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Resumen

El amaranto (Amaranthus hypocondriacus L.) es una planta conocida por su valor nutrimental, siendo
empleada ampliamente como alimento debido a la gran cantidad de proteinas presentes en sus
semillas; sin embargo, dichas proteinas pueden ser empleadas para fines diferentes a los alimenticios,
como es el caso del drea agricola. En este trabajo se realizd un aislamiento guiado por un bioensayo
para descubrir al un compuesto proteico responsable del con efecto herbicida de la cdscara de la
semilla del amaranto. Después de extraer las proteinas solubles en agua a pH 9, se realizaron
separaciones por ultrafiltracién, cromatografia de exclusion molecular y cromatografia de liquidos de
alta resolucién en fase reversa, obteniéndose un péptido rico en cisteina con una masa monoisotépica
de 3909.62 Da, poseyendo tres puentes disulfuro, y una estructura secundaria abundante en giros beta
.

Este péptido demostré tener propiedades fitotdxicas, propiciando marchitez y generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en hojas de las malezas Bidens odorata, Ageratum corymbosum, Cuscuta sp.
y Parthenium bipinnatifidum y en plantas de interés comercial como lechuga, jitomate, maiz y sorgo.
También, mostro un efecto nocivo sobre el crecimiento general de Arabidopsis thaliana y el
crecimiento radicular de Bidens odorata, Amaranthus hybridus, Cuscuta sp., Parthenium bipinnatifidum
y lechuga.



1. Introduccion

Desde que la agricultura comenzd a convertirse en una prdactica primordial para el sustento y
supervivencia de las comunidades humanas, el hombre se ha visto inmerso en la tarea de desarrollar
técnicas que le permitan obtener un mayor provecho del trabajo realizado en el campo; dentro de los
primeros progresos hechos en el drea agrondmica se encuentra la seleccién de plantas cultivables
eligiendo las variedades con mejores caracteristicas nutrimentales, mayor resistencia tanto a factores
bidticos o abidticos adversos y altos rendimientos, entre otras.

La agricultura al ser una actividad humana que modifica el ambiente donde se lleva a cabo, provoca
cambios bidticos como presencia de una sola especie de plantas en una gran extensién de terreno y
abidticos como gran cantidad de nutrientes o humedad que repercuten inmediatamente en la ecologia
del medio, desencadenando una serie de efectos que el agricultor regularmente considera dafiinos,
entre éstos es importante mencionar el aumento de poblaciones de animales, plantas y hongos que
aprovechan el ambiente rico en factores nutricionales para cubrir sus necesidades. Con el fin de
eliminar estas poblaciones dafinas llamadas plagas o pestes, se desarrollaron pesticidas enfocados en
su control o eliminacién.

Uno de los pesticidas mas empleados son los herbicidas y gracias al uso de estas sustancias el agricultor
emplea menos tiempo en la labor de eliminar las plantas que afectan su cultivo. El uso de sustancias
quimicas como herbicidas ha sido descrito desde mucho tiempo atrds, siendo ampliamente usados
acidos y sales de cardcter inorganico hasta antes del siglo XIX; el empleo de herbicidas sintéticos no fue
sino hasta después de la segunda guerra mundial, donde el desarrollo cientifico y tecnoldgico permitié
la sintesis a gran escala de herbicidas, permitiendo cubrir grandes extensiones de tierra cultivable
industrializando el campo.

El empleo indiscriminado de pesticidas, alentado por la agricultura intensiva y respaldado por la
revolucion verde, mostré de manera paulatina ciertos inconvenientes que a largo plazo se tornaron en
problemas serios de salud publica y de conservacion ambiental, entre los problemas mas importantes
se encuentra la toxicidad, la bioacumulacién, el desarrollo de resistencia, la contaminacion de recursos,
entre otros.

Debido a la problematica relacionada con el uso de herbicidas clasicos es necesario el estudio y
desarrollo de nuevos compuestos con actividad herbicida, que no comprometan la salud de la
poblacién humana y a su vez tengan un bajo impacto ecolégico.



2. Antecedentes

Malezas

Las malezas han sido definidas desde el punto de vista antropocéntrico como cierto grupo de plantas
que crecen fuera de lugar, especificamente en zonas donde afectan la produccidn agricola,
disminuyendo el rendimiento de los cultivos (Qasem y Foy, 2001); a su vez las plantas de cultivo son
consideradas como cualquiera que provea algun material beneficioso para el hombre (Batish et al.,
2001b); sin embargo, la intensificacion de la agricultura ha propiciado de varias maneras el aumento, la
diversificacion y la evolucidn de estas plantas oportunistas (Altieri, 1999).

El éxito de la supervivencia de las malezas se debe a su capacidad de colonizar ambientes perturbados
(Singh et al., 2003), un ejemplo de estos ambientes son los cultivos, ecosistemas sumamente alterados
donde hay una gran cantidad de factores como nutrientes, humedad y luz (Altieri, 1999), los cuales al
no ser completamente aprovechados por la planta cultivada permiten el establecimiento de estas
plantas indeseadas.

Las malezas pueden actuar de manera diferente dependiendo del habitat donde se encuentren; en
general, son capaces de consumir recursos ambientales y factores de crecimiento vegetal, son
altamente capaces de resistir condiciones ambientales desfavorables (Qasem y Foy, 2001); aunado a
esto, en algunos casos ofrecen hdbitat a insectos y organismos causantes de enfermedades que afectan
en gran medida el rendimiento de los cultivos (Bajwa, 2014).

Dentro de las caracteristicas que permiten que las malezas se establezcan en una gran cantidad de
ecosistemas de una manera exitosa son:

1. Requerimientos minimos de germinacion cubiertos.

2. Longevidad de la semilla y germinacidon discontinua.

3. Rapido paso de la fase vegetativa a la floral.

4. Produccién continua de semillas.

5. Produccion de semillas sin polinizacidn externa.

6. Adaptacién a la polinizacidn cruzada por polinizadores no especificos o por viento.

7. Gran produccidén de semillas en condiciones favorables para la planta.

8. Produccién de semillas en una gran cantidad de condiciones.

9. Adaptacion de dispersién a corta y larga distancia.

10. Si es perenne posee una gran reproduccion vegetativa o regeneracién por fragmentos.
11. Si es perenne es quebradiza y dificil de arrancar del suelo.

12. Puede competir inter-especificamente de diversas formas (produccién de aleloquimicos,

incremento de obstruccidn impidiendo el crecimiento de otras plantas, crecimiento en forma
de rosetas) (Baker, 1974).

A pesar de que las malezas constituyen el 1% de las plantas existentes en la tierra (Qasem y Foy, 2001),
las continuas manipulaciones de los campos han favorecido la seleccién de malezas cada vez mas
competitivas y agresivas (Altieri, 1999) por lo que el empleo de auxiliares para el control de crecimiento
de malezas ha sido sumamente importante en el sector econdmico primario.



Control de malezas

Asi como las malezas han acompafiado a los cultivos desde el inicio de la agricultura, el manejo de
estas plantas invasoras ha sido una practica constante; el objetivo principal en las practicas de control
de malezas es manejar la proporcién cultivo/maleza a favor de un crecimiento mayor del cultivo,
centrando los esfuerzos en prevenir la reproduccidn, interrumpir el reciclaje y/o reducir las condiciones
gue permiten la invasion de malezas (Altieri, 1999).

En practicas tempranas el control de malezas se realizaba Unicamente mediante deshierbe manual y a
medida que el conocimiento de la biologia de las malezas avanzd, el modo de control de malezas fue
evolucionando.

Dentro de los métodos mecanicos de manejo de malezas se encuentran:

1. Arado: consiste en remover el suelo antes de cultivar para dejar al descubierto raices de
malezas y destruir las plantas existentes.

2. Deshierbe manual: elimina selectivamente malezas empleando herramientas simples,
teniendo la desventaja de consumir mas tiempo que el arado.

3. Siega y recorte: tiene el objetivo de disminuir el tamafo de las malezas y evitar que se
propaguen las semillas.

4. Acolchado: Evita el crecimiento de malezas mediante el empleo de material vegetal que evita
el paso de luz y agua a las semillas, emplea material vegetal que en descomposicidon o por sus
lixiviados que preferentemente tengan un efecto nocivo sobre las semillas de maleza.

5. Solarizacidn: esta técnica emplea plastico que evita el paso de agua pero permite el paso de luz
solar, calentando el suelo y matando las semillas de maleza (Preston, 2014).

El avance en el manejo de malezas se dio gracias al descubrimiento en los afios 1940 del 2,4-D (acido
2,4 diclorofenoxiacético) y otros reguladores sintéticos del crecimiento vegetal; al emplear el 2,4-D
como el primer herbicida selectivo se inaugura la era del uso de sustancias quimicas capaces de
controlar o suprimir el crecimiento de plantas (Burke y Bell, 2014), permitiendo un aumento en el
rendimiento de los cultivos de hasta un 31% (Altieri, 1999); sin embargo, las pérdidas causadas por el
efecto de las malezas siguen alcanzando hasta un 25% en paises en desarrollo (Gonzalez-Andujar,
2008). A pesar de la existencia de una gran variedad de métodos para evitar la influencia negativa de
las malezas en los cultivos, el uso de herbicidas es la practica de control mayormente empleada en el
mundo, constituyendo en paises desarrollados como los Estados Unidos una inversidon anual de 15
billones de ddlares (Gonzalez-Andujar, 2008). El uso de herbicidas ha permitido reducir de una manera
importante la labor del agricultor, dando la posibilidad de abarcar una mayor extensién de terreno,
permitiendo disminuir o eliminar el proceso de arado (Burke y Bell, 2014) y haciendo mas sencillo el
establecimiento de monocultivos libres de malezas (Altieri, 1999).

Al establecerse un mayor uso de herbicidas en los huertos, vifiedos y hasta en pastizales se ha
promovido el desarrollo de distintos herbicidas con diversas caracteristicas; desde los afios 1940 se han
desarrollado mas de 130 herbicidas selectivos y, aproximadamente, 30 no selectivos (Burke y Bell,
2014) los cuales a su vez han sido incorporados en diversas formulaciones con uno o mas herbicidas
como principios activos, lo cual ha incrementado la cantidad de presentaciones comercializadas en el
mundo.



Clasificacion de herbicidas

Es importante tener en cuenta que la accion de los herbicidas; al igual que los farmacos, depende del
modo de aplicacion, la fisicoquimica del principio, el metabolismo del cultivo y la maleza, las
condiciones medioambientales y combinacidn con otras técnicas agricolas (Duke y Dayan, 2011,
Preston, 2014). Debido a la amplia gama de herbicidas utilizados en la actualidad, es necesario
agruparlos de acuerdo a sus distintas propiedades por lo que a continuacidn se mencionaran cuatro
modos de clasificar a estos compuestos segln su uso, selectividad, sitio de accidn y origen.

Uso
El uso del herbicida depende mucho de su modo de accién, asi como de sus propiedades fisicoquimicas
y del estadio tanto del cultivo como de la maleza, los herbicidas pueden ser usados de dos maneras:

e Herbicidas de preemergencia: también denominados herbicidas residuales, pueden ser
aplicados directamente al suelo encargdandose de inhibir la germinacién de las semillas de
maleza y pueden ser usados antes de sembrar el cultivo de interés, justo después de la
cosecha o incluso en cultivos perennes como vifiedos se puede utilizar a la par del crecimiento
de la planta de interés (Preston, 2014).

e Herbicidas de postemergencia: este tipo de herbicidas tienen un uso mas flexible, ya que
deben ser aplicados cuando la maleza haya germinado, y no deben ser usados cuando la
maleza se haga presente (Preston, 2014).

Selectividad

La selectividad es uno de los factores mas importantes a considerar en un herbicida, siendo un
herbicida selectivo aquel que después de su aplicacidon es mortal para la maleza y no para el cultivo
(Burke y Bell, 2014), tipicamente el herbicida es selectivo para las malezas debido a que la planta de
cultivo es capaz de degradar al herbicida antes de que tenga efecto sobre ella (Duke y Dayan, 2011); en
otras palabras se metaboliza en forma selectiva.

Por otro lado existen los herbicidas de amplio espectro, los cuales de manera no selectiva tienen como
blanco todas las especies vegetales, siendo capaces de acabar con malezas y cultivos (Duke y Dayan,
2011); a pesar de no parecerlo, estos herbicidas son bastante utiles, ya que pueden eliminar una gran
cantidad de vegetacidn no deseada, siendo de gran ayuda cuando el cultivo no estd presente o cuando
esta fisicamente protegido (Preston, 2014).

Sitio de accion

La mayoria de los herbicidas actuan inhibiendo un sélo proceso enzimatico dentro de la planta, lo cual
puede ocasionar su muerte de una manera directa o puede provocar la muerte a causa de reacciones
secundarias resultado de la inhibicion de ese sitio enzimatico (Preston, 2014); hasta el momento, los
agricultores tienen acceso a mas de 200 principios activos con diferentes modos de accion. La Sociedad
Americana de Ciencia en Malezas (WSSA por sus siglas en inglés) en conjunto con el Comité de Accidn
en Resistencia a Herbicidas (HRAC por sus siglas en inglés) han desarrollado un sistema de clasificacion
de los sitios de accidn de los herbicidas desarrollados hasta el momento, reportandose herbicidas con
20 sitios de accidn diferentes y un pequefio grupo de herbicidas con mecanismo desconocido (Green,
2014; Heap, 2015).



ANTECEDENTES

Para poder estudiar de mejor manera los herbicidas existentes hasta el momento se han dividido en
tres grupos, siendo los relacionados con procesos fotosintéticos mencionados en el cuadro 1y figura 1;
éstos abarcan una gran cantidad de sitios blanco, los cuales como se observa en la tabla 1, pueden
conferir al herbicida diferente selectividad y uso.

Cuadro 1. Clasificacidn de herbicidas relacionados a fotosintesis segin HRAC (Burke y Bell, 2014; Duke y
Dayan, 2011; Heap, 2015; Green, 2014).

| Afecta | Grupo | Accion ___ _______ ___ Uso ____________ Selectividad

Fotosistema C, G2y G Inhibidores de fotosistema Il Post-emergencia Selectivo
D Inhibidores de fotosistema | Post-emergencia No Selectivo
Sintesis de F,F3yFs Inhibidor de biosintesis de Pre-emergencia
pigmentos carotenoides (PDS y DXS) Post-emergencia
temprana
F2 Inhibidores de la 4- | Pre-emergencia Selectivo
dihidroxifenilpiruvato Post-emergencia
dioxigenasa (HPPD)
E Inhibidores de Post-emergencia Selectivo
protoporfirindgeno oxidasa
(Protox)

| c,caycs

Figura 1. Esquema de la relacion entre herbicidas relacionados con la fotosintesis y su clasificacidon segun
el Comité de Accion en Resistencia a Herbicidas (HRAC). Tomado y modificado del libro Bioactivity of
Herbicides (Duke y Dayan, 2011).



