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RESUMEN

La alelopatia se refiere a las interacciones quimicas entre plantas y otros organismos
en ecosistemas naturales y agricolas (Dakshini, et al., 1999). Dichas interacciones son
mediadas a través de metabolitos secundarios producidos y liberados al medio por
plantas y/o microrganismos donadores; estos compuestos pueden influir sobre el
metabolismo y desarrollo de otros organismos. Si el efecto de los metabolitos
secundarios o aleloquimicos es perjudicial, se convierte en un estrés bibdtico que se
conoce como estrés aleloquimico, el cual influye directa o indirectamente sobre otras
plantas y organismos receptores (Anaya, 1999; Reigosa et al., 2002; Romero-Romero
et al.,, 2005; Lara-Nufez et al., 2006; Lara-Nufiez et al., 2009). Los alelopaticos o
aleloquimicos tienen diversos sitios y mecanismos de accidon bioldgica sobre el
organismo receptor: afectan su crecimiento, desarrollo, sobrevivencia, salud,
reproduccion, respiracion, fotosintesis, actividades enzimaticas, sintesis de proteinas
y expresion genética, entre muchos otros procesos (Einhellig, 2002; Weir et al., 2004).

En trabajos anteriores se encontr6 que la maleza Sicyos deppei retrasa la
germinacion y, por lo tanto, inhibe el crecimiento radicular de Lycopersicon
esculentum (jitomate) (Romero-Romero, 2002; Romero-Romero, 2005). El objetivo del
presente trabajo fue determinar si existe una alteracion en el metabolismo central del
carbono durante el proceso de la germinacion, para lo cual se estudiaron los efectos
del estrés aleloquimico producido por un lixiviado acuoso de S. deppei sobre algunas
enzimas importantes para el metabolismo del carbono durante la germinacion de
semillas de jitomate.

Se realizaron bioensayos in vitro, imbibiendo a las semillas de jitomate con el lixiviado
acuoso de S. deppei durante 0, 6, 12, 24, 36 y 48 horas. Se determiné la cantidad de
lipidos y proteinas totales para cada tiempo y se midieron las actividades de las
enzimas mas representativas del metabolismo central del carbono: isocitrato liasa
(ICL), malato sintasa (MS), citrato sintasa (CS), malato deshidrogenasa (MDH),
fructosa 1-6 bifosfatasa (FBPasa), fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK),
fosfofructo cinasa (PFK) y piruvato cinasa (PK).

En las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de S. deppei se encontré un retraso
generalizado en la movilizacion de lipidos y proteinas. Este retraso en la movilizacion
se reflej6 en el metabolismo central del carbono. Los resultados mostraron una
disminucién en la actividad de la PFK y un aumento en la actividad de la PK,
sugiriendo una alteracion en la glucdlisis. La actividad de la CS y MDH del ciclo de
Krebs, asi como las enzimas del ciclo del glioxilato (ICL Y MS) presentaron una
disminucién en su actividad . Los resultados anteriores sugieren que el metabolismo
del carbono es afectado por el estrés aleloquimico producido por S. deppei, lo cual
conlleva a explicar en parte el retraso en la germinacion de las semillas de jitomate.



INTRODUCCION

Concepto de alelopatia

Las plantas, en la naturaleza, estan expuestas a factores de estrés bidtico y
abiodtico, los cuales pueden afectar su crecimiento y su desarrollo normal. Una de
las formas de competencia, o interferencia, entre las plantas es la liberacién de
compuestos quimicos, mismos que pueden causar dafo tanto a la progenie de su
competidor mas cercano como a los de su misma especie. Las interacciones de
estos quimicos naturales con los organismos dentro de un ecosistema es el area
de estudio de la alelopatia. El término alelopatia proviene del griego: allelon,
reciproco y pathos, sufrir (sufrimiento o padecimiento reciproco); y fue utilizado por
primera vez por Molisch en 1937 para referirse a los efectos dafinos o benéficos
que son directa o indirectamente el resultado de la accidn de compuestos
quimicos que al ser liberados por una planta ejercen su accidon sobre otra.
Actualmente, se define a la alelopatia como “cualquier proceso que involucre la
produccion de metabolitos secundarios por plantas y microorganismos que
influyen en el crecimiento y desarrollo de otros organismos (excepto animales) en

ecosistemas naturales y agroecosistemas” (Anaya, 1999).

En la alelopatia estan involucrados diversos componentes, los mas importantes
son la planta productora de los agentes aleloquimicos, las condiciones

ambientales y biologicas del suelo y la planta receptora.

Biosintesis y naturaleza quimica de los compuestos aleloquimicos

La mayoria de los agentes alelopaticos son metabolitos secundarios derivados de
dos rutas metabdlicas: una, la del acetato-mevalonato, a partir de la cual se
sintetizan terpenos, esteroides, acidos organicos, alcoholes de cadena lineal,
aldehidos alifaticos, cetonas, acidos grasos insaturados simples, acidos grasos de
cadena larga, poliacetilenos, naftoquinonas, antroquinonas, quinonas complejas vy,

dos, de la ruta del acido shikimico, de la cual provienen fenoles simples, el acido



benzoico y sus derivados, el acido cinamico y sus derivados, cumarinas, sulfuros,
glicésidos, alcaloides, cianhidrinas, algunos de los derivados de quinonas y
taninos hidrolizables y condensados (Rice, 1984).

La naturaleza quimica de los agentes alelopaticos es muy variada. A medida que
aumenta el numero de investigaciones en el tema se incorporan nuevos grupos de
sustancias a las cuales no se les atribuia actividad alelopatica. La literatura

especializada los ordena en los siguientes grupos:

Compuestos alifaticos: son compuestos formados por atomos de carbono e
hidrogeno, no polares. Comprenden varios acidos: oxalico, crotdnico, formico,
butirico, acético, lactico y succinico; y alcoholes solubles en agua: metanol, etanol,
n-propanol y butanol. Estos compuestos estdn comunmente presentes en las
plantas y en el suelo. Bajo condiciones aerdbicas los acidos alifaticos son
rapidamente degradados en el suelo, por lo cual no pueden considerarse una
importante fuente de actividad alelopatica (Bruneton, 2001).

Lactonas no saturadas: la psilotina y psilotinina son producidas por Psilotum
nudum, perteneciente a la familia de las Psilotaceae (Pryer et al., 2001). La
protoanemonina es producida por varias ranunculaceas. Son poderosos
inhibidores de crecimiento, aunque el rol de estos compuestos en alelopatia no se

conoce completamente.

Terpenoides: las plantas superiores producen una gran variedad de terpenoides;
sin embargo, solo unos pocos parecen estar involucrados en la alelopatia.
Frecuentemente estas sustancias han sido aisladas de las plantas de zonas aridas
y semiaridas. Los monoterpenos son los principales componentes de los aceites
esenciales de los vegetales y los mas abundantes vy fitotoxicos que han sido
identificados en las plantas superiores. Entre los mas frecuentes, con actividad
alelopatica, se pueden citar el alcanfor, a y B pineno, 1,8-cineol y el dipenteno
(Romagni, 2000). Entre las plantas que se han identificado estos terpenoides

estan: Salvia spp, Amaranthus, Eucalyptus, Artemisia, Pinus (Kato-Noguchi,



2009), Ageratina y Eupatorium (Zhao, 2009). Un sesquiterpeno destacado es el
acido abscisico, una importante hormona vegetal.

Compuestos aromaticos: la mayoria de los aleloquimicos identificados son
compuestos aromaticos. Incluyen fenoles, derivados del acido benzoico, derivados
del acido cinamico, quinonas, cumarinas, flavonoides y taninos (Hyuncheol, 2002;
Fiorentino, 2008).

Alcaloides: se conocen pocos alcaloides con actividad alelopatica. Algunos de
ellos: la cocaina, cafeina, cinconina, fisostigmina, quinina, cinconidina, estricnina
son reconocidos como inhibidores de la germinacion. Por ejemplo, la cebada
(Hordeum vulgare) exuda, por sus raices, gramina, la cual inhibe el crecimiento de
Stellaria media, perteneciente a la familia de las cariofilaceas (Ben-Hammouda vy
Oueslati, 1999).

Vias de liberacion de los compuestos aleloquimicos

Una variedad de agentes alelopaticos son sintetizados y almacenados en células
de diferentes tejidos de la planta, ya sea en forma libre o conjugada con otras
moléculas, y son liberados al entorno como respuesta a diferentes factores de
estrés bidtico y abidtico. Se sabe que la ruta de liberacion de los compuestos
aleloquimicos depende principalmente de su naturaleza quimica, de si esta
conjugado con alguna molécula, y de su localizacion dentro de la célula vegetal
(Mandava, 1985). Rice (1984) describe cuatro rutas de liberacion de los
aleloquimicos al medio: volatilizacion, lixiviacidn, exudacion radicular y
descomposicion de residuos vegetales. Por otra parte, la sintesis, la liberacién y la
toxicidad de los aleloquimicos estan influenciadas por una diversidad de factores
abiodticos como son la luz, la temperatura y la humedad (Einhelling, 1986), y por
las caracteristicas fisico-quimicas del suelo, como el pH, la aireacién y el tipo de
suelo (Berg, 1986).



