimentos, sélo se observé la actividad de una de eilas (aparentemente
la CAT3) (Figura 7). Los resultados obtenidos en los zimogramas se confirmaron por
espectrofotometrfa, midiendo la actividad de la catalasa (Tabla 5); este método se
basa en la medicién de la desaparicion del susirato H.O; y registrando el cambio de
absorbencia a 240 nm durante cierto periodo de tiempo. La actividad se reporta como

pmo! H202 consumido por minuto por mg de proteina.

ETLOYLE N B
SR B L3 BEBMETE.
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C

]

jitomate

C = control
T = tratamiento

FiGuRa 7. Zimograma o ge!l nativo de la actividad de la catalasa en raices de frijol,
malz y jitomate tanto del control como del lixiviado acuoso (1%) de Calflicarpa. Se
utilizaron 25ug de protelna en cada tratamiento. El gel es representativo de tres
experimentos.

Tabla 5.- Medicién de la actividad de la catalasa por espectrofotometria en las raices
de maiz, frijol y jitomate tratadas con el lixiviado acuoso (1%} de |a parte aérea seca
de Callicarpa. Los datos son el promedio de tres repeticiones de tres experimentos

por separado.

ACTIVIDAD DE LA CATALASA
ESPECIE (L MOL MG MINY)
CONTROL TRATAMIENTO
Maiz 32E7+1865 1.4E7+0.39
Frijol 1.7E¥+0.36 25E%+0.21
Jitomate 1.9E"+0.39 3.7E°£1.20

La actividad de ia catalasa en las raices de maiz tratadas con Callicarpa,
disminuyd 2.2 veces con respecto al control; en frijol aumentd 1.4 veces y en jitomate
aumento 2 veces (Tabla 5). Estos resultados concuerdan con los observados en el
gel nativo (Figura 7). Otro parametro que se midié fue el efecto sobre la produccién
de los radicales libres del lixiviado de Callicarpa; 1os radicales libres se midieron
utiizando el luminol (5-amino-2,3 dihidroftalazina). Los resuitados muestran que en
frijol y en jitomate los radicales libres aumentaron significativamente, 3.8 y 2.1 veces
respectivamente, con respecto a sus controles (Tabla 6), y en el maiz se observé una

inhibicién (aunque no fug significativa).



Tabla 6.-Medicion de los radicales libres y dienos conjugados en las rafces de maiz,
frijol y jitomate tratadas con el lixiviado acuoso (1%) de la parte aérea de Calflicarpa.

RADICALES LIBRES LIPOPEROXIDACION
{cpm/mg} (A Azz)

ESPECIE CONTROL CALLICARPA | CONTROL CALLICARPA
Maiz 813x1.7 6.17£1.1 0.364 £0.05 | 0.394£0.06
Frijol 2.16+0.5 8.16+1.0 | 0.250+0.07 | 0.241 £0.02

jitomate 416+ 1.2 8.6+ 3.11 0.199+0.03 | 0.476 +0.00

cpm/mg = conteos min™' mg™ de proteina.
(A Aazs) cambio en absorbencia a 233 nm

La produccidn de radicales libres se puede correlacionar con la tasa de
lipoperoxidacion detectada por los dienos conjugados (Tabla 6). En el malz y en el
frijol no se detectd ningun efecto, sin embargo en el jitomate hubo un aumento
significativo de 2.4 veces mas lipoperoxidacidn en las ralces tratadas con
Callicarpa. Los resultados observados en el maiz y en el frijo! sugieren que su
sistema de remocién de radicales libres, y por lo tanto el control del dafo producido
por ellos, estd funcionando mejor que en el jitomate, donde observamos un
aumento tanto en la produccién de radicales libres como en la lipoperoxidacion.
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DISCUSION

En este trabajo se describen los efectos del estrés aleloguimico causado por
el lixiviado acuoso de Callicarpa acuminata (Verbenaceae) sobre el crecimiento
radicular, el patrén de proteinas citopldsmicas, !a actividad de la catalasa, la
formacidn de radicales libres y la lipoperoxidacion en las raices de frijol, maiz y
jitomate.

