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DETERMINACION DE LA PERSISTENCIA EN SUELO Y EFECTO ALELOPATICO DE
COMPUESTOS FENOLICOS DE Prosopis laevigata

RESUMEN

En el presente estudio se determiné la variacion de los perfiles fendlicos
foliares de mezquite (Prosopis laevigata) durante un ciclo anual y se evalud la
persistencia en suelo y su potencial fitotoxico en la germinacion de semillas de
papalo (Porophyllum ruderale) y teozintle (Zea mays subsp. mexicana). Las
variaciones en la composicion fendlica de hojas, asi como las de los extractos
adicionados a suelo se determinaron por métodos espectrométricos y de
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion de arreglo de diodos (HPLC-
DAD). La fitotoxicidad de los extractos fendlicos foliares de P. laevigata se evaluo
registrando los efectos sobre la germinacion de semillas de papalo (Porophyllum
ruderale) y teozintle (Zea mays subsp. mexicana). Los resultados revelaron que las
hojas de esta especie de mezquite acumulan una relevante diversidad de
compuestos fendlicos, seis flavonas (posibles derivados de luteolina y de vitexina),
cuatro flavonoles (derivados glicosidos de quercetina e isoramnetina), y dos acidos
fendlicos, cuyas concentraciones relativas, e incluso presencia, varia durante un
ciclo anual. Los contenidos de fenoles totales y taninos fueron variables durante un
ciclo anual, los valores mas altos se registraron en julio (55.82 mg/g extracto seco y
0.28 mg/g extracto seco, respectivamente), mientras que los mas bajos se
registraron en marzo (38.90 mg/g extracto seco y 0.19 mg/g extracto seco,
respectivamente). El extracto foliar de P. laevigata tuvo efecto fitotoxico,
dependiente de la concentracién, sobre las semillas de papalo (Porophyllum
ruderale) y de teozintle (Zea mays subsp. mexicana). La concentracion mas alta de
extracto evaluada (5 mg/mL) redujo la germinabilidad de semillas de P. ruderale en
94% vy la velocidad de germinacién en 91%, y la germinabilidad y velocidad de
germinacién de las semillas de Z. mays subsp. mexicana en 52% y 63%,
respectivamente. Los resultados de la persistencia de los compuestos fendlicos

foliares de P. laevigata en suelo indicaron que éstos sufren descomposicion durante

\



los primeros 15 dias después de ser adicionados al suelo, ya que, en los perfiles de
éste no se encontrd ninguno de los flavonoides presentes en el extracto foliar a ese

tiempo.
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ABSTRACT

In the current study, the annual variation of foliar phenolic profiles of mesquite
(Prosopis laevigata) was determined and the persistence in soil and its phytotoxic
potential in the germination of seeds of papalo (Porophyllum ruderale) and teozintle
(Zea mays subsp. mexicana) was evaluated. The variations in the foliar phenolic
composition, as well as those of the extracts added to soil were determined by
spectrometric methods and high performance liquid chromatography with diode
array detection (HPLC-DAD). The phytotoxicity of the foliar phenolic extracts of P.
laevigata was evaluated by registering the effects on the germination of seeds of
papalo (Porophyllum ruderale) and teozintle (Zea mays subsp. mexicana). The
results revealed that the leaves of this mesquite species accumulate a relevant
diversity of phenolic compounds, six flavones (possible derivatives of luteolin and
vitexin), four flavonols (derived glycosides of quercetin and isorhamnetin), and two
phenolic acids, whose relative concentrations, and even presence, varies during an
annual cycle. The total phenolics and tannin contents varied during an annual cycle,
the highest values were registered in July (55.82 mg/g dry extract and 0.28 mg/g dry
extract, respectively), whereas the lowest values were registered in Mars (38.90
mg/g dry extract and 0.19 mg/g dry extract, respectively). The foliar extract of P.
laevigata showed a concentration-dependent phytotoxic effect on the seeds of
papalo (Porophyllum ruderale) and teozintle (Zea mays subsp. mexicana). The
highest evaluated concentration of extract (5 mg/mL) reduced the germinability of P.
ruderale seeds in 94% and the germination rate in 91%, whereas the germinability
and germination rate of Z. mays subsp. mexicana in 52% and 63%, respectively.
The results of the persistence of the foliar phenolics of P. laevigata in soil indicated
that these compounds degrade in the first 15 days after their addition into soil, as
none of the flavonoids found in the foliar extract was found in the soil extract at this

time.
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INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios sintetizados por las
plantas. En ellas desempefian una gama muy amplia de funciones involucradas en
el establecimiento de las relaciones planta-ambiente, como son las alelopaticas. Las
relaciones que las plantas establecen con su ambiente les permite garantizar su

sobrevivencia como poblaciones y especies.