ANTECEDENTES

Otro gran grupo de herbicidas es el que interfiere con la formacion y ensamblaje de biopolimeros, los
cuales son mostrados en el cuadro 2 y figura 2; éstos herbicidas al igual que los encargados de inhibir
procesos fotosintéticos, son capaces de presentar usos de pre y post emergencia y mostrar amplio
espectro o selectividad hacia malezas.

Cuadro 2. Clasificacion de herbicidas relacionados con formacidn y ensamblaje de biopolimeros segun
HRAC (Burke y Bell 2014; Duke y Dayan, 2011; Heap, 2015.; Green, 2014; Labrada et al., 2015).

| Afeta | Grupo [ Accion U0 | Selectividad |
Sintesis de pared L Inhibidores de complejo celulosa No Selectivo
celular sintetasa
Sintesis de lipidos A Inhibidor de Acetil CoA Carboxilasa Post-emergencia Selectivo
K3 Inhibidores de elongasas de acidos Pre-emergencia No selectivo
grasos de cadena muy larga (VLCFAs)
N Inhibidor de biosintesis de acidos = Pre-emergencia
grasos
Sintesis de G Inhibidor de la 5-  Post-emergencia No selectivo
aminoacidos enolpiruvilshikimato-3-fosfato
sintetasa
B Inhibidores de Acido acetohidroxi = Post-emergencia Selectivo
sintetasa/Acetolactato sintetasa
H Inhibidores de la glutamina sintetasa = Post- emergencia No selectivo
Tubulina K1y Ka Inhibidores de ensamblaje de @ Pre- emergencia Selectivo

microtubulos

Ensamblaje de biopolimeros

Glutamina Complejo celulosa .
e intatasa p. i Acetil CoA Carboxilasa Acido graso sintetasa Elongasa de acido
ntetasa sintetasa s

L G | =B EEE S H | L A (K, | i N
Ammolasldos AmlrfoaCIdos [ Gl ] Colilosa | T Acidos grasos
aromaticos ramificados cadena larga
| Proteinas | > Pared | Lipidos
celular

Membranas y cuticula

Citoesqueleto

Figura 2. Esquema de la relacion entre herbicidas relacionados con ensamblaje de biopolimeros y su
clasificacion segun el Comité de Accidn en Resistencia a Herbicidas (HRAC). Tomado y modificado de (Duke
y Dayan, 2011).



ANTECEDENTES

La tercera agrupacién de herbicidas, contiene a todos aquellos que no intervienen en el ensamblaje de
biopolimeros o la fotosintesis; por lo que ésta abarca desde inhibidores de sintesis de ATP, hasta
mimetizadores hormonales (cuadro 3y figura 3).

Cuadro 3. Clasificacion de los herbicidas segiin HRAC con otros mecanismos de accion (Burke y Bell, 2014;
Duke y Dayan, 2011; Heap, 2015; Green, 2014; Labrada et al., 2015).

| Afecta | Grupo | Acion | Uso | Selectividad

Elongacion celular O Mimetizadores de auxinas Post- emergencia Selectivo
y crecimiento

P Inhibidor de transporte de auxina = Post- emergencia Selectivo

| Inhibidor de dihidropteroato Post- emergencia Selectivo
sintetasa

M Desacopladores de fosforilacion No selectivo
oxidativa

Mitocondria Ndcleo Microttbulos

Sintesis = A 5 4 Organizacion de
de ATP A microtubulos
4 "\

Sintesis de
pared celular

Sintesis de
tetrahidrofolatos

Sintesis de ; X _S_i"tESis de Transporte de
aminodcidos | 25 acidos grasos hormonas

Fotosintesis

Figura 3. Blancos celulares de actividad herbicida y su clasificacion segin el Comité de Accion en
Resistencia a Herbicidas (HRAC). Tomado y modificado de Délye C, Jasieniuk M, Le Corre V, (Délye et al.,
2013).



ANTECEDENTES

A pesar de la existencia de una gran cantidad de herbicidas descubiertos, los mecanismos de accién
contintan siendo los mismos (ver figura 4); lo cual presenta una oportunidad para investigar sitios de
accion alternativos para compuestos novedosos; a su vez, la existencia de pocos sitios de accién
presenta desventajas, ya que con el uso indiscriminado de herbicidas, se ha presentado una gran
cantidad de casos de resistencia.

30 . . - e - -
Tiempo de introduccion de nuevos sitios de accion para herbicida

F2 - Inhibidores de HPPD
25 8 ~ inhibidores de ALS

H - inhibidores de glutamina sintasa

7 —inhibidores de elongacion celular
A—Inhibldores de ACCasa

20 7 - antimicrotibulos

F1 - Inhibidores de sintesis de carotenoides
| - Inhibidores de DHP G = Inhibldores de FPSP
! E ~ inhibidores de protox
C3 - Inhibidores de fotosistema |l
L~ inhibidores de celulosa

K3 — Inhibldor de acidos grasos

de cadena larga K1~ Inhibld i b
- abul
D = Inhibidor de fotosistema | nhibicores e microtibios

C1 - inhibidor de Z ~ inhibidores de dcidos nucleicos

fotosistema Il

Numero de sitios de accién
&

F3 - biosintesis de carotenoides

C2 ~inhibidor de fotosistema Il
7 - desconocido

5 P —inhibidares de transporte de auxina
N - inhibidores de lipidos
K2 —inhibldores de mitosis
O - auxinas sintéticas
0 M - desacopladores
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990

Ano

Figura 4. Representacion cronoldgica de la introduccidon de los distintos sitios de accion descubiertos.
Tomado de (Heap, 2015).

Resistencia

La resistencia a herbicidas es la habilidad natural e inherente de ciertos biotipos de malezas dentro de
una poblacion para sobrevivir a una exposicién del herbicida que normalmente controlaria de manera
efectiva a la poblacién en cuestién (Heap, 1997). Esta resistencia es resultado de una evolucién
adaptativa por parte de las malezas gracias a la intensa presidn selectiva ejercida por los herbicidas
(Délye et al., 2013), dando como resultado una poblacién donde los individuos sensibles han
desaparecido paulatinamente dejando el lugar a los biotipos resistentes.

La presidn selectiva esta definida como la efectividad con la que un herbicida selecciona individuos
resistentes dentro de una poblacion, ésta es directamente proporcional a la eficacia del herbicida
(Shane Friesen et al., 2000). Para que una poblacion de especies desarrolle el biotipo resistente debe
comenzar por la aparicion de individuos resistentes, los cuales desarrollan menor sensibilidad a causa
de mutaciones genéticas que afectan al menos a uno de los siguientes aspectos:

e Sitio de accion del herbicida.

e Sistemas metabdlicos.

e Translocacion o secuestro.

e Absorcidn(Shane Friesen et al., 2000; Délye et al., 2013).
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ANTECEDENTES

La figura 5 muestra cada uno de los pasos subsecuentes a la aplicaciéon del herbicida y su
correspondiente mecanismo de resistencia.

Aplicacién de herbicida | Pasos consecutivos en la accién de herbicida
(1) Penetracién (2)Traslocacién al lugar ~ (3) Acumulaciénenel  (4) Unién ala N
de la proteina blanco lugar de la proteina  proteina blanco (5) Dafio, muerte celular
blanco y muerte de la planta
R ’ - — [}
W » , N |e T
\/ s -
.
' Blanco
S L

1Y F-a | W
@; i lﬁ | -
Vo
w ‘ ~N @ F-b [i_] Actividad
- ¥y 9 (C) Metabolismo peroxidasa

<
et

& L aumentado de herbicida ~
e,
: v @ fe
\~

e &
(A) Penetracién (B) Traslocacién alterada,

reducida compartimentalizacién (D) Compensacién

o proteccién

(E) Sobreproduccién del (F) Mutacién del
blanco blanco TRENDS in Genetics

Figura 5. Accion de los herbicidas (arriba) después de la aplicacion, mecanismos de resistencia
identificados (abajo). Tomado y modificado de (Délye et al., 2013).

El hecho de manifestarse diferentes mutaciones genéticas en un corto periodo de tiempo se explica
por el “rescate evolutivo” el cual integra las mutaciones monogénicas para la resistencia en el sitio de
accion (proteinas alteradas) y las mutaciones poligénicas complejas que conducen a la resistencia no
relacionada con un sitio de accion (rutas metabdlicas alteradas); éste rescate ocurre cuando una
poblacién enfrenta un cambio ambiental suficientemente brusco como para poder llevarla a la
extincion, y es capaz de adaptarse genéticamente para permitir una adaptacién demografica (Délye et
al., 2013).
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Figura 6. Grafica que representa el colapso y recuperacion de la poblaciéon durante el “rescate evolutivo”.

Tomado y modificado de (Délye et al., 2013).

Es importante mencionar que debido a estos mecanismos, la resistencia a herbicidas no puede ser
evitada, ya que ocurre de manera aleatoria (Shane Friesen et al., 2000), pudiendo deberse a la
transferencia de genes de una poblacion resistente a herbicida de la misma especie o especies
relacionadas o polinizacién cruzada, transferencia horizontal debida a microorganismos como bacterias
o virus (Sandermann, 2006). No es sorpresa encontrar que la mayoria de los casos reportados de
biotipos resistentes a herbicidas se hayan presentado en paises donde los herbicidas son el principal
método de control de malezas, siendo Estados Unidos el primer lugar con 152 biotipos de malezas,
seguido por Australia con 76 y en tercer lugar Canada con 61 (Heap, 1997; Heap, 2015). La figura 7
ilustra el incremento cronoldgico de casos Unicos de malezas resistentes, donde cada caso representa
la resistencia de una especie a un sitio de accidn, pudiéndose observar, un gran incremento en los
casos descritos, el cual parece no disminuir.
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Incremento global en casos unicos de resistencia
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Figura 7. Incremento de casos Unicos de resistencia a nivel global. Tomado de (Heap, 2015).

Dentro de los métodos desarrollados para lidiar con la resistencia se encuentra, el desarrollo de
cultivos genéticamente modificados resistentes a herbicidas, a los cuales se les ha podido conferir
resistencia a varios grupos combinados como:

e Grupo G (glifosato).

e Grupo H (glufosinato).

e Grupo B (inhibidores de acetolactato sintasa / acetohidroxiacido sintasa (ALS/AHAS).
e Grupo F2 (Inhibidores de 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD).

e Grupo O (auxinas sintéticas) (Beckie y Hall, 2014).

Se ha reportado incluso la induccidén de resistencia combinada a varios grupos en una misma planta, las
cuales incluyen: resistencia a glifosato y dicamba (acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico) por soya y
resistencia a glifosato y grupo A por maiz, algodén y soya (Beckie y Hall, 2014); la estrategia de
combinar la inocuidad de herbicidas en un mismo cultivo permite el uso de mezclas de herbicidas para
asegurar un buen manejo de malezas resistentes, siendo aprovechados distintos mecanismos de acciéon
para combatir a la maleza y, en teoria, evitar su resistencia; es importante mencionar que esta
estrategia sigue siendo tema de debate (Beckie y Hall, 2014; Beckie y Tardif, 2012).

Contaminacion

Debido al uso extensivo de estos compuestos ha surgido un gran problema ambiental, ya que debido a
las propiedades fisicoquimicas que presentan se ha propiciado la deriva y disipacion de herbicidas,
provocando contaminacién en suelo, aire y agua (Burke y Bell, 2014). Esta contaminacién puede
deberse a practicas agricolas deficientes, como mala elecciéon de herbicida, condiciones de equipo,
modo de aplicacidn, etc. Sin embargo, las caracteristicas medioambientales son un factor importante
en la gravedad de la contaminacién (Bellec et al., 2015). Los procesos principales (Figura 8) que
determinan el grado de capacidad contaminante de un herbicida son:
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e Adsorcidn: es el principal factor que determina la persistencia del compuesto, es afectado por
la cantidad de agua presente, naturaleza fisicoquimica del herbicida y la composicién del suelo
(Burke y Bell, 2014).

e Transporte: Depende en gran manera del movimiento del agua (lixiviacidn, escorrentia y
difusién capilar), aunque también puede deberse a volatilizacién, deriva de particulas o
erosion del suelo (arado) (Egan et al., 2014; Bellec et al., 2015; Burke y Bell, 2014).

e Degradacién: Determinado por la adsorcién, cantidad de agua y temperatura; puede ser
bidtica por medio de microorganismos o abidtica principalmente por hidrélisis o fotdlisis

(Burke y Bell, 2014; Bellec et al., 2015).
Desmtoxmamon

HB

* | Volatilizacién |-

Cosecha

Foto
descomposicién

Absorcién )
™\ Exudado 1‘ YA L

g HB HB o Seiage tae " uey
3 HB HB HB_ = o | bidtica
escomposmlon

, _
g

Suelo superficial

H

—r—o - HB \\ HB -\ lixiviacion
© 0o o o o
,° ©o © 6 o o O ° ° Flujo P\
Subsuelo booo o oo ¢ ©° ° ° ° capilar ©
o 00 060 000 ° ©° 0 ° o © o
o o © o o o0 o 0O °
0°° o o 0 ©o o o © © o_o
Roca madre
Sus —— A A A o — SAAN. o~ D
Capa fredtica > ———— a~—— A AAA AAA “—~—— AAA —~

Figura 8. Los tres procesos primarios que determinan el destino de un herbicida (HB) en el ambiente:
adsorcidn (verde), transporte (rojo) y degradacién (azul). Tomado y modificado de (Burke y Bell, 2014).

Como ejemplo de herbicida contaminante se puede mencionar el glifosato, éste es ampliamente usado
en cultivos con resistencia a herbicida conferida genéticamente, y presenta casos de contaminacién al
ser un compuesto con un alto coeficiente de dispersidon debida a la escorrentia (Syan et al., 2014).

Una de las tantas desventajas de la dispersion por volatilizacién, escorrentia y deriva, es la
perturbacién a especies vegetales que no son el objetivo de la aplicacién, provocando afecciones en
partes vegetativas durante el crecimiento o efectos en produccién de semillas (Boutin et al., 2014),
pudiendo incluso encontrarse trazas de herbicida acarreadas por particulas de polvo a la atmdsfera,
manifestandose en la lluvia (Egan et al., 2014). Por lo tanto es necesario crear nuevas estrategias y
herramientas para poder disminuir o evitar la contaminacién por herbicidas, asi como implementar
protocolos que ayuden a disminuir la aparicion de malezas resistentes.
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Alternativas

El hecho de que el uso indiscriminado de agroquimicos haya desencadenado una gran contaminacion
ambiental, decremento en la fertilidad de suelos, disminucion en la inmunidad y vitalidad de plantas,
decremento de la biodiversidad, disminuciéon en la calidad alimentaria y repercusiones en la salud
humana (Srutek y Urban, 2008), ha llevado a la investigacién y desarrollo de nuevos modelos de control
de malezas, los cuales buscan reducir al maximo las consecuencias dafinas exhibidas por estas
sustancias.