El lixiviado de Callicarpa inhibié 46.8 % el crecimiento radicular del fitomate
(Figura 1), pero no tuvo ninglin efecto sobre el crecimiento radicular del frijof y del
mafz. En otros estudios (Hernandez et al., 1996; Anaya y del Amo, 1999; y
Rormmerg, 2000) se ha observado que los lixiviados acuosos de otras plantas con
potencial alelopético como Sicyos, Acacia, Lantana y Sebastiania, inhibieron mas
del 50% el crecimiento radicular del jitomate; las tres primeras también inhibieron
significativamente al frijo!, pero no tuvieron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
radicular del maiz. De todos estos resultados se observa que el jitomate es la
especie de prueba mas sensible al estrés aleloquimico y que el maiz es la mds
resistente

El hecho de que el lixiviado acuoso de Calficarpa no tenga un efecto
aparente sobre el crecimiento de una planta, no significa que los metabolitos
secundarios presentes en €l, no estén afectando el metabolismo de la misma.

Los mecanismos de accidn de los alelogquimicos, pueden ser estudiados por
medio del andlisis de procesos fisiolégicos por separade, 0 bien anaiizandc los
cambios causados sobre el patrén de protelinas del organismo receptor. En el
presente trabajo se identificaron y compararon ias alteraciones en el patrén de
proteinas citoplasmicas causadas por el estrés aleloguimicc de Callicarpa,
utilizando la técnica de electroforesis de dos dimensiones (2D-PAGE). Al realizar el
andlisis de los geles por densitometria y comparar los patrones proteicos de las
raices del tratamiento con su control, se pudieron determinar aquellas proteinas
que aumentaban, disminuian, desaparecian, o bien, aparecian con &l tratamiento.

En el caso del frijol, aunque el crecimiento radicular no fue afectado por el
lixiviado de Calficarpa, el patrén de proteinas fue significativamente modificado
{Figura 2, Tabla 1). De las trece proteinas modificadas, nueve disminuyeron y solo
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cuatro aumentaron su absorbencia. Estas modificaciones sugieren que durante el
estrés aleloquimico causado por Callicarpa, se producen cambios o ajustes
bioquimicos en el metabolismo del frijol, como una respuesta ante una condicién
adversa, con el fin de hacerle frente y poder resistir. Las proteinas que
disminuyeron pueden representar aiteraciones o dafnos a los procesos metabdlicos,
aunque éstos no se manifiesten como inhibicién del crecimiento radicular. Esta
misma respuesta se ha observado frente a otros tipos de estrés como el aumento
‘de temperatura, durante el cual |a sintesis normal de proteinas disminuye y se
inducen proteinas nuevas (proteinas de choque térmico o heat shock -HSP)
(Vieriing, 1991, Waters, 1995). En el caso de las cuatro proteinas que aumentaron
en las raices de frijol, tal vez nos encontramos frente a un mecanismo de defensa
en el cual estos camblos pueden significar el mantenimiento de una tasa
metabdlica normal,

Como se menciond, la secuencia parcial de aminoacidos de una de las
proteinas que aumentaron su absorbencia (proteina 7, figura 2, tabla 1), con un
peso molecular de 11.30 KD, fue similar un 84% con la subunidad alfa de! inhibidor
de la a-amilasa de Phaseolus vulgaris (Figura 3). Esta enzima inhibe la g-amilasa
de insectos y animales y tiene un papel importante en la defensa de las semillas
ricas en almidén que son atacadas por larvas de insectos (Kasahara, 1996). Al
igual que muchas otras proteinas de defensa, el inhibider de a-amilasa podria
aumentar su sintesis por efecto del estrés aleloquimico, como un mecanismo de
defensa general gue se induce durante periodos adversos, en los cuales la pianta
es mas susceptible a otros factores negativos del medio, ya sea bitticos o
abigticos. Se ha reportado que diferentes factores de estrés pueden inducir la
sintesis de una proteina particular de estrés, aunque no se trate del factor
estresante por el cual se identificé a esta proteina. Por ejemplo, una proteina
relacionada con la patogéneasis (PR2) puede ser inducida por el aluminio en las
raices de trigo, cuyo crecimiento es severamente inhibido por este metal (Cruz-
Ortega y Ownby, 1993).