Volatilizaciéon. La liberacion de agentes alelopaticos por volatilizacion esta,
frecuentemente, confinada a plantas que producen terpenoides, como el alcanfor,
a y B pineno y cineol (Fischer et al., 1994). Los géneros que comunmente liberan
compuestos volatiles incluyen Artemisia, Salvia, Parthenium, Eucalyptus y
Brassica. Estas sustancias han demostrado tener también actividad insecticida y
ser disuasivos alimenticios. La toxicidad de los compuestos volatiles es muy
prolongada cuando sus particulas son adsobidas por el suelo, pueden permanecer
varios meses en él. Un ejemplo, son los monoterpenos liberados por las hojas del
eucalipto, los cuales, en la troposfera, tienen una vida media de 17 dias. Lo
anterior les permite llegar al suelo y permanecer en él (el tiempo va a depender del
tipo de suelo) siendo toxicos para la germinacion y crecimiento de otras plantas
(Del Moral y Muller, 1970, Romagni, 2000a, Guenther et al., 1995).

Lixiviacion. La lixiviacién es la remocion de sustancias presentes en la planta por
efecto de la lluvia, nieve, niebla o rocio. El grado de lixiviacion depende del tipo de
tejido vegetal, de la edad de la planta, de la cantidad y naturaleza de la
precipitacion; por ejemplo, de la lluvia acida. Mediante la lixiviacion se liberan una
gran variedad de agentes alelopaticos de diferente naturaleza tales como

compuestos fendlicos, terpenos y alcaloides (Rice, 1984).

Exudados radiculares. Los compuestos aleloquimicos también pueden ser
liberados por las células de la raiz de diversas plantas. Se ha observado que la
reduccion en la produccion algunos cultivos puede ser atribuida a toxinas liberadas
por las raices de malezas o por cultivos adyacentes de plantas (Alsaadawi et al.,
1985, Kagan, 2003). Asimismo, existen sustancias, exudadas por las raices de
ciertas plantas, que reducen la germinacién de las semillas, el crecimiento de
raices y brotes, la incorporacion de nutrientes y la nodulacion (Yu y Matsui, 1994).
Einhelling (1986) considera que factores tales como la edad de la planta, la
nutricion, la luz y la humedad influyen tanto cualitativa como cuantitativamente en

la liberacion de sustancias por las raices.



Descomposicion de residuos vegetales. Los residuos en descomposicidon
liberan una gran cantidad de agentes alelopaticos a la rizosfera (Devi et al., 1996).
Los factores que influyen en este proceso incluyen la naturaleza del residuo
(hojas, ramas y raices), el tipo de suelo y las condiciones de descomposiciéon
(Mason-Sedum et al., 1986). Eventualmente, las sustancias alelopaticas liberadas
por los residuos vegetales entran en contacto con las raices de plantas presentes
en el mismo lugar, ocasionando un efecto fitotoxico. Los compuestos liberados por
la planta, frecuentemente, sufren transformaciones realizadas por la microflora del
suelo, que pueden originar productos con actividad biolégica mayor que sus

precursores (Blum y Shafer, 1988).

Figura 1. Formas de liberacion de los compuestos aleloquimicos al medio ambiente

Mecanismos de accién de los agentes alelopaticos

Diversos estudios han demostrado que el efecto de los aleloquimicos sobre el
crecimiento y/o germinacion de la planta receptora son sélo la manifestacion de
los efectos primarios que ocurren a nivel celular (Weir, 2004). Sin embargo, el

modo de accidn fisiolégico, de muchos de ellos, es desconocido debido a la



diversidad de naturalezas quimicas de los diferentes agentes alelopaticos y a la
variedad de blancos moleculares dentro de la planta receptora (Rizvi y Rizvi,
1992). La mayoria de las investigaciones sobre los mecanismos de accion de los
compuestos aleloquimicos se han enfocado en procesos celulares especificos,

entre los cuales tenemos:

Crecimiento y divisién celular. Se han reportado diferentes compuestos
aleloquimicos que afectan el crecimiento de varias especies de plantas, inhibiendo
el crecimiento radicular, retardando la germinacion y disminuyendo la expansion
foliar (Einhelling, 1995).

Alteraciones hormonales. Los compuestos fendlicos pueden reducir o
incrementar la concentracion del acido indol acético (AlA). Ciertos monofenoles:
por ejemplo, los acidos p-hidroxibenzoico, vainillico y p-cumarico; reducen la
disponibilidad de AIA promoviendo su decarboxilacion. Por otra parte, muchos di y
polifenoles como los acidos clorogénico, cafeico, ferulico, entre otros, sinergizan el
crecimiento inducido por AIA suprimiendo la degradacion de la hormona. Estos
resultados sugirieron que existe un control de los niveles de AIA a través del

balance entre mono y polifenoles (Lee et al., 1998).

El acido abscisico (ABA) es una hormona vegetal cuyo incremento en la planta
normalmente esta asociado a una condicion de estrés fisiologico. Por ejemplo, un
estrés hidrico conduce a un incremento en los niveles de esta sustancia
provocando el cierre de estomas (Holappan y Blum, 1991), reduciendo asi la
transpiracion. Por otro lado, Lara et al. (2009) encontraron que el efecto fitotoxico
de S. deppei esta relacionado con niveles altos de ABA que contribuyen en el

retraso de la germinacién del jitomate.

Efectos sobre la actividad enzimatica Los compuestos aleloquimicos tienen la
capacidad de modificar la sintesis y/o la actividad de enzimas tanto in vivo como in
vitro (Muscolo, 2001). Estos compuestos han demostrado que pueden regular la
actividad enzimatica de dos maneras: 1) provocando un incremento de la actividad

cuando se encuentran en bajas concentraciones y, 2) ocasionando una



disminucién a altas concentraciones (Devi et al., 1996a). Por ejemplo, las plantulas
de maiz tratadas con acido ferulico mostraron un incremento en los niveles de
enzimas oxidativas tales como peroxidasas, catalasa y acido indol acético oxidasa.
Al acido ferulico también se le atribuye la inhibicion de enzimas hidroliticas tales
como amilasa, maltasa, invertasa, proteasa y fosfatasa acida involucradas en la

movilizacion de reservas (Devi et al., 1996b).

Efectos sobre la fotosintesis. Se han realizado diversos experimentos en
plantas, cultivos celulares y cloroplastos para conocer los efectos de los agentes
aleloquimicos sobre la fotosintesis (Einhellig, 1993; Einhellig, 1995; Rimando,
1998). Bioensayos con Nicotiana tabacum L. (tabaco) y Helianthus annus L.
(girasol) demostraron que la escopoletina en bajas concentraciones es capaz de
inhibir la fotosintesis (Einhelling et al., 1970). La accion de los compuestos
aleloquimicos sobre la fotosintesis adquiere mucha relevancia debido al potencial
herbicida que algunos compuestos aleloquimicos pueden presentar (Devi et al.,
1996a).

Efectos sobre respiracion. Los agentes aleloquimicos, dependiendo de su
naturaleza quimica, de su concentracion y de la edad de la planta, pueden alteran
0 incluso inhibir la respiracion. Normalmente para estos estudios se utilizan
suspensiones mitocondriales (Keating, 1999; Srivastava, 1998). Las quinonas
sorgoleona y juglona son inhibidores efectivos a muy baja concentracidon. La
sorgoleona afecta el transporte de electrones (Gonzalez, 1997; Czarnota, 2001),
mientras que la juglona interfiere en el paso de los electrones de la cadena de
transporte a la molécula de oxigeno. Cruz-Ortega y colaboradores (1988)
observaron que el extracto etandlico del polen de maiz disminuy6 el consumo de
oxigeno en mitocondrias aisladas de sandia por la inhibicion del transporte de

electrones.



Metabolismo del carbono

El proceso de la germinacion comienza con la absorcién del agua (la imbibicion)
por parte de la semilla seca y termina con la aparicion del eje embrionario,
generalmente la radicula. En este periodo, fase | y Il, la actividad metabdlica es
intensa debido a que se presentan cambios estructurales subcelulares: Activacion
de la respiracion, sintesis de macromoléculas y, finalmente, la elongacién celular
(fase lll). Las semillas imbibidas reanudan rapidamente su actividad metabdlica.
Los organelos y las enzimas celulares, esenciales para el comienzo del
metabolismo, estan presentes dentro de la semilla seca, sobreviviendo a la fase
de desecaciéon que termina con la maduracién de la semilla. Al iniciarse el proceso
de imbibicion, una de las primeras funciones que se reanudan es la respiracion,
que se puede detectar dentro de los primeros minutos del comienzo de la
imbibicion (Figura 2). La via de las pentosas fosfato y el ciclo de Krebs son
reactivados durante la fase | de la germinacién (Botha et al., 1992). El ciclo de
Krebs es capaz de producir cantidades adecuadas de ATP para apoyar el
metabolismo durante el proceso de imbibicion (Ehrenshaft y Brambl, 1990).
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Figura 2. Fases del proceso de germinacién y post-germinacion. El tiempo requerido para que los

procesos se concluyan varia dependiendo de la especie. Adaptada de Bewley (1997).