Ademas de las funciones que desempefian en las plantas, los compuestos
fendlicos tienen también una muy amplia gama de actividades biolégicas, como
antioxidante, antitumoral, y antinflamatoria, entre otras, que los humanos hemos

utilizado para prevenir y curar enfermedades.

El mezquite (Prosopis laevigata) es una planta abundante en las regiones
aridas y semiaridas de México. Esta especie de la familia Leguminosae es de
importancia apicola y se considera que enriquece suelos agricolas por su capacidad
de fijar nitrégeno. Para algunas especies del género Prosopis se han reportado
efectos alelopaticos asociados a los compuestos fendlicos que acumulan. Sin
embargo, existe poca informacidn sobre la permanencia de esos compuestos en el

suelo y su papel como moduladores de la germinacién de semillas.

En el presente trabajo se determiné la variacion fendlica foliar de Prosopis
laevigata, durante un ciclo anual, y la permanencia, también durante un ciclo anual,
de sus compuestos fendlicos foliares en suelo. Ademas, se evalué el efecto
fitotoxico de los extractos fendlicos foliares en la germinacion de semillas de papalo
(Porophyllum ruderale) y teozintle (Zea mays subsp. mexicana). Los resultados
contribuyen a incrementar el conocimiento sobre esta especie de mezquite, sobre
la estabilidad de los compuestos fendlicos en el suelo, y sobre el potencial de esta

especie para desarrollar productos naturales para el manejo de malezas.
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|. ANTECEDENTES
1.1 EL GENERO Prosopis

1.1.1 Distribucién

El género Prosopis alberga 44 especies, de éstas, 42 crecen en Ameérica. El
género forma parte de la familia Leguminoseae (Fabaceae), subfamilia Mimosoidea
(Saidman et al., 2000). La subfamilia Mimosoidea se considera originaria de Africa
tropical, donde persiste un representante, la menos especializada y mas mesdfila,
Prosopis africana Taubert, la cual pertenece a la seccién Anonychium, siendo
probablemente su Unico miembro. Se conocen tres especies mas en el continente
Euroasiatico Africano, éstas forman la seccion Prosopis. La seccion Prosopis se
encuentra desde el norte de Africa hasta el Causco y la india. En el Continente
Americano sobresalen cuatro lineas evolutivas y sus integrantes se caracterizan por
su distribucion dentro de regiones de clima arido. En América sobresalen dos
secciones por la cantidad de sus elementos, la seccion Strombocarpa (con 9
especies) y la seccion Algarobia (con 30 especies) (Rzedowski, 1988). La seccion
Strombocarpa incluye arboles y arbustos con espinas foliares, estipulas lignificadas,
rectas, en pares divergentes, y tamafo variable. La seccion Algarobia, la mejor
representada en México, ocupando mas del 50% de la superficie de las zonas aridas
y semiaridas, incluye arboles y arbustos, con espinas, ocasionalmente sin ellas,
espinas caulinares, axilares uninodales, solitarias o frecuentemente en pares, que
crecen en las zonas mas calidas y secas de América (Rzedowski, 1988). En la

Figura 1 se muestra la distribucién de Prosopis en Ameérica.
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Figura 1. Distribucion geogréfica de Prosopis en América (Rzedowski, 1988).

Las principales especies y su distribucion en México son las siguientes
(Palacios, 2006):
1) Prosopis odorata, en Baja California Norte, Sonora, Chihuahua, Tamaulipas,
Nuevo Ledn, y Zacatecas.
2) P. glandulosa, en Coahuila, Nuevo Leén, y Tamaulipas.
3) P. velutina, en Sonora
4) P. articulata, en Sonora y Baja California Sur.
5) P. tamaulipana en Tamaulipas, Nuevo Leon, San Luis Potosi, y Veracruz.
6) P. yaquiana sp. nov., en Sonora, Baja California Sur, y Sinaloa.
7) P. vidaliana, en Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Yy
Chiapas
8) P. laevigata, en Nuevo Ledn, Durango, Tamaulipas, Zacatecas, San Luis Potosi,
Aguas Calientes, Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Michoacan, Estado de
México, Morelos, Puebla, Guerrero, Oaxaca, y Chiapas.
9) P. mezcalana sp. nov., en Guerrero y Michoacan.
10) P. mayana sp. nov., en Yucatan.