Manejo integral de malezas

Una de las estrategias empleadas para evitar el uso de herbicidas ha sido el llamado “manejo integral
de malezas”; que al contrario de la estrategia de “control de malezas” donde los herbicidas son la
principal herramienta para eliminar estas plantas indeseadas, se promueve el uso racional de
herbicidas no dependiendo Unicamente de los compuestos desarrollados para cierto sitio de accidn;
estas estrategias pretenden manejar la incidencia de malezas empleando diversas técnicas de cultivo,
las cuales se apoyan en factores bidticos y abidticos para poder aminorar el nimero de plantas
indeseables en los cultivos y otorgar mayor flexibilidad y opciones de control a los agricultores (Altieri,
1999).

Principalmente el manejo integral de malezas se hace énfasis en tres enfoques, los cuales abarcan:

e Reduccion de propagulos producidos.
e Reduccion de aparicion de malezas.
e Reduccion al minimo de interferencia y competencia con malezas.

Todo esto se hace mediante el uso en conjunto de practicas de cultivo, labranza y practicas con
herbicida (Altieri, 1999).

Agricultura organica

A su vez se han propagado las practicas de agricultura organica, la cual busca reducir o eliminar el uso
de pesticidas (herbicidas, insecticidas y fungicidas) y fertilizantes inorganicos, buscando la conservacién
y uso de habitats no cultivables y la preservaciéon de la agricultura mixta (Srutek y Urban, 2008).

La agricultura mixta es una practica ampliamente usada en la agricultura tradicional de Asia, Africa y
Latinoamérica (Figura 9), ésta consiste en cultivar al mismo tiempo y en el mismo terreno mezclas de
plantas, las cuales resultan ser mas productivas en conjunto de lo que serian por su cuenta (Reigosa et
al., 2006); como ejemplo se encuentra la milpa, la cual es un sistema ampliamente empleado en
Mesoamérica desde tiempos prehispanicos, en éste sistema se cultivan de manera conjunta el maiz,
frijol y calabaza o chayote (Parsons et al., 2009). Esta mezcla permite tener rendimientos hasta 50%
mayores de los que tendria cada cultivo por cuenta propia; se ha observado que el frijol en presencia
de maiz presenta una mayor nodulacién por lo cual fija una mayor cantidad de nitrégeno, siendo
beneficioso para el maiz; a su vez, la planta de calabaza al poseer hojas anchas y crecer cerca del suelo,
no permite el paso del sol e impide el crecimiento de malezas (Edwards et al., 1990).
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Figura 9. Representacion del cultivo de frijol y maiz en Mesoamérica. Tomado del Cédice Florentino
(Biblioteca digital mundial, 1577).

Control bioldgico

El control biolégico es el manejo de especies invasoras mediante el uso de depredadores, parasitos,
herbivoros o por competencia (Middleton, 2008), segln la WSSA (Weed Science Society of America) el
control biolégico consiste en el uso de un agente, conjunto de agentes o procesos bioldgicos que
permitan la supresién de malezas; por lo tanto, es posible emplear microorganismos o
macroorganismos, siendo viable el uso de animales como aves, peces, artrépodos, entre otros;
también pueden usarse patdgenos vegetales como hongos, bacterias, virus o nematodos (Weed
Science Society of America, 2015).

Debido a que los bioherbicidas no tienen efectos residuales en el medio ambiente o en los cultivos, y
son sumamente especificos, éste es un método adecuado como alternativa para el uso de herbicidas
tradicionales; se ha observado que el empleo de combinaciones especificas de organismos es capaz de
controlar de manera eficiente las malezas dentro de un cultivo (Bajwa, 2014). También, es importante
mencionar que éste tipo de control no causa la extincion local de malezas, Unicamente las controla
teniéndolas a un grado que asegura un buen rendimiento en el cultivo (Preston, 2014).

Se ha reportado el uso de micotoxinas producidas por Fusarium como inhibidores de germinacion, y
transformantes de Azotobacter sp. y E. coli como promotores de germinacidon en malezas pardsitas
(Reigosa et al., 2006).

En ocasiones, el biocontrol puede ser logrado mediante el empleo de parasitos provenientes de la
misma regién de donde la maleza es endémica; sin embargo, el riesgo ecoldgico de introducir otra
especie foranea es poco predecible, a su vez el uso de parasitos puede fallar debido a que las
condiciones ambientales en el ambiente invadido no son parecidas a las nativas (Middleton, 2008).

Alelopatia

Una estrategia ampliamente usada para aminorar la cantidad de plantas no deseadas presentes en los
cultivos es el aprovechamiento de las propiedades alelopdticas de ciertos cultivos sobre las malezas; la
alelopatia es un fendmeno ecoldgico natural donde alglin organismo afecta el funcionamiento de otro
en su vecindad mediante la liberaciéon de metabolitos secundarios, los cuales pueden tener un efecto
positivo o negativo en el organismo receptor (Bajwa, 2014).

Esto ha sido ampliamente estudiado en campo y presenta resultados satisfactorios en el manejo de
malezas, sus efectos pueden ser:
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e Cambio en crecimiento, productividad y rendimiento.
e Desbalance en nutrientes y poblacién microbiana en suelo (Batish et al., 2001a).

Se han encontrado buenos resultados en la inhibicion de malezas por parte de cultivos como alfalfa,
arroz, pepino, girasol, trigo, centeno, sorgo, entre otros (Khanh et al., 2005; Reigosa et al., 2006); los
compuestos fitotdxicos pueden encontrarse practicamente en todas las partes de la planta como en
raiz, hojas, tronco, polen, semillas, frutas, corteza o rizomas; éstos han demostrado tener efectos
negativos en la germinacion y desarrollo de malezas (Khanh et al., 2005; Qasem y Foy, 2001).

Debido al modo de liberacidon de agentes fitotoxicos por parte de los cultivos, las practicas culturales
que aprovechan la alelopatia son variadas, éstas pueden ser:

e Combinacidén de cultivos: ésta técnica combina cultivos que por si solos son afectados por las
malezas pero que en combinacién permiten una inhibicién considerable, dentro de las
combinaciones reportadas se encuentra la combinacion de yuca y frijol y el empleo en
conjunto de sorgo, cebada y trébol rojo, entre otros (Altieri, 1999).

e Acolchado alelopatico: esta practica emplea material vegetal residual, el cual cubre el suelo
reduciendo la cantidad de luz incidente, aumentando la poblacién de organismos anaerdbicos
que producen compuestos de bajo peso molecular y produciendo lixiviados alelopaticos, lo
cual en conjunto afecta la germinacion o desarrollo de malezas (Altieri, 1999; Batish et al.,
2001a).

e Rotacidn de cultivos: consiste en alternar el cultivo de distintas plantas en los distintos ciclos
agricolas, con el objetivo de aprovechar sus efectos alelopdticos y no permitir el desarrollo de
resistencia por parte de las malezas, esta reportada la disminucion de la incidencia de malezas
en la rotacion de soya-trigo-maiz (Batish et al., 2001a; Khanh et al., 2005).

e Cultivos de cubierta: empleados principalmente para conservar la humedad, enriquecer los
nutrientes del suelo y como forraje; si son empleados cultivos alelopaticos puede alcanzarse
supresion de malezas, como ha sido reportado para cultivos de cubierta como sorgo, trigo,
camote, maiz, entre otros (Batish et al., 2001a; Khanh et al., 2005).

Los compuestos alelopaticos estdn compuestos por una enorme diversidad de estructuras quimicas,
pudiéndose encontrar compuestos fendlicos, terpenos, flavonoides, acidos grasos, aminodcidos, entre
otros (Singh et al., 2003).
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Proteinas como fuentes de herbicidas

Dentro de la gran variedad de compuestos con propiedades alelopaticas encontrados, se ha
descubierto la presencia de aminoacidos, péptidos y proteinas que afectan el desarrollo de algunas
plantas; como se ha mencionado previamente, éstos son producidos por un organismo ajeno y generan
respuestas especificas en la planta objetivo.

La aparicion de compuestos peptidicos en el area de la fitopatologia no es reciente, siendo descritos
compuestos proteicos y peptidicos como factores de virulencia en ciertos hongos fitopatégenos como:
Fusarium solani, Cladosporium fulvum, Ophiostoma novo-ulmi, Ceratocystis fimbriata f.sp. platani,
Rhynchosporium secalis, Phytophthora cactorum, Stagonospora nodorum y Pyrenophora tritici-repentis
(Sarpeleh et al., 2008).

Algunos de los microorganismos conocidos por producir proteinas con efecto fitotdxico se muestran en
el Cuadro 4.

Cuadro 4. Relacidn de algunas proteinas estudiadas por su fitotoxicidad.

Organismo productor Organismo susceptible  Provoca | Ref |

Phoma eupyrena Glicoproteina Pistia stratiotes Necrosis (Babu et
(hongo) 65 kDa (lechuga de agua) al., 2003)
Phoma tracheiphila Glicoproteinas Citricos Mal secco (Babu et
(hongo) 60y 93 kDa al., 2003;
Fogliano
et al.,
1998)
Ceratocystis ulmi Glicoproteina Olmo Marchitez (Friend,
(hongo) 2012)
Corynebacterium Glicoproteina Alfalfa Marchitez (Friend,
incidosum 2012)
(bacteria)
Ceratocystis fimbriata Proteina Platano Muerte (Carresi
(hongo) 12.8 kDa celular et al.,
2006)
Rhynchosporium secalis Glicoproteina Cebada Clorosis (Mazars
(hongo) et al.,
1984)
Phyrenophora teres Proteina Cebada Clorosis (Sarpeleh
(hongo) 13.2 kDa Necrosis et al.,
2008)

Aungue hay una gran cantidad de proteinas también es importante mencionar la presencia de péptidos
con actividad fitotéxica; uno de ellos es el pigmento peptidico PKZh-1, el cual es producido por
Verticillium sp. un hongo patdégeno conocido por afectar cultivos de papa, algoddn y tomate (Buchner
et al., 1989); este péptido modificado consta de una cadena de 27 residuos de aminoacidos unida por
el carbono terminal mediante un enlace éster a uno de los grupos hidroxilo de la 2, 5, 7-trihidroxi- 1, 4-
naftoquinona, el analisis de este péptido muestra la secuencia de aminoacidos siguiente:

Gly-Asp-Val-Glu-Lys-Cys-Ser-GIn-Cys-His-Thr-Val-Glu-Lys-Ser-Met-Gly-lle-Gly-Tyr-Leu-Gly-Arg-Ala-Thr-
Asn-Glu (Ten et al. 1982).

Otro péptido modificado que ha presentado una gran actividad como fitotoxico es el compuesto
hapalociclamida, el cual es un hexapéptido ciclico aislado a partir de la cianobacteria Hapalosiphon sp.
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Este compuesto consta de fenilalanina, alanina y tres aminoacidos modificados provenientes de la
cisteina mostrados en la figura 10; el compuesto ha demostrado inhibir el crecimiento de plantulas de
lechuga (Koodkaew et al., 2012) mediante la inhibicidn de mitosis en las raices, induciendo una
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno y disminuyendo la viabilidad de las células en la raiz
(Koodkaew et al., 2012).

e

SO
Lo wko

NH HN

o \N\
O

Figura 10. Estructura quimica de hapalociclamida.

La presencia de cadenas peptidicas cortas con actividad fitotdxica es también importante; se describid
un péptido constituido por tres aminodcidos Gly-Ser-GIn producido por el hongo Excerohilum turcicum,
el cual inhibe la sintesis de clorofila y elongacidn de radicula en plantulas de maiz (Bashan et al., 1996).

La actividad fitotoxica de ciertas cadenas cortas de aminodacidos ha dado pie al empleo de este tipo de
compuestos como herbicidas alternativos a los ya antes mencionados; un ejemplo de ésta nueva
perspectiva es el empleo de hidrolizado de gluten de maiz en el control de malezas, éste método
patentado en 1991, aprovecha la fitotoxicidad de los compuestos GIn-Gln, Gly-Ala, Ala-Glu, Ala-Asp,
Ala-Ala y Leu-Ser-Pro-Ala-Glu como herbicidas de preemergencia, aplicdndolos mediante aspersién al
suelo o de forma granular, permitiendo tener un control de malezas y una fuente de nitrégeno en
cultivos de hortalizas y de plantas de ornato (Pasupuleti y Demain, 2010).

Amaranto como fuente de herbicidas

El amaranto es una hierba ampliamente distribuida por las regiones tropicales y templadas del mundo,
comprendiendo 386 especies; en México algunas especies del amaranto son usadas como alimento,
esto debido al alto contenido de proteina en sus granos y a su calidad nutritiva, de las especies de
amaranto Amaranthus hypocondriacus es la especie mas importante y consumida como alimento
(Tejeda-Sartorius y Rodriguez-Gonzalez, 2008).

Se ha observado que las proteinas encontradas en las semillas de amaranto tienen una gran variedad
de propiedades fisicoquimicas y estructurales (Scilingo et al., 2002), encontrandose albuminas,
globulinas y glutelinas en mayor proporcién (Martinez y Afidn, 1996), debido a la diversidad de
propiedades exhibidas por estas proteinas es posible encontrar una amplia gama de funciones,
incluyendo aplicaciones en el area agricola.

Aunado a esto, el amaranto ha demostrado poseer propiedades que permiten el control de malezas;
siendo estudiado el efecto inhibitorio de sus residuos como una posible accién alelopatica,
demostrandose una actividad inhibitoria en el crecimiento de radicula de malezas como Echinochloa
cruz-galli y en hortalizas como rabano, cebolla y zanahoria (Tejeda-Sartorius y Rodriguez-Gonzalez,
2008).
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PLNTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3. Planteamiento de problema

Debido a la constante presion selectiva a la que se enfrentan las malezas, el incremento de biotipos
resistentes a herbicidas es cada vez mayor; esto debido al empleo poco racional de los herbicidas ya
existentes y a la falta de desarrollo e investigacién de nuevos compuestos que tengan como objetivo

modos de accidn alternativos a los ya descritos sin descuidar la problematica ambiental y de salud.