El metabolismo es una actividad celular altamente coordinada. Consiste en una
serie de reacciones quimicas interconectadas que comienzan con una molécula
en particular y la transforman en otra u otras moléculas segun un esquema bien
definido.

El metabolismo se divide en dos procesos conjugados: el catabolismo, que
funciona para la obtencion de energia quimica a partir de la degradacion de
nutrientes ricos en energia, o de la captura de energia solar; y el anabolismo que
realiza la conversion de nutrientes en moléculas y la polimerizacién de precursores
monomeéricos en macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos).
Todas estas transformaciones quimicas son realizadas dentro de la misma célula
u organismo a través de reacciones especificas, catalizadas por enzimas

especificas, que constituyen las vias metabdlicas (Lehninger, 2005).

Una de las principales vias metabdlicas que se activa al iniciarse la germinacién
es la glucdlisis, la cual es la encargada de oxidar la glucosa y asi obtener energia
para la célula (Plaxton, 1996; Rolland, 2002). Esta via metabdlica consiste en 10
reacciones enzimaticas que convierten a la glucosa en dos moléculas de piruvato.
La glucolisis presenta tres puntos de control, los cuales son reacciones de
fosforilacién y se localizan en la reaccion catalizada por la enzima hexoquinasa
(Glucosa + ATP - Glucosa-6-fosfato + ADP), la reaccion catalizada por la enzima
fosofofructo cinasa (Fructosa-6-fosfato + ATP - Fructosa-1,6-bifosfato + ADP) y
la reaccion catalizada por la enzima piruvato cinasa (Fosfoenolpiruvato -
Piruvato) (Veramendi, 2002; Roessner-Tunali, 2003). La reaccion global de la

glucdlisis es:
glucosa + 2 NAD* + 2 ADP + 2 P; — 2 piravato + 2 NADH + 2 H" + 2 ATP + 2 H,0

Al final de la glucdlisis, las dos moléculas de piruvato continuan oxidandose, por la
accioén de la piruvato deshidrogenasa, formando dos moléculas de acetil Coenzima

A (acetil-CoA) para entrar al ciclo de Krebs.

El ciclo de Krebs, también conocido como ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo

del acido citrico, es un ciclo metabdlico de importancia fundamental en todas las



células que utilizan oxigeno durante el proceso de respiracion celular. El ciclo de
Krebs es parte de la via catabdlica que realiza la oxidacion de hidratos de
carbono, acidos grasos y aminoacidos hasta producir CO,, liberando energia en
forma utilizable (poder reductor y GTP). Consta de 8 reacciones enzimaticas. Los
sitios primarios de control se encuentran localizados en la reaccién catalizada por
la enzima isocitrato deshidrogenasa (Isocitrato + NAD" €-> a-cetoglutarato + CO;
+ NADH) y en la reaccidn catalizada por la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa
(a-cetoglutarato + NAD* + CoA €-> succinil-CoA + CO, + NADH). Existe otro
punto de regulacion que esta presente en algunos organismos y se encuentra en
la reaccidn catalizada por la citrato sintasa (Acetil-CoA + Citrato + H,O - Citrato +
CoA + H") (Mooney, 2002; Tovar-Mendez, 2003). La reaccién global del ciclo de

Krebs es:
acetil — CoA + 3 NAD* + FAD + GDP + P; + 2 H,0 — CoA — SH + 3 NADH + FADH, + 2 H* + GTP + 2 CO,

El ciclo de Krebs tiene una posicién central en el metabolismo de los seres vivos y
juega un papel clave en las rutas catabdlicas. Los intermediarios de éste ciclo
estan implicados en numerosas rutas metabdlicas. A continuacion se enumeran de
forma resumida las rutas en las que estan implicados los metabolitos del ciclo:
e Acetil CoA: B oxidacion; biosintesis de los acidos grasos; degradacién de
lisina, valina, leucina e isoleucina; biosintesis y degradacién de la
fenilalanina.

e a-cetoglutarato: Biosintesis de lisina; biosintesis y degradacion del acido
ascorbico y del glutamato.

e Succinil CoA: Biosintesis y degradacion del propanato y de la fenilalanina;
degradacion de la valina, leucina e isoleucina.

e Succinato: sintesis y degradacién del butanato y de la tirosina.

e Fumarato: ciclo de la urea; sintesis y degradacion de arginina, prolina y
tirosina.

e Oxalacetato: Sintesis y degradacion del glioxilato, glutamato y aspartato;
gluconeogénesis.

No hay informacion acerca del efecto del estrés aleloquimico en el metabolismo
del carbono durante el proceso de la germinacion.



Especies de estudio

Sicyos deppei G. Don (Curcubitaceae)

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flor)

Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)

Subclase: Dilleniidae

Orden: Violales

Familia: Cucurbitaceae

Género: Sicyos

Especie: Sicyos deppei G. Don

Figura 3. Sicyos deppei G. Don. Maleza endémica de la parte central de México, sumamente
invasiva en zonas de cultivo.

Sicyos deppei G. Don (Cucurbitaceae) es localmente conocida como Ximacol,
Tatana o chayotillo; es una planta endémica de la parte central de México (Lira et
al., 1998; Lira et al., 2002). Se ha registrado en los estados de Aguascalientes,

Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de



México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,

Sinaloa, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz (Villasefor y Espinosa, 1998).

Esta cucurbitacea es una planta trepadora de varios metros de largo, con un tallo
ramificado, sin pelos o muy escasos; zarcillos 3 a 4-fidos, con pocos pelos, las
hojas tienen peciolos de 1 a 9 cm de largo, con pelos largos y erectos, limbo
ovado, de 2 a 15 cm de largo, I6bulo terminal triangular-oblongo, apice acuminado,
margenes serrulados, base en forma de corazén, sobre pedunculos de mas de 10
cm de largo, la femenina (solo estigma) dispuesta en glomérulos, sobre
pedunculos de 1 a 2 cm de largo, las flores masculinas con pedicelos de 5 a 12
mm de largo, corola amarillo-verdosa, de 3 a 6 mm de largo y de 3 a 6 mm de
diametro; flores femeninas en numero de 5 a 15, el fruto es triangular-ovoide.
Semillas dispersadas en frutos de una sola semilla que no se abren, de 6 a 9.5
mm de largo y 4 a 7 mm de ancho, comprimidos, superficie verrucosa, con espinas
y pelos, color del fruto verde oscuro, café, café amarillento o negruzco. Las
plantulas presentan un hipocdtilo cilindrico, de 15 a 40 mm de largo. Cotiledones
de lamina eliptica a eliptico-aovada de 11 a 20 mm de largo y 4 a 14 mm de
ancho. Sin epicotilo. Hojas alternas de lamina ampliamente ovada o con tendencia
a palmatilobulada, de 5 a 13 mm de largo y 5.5 a 15 mm de ancho, apice agudo a

acuminado, margen irregularmente dentado, base cordada, con pelos.

S. deppei es una de las especies mas dafiinas; crece a orillas de caminos,
terrenos cultivados y areas perturbadas en general, si no se combate a tiempo,
puede cubrir un cultivo como cortina debido a que crece rapida y extensamente,
este tipo de crecimiento le permite invadir el suelo rapidamente y eliminar otras
plantas casi por completo. S. deppei es considerada como una maleza perjudicial
en los campos de cultivo; afecta principalmente cultivos de algodon, caina, cebada,
estropajo, frijol, hortalizas, maiz, mango, nardo, sandia, sorgo, jitomate,

disminuyendo su productividad (Villasenor y Espinosa, 1998).



Lycopersicon esculentum L. Mill

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisiéon: Spermatophyta (plantas con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flor)

Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)

Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Lycopersicon

Especie: Lycopersicon esculentum

Figura 4. Lycopersicon esculentum L. Mill (Jitomate). Planta endémica de Mesoamérica que tiene
una gran importancia agricola en varios paises incluyendo México.

Lycopersicon esculentum es conocido también como Jitomate, Tomate o
Tomatera. La palabra jitomate procede del nahuatl xictli, ombligo y tomatl, tomate,

que significa tomate de ombligo. El jitomate ya se cultivaba 700 afos a.c. en



México, y en el antiguo Peru antes de la formacién del Imperio Inca. Como una
curiosidad, debe notarse que, aunque la palabra tomate viene del nahuatl tomatl,
en el sur de México el tomate es conocido como jitomate; es una planta de la

Familia Solanaceas (Solanaceae) originaria del Suroeste de América.