11) P. juliflora, en Yucatéan.
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En la actualidad, el cambio climético y las actividades antropogénicas estan
favoreciendo la desaparicidn rpida de recursos naturales. México presenta una de
las mayores tasas de deforestacion a nivel mundial (Mas et al., 2009). Segun
Rosete-Vergés et al. (2014), los niveles de deforestacion en México alcanzaron
500,000 ha anuales en 2007, y la superficie ocupada por plantaciones forestales y

vegetacidn secundaria se ha estado incrementando desde el afio 2000.

Los ecosistemas aridos y semiaridos, donde crecen los mezquites, cubren
mas de la mitad de la superficie de México y han estado sujetos a una continua
perturbacién debido a actividades antropogénicas, tales como las agricolas,
ganaderas, y de sobre recoleccion de especies utiles, entre otras, las cuales han
disminuido y fragmentado las poblaciones vegetales y animales (Valenzuela-Nufiez
etal., 2012). La sobreexplotacién y el mal uso de los ecosistemas forestales provoca
una pérdida de calidad en los servicios ambientales, como son la fijacion de
emisiones de gases de efecto invernadero, la reduccion de la calidad de las aguas,
la erosion, y la desertificacion de los suelos, entre otros, 10 que pone en riesgo la

forma de vida e integridad cultural de las poblaciones (Lopez-Feldman, 2012).

1.1.2 Descripcion botanica

De acuerdo con Cervantes (2002), la gran variabilidad genética del género
Prosopis ha complicado su clasificacion taxondmica; en la Tabla 1 se presenta la
clasificacion botanicay las especies y variedades que ese mismo autor propone que
se encuentran en México. Existen algunas incongruencias entre la clasificacion de

Cervantes (2002) y la de Palacios (2006) en el reconocimiento de algunas especies.




Ana Isabel Chaidez Ayala CIIDIR-IPN Durango M. C. EN Gestién Ambiental

Tabla 1. Descripcion taxonémica del género Prosopis, especies, y variedades de
México de acuerdo con Cervantes (2002).

Categoria taxonémica Nombre
Reino Vegetal
Phylum Spermathophita
Subphylum Angiosperma
Clase Dicotiledonea
Familia Leguminosae
Subfamilia Mimosoideae
Género Prosopis
Especies laevigata (Humb. et Bonpl. Ex Willd)
M.C Johnst

articulata S.Wats

pubescens Gray

palmeri Wats

tamaulipana Burkhart

glandulosa var. Glandulosa Torr
glandulosa var. Torreyana L. Benson
velutina Wooton

julifiora (Swarts) D.C

reptans var. Cinerancens Gray

La descripcion botanica general del género Prosopis es la siguiente: arboles
o0 arbustos espinosos, perenes que de acuerdo con la profundidad del suelo pueden
llegar a medir hasta 10 m de altura. Su raiz principal se puede elongar tanto como
sea necesario para alcanzar el manto freatico de agua subterranea; las raices
laterales se pueden dispersar en una distancia de hasta 15 m. Su tronco es sélido
de corteza oscura o negruzca, los tallos mas delgados son espinosos. Sus hojas
son compuestas, de 5 a 10 mm de largo, tiene pequefias estipulas que luego secan

y caen. La época de formacion de rebrotes se extiende desde marzo hasta mayo;