Para esto, el empleo de sustancias de origen natural es una alternativa que ha demostrado proveer
resultados prometedores en el area agroquimica, siendo de interés las sustancias de origen proteico
existentes en la semilla de amaranto debido a su facil obtencién y a su gran proporcién dentro de la

biomasa de la misma.
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OBIJETIVOS

4. Objetivos

Objetivo general

Realizar el aislamiento biodirigido y la evaluacidn fitotéxica de compuestos de origen proteico con

efecto herbicida extraidos de semilla de amaranto.

Objetivos especificos

1.

Realizar la extraccion de las proteinas existentes en la semilla de amaranto.

Evaluar la actividad herbicida del extracto proteico usando semillas de lechuga como modelo

de estudio y empleando germinacidon en medio sélido estéril.

Aislar el compuesto proteico responsable de la actividad herbicida mediante separacién guiada

por bioensayo.

Realizar la caracterizacion espectroscdpica, determinar punto isoeléctrico y la secuencia de

aminodcidos del compuesto de interés.

Evaluar la fitotoxicidad del compuesto aislado en diferentes plantas identificadas como

maleza.
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5. Hipotesis

El género Amaranthus sp. es conocido por su gran resistencia a condiciones bidticas y abidticas
desfavorables, por lo tanto es de esperar que como mecanismo de supervivencia sus semillas posean
sustancias que disminuyan la viabilidad de otras plantas a su alrededor; es sabido que entre el género
Amaranthus sp. las semillas de la especie Amaranthus hypocondriacus son las que presentan una
mayor cantidad de proteinas, por lo tanto se espera aislar, purificar y caracterizar compuestos

proteicos con actividad herbicida de ésta planta.
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METODOLOGIA

6. Metodologia

Esquema de purificacion

Extracto proteico
crioconcentrado

Bioensayo

Fraccionamiento| preliminar
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Figura 11. Esquema general de purificacion guiada por bioensayo.

Extraccion proteica y crioconcentracion.

Una vez que las semillas fueron reventadas con calor seco, las proteinas solubles en agua a pH neutro
se extrajeron; posteriormente el residuo se filtré y se secé a vacio, el residuo seco se desengraso bajo
agitacién durante 30 min a 4°C con hexano en una proporcién de 5mL de hexano por cada gramo de
residuo, el residuo sélido se filtré y se seco a vacio.

Para extraer los remanentes proteicos no solubles a pH neutro, el residuo seco y desengrasado se
extrajo con agitacion durante 4 h a 4°C con buffer de acetato de amonio 50 mM a pH 9 en una
proporciéon de 10 mL de buffer por cada gramo de residuo, se centrifugd a 3400 G por 20 min y se
colectd6 el sobrenadante.

El proceso de crioconcentracién se basé en un método desarrollado que emplea el dispositivo
mostrado en la figura 12, el liquido permeado se colectd para su posterior purificacién (Virgen-Ortiz et
al., 2012).
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Figura 12. Material usado para crioconcentracion. Tomado y modificado de (Virgen-Ortiz et al., 2012).

Separacion por ultrafiltracion

El extracto proteico concentrado se fraccioné mediante ultrafiltracion empleando dos membranas de
ultrafiltracion (MILLIPORE de celulosa regenerada consecutivas) con valor de corte de peso molecular
de 30 kDa y 1 KDa de forma secuencial, obteniéndose tres fracciones, siendo nombrada como UF1 la
fraccion con especies de > 30 kDa, UF2 la fraccion con especies de 1-30 kDa y UF3 la fraccién con <1
kDa.

Separacion por cromatografia de exclusiéon molecular

La fraccidn con mejor actividad se separd mediante exclusién molecular empleando una columna
Sephacryl 100-HR con rango de separacién de 1-100 kDa empacada en una columna de 100 x 1 cm
empleando como fase mévil buffer acetato de amonio 50 mM a pH 9 con un flujo de 1mL/min a
temperatura ambiente; se inyectd 2mL de muestra, para posteriormente colectar los picos leidos a una
absorbancia de 280nm.

Equipo: Cromatdgrafo de baja resolucion Pharmacia Biotech Gradifrac System HiLoad Pump P-50.
Determinacion de volumen total de separacion y volumen muerto

Se prepard una solucion de azul dextran 2000 y acetona en concentracién de 5y 2 mg/mL, se inyectd
por duplicado 1mL de la mezcla y se colectaron fracciones de 2mL (GE Healthcare, 2012).

La altura de plato tedrico de la columna se calculé mediante la ecuacién 1.

Ecuacion 1. Altura de plato teérico.

N  554(Ve/w)?
m L

Donde Ve es el volumen de elucién tomado en el punto maximo del pico cromatografico (en mL), w es
el ancho de pico a la mitad de la altura del pico (en mL), L es la longitud de la columna (en m). El
volumen de separacidn se calculéd mediante la resta de Vt-Vo.
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Calibracién de columna de exclusidon molecular

Se prepard una solucidon de acido tocinoico (740.8 Da), ribonucleasa A (13 700 Da) y anhidrasa
carbdnica (29 000 Da), cada uno en una concentracion de 3 mg/mL en buffer de acetato de amonio pH
9 50mM, se inyectd por duplicado 1mL de la mezcla de proteina y se colectaron fracciones de 2mL.

Se elabord la curva de calibracidn graficando el coeficiente de distribucién (Kd) contra logioR; Kd se
puede calcular mediante la ecuacién 2.

Ecuacion 2. Coeficiente de distribucion.

_(Vr—Vo)

Kd = (Vt — Vo)

Donde Vr es el volumen de elucidn del pico correspondiente, Vo es el volumen muerto de la columnay
Vt es el volumen liquido total de la columna.

Separacion por cromatografia de fase reversa

La fraccion obtenida por exclusion molecular que demostré mejor actividad se purificd por HPLC fase
reversa, empleando una columna Kromasil Akzo Nobel Global C18 con una dimensién 150 x 4.6 mm y
un tamano de particula 5 um, usando el gradiente mostrado en la Cuadro 5 empleando como fase
movil A: H,O (TFA 0.1%) y B: ACN (TFA 0.1%) a un flujo de 1 mL/min en una temperatura 25°C
inyectando 50 puL de muestra, los picos se colectaron después de detectarlos a una absorbancia de 220
y 280 nm.

El equipo empleado fue un cromatégrafo Shimadzu Prominence UFLC System, provisto de detector
UV/VIS modelo SPD-20A, automuestrador SIL-20A, bomba LC-20AT y horno de columna CTO-10AS VP.

Cuadro 5. Gradiente empleado para la purificacion por HPLC del pico de interés.

Tiempo (min) | A (%) B (%)
0-5 100 0
5-40 100-0 0-100
40-55 0 100
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Electroforesis en gel SDS-PAGE

La separacion se realizé en geles de poliacrilamida de 0.75 mm de espesor, los cuales constan de gel
concentrador al 4 % de aproximadamente 2 cm donde se cargan las muestras y gel separador al 12% de
aproximadamente 6 cm, los geles se prepararon a partir de las siguientes soluciones y reactivos.

Cuadro 6. Cantidades necesarias para la preparacion de 2 geles de electroforesis.

Gel separador (12%) Gel concentrador (4%)
Agua 3.25mL 3.05mL
Tris 1.5M pH 8.8 2.5mL --
SDS 10% 100 pL 50 pL
Tris 0.5M pH 6.8 1.25mL
Acrilamida:Bisacrilamida (30%:0.8%) 4.08 mL 0.65 mL
Persulfato de amonio 10% 50 uL 60 pL
TEMED 5L 6 plL

El buffer de corrida consté de dodecilsulfato de sodio al 0.1%, glicina 192 mM vy Tris-HCI 25 mM a pH
8.3 y el buffer de carga 125 mM Tris-HCl a pH 6.8, glicerol al 20%, SDS al 1% y 0.05% de azul de
bromofenol (Scilingo et al., 2002). Se cargaron alrededor de 10 pg de proteina y se aplicoé una corriente
de 110V, se usé una mezcla de estandares de peso molecular de 2-250 kDa Precision Plus Protein ™de
BIO-RAD™ vy se tifid con azul brillante de Coomasie.

MALDI-ToF-MS

Se realizd una solucion alrededor de 20 pM en agua:acetonitrilo (1:1), se mezclé con una matriz acido
sinapinico en una proporcién 1:5 y se analizd en un espectrometro de masas MALDI-ToF Bruker
Daltonics flexAnalysis (Carresi et al., 2006; H¢fner, 2007).

Cuantificacion de proteina por BCA en microplaca.
Preparacion de reactivo A: Se prepard una solucidn de 1 g bicinconinato sédico, 2 g de Na;COs, 0.16 g
de tartrato de sodio, 0.4 g de NaOH se llevé a H,0 y se ajusté a pH 11.25 con NaOH.

Preparacion de reactivo B: Se preparé una solucién de 0.4g de CuSO4.5H,0 en 10 mL de H,0O
Reactivo de trabajo: Se preparé una mezcla de reactivo A: reactivo B (100:2).

Ensayo en microplaca: Se mezclé 200 ulL de reactivo de trabajo y 25 L de solucidn problema e incubd a
60°C por 30 min, se estabilizd a temperatura ambiente y midié absorbancia a 562 nm.

Se compard contra una curva estandar concentraciones de 5 a 250 pug/mL de albumina sérica bovina
(Thermo Scientific, 2010; Smith et al., 1985).

Preparacion de agar Murashige-Skoog.

Se adiciond 4.4 g de medio Murashige-Skoog y 16 g de sacarosa a 500 mL de agua destilada, se ajusté
con KOH a pH 7.00 + 0.05, se agregd 6 g de agar bacterioldégico se calentd hasta disolver,
posteriormente se llevd a 1000mL con agua destilada, y se esterilizd con calor humedo a 120°C por 15
min (Smith y Heese, 2014).
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Bioensayo inhibicién de crecimiento de radicula.

En una caja Petri de 100 x 15 mm se agregd 9 mL de agar M-S; una vez que el medio haya solidificado
se agregd 1 mL de solucion de prueba cubriendo toda la superficie del medio, se permitié la difusion
toda la noche a temperatura ambiente (Macias et al., 2000; Di Salvatore et al., 2008).

Se sembraron por triplicado 10 semillas de lechuga Grandes lagos 118 (Rancho los molinos)
previamente esterilizadas superficialmente (1 min en etanol al 70% y 15 min en NaClO al 1.5%) por
cada grado de concentracion a probar, se sellé y se incubé en oscuridad a 21 + 1°C por 4 dias (2 dias de
germinacion, 2 dias de crecimiento de radicula).

El porcentaje de inhibicién de crecimiento de radicula se calculéd empleando la ecuacion 3.

Ecuacidn 3. Calculo de porcentaje de inhibicion.

longitud control—-longitud tratamiento

X 100 (Yang & Lu 2010)

%Inhibicién =
YInhibicion Longitud de control

Bioensayo de crecimiento de raiz en medio liquido

Las raices se obtuvieron mediante germinacién de las semillas mostradas en el cuadro 7 previamente
esterilizadas superficialmente (etanol al 70% por 1 min e hipoclorito de sodio al 5% por 15 min),
empleando papel filtro, cajas Petri de 100 x 15 mm y 2 mL de medio salino basal de White (Buchner et
al., 1989).

Cuadro 7. Semillas empleadas para bioensayo de crecimiento de raiz.

Semilla Origen

Ageratum corymbosum Zucc. Muestreo 19/05/2014
Amaranthus hybridus L. Muestreo 19/05/2014
Bidens odorata Cav. Muestreo 19/05/2014
Cuscuta sp. Muestreo 19/05/2014
Parthenium bipinnatifidum (Ortega) Muestreo 19/05/2014
Lactuca sativa var. Grandes lagos 118 Rancho Los molinos
Solanum lycopersicum var. Rio grande Hydroenvironment
Sorghum bicolor var. Silage naranja Hydroenvironment

Zea mays maiz amarillo var. Tiburén plano medio | Hydroenvironment

Después de 7 dias de germinacion a cada plantula de cada especie se le cortdé 0.5 cm de la regién apical
de la raiz, para cada bioensayo se emplearon 30 cortes.

En tubos de ensayo de 15 mL se agregd 2 mL de solucidon de prueba previamente esterilizada por
filtracion (solucion de péptido en medio basal White 0.75 mg/mL, control negativo medio basal de
White a pH 5.7 y control positivo solucidn de herbicida Atrazina/S-metolaclor 102 M.

Por cada tubo se colocaron 10 cortes de raiz, una vez introducidos en el medio se incubaron por 48 h a
una agitacion de 200 rpm y una temperatura de 20 °C, todo esto en condiciones de oscuridad,
posteriormente se midié el crecimiento (Buchner et al., 1989; Nachmias et al., 1987).
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Bioensayo en disco de hoja

Todas las plantas empleadas en este bioensayo (cuadro 7) fueron cultivadas a una temperatura de 21
°C, condiciones de luz/oscuridad 12/12 h, en sustrato inerte de tezontle y regadas con medio basal
White, con el fin de evitar crecimiento heterogéneo debido a la naturaleza del sustrato de crecimiento.

El ensayo se realizé en 10 hojas verdaderas de plantas con una edad de 8 semanas; se esterilizaron
superficialmente (etanol al 70% por 1 min y con solucién de hipoclorito de sodio al 5% por 3 min), se
colocaron con el haz hacia abajo en una caja Petri de 55 mm con solucién de prueba, se incubd por 24h
en condiciones de 12/12h luz/oscuridad.

Figura 13. Exposicion de la hoja a la solucion de prueba.

Después de las 24 h, a cada hoja tratada se le corté un disco de 5mm de didmetro con una perforadora
metdlica previamente esterilizada y se colocd en agar White + almiddn, para monitorear su viabilidad
(Cruz-Cruz et al., 2009; Gonzalez et al., 2012).

La solucion de péptido en medio basal White se realizé en concentracion de 0.75 mg/mL comparando
con un control negativo de medio basal de White a pH 5.7 y con un control positivo de una mezcla de
herbicida Atrazina/S-metolaclor 102 M.

Determinacion de viabilidad celular mediante monitoreo de actividad alfa-

amilasa.

Después de realizar el tratamiento descrito en la seccion anterior, se colocaron 5 secciones de 5 mm de
tejido respectivo a cada planta probada en cajas Petri de 9 mm de didmetro con agar basal White
adicionado con almiddn en una concentracion de 1 g/L (Figura 14). Al cabo de 48 h se retir6 el tejido y
se colocd en el agar 3mL de solucién de reveladora de yodo al 10%, se incubd 5 min a 25°C y se midié el
halo de hidrdlisis de almidon (Gonzalez et al., 2012).