Por otro lado, ia actividad de la catalasa en las rafces de frijol expuestas al
lixiviado acuoso de Callicarpa, fue 1.4 veces mayor que a de las raices de! control
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(Tabla 4). Asf mismo, se observé un aumento en el nimero de radicales libres,
pero no hubo lipoperoxidacion (Tabla 5). Estos resultados sugieren que los
sistemas de defensa del frijol le ayudan, hasta cierto grado, a hacer frente al estrés
aleloguimico de Caflicarpa (Figura 1).

En el caso del maiz, se observd que el lixiviado acuoso de Caflicarpa no tuvo
efecto sobre el crecimiento radicular, sin embargo, al igual que en el caso del frijol,
moedificé significativamente su patrén de proteinas. El efecto sobre las proteinas del
maiz fue contrario al cbservado en e! frijol, 12 de las 14 proteinas modificadas en el
maiz aumentaron su absorbencia y Gnicamente dos la disminuyeron. El aumento
en la sintesis de proteinas bajo condiciones de estrés podria significar un ajuste
metabdlico que el maiz realiza para contrarrestar los efectos del estrés. En un
trabajo previo (Romero-Romero, 2000) el maiz mostré ser la planta cultivada de
prueba con mayor tolerancia al estrés alelogufmico. Riccardi y cofaboradores
(1998) observaron que en hojas de maiz, el estrés hidrico induce cambios en el
patron de proteinas, y que fas secuencias de algunas de elias correspondian a
enzimas de la giucdlisis y del ciclo de Krebs, como la triosa-fosfatoisomerasa, la
enolasa, y la NAD-malato deshidrogenasa, elementos de las vias metabdlicas
basicas para la sobrevivencia de ia planta. Por otro lado, el lixiviado de Calficarpa
disminuyd la actividad de la catalasa en el maiz (Tabla 4), pero no causd un
aumento en {os radicales libres ni se observd lipoperoxidacion (Tabla 5), lo que
sugiere que el maiz puede tener otro tipo de mecanismos de defensa o tolerancia
que le ayuden a sobrevivir bajo condiciones de un estrés aleloguimico.

De las tres plantas cultivadas de prueba utilizadas en el presente trabajo, el
jitomate fue la especie cuyo crecimiento radicular y patrdn de proteinas
citoplasmicas fueron significativamente afectados por el lixiviado de Calflicarpa. De
tas 18 proteinas modificadas en el jitomate, 13 disminuyeron por el tratamiento, 4
aumentaron y una aparecié como nueva (Figura 5, Tabla 3). En este caso, la
inhibicion del crecimiento radicular esta relacionada con la disminucién de ia
sintesis de proteinas, lo que significa un dano a los procesos metabdlicos. La
secuencia de la proteina inducida por el tratamiento (Figura 5) fue similar en un
95% con la de ia enzima glutation-S-transferasa de Solanum comnersoni y otras
especies de plantas (Figura 6). Las enzimas glutation S-transferasas catalizan la



conjugacién del tripéptido giutation (GSH) con una variedad de sustancias
hidrofébicas, electrofilicas y fitotéxicas, 1o que habla de su importante pape! en la
inactivacion de compuestos toxicos. Estas enzimas han sido implicadas, ademas,
en numerosas respuestas de las plantas a diversos factores de estrés, como las
originadas por patdégenos, estrés oxidativo y toxicidad por metales (Marrs, 1996). Ei
efecto general del estrés causado por Callicarpa sobre el jitomate, determind la
. disminucién de la sintesis de ciertas proteinas y la induccién de otras, como la
GST, que ayudan a la planta a enfrentar el estrés aielquimico, aunque esto no
signifique la resistencia total. En el presente trabajo, aumenté la produccién de
radicales libres y la lipoperoxidacién en las raices de jitomate tratadas con
Callicarpa, y por lo tanto, la actividad de la catalasa, la cual aumenta al doble
(Figura 5 y Tabla 4); sin embargo, esta respuesta no parece ser suficiente para
detener el dafo que se manifiesta como inhibicién del crecimiento radicular y
disminucién de la sintesis de algunas proteinas. Esto coincide con io mencionado
por Prasad (1997), que bajo condiciones oxidativas prolongadas, las especies
activas de oxigeno pueden causar lipoperoxidacion, dafio al DNA y
desnaturalizacién de proteinas. El aumento de ta actividad de la catalasa en las
plantas y otros organismos es uno de los mecanismos de defensa ante un dario
oxidativo generado por varios factores de estrés (Prasad 1997; Lingoiang vy
Scandalios, 1995). Rainwater y colaboradores {1996) reportan que en semillas de
diferentes variedades de jitomate, la actividad de la catalasa también aumenta
como respuesta a temperaturas aitas. El estrés aleloquimico producido por
Caflicarpa sobre las tres plantas cultivadas, puede estar determinado por algunas
moléculas biodindmicas hasta ahora identificadas en esta planta, como la a-
amirina, el Acido isopimdarico y otros terpenoides (Anaya et al., en preparacién).