El jitomate es una planta anual, pero a veces puede perdurar mas de un afio en el
terreno; los tallos son ligeramente angulosos, semilefiosos, de grosor mediano
(cercano a 4 cm en la base) y con tricomas simples y glandulares; las hojas de
tamano medio a grande (10 a 50 cm), alternas, pecioladas, bipinatisectas (con
foliolos a su vez divididos) y con numerosos tricomas simples y glandulares; el
fruto puede ser redondeado, achatado o con forma de pera. La tomatera produce
desde diminutos frutos del tamafo de una cereza, hasta enormes frutos que
pueden alcanzar un peso de hasta 750 gr. El fruto del jitomate corresponde a una
tipica baya, generada a partir de un ovario sincarpico de dos o mas carpelos, con
una placentacion axial, y con numerosos ovulos. Esta baya en madurez presenta
un pericarpio carnoso, que encierra dos o mas loculos, y una placenta con una
parte carnosa en el eje central y con una parte gelatinosa que llena parcialmente
los loculos, en la cual se ubican las numerosas semillas. La coloracion de los
frutos maduros varia desde amarillo a rojo y esta dada por la degradacion de la
clorofila y el desarrollo de pigmentos carotenoides (amarillo-anaranjados) y
licopeno, pigmento tipico de este fruto, de color rojo. El fruto del tomate presenta
un alto contenido de agua vy, excepto por su contenido de vitamina Ay C, no se

destaca por ningun otro componente nutricional.

El jitomate es una fuente de antioxidantes (relacionados con la prevencion de
enfermedades degenerativas y cardiovasculares como cancer, cataratas y
cardiopatias), especialmente de vitamina E y en menor medida de vitamina C,
también contiene betacarotenos y flavonoides, como quercitina y licopeno, con

potencialidad preventiva, especialmente en cuanto a los problemas de préstata.



Tabla 1. Composicion quimica del jitomate:

Agua 94% Hierro 0.6 mg/100 g
Hidratos de carbono 3% (fibra 1%) Fésforo 24 mg/100 g
Proteinas 1% Vitamina C 26 mg/100 g
Lipidos 0.3% Vitamina A (retinol) 207 mg/100 g
Potasio 258 mg/100 g Tiamina (Vit. B1) 0.06 mg/100 g
Sodio 3 mg/100 g Riboflavina (Vit. B2) 0.04 mg/100 g
Calcio 10 mg/100 g Niacina (Vit. B3) 28 nug/100 g

El jitomate puede ser atacado por plagas y virus, entre las primeras se encuentra
el gusano verde, los pulgones, la mosca blanca y la arafa roja; entre los
segundos, el virus de la mancha seca del tomate y el virus del Mosaico del tabaco.
Asi como por nematodos: Heteroderas, Tylenchus, Meloidogynes; bacterias
(Pseudomonas) o por hongos de diversos géneros: Pythium, Mildiu, Antracnosis,

Cladosporiosis, Verticiliosis, Fusariosis; y por la Podredumbre apical, enfermedad

producida por déficit de calcio.

Fuente: Base de datos de nutrientes (USDA) 2009



ANTECEDENTES

Como se menciond, la alelopatia hace referencia a las interacciones quimicas
entre las plantas y otros organismos, estas interacciones son mediadas por
productos quimicos (aleloquimicos) los cuales pueden tener un efecto dafino o
beneficioso sobre organismos susceptibles (Anaya, 1999; Kobayashi, 2004; Pedrol
et al., 2006).

En el Laboratorio de Alelopatia del Instituto de Ecologia, las investigaciones se
han enfocado en los mecanismos de accion o respuestas fisiologicas que estan
involucradas en el efecto fitotdxico causado por la maleza S. deppei
(Cucurbitaceae) en el jitomate (L. esculentum). Los aleloquimicos liberados por
esta maleza causan una inhibicién del crecimiento radicular del 70% (Romero-
Romero et al. 2006). Esta inhibicion ha sido relacionada con varias alteraciones
metabdlicas como inhibicion de la actividad de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica y del tonoplasto, dafio oxidativo, dafio en las membranas (Romero-
Romero et al., 2005), y alteraciones en la actividad de las enzimas del sistema
antioxidante (Lara-Nufiez et. al., 2006). Asimismo, se determiné la concentracion
de los principales carbohidratos (almidén, sacarosa, glucosa y fructosa),
observandose en las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de S. deppei un
retraso en la degradacion del almidon del 40% en las primeras 3 horas de
imbibicién. El contenido de glucosa disminuyd en un 30% aproximadamente, a
diferencia de la sacarosa que presento un incremento en su concentracion del 6%,
aproximadamente, a lo largo de la germinacion. Por otra parte, los niveles de
fructosa en las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de S. deppei se
mantuvieron a niveles basales hasta las 24 horas; sin embargo, se observé un
aumento en la concentracidon durante las 36 y 48 horas, dicho aumento fue menor
que en las semillas control respectivamente. También se analizaron la actividad de
algunas enzimas encargadas de la degradacion de la pared celular como la endo-
B-mananasa, p-1,3-glucanasa [(1,3)-glucan-glucanohidrolasa], f-galactosidasa y la
exo-poligalacturonasa, las cuales presentaron una actividad menor en las semillas

con el lixiviado; sin embargo, la B- manosidasa presenté una actividad mayor en



las mismas semillas. Estos resultados indican que el lixiviado acuoso de S. deppei
causa que la actividad de las enzimas hidroliticas encargadas de debilitar al
endospermo se vea disminuida, lo cual puede explicar el retraso en la germinacion

a través de inhibir la protusiéon de la radicula (Lara-Nunez et al., 2009).

Con base en los antecedentes mencionados, el presente estudio tiene como
propésito demostrar que existe una alteracion en el flujo de energia durante la
germinaciéon de semillas de jitomate, debido, parcialmente, al dafo en el
metabolismo central del carbono inducido por el estrés aleloquimico, provocado
por el lixiviado acuoso de S. deppei. Por lo tanto, la hipotesis del presente trabajo

es la siguiente:



HIPOTESIS

Si el lixiviado acuoso de Sicyos deppei causa estrés aleloquimico produciendo un
retraso en la germinacion y en la protusion de la radicula, este retraso se debera,
en parte, a la alteracion del metabolismo central de carbono afectando la
produccion de metabolitos intermediarios y de energia necesarios para este

proceso.

OBJETIVO GENERAL

Analizar si el estrés aleloquimico, provocado por el lixiviado acuoso de S. deppei,
altera el metabolismo central del carbono durante la germinacion de Lycopersicon
esculentum.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estos objetivos se llevaran a cabo en bioensayos in-vitro con semillas de jitomate
tratadas con el lixiviado acuoso de S. deppei durante diferentes horas de
imbibicién (6, 9,12, 24, 36, 48 hrs):

1. Medir de manera cualitativa si hay movilizaciéon de lipidos durante la
germinacion de semillas de jitomate.

2. Determinar la cantidad total de proteina de las semillas del jitomate
durante la germinacion.

3. Determinar si el ciclo del glioxilato se ve afectado, midiendo la actividad

de la isocitrato liasa (ICL) y la malato sintasa (MS).



4. Analizar si existe una alteracién en el ciclo de Krebs (ciclo del acido
citrico o ciclo de los acidos tricarboxilicos), midiendo la actividad de la
citrato sintasa (CS) y la malato deshidrogenasa (MDH).

5. Determinar si la gluconeogénesis se ve afectada, midiendo la actividad
de la fructosa 1-6 bifosfatasa (FBPasa) y la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (PEPCK).

6. Determinar si la Glucolisis se ve afectada, midiendo la actividad de la

fosfofructo cinasa (PFK) y la piruvato cinasa (PK).



METODOLOGIA

MATERIAL BIOLOGICO

La parte aérea de Sicyos deppei se colecté en Ciudad Universitaria, D.F. y se secd

en una estufa a 27-30°C para su uso posterior.

Las semillas de Lycopersicon esculentum, variedad Rio Grande, se obtuvieron de
Sun Seeds, Parma, |daho, USA.

BIOENSAYOS IN VITRO

PROCESAMIENTO DE LAS SEMILLAS. Las semillas de L. esculentum se lavaron
con detergente y se desinfectaron con una solucion comercial de hipoclorito de
sodio al 10% durante 5 minutos. Posteriormente, se enjuagaron con agua
doblemente destilada estéril para eliminar remanentes de hipoclorito y, finalmente,

Se secaron.

PREPARACION DEL LIXIVIADO ACUOSO. El lixiviado alelopatico acuoso se obtuvo
lixiviando durante 3 horas las hojas y tallos de S. deppei (1g/100mL.) en agua
destilada estéril. Este lixiviado se filtré a través de un papel filtro Whatman N° 4 y

esterilizado por medio de dos filtros Millipore con membrana de 0. 45y 0. 22 um.