Figura 14. Ejemplo de distribucion de disco de hoja en agar basal White.
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Deteccion de H,0, mediante tincion con 3,3’-diaminobenzidina (DAB) en hoja.
Después de realizar el tratamiento en las hojas, se cortaron discos de 5 mm, inmediatamente se
colocaron en 2 mL de una solucion de DAB en 1 mg/mL y Tween 20 al 0.05% v/v en solucién de
NaH,P0O4 10 mM, cubriendo por completo los segmentos de las hojas.

Posteriormente en condiciones de oscuridad se infiltré al vacio por 30 minutos y se dejé incubando a
temperatura ambiente toda la noche. Una vez terminado el periodo de incubacidn se retird la solucion
de tincion de DAB vy se agrego la solucion blanqueadora (Etanol: acido acético: glicerol 3:1:1) hasta
cubrir las hojas. Se incubé a 70°C por un periodo de 1 a 2 horas hasta que la hoja quedé
completamente despigmentada. Se retird la solucién de blanqueo y se realizé un lavado con etanol al
50 %, y otro lavado mas con agua destilada. Finalmente se agregd la solucion de preservacion (glicerol:
etanol 1:4) y se observaron las muestras en el microscopio éptico (Daudiy O’Brien, 2012).

Bioensayo de infiltracidn en hoja en Arabidopsis thaliana

Las plantas Arabidopsis thaliana Col-O fueron cultivadas a una temperatura de 21 °C, condiciones de
luz/oscuridad 12/12 h, en sustrato inerte de tezontle y regadas con medio basal White, con el fin de
evitar crecimiento heterogéneo debido a la naturaleza del sustrato de crecimiento

El ensayo se realizé en plantas con al menos un par de hojas verdaderas con una edad de 4-8 semanas,
la aplicacion de solucidon de compuesto se realizé en concentraciones de 1540, 154 y 15.4 pug/mL siendo
infiltrados 100 uL de solucién de prueba, comparando con un blanco de buffer de acetato de amonio
50 mM pH 5.7, las hojas fueron puestas en condiciones de luz 12/12 y fueron monitoreadas a las 48 h,
4 semanas y 6 semanas observando la cantidad de clorosis o necrosis exhibida alrededor de la zona de
infiltracidon (Nachmias et al., 1987; Buchner et al., 1989).

Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado, las diferencias significativas de los tratamientos
se determinaron mediante ANOVA de un factor, tomandose en cuenta un valor p < 0.01. En las
determinaciones en las que fue necesario hacer comparaciones multiples de medias, se empleé el test
post-hoc de Tamhane empleando un valor p < 0.01. Se empleé el programa de andlisis estadistico IBM
SPSS Statistics 22.
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RESULTADOS Y DISCUSION

7. Resultados y discusion

Calibracion de columna de exclusion molecular

La calibracion de la columna de exclusidon molecular permitio la resolucién de proteinas de 0.7, 13.7 y
29 kDa.

Mezcla de proteina

1 29 kba

0.7 kDa

Figura 15. Cromatograma de exclusion molecular de marcadores de peso molecular 29, 13.7 y 0.7 kDa.
Columna: Sephacryl S-100 HR (1-100 kDa) 100 x 1 cm 50 um; fase mévil: buffer acetato de amonio pH 9, 50
mM; flujo: 1 mL/min; temp: ambiente; vol. de inyeccién de 2 mL; detector: UV 280nm.

Como se puede observar en la Figura 15 la columna es capaz de separar mezclas de proteinas con un
tamafio de 29 y 0.7 kDa o 13.7 y 0.7 kDa sin problemas de resolucién; sin embargo, proteinas con
tamafios mas cercanos como 29 y 13.7 no pueden ser completamente resueltos por esta columna, por
lo que se empled solamente para una separaciéon preliminar, donde a la vez de separar por tamafo, se

pudiera hacer una inferencia primaria acerca del intervalo de tamafio de la especie proteica que
presenta actividad.

El Cuadro 8 presenta los pardmetros cromatograficos promedio de tres inyecciones de acido tocinoico,
correspondiente al compuesto con mayor retencién; como se puede observar en la tabla la eficiencia

de la columna es suficientemente buena para columnas preparativas de exclusion molecular no pre-
empacadas (GE Healthcare, 2012).

Cuadro 8. Parametros cromatograficos para columna sephacryl S-100 HR (1-100 kDa) 100 X 1 cm

Parametro Altura de plato teédrico Volumen de separacion
Media 888.10 35.87
C.V. 9.48% 2.25%
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La figura 16 muestra el gréfico de correlacién del coeficiente de distribucién con respecto al logaritmo
del radio hidrodindmico de los compuestos, se puede observar que para los tres puntos
correspondientes a las proteinas de 29, 13.7 y 0.7 KDa el factor de correlacién es de 0.996, por lo que
es posible emplear esta ecuacién de correlacion para conocer el rango de tamafios de las proteinas que
se separen con ésta columna.

Correlacion Kd vs logR

5
41462397998

4 4.13353
< 3 2.8697009
3, y =-2.0766x + 4.9622

R?=0.996
1
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Kd

Figura 16. Grafico de correlacion de Kd respecto al logioR.

El cuadro 9 muestra la obtencién de los parametros necesarios para construir la curva de calibracidn
mostrada en la figura 16, siendo los volumenes de elucidn los Unicos datos obtenidos
experimentalmente.

Cuadro 9. Parametros calculados para la elaboracion de la curva de correlacién Kd vs. logR.

Compuesto Kd=(vr-vo)/(vt-vo) Vol R logR

Ac. tocinoico 1| 66.6 740.8 2.8697
Ribonucleasa 0.42774566 | 46.8 13600 4.1335
Anhidrasa carbénica 0.21965318 | 39.6 29000 4.4623
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Bioensayo con extracto proteico total
Después de extraer, crioconcentrar y cuantificar las proteinas totales, se realizaron cuatro diluciones
1/10 consecutivamente y se probaron en bioensayo agar Murashige-Skoog con semillas de lechuga.

La figura 17 muestra el gel de electroforesis SDS-PAGE del extracto total proteico, se puede observar la
presencia de componentes proteicos menores a 75 kDa, un par de bandas con gran concentracion de
proteinas entre 37 y 25 kDa, otro par de bandas alrededor de 20 kDa y péptidos menores a 15 kDa, éste
gel muestra la gran variedad proteica presente en la muestra. Al observar la figura 18 se puede notar
una gran cantidad de péptidos menores a 13.7 kDa agrupados en tres picos cromatograficos, y un par
de picos mayores a 29 kDa, la diferencia en distribucion de tamafios se debe al caracter de la muestra
durante la separacion y al tipo de separacion cromatografica; en la electroforesis SDS-PAGE la muestra
se encuentra reducida y desnaturalizada, mientras que en la cromatografia por exclusién molecular, las
proteinas de la muestra se encuentran en estado nativo, por lo que es mas probable encontrar
agregados, que son explicados por el pico encontrado antes del volumen muerto.

kDa

250
150
100
75

50
37

25
20

15

Figura 17. Gel de electroforesis de fraccion de 1 a 30 kDa (1-30 kDa) y extracto total (ET).

Vo 29kDa  13.7 kDy L7 kDa

10 0 ) 40 50 0 ™ L] 90 1w
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Figura 18. Cromatograma de exclusion molecular de extracto total proteico crioconcentrado. Columna:
sephacryl S-100 HR (1-100 kDa) 100 x 1 cm 50 um; fase movil: buffer acetato de amonio pH 9 50 mM; flujo:
1 mL/min; temp: ambiente; vol iny: 2 mL; detector: UV 280 nm.
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La figura 19 muestra el espectro MALDI-ToF del extracto total proteico, dando como resultado una gran
cantidad de sefales correspondientes a moléculas menores a 9 kDa, siendo bastante congruente con
los resultados obtenidos en electroforesis SDS-PAGE y por cromatografia de exclusién molecular,
gracias a este espectro se puede conocer la gran complejidad de la muestra en cuanto a compuestos
peptidicos.
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Figura 19. Espectro MALDI-TOF obtenido del extracto total proteico sin crioconcentrar.

Al realizar el bioensayo de inhibicién de crecimiento de raiz con las concentraciones de 1500, 150, 15y
1.5 mg/mL se observé una inhibicidn significativamente diferente de crecimiento en todas las
concentraciones probadas (Figura 20), siendo indicativo de la presencia de algin compuesto con
actividad inhibitoria; éste resultado permite continuar con el fraccionamiento del extracto para
comenzar el aislamiento biodirigido.

Es importante hacer notar la presencia de una gran variacién en los resultados, esto es debido a la
variacion intrinseca en cuanto a los tiempos de germinacion de las semillas; sin embargo, a pesar de
que los tiempos de germinacién no son uniformes, la presencia de inhibicién es una pauta a seguir para
comenzar con el aislamiento.
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Extracto total
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Figura 20. Inhibicidon de germinacidn a diferentes concentraciones de extracto total de proteinas, realizado
con 30 semillas de Lactuca sativa, (*) representa una diferencia significativa con p<0.01 .

Bioensayo de fracciones primarias por ultrafiltracion.
Después de crioconcentrar se cuantificaron las fracciones y se homologaron las concentraciones a 77.7
mg/mL de cada fraccion liofilizada y se realizaron cuatro diluciones seriadas 1/10.

Como se puede observar en la figura 21, se encontré que la mejor actividad inhibitoria es causada por
la fraccién de 1 — 30 kDa, observandose una diferencia significativa en la inhibicién del crecimiento
radicular en tres de las 4 concentraciones probadas, al encontrarse la mejor actividad en ésta fraccion
se puede descartar la accidn fitotdxica de compuestos menores a 1 kDa, lo cual es apoyado por los
resultados mostrados en la figura 22, donde se muestra un pico cromatografico muy grande
correspondiente a compuestos de alrededor de a 0.7 kDa.

Prefracciones por ultrafiltracion
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Figura 21. Grafico de inhibicion de germinacion a diferentes dosis de correspondiente a las fracciones <
1kDa (azul), 1 -30 kDa (verde) y > 30 kDa (gris), realizado con 30 semillas de Lactuca sativa, (*) representa
una diferencia significativa con p<0.01 .
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Figura 22. Cromatograma de exclusion molecular de la prefraccion de 1 — 30 kDa. Columna: sephacryl S-
100 HR (1-100 kDa) 100 x 1 cm 50 um; fase movil: buffer acetato de amonio pH 9 50 mM; flujo: 1mL/min;
temp: ambiente; vol iny: 2 mL; detector: UV 280 nm.

En la figura 22 se puede observar la presencia de dos picos retenidos después del limite de separacidn
dado para ésta columna cromatografica, esto indica una interaccidn debida a un mecanismo diferente
al de la permeacién en gel; a pesar de tratarse de picos retenidos debido a un mecanismo distinto a la
exclusién molecular, se observé una buena resolucién y una excelente repetibilidad, por lo que los
picos obtenidos después del volumen total fueron conservados y empleados para los bioensayos.

La figura 23 muestra el espectro de masas MALDI-ToF lograndose observar sefiales correspondientes a
compuestos menores de 9 kDa, lo que muestra que ésta fraccion proveniente de ultrafiltracidon
presenta una gran cantidad de péptidos, probables responsables de la actividad fitotdxica de ésta
fraccién.
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Figura 23. Espectro MALDI-TOF obtenido de la prefraccién de 1 — 30 kDa.
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Bioensayo de fracciones secundarias obtenidas por exclusion molecular
La fraccion con mejor actividad (1-30 kDa) se separd por cromatografia de exclusion molecular y se
obtuvieron tres fracciones correspondientes a cada pico.

Al realizarse bioensayo se encontrd una inhibicién significativamente diferente en la concentracién de
0.35 mg/mL del pico 2 con una inhibicidn del 100% y para el pico 3 en su concentracion 0.08 mg/mL
con una inhibiciéon poco mayor al 60%; en el momento de hacerse la eleccidén del pico de interés se
optd por seleccionar el pico 3 ya que a pesar de no tener una actividad tan buena como la que
presentd el pico 2, presenta una inhibicién mayor al 50% en una concentracién 10 veces menor a la
presentada por el pico 2, por lo que se puede inferir una mejor actividad por parte de éste pico.

Fracciones exclusion molecular

Inhibicion crecimiento p1 (%)
* Inhibicién crecimiento p2 (%)

100.00- > [inhibicién crecimiento p3 (%)
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Figura 24. Grafica de inhibicion de germinaciéon a diferentes dosis de correspondiente a los picos
obtenidos por exclusion molecular: Pico 1 (azul), Pico 2 (verde) y Pico 3 (gris) realizado con 30 semillas de
Lactuca sativa, (*) representa una diferencia significativa con p<0.01 .

Como se logra observar en la figura 23, las barras de error son muy grandes, esto se debe a la gran
variabilidad en cuanto a los tiempos de germinacion de la planta de prueba, esto ocasiona una gran
dispersion de los datos obtenidos; sin embargo, los resultados mostrados permiten observar una
tendencia en cuanto al comportamiento del crecimiento radicular de las plantas, lo que permitié tomar
la decision de elegir el pico 3 para las futuras pruebas y purificaciones.

El espectro de masas MALDI-ToF mostrado en la figura 25 hace notar la naturaleza de la mezcla
presente en el pico seleccionado donde se observan compuestos de los siguientes pesos moleculares:
m/z 3911 [M + H]* (3934 [M + Nal*), y m/z: 3955, 4119 y 4136 con una abundancia relativa muy baja
(Tabla 11).
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Figura 25. Espectro MALDI-TOF obtenido del pico 3 de la fraccion 1 — 30 kDa.

Como es posible observar en el cuadro 10, la sefial con m/z: 3934.67 puede tratarse de un aducto

catidnico del péptido con sodio [M + Na]*.

Cuadro 10. Lista de m/z e intensidad relativa para pico 3 de la fracciéon 1 — 30 kDa.

# m/z

3911.37103885
3934.67384135
3955.02124074
4119.67326984
4136.79683237

LW N =

Intensidad relativa (%)
100.0 [M + H]*

16.47 [M + Nal*

3.37

2.10

1.87
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Purificacion por HPLC

Como se muestra en la figura 26 se observa la presencia de varias especies capaces de absorber luz UV
a 220nm, los picos presentes en el tiempo de retencién 2.409 y 3.057 son descartados debido a su bajo
factor de capacidad, lo cual indica una pobre retencién y por ende una alta polaridad. De los picos
restantes, el pico mayoritario correspondiente al minuto 29.906 y a 71% de disolvente organico fue
empleado para realizar pruebas de actividad probando ser el responsable del efecto herbicida por lo
que con éste se realizaron los bioensayos descritos en los apartados siguientes.
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Figura 26. Cromatograma HPLC-RP del pico 3 proveniente de exclusion molecular (detector 220nm).