E! presente trabajo es una aportacién al conocimiento de los mecanismos de
accion de compuestos aleloquimicos sobre diversos procesos vitales en las
plantas. Asimismo, este campo de estudio contribuye al descubrimiento de nuevas
moléculas dtiles, como plaguicidas y drogas, en las plantas u otros organismos que
existen en los diversos ecosistemas de nuestro pais, y pone en evidencia el valor
agregado, aun desconocido, de los recursos naturales de México.
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CONCLUSIONES

. El lixiviado acuoso (1%) de la parte aérea de Calflicarpa acuminata inhibié
significativamente el crecimiento radicuiar del jitomate (46.8%), pero no el del
frijol ni el del maiz.

. Ellixiviado acuoso (1%) de la parte agrea de Callicarpa acuminata modifico el
patrén de proteinas citoplasmaticas de las raices de las tres plantas de prueba:
malz, frijol y jtomate. En las tres se observé que la expresién de varias
proteinas de distintos pesos moleculares, aumentaba, disminuia, y en ciertos
casos, algunas protelnas desaparecian y/o aparecian por efecte del lixiviado de
Callicarpa.

. La secuencia parcial de la proteina de 11.30 kD, cuya expresidén aumentd por
efecto del lixiviado de Callicarpa en las raices de frijol, presenté el 94% de
similitud a la subunidad alfa del inhibidor de |a ¢-amilasa de Phaseolus vulgaris.
Esta enzima inhibe ia o-amilasa de insectos y animales y tiene un papel
importante en la defensa de las semillas ricas en almidén que son atacadas por
larvas de insectos.

. La secuencia de Ja terminal amino de la proteina de 27.5 kD, cuya expresion
aumenté en las raices de jitomate por efecto del lixiviado de Callicarpa,
presentd el 95% de similitud con ias enzimas glutatién-S-transferasas de varias
plantas. Estas enzimas tienen como funcidn ia inactivacion de compuestos

téxicos.

. El lixiviado acuoso de Callilarpa aumento la actividad de la enzima catalasa en
las raices de jitomate y de frijol, pero no afectd su actividad en las raices de
maiz. La actividad de la catalasa se comprobé tanto por espectrofotometria
como a través de geles nativos. La catalasa es una enzima de defensa contra
los radicales libres, !'a cual cataliza la descomposicion de! perdxido de

hidrégeno.

. La produccién de radicales libres, la cual esta correlacionada con la tasa de
lipoperoxidacién, aumenté en las raices de jitomate tratadas con el lixiviado
acuoso de Callicarpa. En las raices de jitomate el aumento de radicales libre
nos muestra que hay un dafo en la membrana, 0 que se comprobd con el
aumento de lipoperoxidacién. En cambio, en las raices de maiz y frijol, no hubo
un aumento de radicales libres, lo que sugiere que su sistema de remocién de
éstos, funciona adecuadamente, vy por lo tanto, no hay un dafio en la
membrana. Esto se puso en evidencia al medir la lipoperoxidacion; los
resultados en las raices tratadas demostraron que no hubo un cambid

significativo.

. El estrés aleloquimico producido por el lixiviado acuoso de Callicarpa afecta de
manera diferencial el crecimiento radicular, el patron de proteinas y el sistema
antioxidante de las tres plantas cultivadas estudiadas.
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