GERMINACION DE SEMILLAS (BIOENSAYOS). Los bioensayos se realizaron bajo
condiciones de esterilidad, utilizando una campana de flujo laminar (VECO
E2143). Las semillas de L. esculentum se germinaron en cajas de petri de 60 mm
de diametro que contenian lixiviado acuoso de S. deppei (1% W/V) y agar al 1%
(W/V) como sustrato, con una relacion 1:1 (V/V) para una concentracion final del
lixiviado de 0.5% (W/V). Para los controles, las semillas se germinaron en agar al
1 % (W/V). Se colocaron veinticinco semillas en cada caja petri y se mantuvieron
en obscuridad a 25 °C en una camara de crecimiento (CONVIRON G30). Las

semillas se cosecharon después de 6, 12, 24, 36 y 48 horas de imbibicion y se



congelaron con nitrégeno liquido, se molieron con un mortero y se guardaron a -70
°C en un ultra congelador (REVCO).

EXTRACCION DE LiPIDOS

Para la extraccion de lipidos totales se pesaron 300 mg de tejido, se le agregaron
5 mL de una mezcla fria de cloroformo-metanol (1:1 V/V), se homogeniz6 con un
politrén (Tissue Teador 398) y se centrifugé a 5000 g a 4 °C por 15 minutos; se
separd el sobrenadante. El precipitado se lavd en 2 ocasiones con 3 mL de la
mezcla fria de cloroformo-metanol (1:1 V/V), se homogenizd con un politrén y se
centrifugé a 5000 g a 4 °C por 5 minutos. Los sobrenadantes se reunieron en un
frasco pequeno limpio, seco y previamente pesado. Posteriormente, el solvente se
elimind totalmente mediante calentamiento a bafio Maria, los frascos pequefios se
pesaron y, finalmente, la cantidad de lipidos presentes en cada muestra se calculd
por diferencia de peso entre los frascos pequefos limpios y los frascos pequefios

con la muestra de lipidos después de eliminar el solvente.

ENSAYOS ENZIMATICOS

Todos los andlisis espectrofotométricos se realizaron en un equipo lector de micro
placas (Biotek, ELx808). La determinacion de la cantidad de proteina se midi6 de
acuerdo a la técnica de Bradford (1976). Para todas las enzimas se realiz6 una
extraccion total de proteinas utilizando 100 mg de tejido y 750 uL de amortiguador

de extraccion (diferente para cada enzima).

La actividad fue determinada por la siguiente formula:

Abs
.y . < * 1 pmol
Actividad enzimatica = | ——————= | * 100000000 -
[proteina] Iproteing * Minuto

Los ensayos fueron realizados a 25 °C, por ello el valor del coeficiente de extincidon

L MSy

Mol + cm’

molar para cada enzima es el siguiente: ICL es de €340 nm = 1.7 * 10*



CS €412 nm =1.36 * 10* —=
Mol x cm
L

Mol * cm’

, MDH, PF, PFK, FBPasa y PEPCK es de €340 nm =

6.22 * 10° [ es el volumen final de cada ensayo (250 pL).

6-Fosfofructo cinasa (PFK) (EC 2.1.7.11). Para realizar el extracto total de
proteinas el amortiguador de extraccion utilizado fue: 100 mM TRIS-HCI pH 8.0, 5
mM MgCl,, 1 mM EDTA, 28 mM B-mercaptoetanol, 1 mM PMSF y 2% (W/V) PVP,
se homogenizd con un politron (Tissue Teador 398) durante 1 min y se centrifugd
a 10,000 g a 4 °C por 10 minutos. La actividad enzimatica se midi6é de acuerdo con
el método de Kruger (1988). El ensayo se realiz6 utilizando 25 uL del extracto total
de proteinas mas el amortiguador de ensayo [100 mM TRIS-HCI pH 8.0, 5 mM
MgCl,, 0.1 mM NADP*, 1 mM ATP, 1 Ul fructosa-1,6-bisfosfato aldosa, 10 Ul triosa
fosfato isomerasa, 1.3 Ul glicerol 3 fosfato deshidrogenasa, 5 mM fructosa 6-
fosfato], en un volumen total de 250 pL, la reaccién se inicio al agregar la fructosa
6 fosfato. El analisis se basa en el acoplamiento de la fosforilacion de la fructosa 6
a la oxidacion del NADH por actividades de la fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa (EC
4.1.2.13), de la triosa-fosfato isomerasa (TPI) (EC 5.3.1.1), y de la de glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.8), y es supervisada siguiendo la aparicién de

NADPH a 340 nm durante 15 minutos. La reaccion de esta determinacion es:

Mg?*
fructosa 6 — fosfato + ATP < fructosa — 1,6 — bisfosfato + ADP
PFK

Aldol
fructosa 1,6 — bisfosfato PN dihidroxiacetona fosfato + gliceraldehido — 3 — fosfato

TPI
dihidroxiacetona fosfato «—— gliceraldehido — 3 — fosfato

gliceraldehido—3—fosfato deshidrogenasa

gliceraldehido — 3 — fosfato + NADP* 1,3 — bisfosfoglicerato + NADH + H*

Piruvato cinasa (PK) (EC 2.7.1.40). Para realizar el extracto total de proteinas el
amortiguador de extraccién fue: 100 mM TRIS-HCI pH 8.0, 5 mM MgCl;, 1 mM
EDTA, 28 mM B-mercaptoetanol, 1 mM PMSF y 2 % (W/V) PVP, se homogeniz6
con un politron (Tissue Teador 398) y se centrifugd a 10,000 g a 4 °C por 10
minutos. La actividad enzimatica se midié de acuerdo con el método de Bucher y

Pfleiderer (1955). El ensayo se realizdé con 25 uL del extracto total de proteinas



mas el amortiguador de ensayo [50 mM MOPS pH 7.0, 100 mM KCI, 15 mM
MgCl,, 0.15 NADH, 1 mM ADP, 0.15 Ul lactato deshidrogenasa (LDH), 5 mM
fosfoenolpiruvato (PEP)], en un volumen total de 250 uL, la reaccion se inicio al
agregar la PEP y se midi6 siguiendo a desaparicion de NADH a 340 nm durante

15 minutos. La reaccién de esta determinacioén es:
PK
fosfoenolpiruvato + ADP —— piruvato + ATP

LDH
piruvato + NADH —— lactato + NAD™

Citrato sintasa (CS) (EC 4.1.3.7). Para realizar el extracto total de proteinas el
amortiguador de extraccion fue: 100 mM MOPS pH 8.2, 100 mM BICINE pH 8.2, 3
mM EDTA, se homogenizé con un politron (Tissue Teador 398), y se centrifugd a
10,000 g a 4 °C por 10 minutos. La actividad enzimatica se midi6 de acuerdo con
el método de Srere (1963). El ensayo se realizé con 25 uL del extracto mas el
amortiguador de ensayo [100 mM MOPS pH 8.2, 100 mM BICINE pH 8.2, 0.2 mM
acetil-CoA, 0.1 mM DTNB, 0.2 mM oxalacetato], en un volumen total de 250 pL, la
reaccion se inicié al agregar el oxalacetato y se midid siguiendo la ruptura del
DTNB a 412 nm durante 15 minutos. La reaccion de esta determinacion es:

cs
acetil — CoA + oxaloacetato + H,0 — citrato + CoA — SH
CoA—SH+ DTNB ——TNB + CoA—TNB

Malato deshidrogenasa (MDH) (EC 1.1.1.37 Para realizar el extracto total de
proteinas el amortiguador de extraccion fue: 100 mM MOPS pH 8.2, 100 mM
BICINE pH 8.2, 3 mM EDTA, 5 mM 2B-mercaptoetanol, se homogenizé con un
politrén (Tissue Teador 398), y se centrifugd a 20,000 g a 4 °C por 15 minutos. La
actividad enzimatica se midié de acuerdo con el método de Jeffery et al. (1984). El
ensayo se realizd con 5 uL del extracto mas el amortiguador de ensayo [100 mM
MOPS pH 8.2, 100 mM BICINE pH 8.2, 0.4 mM NADH, 0.2 mM oxaloacetato], en
un volumen total de 250 pL, la reaccion se inicié al agregar la oxaloacetato y se
midié siguiendo a desaparicion de NADH a 340 nm durante 15 minutos. La

reaccion de esta determinacion es:



MDH
oxaloacetato + NADH + HY «—— L — malato + NAH*

Isocitrato liasa (ICL) (EC 4.1.3.1). Para realizar el extracto total de proteinas el
amortiguador de extraccion fue: 100 mM K-fosfatos pH 7.5, 10.2 mM MgCl,, 3 mM
DTT, se homogenizd con un politron, y se centrifugd a 15000 g a 4 °C por 15
minutos. La actividad enzimatica se midié de acuerdo con el método de Carpenter
y Beevers (1959). El ensayo se realizd con 25 uL del extracto mas el amortiguador
de ensayo [50 mM K-fosfatos pH 6.5, 1 mM DTT, 3 mM fenilhidrazina, 1.75 mM
isocitrato] en un volumen total de 250 uL, la reaccion se inici6 al agregar el
isocitrato y se midié por la formacion del complejo glioxilato-fenilhidrazona a 340

nm durante 15 minutos. La reaccion de esta determinacion es:

ICL
isocitrato — succinato + glioxilato

glioxilato + fenilhidrazina —— glioxilato — fenilhidrazona

Malato sintasa (MS) (EC 4.1.3.2). Para realizar el extracto total de proteinas el
amortiguador de extraccién fue: 100 mM K-fosfatos pH 7.5, 10.2 mM MgCl,, se
homogeniz6 con un politron, y se centrifugd a 15,000 g a 4 °C por 15 minutos. La
actividad enzimatica se midio de acuerdo a la modificacion de DTNB (2,4-dinitro-1-
tiocianato-benceno) del método de Hock y Beever (1966). El ensayo se realizé con
25 uL del extracto mas el amortiguador de ensayo [70 mM TRIS-HCI pH 8, 4 mM
MgCl,, 0.1 DTNB, 0.1 acetil-CoA, 30 mM glioxilato] en un volumen total de 250 pulL.
La reaccidon se inici6 al agregar el glioxilato después de medir la actividad de
deacilacion endoégena sobre la acetil-CoA, la actividad fue medida siguiendo la
ruptura del DTNB a 412 nm durante 15 minutos. La reaccion de esta

determinacion es:

Ms
glioxilato + acetil — CoA — malato + CoA — SH

CoA—SH+ DTNB——TNB + CoA—TNB



Fructosa 1-6 bifosfato fosfatasa (FBPasa) (EC 3.1.3.11). Para realizar el
extracto total de proteinas el amortiguador de extraccion fue: 200 mM TRIS-HCI
pH 7.7, 2 mM MgCl;, 1 mM EDTA, 14 mM B-mercaptoetanol, 1 mM PMSF, 2%
(W/V) PVP, se homogenizd con un politrén, y se centrifugd a 20,000 g a 4 °C por
15 minutos. La actividad enzimatica se midié de acuerdo con el método de Kruger
y Beevers (1983). El ensayo se realizé con 25 pL del extracto mas el amortiguador
de ensayo [100 mM HEPES-NaOH pH 7.5, 54 nM MgCl,, 0.5 mM NADP", 2 Ul
hexosa fosfato isomerasa, 1 Ul glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), 0.5
mM fructosa 1-6 bifosfato], en un volumen total de 250 puL, la reaccién se inici6 al
agregar la Fructosa 1-6 bifosfato y se midié siguiendo la aparicion de NADPH a
340 nm durante 15 minutos. La reaccion de esta determinacion es:

Mg?t
fructosa 1,6 — bifosfato < fructosa 6 — fosfato
FBPasa

hexosa fosfato isomerasa

fructosa 6 — fosfato glucosa — 6 — fosfato

G6PDH
glucosa — 6 — fosfato + NADP* «——— 6 — fosfogluconato + NADPH

Fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) (EC 4.1.1.38). Para realizar el
extracto total de proteinas el amortiguador de extraccion fue: 200 mM BICINE-
KOH pH 9.8, 5 mM DTT, se homogeniz6 con un politron y se centrifugd a 15,000 g
a 4 °C por 15 minutos. La actividad enzimatica se midié de acuerdo con la técnica
de Walker (1995). El ensayo se realizé con 25 uL del extracto mas el amortiguador
de ensayo [100 mM HEPES pH 7.0, 4%(V/V) B-mercaptoetanol, 100 mM KCI, 90
mM KHCOz;, 1mM ADP, 10mM MnCl;, 0.14 mM NADH, 6 Ul malato
deshidrogenasa, 5 mM PEP], en un volumen total de 250 uL, la reaccion se inicid
al agregar el PEP y se midi6 siguiendo a desaparicion de NADH a 340 nm durante

15 minutos. La reaccién de esta determinacioén es:

Mg?*
fosfoenolpiruvato + ADP +HCO; < oxaloacetato + ATP
PEPCK

MDH
oxaloacetato + NADH + H* «—— L — malato + NAH*



Acetil-Coenzima A (acetil-CoA): La determinacién de Acetil-CoA se realizd
utilizando el método de Karl Deker (1989). Para la extraccién de la Acetil-CoA
primero se realiz6 una desproteinizacién, para ello fueron pesados 100 mg de
tejido pulverizado, a los cuales se les anadié 500 uL de HCIO4 0.5 M, se
homogeniz6 con un vortex (LABNET, VX100), inmediatamente después se
afnadieron 25 pL de HCIO4 4 M, y se volvié a homogenizar en un vortex, se dejo en
reposo durante 5 minutos, posteriormente se adicionaron gotas de KOH 8.0 M
hasta neutralizar y se ajusté el pH a 6.5 con KHCO3; 1.0 M. Las muestras se
centrifugaron a 3000 g durante 5 minutos a 4 °C, se separo el sobrenadante y el
precipitado se lavdo 3 veces con 200 uL de agua fria, y en cada lavado se
centrifugd durante 5 minutos a 4 °C, se combind el sobrenadante con el agua de
cada lavado. Para determinar la cantidad de Acetil-CoA se tomaron 80 pL de el
sobrenadante y se le afiadio el amortiguador de ensayo [200 mM Tris-HCI pH 8.1,
5 mM de DL-malato, 1.5 mM NAD] en un volumen final de 200 uL, y se midié
siguiendo la aparicion de NADH a 340 nm durante 15 minutos (a esta lectura se le
denomind Ep), posteriormente se agregaron 4.5 Ul de MDH y se midié siguiendo la
aparicion de NADH a 340 nm durante 15 minutos (a esta lectura se le denominé
E4), finalmente se le agregan 0.375 Ul de CS, y se midi6 siguiendo la aparicion de
NADH a 340 nm durante 15 minutos (a esta lectura se le denomindé E). La

reaccion global de esta determinacién es:
MDH
L —malato + NADt «—— oxalacetato + NADH + H*

cs
acetil — CoA + oxaloacetato + H,0 — citrato + CoA — SH

La cantidad de Acetil-CoA fue calculada de la siguiente forma:

1.- E1*E1=AE1
2.- E2-E1=AE2
_ AEz*OZ( AEl ) _ .y
3. . Eian) = umol acetil — CoA.



El valor del coeficiente de extincion molar (¢) del NADH es de 6.22 [cm?umol'] a
340 nm

Analisis estadistico

Los datos de todos los experimentos realizados de germinacién, ensayos
enzimaticos, cuantificacién de lipidos y proteinas se analizaron a través de una
ANOVA de una via y se utilizé la prueba de Tukey para comprobar las diferencias
significativas a P<0.05. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete
estadistico Originpro 7.5 (2008)



RESULTADOS

Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei sobre la movilizacion de lipidos y

proteinas

A través de un estudio gravimétrico se determiné la cantidad de lipidos totales
presentes en la semilla durante el proceso de germinacion, observandose que la
cantidad de lipidos totales era muy similar tanto en las semillas control como en
las tratadas con S. deppei (Figura 5). La cantidad de lipidos iniciales fue de 0.233
mg y disminuy6 aproximadamente en un 40% tanto en las semillas imbibidas con
el lixiviado acuoso de S. deppei como en las semillas control. Esta disminucion en
la cantidad de lipidos se mantuvo a lo largo de la germinacién. Al no observarse
alguna diferencia significativa en la cantidad de lipidos se procedié a separarlos en

fosfolipidos y lipidos neutros mediante una cromatografia en capa fina (Figura 6).

Lipidos Totales

0.25 4

I Control
I Sicyos

0.20 —H

0.15 o

0.10 H

mglipido/mgtejido

0.05

0.00 =

(0) (6) (12) (24) (36) (48)
Crecimiento en Horas




Figura 5. Comparacion de la cantidad de lipidos totales durante la germinaciéon de semillas de
jitomate (tejido fresco). Los datos representan el promedio + error estandar de al menos 3
repeticiones y la representacion de por lo menos 3 experimentos independientes.

La placa esta dividida a la mitad de manera vertical, en la parte inferior se
observan los fosfolipidos, en los cuales, tanto en el control como en el lixiviado
acuoso de S. deppei, no hay diferencia; en la parte superior de la placa se
encuentran los lipidos neutros, en ellos tampoco se observd un cambio en la

cantidad de lipidos por efecto del tratamiento.

Figura 6. Cromatografia en capa fina de lipidos totales extraidos de semillas de jitomate control y
expuestas a 0.5% de lixiviado acuoso de S. deppei durante diferentes horas de imbibicion. Como
referencia (R) se usé aceite de oliva comercial.

Para verificar los resultados anteriores se determiné la cantidad de acetil coenzima
A (acetil-CoA) por el método de Karl Decker (1989), debido a que la acetil-CoA
un producto de la degradacion de los lipidos, esta ultima causada por la
oxidacion.