Como se puede observar en el cuadro 11, los picos 1y 2 fueron desechados debido a su bajo factor de
capacidad a pesar de presentar una gran area bajo la curva, al analizar las areas de los picos restantes
se logra observar que el pico 10 es el 81.65% de la suma de las areas de los picos 3-10, lo que muestra
que se trata de un compuesto mayoritario con la probable actividad fitotdxica encontrada en los
bioensayos previos.

Cuadro 11. Relacidon de picos obtenidos en cromatografia de pico 3.

Pico Tiempo de retencién Area % Area K’ %B
1 2.049 10907126* - 0.18 0
2 3.057 1802168* - 0.76 0
3 4321 53045 0.74 1.48 0
4 4.471 6897 0.10 1.57 0
5 7.021 317073 443 3.04 6
6 16.525 372198 5.20 8.50 33
7 17.058 268835 3.76 8.80 34
8 20.391 74111 1.04 10.72 44
9 20.980 221612 3.10 11.06 46
10 29.906 5844845 81.65 16.19 71

Total 7158616 100
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RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez realizada la separacién cromatografica, se colectd el pico de interés y se comprobd su pureza
por cromatografia en fase reversa, la figura 27 muestra el cromatograma del compuesto puro.
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Figura 27. Cromatograma del compuesto puro (detector 220nm).

Cuadro 12. Relacién de picos obtenidos en cromatografia de compuesto puro.

Pico Tiempo de retencién Area % Area K’ %B
1 2.189 4788636 - 0.26 0
2 2.881 386388 - 0.66 0
3 30.139 1687549 100% 16.32 71
Total 1687549

Como puede observarse en la figura 27, el Cromatograma presenta dos picos presentes a un tiempo de
retencién de 28.7 y 29.9, estos picos se observan también en el cromatograma mostrado en la figura
26; a pesar de tratarse de probables contaminantes, se observd que al inyectar Unicamente fase movil,
estos picos contintan eluyendo, por lo cual fueron ignorados, al tratarse de impurezas presentes en el
disolvente.

Al tomar en cuenta Unicamente el pico de interés, ignorando los picos del blanco y el pico
correspondiente al volumen muerto, es posible observar que la pureza de este compuesto es del 100 %
(cuadro 12).
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Espectro de absorbancia UV
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Figura 28. Espectro de absorcion UV de péptido puro.

El espectro de absorcion del péptido presenta maximos notorios a 214, 219 y 269 nm (Figura 28), éstos
maximos se aproximan a los reportados para compuestos proteicos, correspondiendo con 220 nm para
enlace peptidico y cercano a 280 nm para los grupos aromaticos presentes en el compuesto (Beaven y
Holiday, 1952; Wetlaufer, 1963; Devlin, 1997).

El hecho de poseer un maximo por debajo de 280 nm puede deberse a la baja cantidad de tirosina y
triptéfano, los cuales presentan una gran absorcién a esta longitud de onda; al existir una baja
proporcidn de éstos aminoacidos en el péptido, el espectro puede tener un maximo diferente al clasico
de 280 nm, tal como se observa en la figura 28.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Dicroismo circular
A continuacién se muestra el analisis LINCOMB (analisis de minimos cuadrados con respecto a

espectros de referencia (Perczel et al., 1992)) con el programa CD analyser system 32 bit V2.02 del
espectro de polarizacién del péptido aislado siendo comparado con espectros de referencia de hélices
(1), aleatorio (2), hoja plegada (3), giro beta | (4) y contribuciones por aromaticos o puentes disulfuro

(5).
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Figura 29. Espectro de dicroismo circular de péptido 3.9 aislado por HPLC analizado con el programa CD

Analyser system 32 bit V2.02.

Cuadro 13. Resultados de comparacion por minimos cuadrados.

Combinaciéon | Error (SD) | Componentes %
234 2.028 Aleatorio 33.08
Hoja 14.95
Giro beta | 51.98
1.2.4 2.104 Hélice 14.50
Aleatorio 36.23
Giro beta | 49.27
2.4 2.892 Aleatorio 38.17
Giro beta | 61.83

Como se logra observar en el espectro de polarizacion del péptido aislado (Figura 29), se observan dos
minimos alrededor de 215 nm y un maximo en 220 nm, encontrandose igualmente una zona de
elipticidad negativa por debajo de los 210 nm, por lo tanto se puede observar una mezcla de
caracteristicas espectrales de diferentes estructuras secundarias, gracias al andlisis LINCOMB se llega a
la conclusidn de que éste péptido presenta una gran proporcidn estructural aleatoria; a su vez, los tres
resultados con menor desviacion estandar arrojados por el andlisis espectral (Cuadro 13) muestran una
gran proporcién de estructura tipo giro beta |, esto proporciona indicios acerca de lo compacta que
puede estar ésta cadena en el espacio, ya que es conocido que los giro beta son los giros mas pequefios
posibles, constando de tan solo cuatro residuos interactuando para formar un giro sumamente

compacto (Creighton, 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas estructurales.

El péptido aislado, fue analizado por espectrometria de masas en su modo de ionizacion por
electrospray (ESI-MS), encontrdndose picos a una m/z 782.93 [M + 5]°%, 978.41 [M + 4]* y 1304.21
[M + 3]%, realizando el andlisis de deconvolucién con el programa Xtract rawfile se calculdé una masa
monoisotdpica de 3909.62 Da (Figura 30), por lo cual el pico con mayor intensidad presente en el
espectro de masas mostrado en la figura 25 (3910.37 Da) es cercano al presente en el pico mayoritario

encontrado en el analisis por HPLC-RP.
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Figura 30. Espectro de masas ESI-MS del péptido aislado (arriba), deconvolucién del espectro obtenido

experimentalmente (abajo).

Al realizar el andlisis pertinente para la secuenciacién de novo reduciendo con DTT y alquilando con
iodoacetamida se encontré la presencia un pico a m/z 1420.27 [M + 3H]3** (Figura 31), correspondiente
a la masa molecular del péptido con cisteinas alquiladas, calculando la diferencia entre el péptido
oxidado y alquilado se encontrd la presencia de 6 cisteinas formando 3 puentes disulfuro.

4257.81 Da [1420.27 x 3 — 3H] (cisteinas alquiladas) — 3909.62 Da (cisteinas oxidadas)= 348.19 Da

Diferencia entre alquilacion y nativa (348.19/57 alquilacién)= 6.1
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Estos datos respaldan la informacién proporcionada por dicroismo circular, indicando que el péptido se
encuentra muy compacto teniendo una gran cantidad de giros beta estabilizdndose mediante puentes

disulfuro.
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Figura 31. Espectro de masas ESI-MS de péptido reducido y alquilado con iodoacetamida

Al digerirse con tripsina se observan los picos presentados para el péptido intacto (m/z 978 [M + 4H]*'y
1304 [M + 3H]**), (figura 32), por lo que se piensa que éste péptido no posee los aminoacidos arginina

(Arg) o lisina (Lys), necesarios para crear sitios donde tripsina pueda realizar su corte.

14-2016ManuelPico-Digerido #6391-6499 RT: 46.74-47.52 AV: 10 NL: 2.62E5
T: FTMS + p NSI Full ms [200.00-1600.00]

220+
200
1809
1603
140;

992.73 1285.28

—a 1020_3.12 1304.29

1022.13 1040.48 1060.49 1075.76  1104.52 1130.87 1150.09 1178.61 1192.17 1230.38 1256.93 ZT 2=3 1323.30
z=3
.

3

- =3 = = = = = =2 = - — -

L m l N = z=3 z=3 _z=? 2=? z=3 = 2.2 2=? 2=? z=3

B e e B o o L B B o e e e e I o e L o e e BN B B o o o s s s e
980 1000 1020 1040 1060 1080 1100 1120 1140 1160 1180 1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320

m/z

Figura 32. Espectro de masas ESI-MS de péptido digerido con tripsina.

El hecho de tratarse de un péptido proveniente de una planta con una masa de 3909.62 kDa, con tres
puentes disulfuro y existente en la cdscara de la semilla, proporciona pruebas para indicar que se trata
de un péptido rico en cisteinas, probablemente perteneciente a la familia de las tioninas, defensinas o
péptidos tipo heveina (Price et al., 2015).

Es sabido de la existencia de ciertos péptidos involucrados en la regulacién del desarrollo y crecimiento
vegetal, siendo conocido el factor de rapida alcalinizacion (RALF), la proteina de transferencia de lipidos
(LTP) tipo xilégeno y la familia de proteinas estimulada por giberelina (Silverstein et al., 2007; Pearce et
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al., 2010; Kobayashi et al., 2011); por lo tanto el hecho que éste péptido posea actividad herbicida no

es extrafo.

A su vez los péptidos con estructura similar a heveina, poseen tres o cuatro puentes disulfuro y afinidad

hacia quitina (Price et al., 2015); por lo tanto, gracias a estos datos es posible explicar la inusual
afinidad del péptido hacia la fase estacionaria de alildextran y N,N’-metilenbisacrilamida presente en la
columna de permeacién en gel, ya que como se observa en la figura 33 al comparar la estructura del
alildextran (polimero de glucosa) con la estructura de la quitina es posible intuir una semejanza
estructural la cual podria tener cierta afinidad hacia polimeros de glucosa.
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Figura 33. Estructura de monomero de quitina (izquierda) estructura de celulosa (derecha).
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Por cada 500 g de semilla de amaranto, se obtuvo 56.4 mg de péptido, teniendo un rendimiento del

0.0113%.
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Bioensayos realizados con compuesto puro

Una vez realizada la purificacion y caracterizacion del péptido se logré continuar con la evaluacion de
su fitotoxicidad en distintas plantas, siendo necesario realizar un muestreo de malezas para lograr
obtener resultados relevantes a nivel agricola.

Para que estos ensayos fueran representativos en el uso agrondémico, se realizaron con plantas
cultivadas de interés agricola y no deseables. La colecta de malezas se realizd en las parcelas existentes
en la localidad de San Andrés Nicolas Bravo dentro del municipio de Malinalco, Estado de México.
Obteniéndose material vegetal y semillas de las siguientes especies: Bidens odorata Cav., Cuscuta sp.,
Amaranthus hybridus L., Ageratum corymbosum Zucc. y Parthenium bipinnatifidum.

Siendo identificadas hasta género con la ayuda de la pagina Malezas de México de la comision nacional
para el conocimiento y uso de la biodiversidad (Vibrans, 2016) y determinada la especie en el
departamento de botdnica del Herbario Nacional de México (MEXU) (Ver anexo: Certificado de
identificacion taxondémica).

La colecta de estas plantas fue guiada por las recomendaciones de campesinos de la region, los cuales
indicaron las malezas con mas prevalencia en su parcela dentro y entre los ciclos agricolas.

Todas las malezas colectadas afectan de manera directa o indirecta a una gran variedad de cultivos,
esto los convierte en un blanco importante al realizar estudios de fitotoxicidad, ya que el compuesto a
estudiar puede afectar de diferente manera los distintos organismos estudiados (Ver anexo:
descripcidn de malezas colectadas).

A la par de los ensayos realizados en malezas, estas determinaciones se realizaron en plantas cultivadas
de manera extensiva en el sitio de muestreo de las malezas; con el fin de determinar si el péptido
aislado posee algun tipo accidn fitotdxica selectiva a ciertos tipos de planta; por lo tanto, fueron
empleadas cuatro plantas de interés: Zea mays (maiz), Sorghum bicolor (sorgo), Lactuca sativa
(lechuga) y Solanum lycopersicum (jitomate).
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Bioensayo de crecimiento de raiz en medio liquido

La determinacion de inhibicion de crecimiento radicular en malezas arrojo los siguientes resultados.

Pudiéndose observar una inhibicidn significativamente diferente con respecto al control (p<0.01) en las
malezas Bidens odorata, Amaranthus hybridus, Cuscuta sp. y Parthenium bipinnatifidum, siendo
remarcable la gran inhibicién del crecimiento de la planta parasita Cuscuta sp. presentando un 62.88%,
lo cual permite reconocer la capacidad del péptido para disminuir la actividad de elongacién radicular

de éstas plantas.

Cuadro 14. Inhibicion de elongacidn radicular en malezas.

Bidens odorata Amaranthus Cuscuta sp. Ageratum Parthenium
hybridus corymbosum bipinnatifidum
Blanco Péptido Blanco Péptido Blanco Péptido Blanco Péptido Blanco Péptido
Media (cm) 0.87 0.63 1.09 0.81 2.275 0.84 0.69 0.73 0.86 0.62
C.V. 15.26% 17.65% 16.84% 18.94% 20.98% 19.74% 10.69% 15.27% 17.51% 10.20%
% 26.92% 25.51% 62.88% -36.59% 27.91%
Inhibicién

Crecimiento raiz en malezas

75.00

$0.00]

25.00

0.004

Inhibicion elongacion (%)

-25.004

Cuscuta sp. (%)
W Ageratum sp. (%)
(O] Parthenium sp. (%)

Ml Bidens sp.(%)
[l Amaranthus hybridus (%)

1
Péptido

Barras de error; 95% Cl *: p<0.01

Figura 34. Inhibicién de elongacion radicular en malezas realizado con 30 raices de las respectivas malezas,

(*) representa una diferencia significativa con p<0.01 .
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Con el fin de comparar la capacidad de inhibicidon del péptido en malezas y en plantas de cultivo, se
puede observar el cuadro 15 donde se muestra la actividad inhibitoria del péptido a la misma
concentracion probada con las malezas, en ésta prueba se logra observar una inhibicién significativa en
la raiz de lechuga; sin embargo, en el caso de maiz, sorgo y jitomate, no se logra observar una gran
diferencia en cuanto a inhibiciédn de elongacién.

Cuadro 15. Inhibicidn de elongacion de raiz en plantas comerciales.

Lactuca sativa Zea mays Solanum lycopersicum Sorghum bicolor
Blanco Péptido Blanco Péptido Blanco Péptido Blanco Péptido
Media (cm) 0.83 0.65 0.55 0.53 0.58 0.65 0.62 0.61
C.V. 11.43% 10.88% 12.86% 15.31% 17.81% -8.22% 14.82% 5.77%
% 21.69% 3.03% -12.07% 1.21%
Inhibicion

Crecimiento raiz en plantas de cultive

Lactuca sativa (%)
Solanum lycopersicum (%)
] Sorghum bicolor (%)

40.00 Zea mays (%)
= 30,00
=8
o
=
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T 0.00
£
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Pépltldn
Barras de error: 95% ¢l "1 p<0.01

Figura 35. Inhibicidn de elongacion radicular en plantas comerciales realizado con 30 raices de las
respectivas plantas de cultivo, (*) representa una diferencia significativa con p<0.01.

En ambos bioensayos es posible encontrar una gran variabilidad en los resultados, esto es debido a que
al emplear plantas silvestres se encuentra una gran heterogenicidad genética, la cual afecta de manera
directa en la variabilidad de los resultados obtenidos (Macias et al., 2000).
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Como se puede observar en la figura 39 y 40, la inhibicién de crecimiento radicular no fue la misma
para todas las plantas tratadas, esto prueba la gran diferencia en sensibilidad de las plantas estudiadas;
es importante subrayar la promocién de crecimiento radicular en la maleza Ageratum corymbosum que
aunque no resulta ser significativamente diferente se observa un crecimiento; este comportamiento
puede deberse a las condiciones habitat de donde fue tomada, al ser una maleza que invade terrenos
donde alguna vez se cultivé arroz, debe poseer una gran capacidad para soportar una gran variedad de
aleloquimicos liberados a la rizdosfera por la planta mencionada (Blum, 2014); un ejemplo de
aleloquimico producido por el arroz es la momilactona A y B exudada por raices durante toda su vida 'y
encargada de inhibir el crecimiento de malezas como Echinochloa colonum y E. crus-galli (Kato-
Noguchi, 2011; Kato-Noguchi et al., 2010; Reigosa et al., 2006).

El hecho de que la lechuga haya probado ser sensible al péptido no es poco comun, ya que ésta planta
es una de las usadas para determinar la actividad fitotoxica de ciertos compuestos a muy bajas
concentraciones, ha sido comprobada su alta sensibilidad ante metales pesados como Cd, Pb, Niy Cu
(Di Salvatore et al., 2008), y ante herbicidas como terbutrin y triasulfuron en concentraciones de 10> M
(Macias et al., 2000).

La resistencia mostrada por las plantas de maiz y sorgo puede deberse al tamafio de la raiz, ya que
éstas presentan un mayor didmetro, y por ende existe una relacion herbicida/raiz diferente con
respecto a las demas plantas, lo cual indica que hay menor cantidad de herbicida disponible por
cantidad de tejido vegetal, es importante mencionar ésta caracteristica especial, ya que el hecho de
que la planta comercial reaccione de manera diferente con respecto a la maleza convierte al
compuesto de prueba en un herbicida viable en el uso de cultivos de maiz o sorgo, invadidos con
Bidens odorata, Amaranthus hybridus, Cuscuta sp. o Parthenium bipinnatifidum (Macias et al., 2000;
Varejdo et al., 2013).
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Bioensayo en disco de hoja

Monitoreo de actividad alfa-amilasa

Los ensayos en disco de hoja fueron hechos en todas las plantas antes mencionadas, sin embargo
solamente so logré observar halos de inhibicién en los ensayos con las plantas Cuscuta sp., sorgo y
maiz; en la figura 41 se muestran las observaciones hechas en este ensayo, siendo significativamente
diferente la hidrdlisis de sorgo y maiz en el tratamiento con péptido con respecto al control (p<0.01).

Estos resultados indican que la actividad enzimatica del sorgo y maiz se vio disminuida, lo que puede
ser correlacionada con la viabilidad tisular (Gonzalez et al., 2012) dado que es sabido que el
crecimiento de las hojas va acompaiado de un aumento en la biosintesis de alfa amilasa, y esto puede
ser correlacionado con la viabilidad del tejido, siendo semilla, raiz u hoja (Thoma et al., 1971); aunado a
esto, se tienen las observaciones mostradas en la figura 46 donde se muestra una marcada inhibicion

de la actividad alfa-amilasa.

Halo de hidrolisis de alfa-amilasa

1.50+]

Halo (cm)

Control

I.Cuscula sp. (cm)
I Sorghum bicolor (cm)

I0) zea mays(cm)

Péptido

Dosis (mg/mL)

Barras de error: 95% Cl *: p<0.01

Figura 36. Comparacion de diametro de halo de hidrélisis de alfa-amilasa entre control y tratado con
péptido realizado con 10 discos de las respectivas plantas, (*) representa una diferencia significativa con

p<0.01.

49



Figura 37. Imagenes del agar White + almiddn revelado con solucién de yodo.

Planta Alfa-amilasa
Control Tratamiento
Cuscuta sp.

Zea mays

Sorghum
bicolor

Como se puede observar en las imdagenes de la figura 42, el agar correspondiente al sorgo en su
tratamiento con péptido presenta un halo de hidrélisis poco notorio, mostrando una baja actividad
alfa-amilasa, de lo cual se puede inferir un dafio notable al tejido y una menor viabilidad con respecto a
su control y al maiz y Cuscuta sp. Sin embargo, con estos resultados se puede establecer un orden en el
grado de dafio tisular, siendo:

Sorgo > Maiz > Cuscuta sp.

Se considera a Cuscuta el género menos dafiado debido al didmetro del halo de inhibicién y al color de
los halos, siendo color marrén, lo que representa una completa hidrélisis del almidén presente en el
agar; lo que se observa por el contrario en el tratamiento de maiz, es un halo color azul, lo que indica la
existencia de cierta concentracion de almidén en el agar.

Los tejidos que no presentaron reaccidén en el agar almidén fueron aquellos provenientes de plantas
dicotileddneas; esto puede deberse a la baja actividad enzimatica con respecto a las gramineas y el
género Cuscuta. Se ha demostrado que Cuscuta reflexa posee una gran actividad amilasa a lo largo de
sus filamentos, siendo encontradas actividades desde 3.10 hasta 7.14 U/mg dependiendo de la regién
de la planta (Singh et al., 1970).
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Monitoreo de presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para observar a nivel macro y microscdpico el efecto del tratamiento en las hojas de las plantas se
empled la tincién de 3,3’- diaminobencidina (DAB) la cual en presencia de perdxido de hidrégeno y
proteinas con grupo hemo como las peroxidasas, genera un precipitado color negro.

DAB

HRP + H,0,
/ HRP-O
HN NH

HN NH,
; l e 2

CC +HRP-0 +H,0
HN NH;

-1€" Quinone iminium cation radical

HN" _— NH | Polymerization
to complex
N

——

brown precipitate
NH, n

Figura 38. Reaccion de oxidacién de 3,3’ — diaminobencidina en presencia de H20: y peroxidasa (Bio-Rad
Laboratories, 2016).

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 44 y 45, se observa a nivel macroscépico y
microscopico la presencia del producto precipitado por la accién del H,0, y la enzima peroxidasa; como
se puede ver en la figura 44 (de malezas), existe una gran produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en las malezas A. corymbosum, B. odorata, P. bipinnatifidum y Cuscuta sp.

La figura 45 (de cultivos) muestra en L. sativa, Z mays y S. bicolor el aumento en la presencia de ROS
tanto en el tratamiento con péptido como en el control positivo; mostrando en todos los casos una
gran cantidad de DAB oxidado.

Es interesante hacer notar la poca presencia de DAB oxidado en la maleza Amaranthus hybridus tanto
en el control negativo como en el tratamiento con péptido a comparacién del tratamiento con
herbicida (solucion Atrazina/S-metolaclor 102 M) . A su vez, Solanum lycopersicum presentd una mayor
coloracion en el control negativo que en el tratamiento con péptido y herbicida.

A pesar de ser observadas estas excepciones en la produccion de ROS por parte de Solanum
lycopersicum, se vio el mismo comportamiento de marchitez presente en las demas plantas y malezas
tratadas con péptido. Por el contrario, el comportamiento de las hojas de Amaranthus hybridus fue
congruente con respecto a las observaciones de ROS, ya que tanto el control negativo como el
tratamiento con péptido carecieron de marchitez o alguna disminucién en la firmeza de la hoja
mientras que las hojas tratadas con herbicida presentaron una gran produccién de ROS e inicios de
marchitez.

Estos resultados muestran que un aumento en la produccién de ROS que puede ser provocada por
varios mecanismos bioquimicos en la planta.
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Uno de los motivos por los cuales la planta genera ROS es el estrés mecanico, éste podria ser
considerado como un falso positivo en los experimentos al realizar cortes de disco de hoja; sin
embargo, todos los controles negativos presentan un halo de DAB oxidado solamente en los bordes del
corte (figura 46), lo cual elimina el factor de estrés mecanico como posible desencadenante de la
produccién de ROS.

Eliminando la posibilidad de que la presencia de ROS es debida a estrés mecdnico, ésta reaccidon puede
deberse a estrés abidtico causado por herbicidas o bidtico causado tanto por hipersensibilidad a
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’s) como por efectores moleculares
desencadenantes de inmunidad.

Es sabido que algunos de los herbicidas pueden causar estrés oxidativo derivado de su mecanismo de
accion; un ejemplo de éstos puede ser el grupo A de herbicidas, los cuales inhiben la enzima acetil CoA
carboxilasa, que ademas de interrumpir la biosintesis de acidos grasos provoca la liberacidon de una
gran cantidad de especies reactivas de oxigeno (Délye, 2013), sin embargo es conocido que éstos
herbicidas en su mayoria afectan a monocotiledéneas (Powles y Yu, 2010), lo cual no es congruente
con los resultados obtenidos.

Otro herbicida perteneciente al grupo de las auxinas sintéticas es conocido por provocar una gran
cantidad de ROS; el 2,4-D a concentraciones altas genera dafio celular debido a ROS inducidos por
acido abscisico, 4cido salicilico, 4cido jasménico y etileno (Pazmifio et al., 2012; Duke y Dayan, 2011).
Los signos mostrados por la planta debido a la exposicion a este herbicida son enchinamiento y
crecimiento longitudinal de las hojas y muerte, lo cual no es parecido a lo que ocurre con las hojas
tratadas con péptido.

También, se conocen los herbicidas paraquat y diquat como inductores de dafo por generaciéon de ROS
debido a que inhibe la regeneracion de agentes antioxidantes como acido ascdrbico o NADPH (Lascano
et al., 2012; Cummins et al., 1999). Los signos presentados en la planta debido al contacto con estos
herbicidas son parecidos a los observados en las hojas tratadas con el péptido, provocando
marchitamiento en pocas horas y necrosis después de esto (Duke y Dayan, 2011), sin embargo el
herbicida no es capaz de transportarse a otras partes de la planta debido a la rapida necrosis del tejido
en contacto, lo cual no es congruente con los resultados obtenidos en el bioensayo de infiltracién con
A. thaliana (siguiente apartado).

Los herbicidas inhibidores de PROTOX son también causantes de una gran cantidad de ROS, ya que al
aumentar la cantidad de protoporfirina IX en el tejido y estar en contacto con luz y oxigeno molecular
generan especies reactivas de oxigeno, causando dafio celular y quemaduras en el tejido (Duke y
Dayan, 2011; Boger y Wakabayashi, 1995).

Otro factor que puede provocar una rafaga de ROS es la respuesta inmune activada por PAMP, ésta
respuesta es desencadenada por el reconocimiento de ciertas moléculas asociadas a patégenos por
parte de proteinas reconocedoras de patrones moleculares (PRR) existentes en la membrana celular
(Jones y Dangl, 2006; Ojito-ramos y Portal, 2010); la moléculas que desencadenan éste tipo de
resistencia pueden ser fragmentos de biopolimeros relacionados con microorganismos patdgenos,
ejemplos de éstos compuestos pueden ser flagelina, peptidoglucano bacterial o quitina fungica (Daudi
et al., 2012; Spoel y Dong, 2012).

Al ser activada la respuesta inmune, la planta genera especies reactivas de oxigeno en el espacio
apoplastico gracias a NADHP oxidasas en membrana plasmatica y peroxidasas en la membrana celular,
las especies activadas de oxigeno que se encargan de dafiar al organismo invasor son H;0, y Oy
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(Bindschedler et al., 2006; Daudi et al., 2012); estudios recientes han mostrado que las especies
reactivas de oxigeno no solamente estd encargadas de dafiar al organismo invasor sino que también
actian como moléculas de sefializacion, donde pueden afectar la expresion genética para promover
aclimatacion si se trata de estrés abidtico o respuesta ante estrés bidtico como engrosamiento de
pared celular o apoptosis (Miller et al., 2008; Miller et al., 2010).

El hecho de que en todos los casos se haya encontrado que el tratamiento con péptido haya causado
marchitez en las hojas, y que a su vez se hubiera detectado una gran cantidad de ROS en el tejido,
indica que el dafio causado en el tejido fue causado por algun tipo de estrés oxidativo.

Aunado a esto, se puede observar la falta de actividad en la maleza A. hybridus, por lo que es posible
inferir algun tipo de reconocimiento entre género que impide que ésta planta desencadene una
hipersensibilidad ante el tratamiento con el péptido, a partir de estos resultados se podria inferir que el
péptido producido por A. hypochondriacus es capaz de desencadenar una reaccién de hipersensibilidad
mediada por ROS en las plantas tratadas, el cual no afecta a A. hybridus al ser una planta del mismo
género y posiblemente pueda producirla de manera endégena provocando que ésta especie no la
reconozca como extrafia.

Figura 39. Imagenes de las tinciones DAB hechas en distintas malezas.

Planta ROS

Control negativo Tratamiento péptido Control positivo

A. hybridus

A. corymbosum

B. odorata

P. bipinnatifidum

Cuscuta sp.
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Figura 40. Imagenes de las tinciones DAB hechas en distintas plantas cultivables.

RESULTADOS Y DISCUSION

Planta ROS

Control Tratamiento Control positivo
L. sativa
Zea mays

S. lycopersicum

S. bicolor

Figura 41. Ejemplo de estrés mecanico debido al corte del disco de hoja en tejido de hoja de maiz con

tratamiento control.

Cuadro 16. Resumen de resultados arrojados por el bioensayo en disco de hoja.

Planta Apariencia (marchitez) Alfa-amilasa ROS (intensidad visual)
(halo de hidrdlisis)
Control Tratamiento Herbicida Control Tratamiento Control Tratamiento Herbicida
0.75 mg/mL Atrazina/S- (cm) 0.75 mg/mL 0.75 mg/mL Atrazina/S-
metolaclor (cm) metolaclor 10
102 M ZM
B. odorata 0% 80% 100% - - + +++++ +++++
A. hybridus 0% 40% 70% - - - ++ +H+++
Cuscuta sp. - - - 1.12 1.01 - ++ ++
A. corymbosum 0% 70% 100% - - - ++++ +++
P. bipinnatifidum 0% 60% 100% - - - +H+++ +++
Lactuca sativa 0% 90% 100% - - - ++++ +++
Zea mays 0% 80% 100% 1.06 0.8 - +H++ ++
Solanum 0% 50% 100% - - 4+ +++ +
lycopersicum
Sorghum bicolor 0% 100% 100% 1.24 0.8 - ++++ ++++
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Bioensayo de infiltracion en hoja en A. thaliana

En la figura 47 se puede observar el efecto del péptido infiltrado, a diferentes concentraciones después
de las 48 h, es posible observar en la columna correspondiente al blanco, la ausencia de necrosis o
dafio visible, mientras que la dosis mas alta de péptido muestra en todas las plantas tratadas, una
marcada necrosis afectando la hoja por completo hasta el peciolo, las dosis de 154 y 15.4 ug/mL no
muestran dafio significativo alrededor de la zona de aplicacion.