Al realizar la determinaciéon de la cantidad de acetil-CoA se observo, en las
semillas control, un aumento en la cantidad de acetil-CoA después de las 12 hrs.



de germinacion, su maxima concentracion se alcanzé a las 24 hrs., momento en el
cual la radicula empieza a emerger. Al comparar los resultados de las semillas
control con las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de S. deppei, se observo
un retraso en la cantidad de acetil-CoA, en donde la concentracion maxima de
acetil-CoA se alcanzo hasta las 36 hrs., momento en el cual las semillas imbibidas
con S. deppei inician la protusion de la radicula. Asimismo, se observd, que doce
horas después de alcanzar la concentracion maxima de acetil-CoA, tanto en las
semillas control como en las imbibidas con S. deppei (24 hrs. y 36 hrs.
respectivamente), estas tienen una disminucion en la concentracién de acetil-CoA
del 59% aproximadamente (36 hrs. y 48 hrs., respectivamente) (Figura 7). En
ambos casos este resultado cambia completamente el panorama que se tenia con
los resultados de las técnicas anteriores (gravimetria y cromatografia en capa
fina), ya que con estas no se observé un cambio en la cantidad de lipidos. Sin
embargo, con la utilizacion del método de Karl Decker (1989) de la cuantificacion
de Acetil-CoA, se encontré que posiblemente existe un retraso en la degradacion
de los lipidos de reserva. Para corroborar este resultado se analizé una enzima de
la B oxidacion peroxisomal, la Acetil-CoA oxidasa (ACX), debido a que la
oxidacion peroxisomal tiene un papel principal en el catabolismo de los lipidos de
reserva durante la germinaciéon. La ACX es la enzima con la cual este proceso
catabdlico inicia, sin embargo, la actividad de esta enzima no se pudo determinar.
Una posible causa es que las semillas de jitomate no contienen un alto contenido
de lipidos de reserva, por otra parte, Moon et al. (2006), reportan en semillas de
arabidopsis, que la expresion del gen que codifica para la ACX es muy baja, y que
solo la isoforma ACX2, la cual es las isoformas menos activa, es la que esta
presente en mayor proporcion en las semillas.
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Figura 7. Cantidad de Acetil-CoA presente en semillas de jitomate control e imbibidas a diferentes
tiempos con el lixiviado acuoso de S. deppei. Los datos representan el promedio + error estandar
de al menos 3 repeticiones y la representacion de por lo menos 3 experimentos independientes.
*Diferencia estadistica usando la prueba de Tukey (P<0.05).

Al realizar la cuantificacién de proteinas para determinar si existe un retraso en la
degradacion o en la sintesis de éstas (Figura 8), se observo que la cantidad de
proteinas en las semillas control disminuyé un 55 % después de 6 hrs. de
imbibicidn; sin embargo, en las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de S.
deppei, la disminucion fue unicamente del 15 %, lo que sugiere que hay un retraso
en la degradacion de las proteinas de reserva. En los tiempos subsiguientes, el
comportamiento fue similar en las semillas del control y en el tratamiento. Se
observo un aumento en la concentracion de proteinas a las 48 hrs. (= 67 %), lo
que sugiere que a pesar del retraso en la degradacion si puede haber sintesis de
novo en las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de S. deppei. Esta sintesis
se da por la demanda de proteinas estructurales para el desarrollo del embrion
(Bewley y Marcus, 1990; Testerink et al. 1999; Bradford et al. 2000; Bewley, 2001).
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Figura 8. Cantidad de proteina total en semillas de jitomate durante la germinacion. Los datos
representan el promedio + error estandar de al menos 3 repeticiones y la representacion de por lo
menos 3 experimentos independientes. *Diferencia estadistica usando la prueba de Tukey
(P<0.05).

Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei sobre el metabolismo central del

carbono

Para estudiar el efecto provocado por el lixiviado acuoso de S. deppei sobre el
metabolismo central del carbono, se analizaron cuatro rutas metabdlicas. La
primera ruta estudiada fue la glucdlisis, ya que con ella inicia el metabolismo
central del carbono, a partir de glucosa. Se estudiaron dos enzimas reguladoras, la
fosfofructo cinasa (PFK) y la piruvato cinasa (PK).

Enzimas de la glucdlisis

La primera en ser analizada fue la PFK; los resultados obtenidos (Figura 9)

mostraron que las semillas tratadas con el lixiviado acuoso de S deppei, en las



primeras 12 hrs., tienen una disminucién significativa en la actividad de esta
enzima. Esto era de esperarse debido al retraso en la movilizaciéon de
carbohidratos (Lara-Nufez et al. 2009). A las 24 y 36 hrs. la actividad en el control
disminuye e iguala la actividad de las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de
S. deppei. La actividad de la enzima, durante el tratamiento, es menor que la

actividad presentada por las semillas control.
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Figura 9. Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei en la actividad de la enzima fosfofructocinasa
durante la germinacion de semillas de jitomate. Los datos representan el promedio + error estandar
de al menos 3 repeticiones y la representaciéon de por lo menos 3 experimentos independientes.
*Diferencia estadistica usando la prueba de Tukey (P<0.05).

La PK presentd un patron diferente al de la PFK. Podemos observar (Figura 10)
que la PK tiene una mayor actividad en las semillas imbibidas con el lixiviado
acuoso de S. deppei, lo que podria deberse, de manera indirecta, al efecto
producido por S. deppei. Al encontrarse la PFK con una actividad baja (Figura 9),
y al existir una disminucién en la degradacion de lipidos, representada por un
retraso en la produccion de acetil-CoA (Figura 7), lo cual finalmente induce un
déficit de ATP. En estas condiciones, la actividad de la PK se activa; en cambio,

en las semillas control no se encuentra retraso alguno en la movilizacién de



reservas, se presenta una alta concentracién de acetil-CoA y ATP, los cuales son
reguladores alostéricos de esta enzima, por tanto, es factible que la enzima de las
semillas control se encuentre con una actividad menor que la encontrada en las
semillas tratadas con S. deppei. Un punto a considerar es que a las 48 hrs. la
actividad enzimatica de las semillas control presentaron un incremento y las
semillas tratadas con S deppei un descenso, esto es debido al cambio en la
regulacion alosterica de la PK, ya que en las semillas control se necesita una

mayor cantidad de energia para el desarrollo de la radicula.

—=— Control
Piruvato cinasa (PK) " —e—Sicyos

Actividad de Piruvato cinasa
pmoll(gpm*mln)

Tiempo de Imbibicion (horas)

Figura 10. Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei en la actividad de la enzima Piruvato cinasa
durante la germinacion de semillas de jitomate. Los datos representan el promedio + error estandar
de al menos 3 repeticiones y la representacion de por lo menos 3 experimentos independientes.
*Diferencia estadistica usando la prueba de Tukey (P<0.05).

La glucdlisis termina con la produccion de piruvato, el cual, por acciéon de la
piruvato deshidrogenasa es transformado en acetil-CoA. Este intermediario
metabdlico también proviene de la B oxidacion y es esencial para el

funcionamiento del Ciclo de Krebs.



Enzimas del ciclo de Krebs

En este ciclo se estudiaron las enzimas citrato sintasa (CS) y la malato
deshidrogenasa (MDH). La CS es la enzima encargada de integrar la acetil-CoA
en el ciclo y combinarla con el oxalacetato y transformarlos en citrato. La CS es
una enzima reguladora de este ciclo, de aqui la importancia de estudiarla durante
el estrés aleloquimico.

En la Figura 11 se observa, en las semillas control, que la actividad de la CS se
mantiene estable durante las primeras 6 horas de imbibicion; posteriormente a las
12 hrs. tiene un descenso en su actividad y a partir de las 24 hrs comienza a
incrementar su actividad por el proceso de germinacién. En las semillas tratadas
con el lixiviado acuoso de S. deppei la actividad de la CS disminuyé a las 6 hrs. y
a las 24 hrs. se observdé un aumento, que se mantuvo hasta las 36 y 48 hrs. La
actividad de la CS en las semillas tratadas fue significativamente menor que en las
semillas control, lo que también puede contribuir al retraso en la germinacion
provocado por el efecto del lixiviado acuoso del S. deppei.
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Figura 11. Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei en la actividad de la enzima Citrato Sintasa
durante la germinacion de semillas de jitomate. Los datos representan el promedio * error estandar
de al menos 3 repeticiones y la representacion de por lo menos 3 experimentos independientes. *
Diferencia estadistica usando la prueba de Tukey (P<0.05).



La siguiente enzima analizada fue la malato deshidrogenasa (MDH), esta enzima
es importante porque pertenece al ciclo de Krebs y al ciclo del glioxilato, ademas
de proveer de precursores, tales como oxaloacetato, fumarato y succinato, entre

otros, para la formacion de aspartato y otros aminoacidos.

Como se muestra en la Figura 12, la actividad de la MDH en las semillas tratadas
fue inhibida significativamente desde las primeras horas de imbibicién, y sélo
mostrd un ligero aumento en su actividad hasta las 48 hrs. Este resultado muestra

que el ciclo de Krebs esta siendo afectado por la accion del lixiviado de S. deppei.
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Figura 12. Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei en la actividad de la enzima Malato
Deshidrogenasa durante la germinacién de semillas de jitomate. Los datos representan el
promedio + error estandar de al menos 3 repeticiones y la representaciéon de por lo menos 3
experimentos independientes. *Diferencia estadistica usando la prueba de Tukey (P<0.05).