Figura 42. Monitoreo a 48 h de hoja infiltrada.

Blanco 1540 pg/mL 154 pg/mL 15.4 pg/mL

La figura 48 muestra el desarrollo de las plantas tras 4 semanas de haber sido infiltradas, observandose
la muerte de dos de las tres plantas tratadas con péptido a la concentracion mas baja, a su vez se
observo la muerte de 1 planta en la concentracidon de 154 pug/mL; mientras que las plantas tratadas con
blanco y con péptido a la concentracion mas alta contintan viables, cabe poner de manifiesto un
menor crecimiento foliar de todas las plantas tratadas con respecto al blanco.
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Figura 43. Crecimiento de A. thaliana a 4 semanas de tratamiento con péptido.

La figura 49 muestra la comparacién de desarrollo foliar y radicular de las plantas a las 6 semanas de
haber sido infiltradas, es posible notar un menor desarrollo en las plantas tratadas con respecto al
control; la supervivencia de las plantas tratadas con la mayor dosis puede deberse a la muerte de la
hoja infiltrada, por lo que el péptido no es transportado al resto de la planta, se puede observar que
una menor concentracion de péptido es capaz de disminuir el crecimiento de la planta tanto a nivel
foliar como a nivel radicular, provocando incluso la muerte del organismo.

Arabidopsis thaliana 6 semanas

1540 ug/mL 154 pug/mL 15.4 pug/mL Blanco

Figura 44. Crecimiento de A. thaliana a 6 semanas de tratamiento con péptido.
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La necrosis presentada por la hoja y el poco crecimiento posterior al tratamiento, pueden indicar la
existencia de inmunidad desencadenada por efector, la cual genera una respuesta de hipersensibilidad
gue desemboca en necrosis local, pero a su vez propicia la activacion de respuesta inmune a lo largo de
toda la planta (Jones y Dangl, 2006), se ha observado que la respuesta inmune puede manifestarse
como resistencia de amplio espectro prevaleciendo al menos durante 20 dias en plantas de tabaco
(Spoel y Dong, 2012); por otro lado, el crecimiento retardado de éstas plantas puede deberse al estrés
oxidativo al que estuvo expuesto, se ha observado que plantas a las cuales se les ha inmunizado el
crecimiento se ve afectado, disminuyendo su tamario (Spoel y Dong, 2012).

Aplicacion probable

El uso de péptidos a nivel agronémico es una prdactica ampliamente conocida, siendo empleados como
“Fertilizantes Premium” (Zheng-yi et al., 2014), con el objetivo de liberar nitrégeno mediante la
conversion de los péptidos en aminoacidos y posteriormente en NH4s* (Ma et al., 2008; Yang y Lu,
2010); sin embargo, estos compuestos han demostrado tener efectos que van mas alla de la nutricidn,
siendo un ejemplo el empleo del hidrolizado de maiz como herbicida de preemergencia y fertilizante
rico en nitrégeno (Pasupuleti y Demain, 2010) y los péptidos antimicrobianos capaces de combatir
virus, bacterias, hongos y parasitos (Montesinos y Bardaji, 2008); por lo tanto, el hecho de haber sido
descubierto un péptido proveniente de las semillas de Amaranthus hypocondriacus con actividad
fitotéxica mostrada en raices y hojas de malezas, muestra una alternativa para el control de malezas
mediante el empleo de éste péptido.

A pesar de que el péptido aislado no posee la misma potencia que los herbicidas empleados
actualmente, es importante mencionar que las practicas agricolas actuales estan enfocadas en el uso
racional de herbicidas en conjunto con otras técnicas agronémicas. Siendo de suma importancia el
empleo de sustancias con actividad fitotdxica que a su vez sean seguras para el medio ambiente;
siendo una buena opcidn el uso de compuestos proteicos, los cuales han demostrado tener una vida
media de 3 a 12 horas en suelo (Ma et al., 2008).

Este compuesto al mostrar una actividad toxica a nivel foliar en la mayoria de las plantas estudiadas
puede ser candidato a uso como herbicida post-emergencia de tipo no selectivo; a su vez, el hecho de
provocar una disminucién en el crecimiento radicular de las malezas y no en las plantas de interés
econdmico puede convertirlo en un herbicida de caracter selectivo y de uso pre-emergente.
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8. Conclusiones

1. Se logré el aislamiento biodirigido de un compuesto proteico, encontrandose un péptido con 3.909
kDa, poseyendo seis cisteinas que a su vez forman tres puentes disulfuro.

2. Se evalud la actividad de éste péptido en plantas cultivables y en malezas, empleandolo en ensayos
de inhibicion elongacién de raiz, produccion de marchitez en hoja y promocién de produccién de
especies reactivas de oxigeno; observando que las malezas Bidens odorata, Amaranthus hybridus,
Cuscuta sp. y Parthenium bipinnatifidum son susceptibles a la accién del péptido a nivel radicular,
mientras que solamente las raices de la planta de jitomate son susceptibles al péptido.

3. Se observé que el contacto foliar del péptido con todas las plantas empleadas provocd una
respuesta de marchitez y una gran produccién de ROS, siendo la Unica excepcion el caso de la planta
Amaranthus hybridus. Esta reaccién invita a cuestionar los motivos por los cuales ésta planta no es
afectada por la acciéon del péptido.

4. Se evalué la actividad de éste péptido en la planta modelo A. thaliana, encontrando que éste

péptido puede afectar de manera sistémica el crecimiento de la planta al ser infiltrado en sélo una
de las hojas.
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9. Perspectivas

e Esimportante tener en cuenta que la secuenciacion del péptido no fue obtenida, por lo que es
importante obtener suficiente muestra para poder llevar a cabo una secuenciacion mediante la
técnica de degradacién de Edman.

e Obtenida la secuencia es posible realizar una busqueda para poder conocer su relaciéon con
otros péptidos ricos en cisteina.

e Para saber si el péptido afecta de manera exclusiva a otras plantas, es interesante realizar el

estudio en la planta productora y en algunas plantas del mismo género como Amaranthus
hybridus, Amaranthus caudatus, Amaranthus retroflexus, etc.
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10. Anexos

Composicion de medio Murashige-Skoog

Ingredients milligrams/litre
Potassium nitrate 1900.00
Ammonium nitrate 1650.00
Calcium chlonde.2H,0 440.00
Magnesium sulphate 180.69
Potassium phosphate monobasic 170.00
Manganese sulphate.H,O 16.90
Boric acid 6.20
Potassium iodide 0.83
Molybdic acid (sodium salt).2H,0 0.25
Zinc sulphate.7H,0 8.60
Copper sulphate.5H,0 0.025
Cobalt chloride.6H,0 0.025
Ferrous sulphate. 7H,O 27.80
EDTA disodium salt. 2H,0 37.30
myo - Inositol 100.00
Thiamine hydrochloride 0.10
Pyridoxine hydrochloride 0.50
MNicotinic acid (Free acid) .50
Glycine (Free base) 2.00
Sucrose 30000.00
Agar 7000.00

TOTAL gm/litre 41.54



ANEXOS

Composicion de medio basal White

Contents: mgfL
Boric Acid 1.50
Calcium Nitrate (vacuum-dried) 200.0
Ferric Sulfate 2.50
Magnesium Sulfate Anhydrous 360.0
Manganese Sulfate Monohydrate 5.040
Potassium Chloride 65.0
Potassium lodide 0.750
Potassium Nitrate B0.O
Sodium Phosphate Monobasic 16.50
Sodium Sulfate Anhydrous 200.0
Zinc Sulfate Heptahydrate 2670

0.934 g of powder required fo prepare 1 L of medium
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Certificado de determinacion taxondmica

.

Instituto ersadonia sismatisn
de Biologla HERBARIO NACIONAL DE MEXICO
Universidad Nacional DEPARTAMENTO D€ BOTANICA ‘

Auténoma de Méxice

8 de marzo de 20186.

Dr. Manuel Soriano Garcia.
Investigador del Instituto de Quimica
Presente:

Hago de su conocimiento las determinaciones taxonémicas realizadas en el
Herbario Nacional, de los ejemplares recolectados por Cristian Fabian Salinas
Manzo en Malinalco, Estado de Meéxico.

Colecta No. 2: Amaranthus hibridus L., det. Rafael Torres Colin
Colecta No. 6: Parthenium bipinnatifidum (Ortega) Rollins, det. J.L. Villasenor
Colecta No. 7: Bidens odorata Cav., det. Oscar Hinojosa Espinosa

Colecta No. 4: Melampodium divaricatum (Rich.) DC., det. Oscar Hinojosa
Espinosa

Colecta No. 10: Ageratum corymbosum Zuccagni, det. Oscar Hinojosa Espinosa

Colecta No 12: Salvia hispanica L., det. Maria del Rosario Garcia Pefia

Atentamente,

Blanca Vertnicaduafez Jaimes
Programa de determinacion.

L

Ser. Circvito Exterior, (d. Universitaria Apdo. Postal 70-367 CP 04510 México, D.F Tels.: (+55) 5699-9070, 9071 Ffaox: {+55) 5550-1760
mexu@iblologia.unam.mx wwuw.ibielogia.unam.mx
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Descripcion de malezas colectadas
Bidens odorata Cav.

Segln CONABIO Bidens odorata Cav. afecta cultivos de alfalfa, algoddén, arroz, avena, cacahuate,
calabaza, cafia, cebada, chile, fresa, frijol, haba, jitomate, maiz, mango, nopal, papa, sorgo, tomate y
uva.

Esta planta puede encontrarse durante todo el afio en diferentes estados fenoldgicos siempre y cuando
esté en terrenos de riego, sus semillas se dispersan pegadas al pelaje de animales y a la ropa del
humano, germina en el primer centimetro del suelo.

Es endémica de México y se puede encontrar practicamente en todos los estados exceptuando la
peninsula de Yucatan (Vibrans 2016) por lo tanto es util para emplearse como organismo de prueba
para encontrar actividad fitotdxica.

Figura 45. Invasion de Bidens odorata y Parthenium bipinnatifidum en cultivo de mostaza (izquierda) y
Bidens odorata en cultivo de maiz (derecha), fotografias tomadas en municipio de Malinalco, Estado de
Meéxico.
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Cuscuta sp.

Los miembros de este género de planta pardsita estan distribuidos por todo el mundo, y es conocida su
capacidad destructiva en cultivos de tomate, alfalfa, arandano y leguminosas (Kim & Westwood 2015;
Vibrans 2016).

A su vez éste género es capaz de intercambiar con la planta hospedera desde moléculas como
carbohidratos y acidos nucléicos hasta virus y fitoplasma por medio de sus conexiones llamadas
haustorio (Kim & Westwood 2015); éstas caracteristicas convierten al género en una importante
maleza la cual es necesario controlar dentro de cultivos y por lo tanto es relevante como organismo de
prueba para encontrar actividad fitotéxica.

Figura 46 Cuscuta sp. afectando cultivo de chia; fotografia tomada en municipio de Malinalco, Estado de
Meéxico.

64



ANEXOS

Amaranthus hybridus

Reportes hechos por CONABIO sobre Amaranthus hybridus indican una afeccién a cultivos de aguacate,
alfalfa, algodon, arroz, avena, cacahuate, café, calabaza, cafia, cebada, cartamo, cebolla, chile, citricos,
col, estropajo, frijol, frutales, garbanzo, girasol, haba, hortalizas, jitomate, linaza, maiz, mango,
manzana, nardo, nopal, okra, papa, soya, trigo, tomate, uva, entre otros.

Reportada en todos los estados de la republica mexicana; ésta planta tiene un ciclo de vida anual y se
reproduce por medio de semillas, las cuales llegan a contaminar las cosechas. Es conocido como
hospedero del nematodo Meloidogyne sp., del hongo Rhizoctonia sp. de los afidos Acyrthosiphon sp.,
Aphis citricola, A. gossypii, A. nerii, Mizus persicae y Rhopalosiphum maidis y es afectado por el Virus
del mosaico de amaranto (Vibrans 2016; Igbagbo & Kehinde Titilope 2010).

Dadas éstas caracteristicas, Amaranthus hybridus se convierte en un organismo util en la evaluacion del
péptido aislado.

Figura 47. Invasion de Amaranthus hybridus en cultivo de maiz (izquierda), y en cultivo de chia (derecha)
fotografias tomadas en municipio de Malinalco, Estado de México.
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Parthenium bipinnatifidum

Esta maleza se encuentra en casi todos los estados del pais a excepcién de las peninsulas de Yucatan y
Baja California; es conocida por afectar cultivos de cebada y maiz (Vibrans 2016).

Al ser pariente cercana de Parthenium hysterophorus que también es considerada como una maleza,
puede presentar las mismas caracteristicas negativas para los cultivos, como actividad alelopatica, alta
competitividad por humedad y nutrientes del suelo y generacidon de una gran cantidad de semillas
(Tanveer et al. 2015; Javaid et al. 2006). En cultivos de sorgo invadidos por Parthenium fueron
estimadas pérdidas de rendimiento en un 40-95% y del 2-53% en cultivos de maiz (Safdar et al. 2016).

Al ser una maleza reconocida por su gran impacto en los cultivos, es importante evaluar nuevas
alternativas de herbicidas que puedan tener efecto en ésta planta.

Figura 48. Invasion de Partheniun bipinnatifidum en cultivo de nardo (izquierda), y en cultivo de maiz
(derecha) fotografias tomadas en municipio de Malinalco, Estado de México.

66



ANEXOS

Ageratum corymbosum Zucc.

Planta distribuida ampliamente por los estados de Aguascalientes, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
Morelos, Querétaro, San Luis Potosi, Zacatecas y Michoacan (Ramirez & Herrera 2015).

Al ser pariente cercana de Ageratum houstonianum puede compartir caracteristicas de maleza, siendo
reportada ésta ultima como maleza en cultivos de café (Vibrans 2016); en la region donde fue
colectada se reporta como maleza en los cultivos de arroz, por lo que fue tomada en cuenta para los
estudios posteriores.

Esta planta no esta reportada como maleza en las listas de CONABIO, sin embargo los pobladores de la
zona de muestreo la identifican como una planta indeseable, por lo que fue empleada como organismo
de estudio.

Figura 49. Terreno usado para el cultivo de arroz invadido por Ageratum corymbosum fotografias
tomadas en municipio de Malinalco, Estado de México.
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Diagrama de respuesta del sistema inmune en plantas
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