Enzimas del ciclo del glioxilato

El ciclo del glioxilato se encuentra presente en plantas y bacterias, quienes lo

utilizan para transformar unidades de dos carbonos (acetilos) en unidades de



cuatro carbonos (succinato) para producir energia. Para observar si este ciclo se
ve afectado por el estrés aleloquimico, provocado por el lixiviado acuoso de S.
deppei, se midi6é la actividad de dos enzimas unicas de este ciclo, la Isocitrato
liasa (ICL) y la Malato sintasa (MS).

La actividad de la ICL fue similar hasta las 12 hrs. de imbibicidn; a partir de este
tiempo la actividad de las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de S. deppei
fue significativamente menor que la actividad de las enzimas en las semillas
control. La actividad de la ICL en las semillas control aumenté 4.5 veces con
respecto a la de las semillas tratadas. Este aumento coincide con la protusion de

la radicula en las semillas control (Figura 13).

5.0 - Isocitrato liasa (ICL)
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Figura 13. Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei en la actividad de la enzima Isocitrato liasa
durante la germinacion de semillas de jitomate. Los datos representan el promedio + error estandar
de al menos 3 repeticiones y la representaciéon de por lo menos 3 experimentos independientes.
*Diferencia estadistica usando la prueba de Tukey (P<0.05).

La Figura 14 muestra que la actividad de la MS es similar en ambas semillas
(control y tratamiento) hasta las 12 hrs. de imbibicion; posteriormente, en las



semillas control la actividad de la enzima disminuye drasticamente a las 24 hrs.,
aumentando su actividad a partir de las 36 hrs., y a las 48 h presenta una
diferencia significativa entre la actividad de las semillas control y la actividad de las
semillas tratadas con S. deppei.
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Figura 14. Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei en la actividad de la enzima Malato sintasa
durante la germinacion de semillas de jitomate. Los datos representan el promedio + error estandar
de al menos 3 repeticiones y la representacion de por lo menos 3 experimentos independientes.
*Diferencia estadistica usando la prueba de Tukey (P<0.05)

Enzimas de la gluconeogénesis

Para comprobar si la gluconeogénesis presentaba una alteracion por la accién del
lixiviado acuoso de S. deppei, se estudiaron dos enzimas representativas de esta
via: la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y la fructosa 1,6-bifosfato

fosfatasa (FBPasa).



Con respecto a la actividad de la PEPCK no se encontré diferencia estadistica
entre la actividad de las semillas tratadas con S. deppei y las semillas control, lo
cual nos puede sugerir que esta via no esta siendo afectada por los aleloquimicos
de S. deppei (Figura 15).

Fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK)
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Figura 15. Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei en la actividad de la enzima Fosfoenolpiruvato
carboxicinasa durante la germinacién de semillas de jitomate. Los datos representan el promedio *
error estandar de al menos 3 repeticiones y la representacion de por lo menos 3 experimentos
independientes.

La actividad de la FBPasa es similar en las semillas de ambos tratamientos hasta
las 24 hrs. de imbibicién. A partir de este tiempo, la actividad de las semillas
imbibidas con S. deppei es significativamente menor que en las semillas control
(Figura 16).
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Figura 16. Efecto del lixiviado acuoso de S. deppei en la actividad de la enzima Fructosa 1,6-
bifosfatasa durante la germinacion de semillas de jitomate. Los datos representan el promedio *
error estandar de al menos 3 repeticiones y la representacion de por lo menos 3 experimentos
independientes. *Diferencia estadistica usando la prueba de Tukey (P<0.05).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los mecanismos de accién de los compuestos aleloquimicos han sido estudiados,
por separado, a través de los efectos producidos en diferentes procesos
fisiologicos; por ejemplo, en la division celular, la respiracion, la fotosintesis o el
crecimiento, por mencionar algunos. Sin embargo, el efecto del estrés
aleloquimico sobre el metabolismo central es un mecanismo que no ha sido

abordado y, en particular, durante el proceso de germinacion.

En el presente trabajo se muestran los efectos producidos por el estrés
aleloquimico, inducido por la maleza S. deppei sobre la germinacion de L.
esculentum, haciendo énfasis en el metabolismo central del carbono y como éste
se ve afectado durante el proceso de imbibicidn. Los resultados muestran que, en
general, durante la imbibicién hay una alteracién en la movilizacién de lipidos y
proteinas (Figuras 7 y 8) en las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de S.
deppei, 1o que sugiere que estas semillas pueden tener un menor suministro de

metabolitos como son unidades de acetil CoA y precursores para la sintesis de



novo de las proteinas (aminoacidos) que provienen de vias metabdlicas como el

ciclo de Krebs (Figura 17).

Figura 17. Ciclo de krebs Adaptada de http://www.biol.unlp.edu.ar/

Al existir un déficit en la movilizacién de las reservas energéticas, el metabolismo
del carbono también se ve afectado. Lara-Nufiez y colaboradores (2009)
reportaron un retraso en la degradaciéon del almidon durante la imbibicion con el
lixiviado de S. deppei. Este retraso se puede relacionar con la disminucién en la
actividad de la PFK; en las primeras 12 hrs. de imbibicion la actividad de ésta
enzima, en las semillas imbibidas, presentd una disminucion significativa (Figura
9). Al analizar las enzimas del ciclo del glioxilato y ciclo de Krebs se observd que
el metabolismo del carbono seguia presentando una alteracién en las semillas
tratadas. La MS, una de las dos enzimas unicas del ciclo del glioxilato, present6
(Figura 14), en las semillas control, una actividad menor en comparacion con la
actividad de las semillas imbibidas con el lixiviado acuoso de S. deppei, a partir de
las 24 hrs., momento en el cual las semillas control inician la protusion radicular.
La disminucion en la actividad de la MS de las semillas control se puede atribuir a
un déficit en la cantidad de glioxilato producido por la ICL, una de las dos enzimas
unicas del ciclo del glioxilato. La actividad de esta enzima, en las semillas control,

aumentd significativamente (Figura 13), esto sugiere que la ICL puede estar



transformando el isocitrato en succinato en vez de glioxilato (Figura 18), este
cambio es atribuido a razones energéticas, ya que con el succinato se obtienen
mas moléculas de poder reductor, las cuales, en la cadena de transporte de
electrones producen mas ATP. Esto se puede comprobar, de manera indirecta,
con la actividad de la MDH del ciclo de Krebs, cuya actividad también es mayor en
las semillas control (Figura 12). Esto es porque el succinato, formado por la ICL,
entra en el ciclo de Krebs aportando una mayor cantidad de sustrato, lo que se
traduce en un aumento en la actividad de las enzimas finales del ciclo. Tanto el
ciclo de Krebs como el del glioxilato son muy importantes debido a la cantidad de
intermediarios metabdlicos producidos por estos ciclos. Por otro lado, la actividad
de las enzimas de estos ciclos en las semillas imbibidas con el lixiviado de S.
deppei fue diferente; por ejemplo, la actividad de la MS fue mayor a las 24 y 36
hrs., a diferencia de la actividad de la ICL y la MDH que fue significativamente
menor (con una P>0.05) que en el control (Figuras 12, 13 y 14). La diferencia, en
la actividad de las enzimas de estos ciclos y, en general, del metabolismo del
carbono, como se mencioné anteriormente, puede explicar parcialmente el retraso
observado en la germinacién de las semillas expuestas al lixiviado de S. deppei,

alterando las necesidades fisiologicas de la semilla durante este proceso.

Figura 18. Ciclo del glioxilato adaptada de http://www.uprm.edu



En resumen, las alteraciones en el metabolismo del carbono y sus implicaciones
en la germinacién de las semillas de jitomate se muestran en la Figura 19 de

donde podemos concluir:
® Se observan alteraciones en la movilizacion de lipidos y proteinas

® La glucdlisis, a través de la actividad de la PFK y PK, presenta alteraciones

en las primeras horas de imbibicion.

® La actividad de MS, ICL, CS y la MDH de los ciclos de Krebs y glioxilato son

modificadas por el tratamiento

® Por lo tanto, el aporte de metabolitos y de precursores, asi como la
produccion de energia, no es suficiente para que el proceso de la
germinacion se lleve de manera normal, lo que refleja el retraso de la

protusion de la radicula.

Figura 19. Diagrama del Metabolismo del Carbono donde se muestran los ciclos estudiados y las
enzimas cuya actividad es modificada durante la germinacion de las semillas de Lycopersicon
esculentum, en presencia del lixiviado acuoso de la maleza Sicyos deppei (estrés aleloquimico).
Las letras en circulos rojos representan las enzimas involucradas y corresponden: a: PFK; b: MDH;
c: CS; d: ICL e: MS. Las flechas en negro representan disminucién (hacia abajo) y aumento en la
actividad (hacia arriba).
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