I EEEEEEEEEE———
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los foliolos permanecen en la planta de abril a diciembre. Sus flores se encuentran
agrupadas en racimos en forma de espiga; son de color amarillo verdoso, son
sumamente pequefas, miden de 4 al0 mmy el eje principal de la inflorescencia es
de 1 a 2 mm, producen un aroma y néctar agradable que atrae a los insectos
polinizadores. El mezquite florece durante un lapso corto que inicia en febrero-
marzo y termina en abril-mayo. Los frutos son vainas estiradas, rectas o curvadasy
en algunos casos pueden ser de forma espiral, de 10 a 30 cm de longitud; pueden
ser planas o cilindricas en la madurez, contienen de 12 a 20 semillas. La cascara o
pericarpio es fibrosa, de color paja o rojizo-violeta. El mesocarpio presenta una
pulpa gruesa y esponjosa, de sabor dulce, que envuelve el endocarpio el cual esta
unido en pequefios compartimientos donde se alojan las semillas que se encuentran
colocadas en una hilera. La fructificacion se extiende durante los meses de mayo a
agosto. Las vainas se forman en cuanto la flor ha sido fecundada, empiezan a
madurar en el mes de junio, en el mes de agosto ya han adquirido una abultada
forma y un color paja. La cosecha se realiza a partir de agosto hasta el mes de
octubre. Las semillas son de forma alargada o aplastada, duras, su coloracion varia
desde café claro al obscuro, segun la especie, variedad y el sitio donde se produce.
La dispersion de las semillas es zodcaro, es decir, via tracto digestivo de animales
(Cervantes, 2002).

1.1.3 Importancia ecolégicay usos

Los mezquites constituyen parte esencial de la diversidad floristica de las
zonas aridas y semiaridas de Meéxico, donde frecuentemente son el Unico
componente arboreo de la vegetacion. Forman parte de la vida de los campesinos
mexicanos desde épocas muy remotas y son considerados un recurso muy
apreciado por los habitantes de zonas éaridas debido a que brinda mdultiples
alternativas de utilizacion, del cual se obtienen diversos beneficios. Se sabe que fue

utilizado por todos los pueblos nbmadas de cazadores-recolectores que habitaron
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la region de Aridoamérica que abarca el norte de México y el sur de Estados Unidos
(Sauceda et al., 2014).

El mezquite formaba parte de la alimentacién de los pueblos némadas, era
utilizado para la elaboracion de utensilios y juguetes. En épocas mas resientes, su
uso se ha diversificado, por ejemplo, en comunidades indigenas, la coccion de su
corteza se usa para curar heridas, como vomitivo, y como laxante. El jugo de sus
hojas es usado para curar enfermedades oculares, sus vainas como alimento para
ganado y para la elaboracion de harinas para preparar un tipo de pan llamado
mezquitamal. Con la madera se elaboran muebles, se usa como combustible y para

la construccion de cercas y algunos tipos de viviendas (Sauceda et al., 2014).

Los estados de México que tienen mas produccion forestal de mezquite son
los del norte y centro del pais, sobresalen Sonora, Durango, Coahuila, Nuevo Leon,
Tamaulipas, Zacatecas, San Luis Potosi, y Guanajuato. En el estado de Durango
se reportan 555,878 ha de mezquite, en los municipios de Tlahualilo, Lerdo, Indé,
Cuencameé, San Pedro del Gallo, San Juan de Guadalupe, Pefion Blanco, El Oro,
Rodeo, Durango, Simén Bolivar, y Nazas (Hernandez et al., 2007; Cervantes, 2002;
Rzedowski, 1988).

La importancia ecologica de los arboles de mezquite radica en que son
fijadores de nitrdgeno atmosférico, contribuyendo con esto a mejorar la fertilidad del
suelo, en su accidon como retenedores de suelo (por lo que contribuyen a evitar la
erosion), en que proporcionan alimento y defensa a la fauna silvestre, y en que son

sefaladores del manto freatico (Hernandez et al., 2007).
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1.2 EL METABOLISMO SECUNDARIO DE LAS PLANTAS

1.2.1 Aspectos generales

Las plantas sintetizan y acumulan un gran nimero de compuestos llamados
metabolitos secundarios que son de gran importancia ecoldgica y econémica
(Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2011). Se calcula que mas de 100,000 metabolitos de
interés para la industria en general son producidos por las plantas y que cada afio
cerca de 1600 estructuras quimicas nuevas son descritas (Pérez-Alonso y Jiménez,
2011). Estos metabolitos tienden a tener una distribucion especie-especifica en las
plantas (Almaraz-Abarca et al., 2006a; Medina-Medrano et al., 2015; Avila-Reyes et
al., 2018) y sus contenidos pueden estar influenciados por las condiciones
ambientales (Gutiérrez-Velazquez et al., 2018) y por el estado de desarrollo de las
plantas (Cobaleda-Velazco et al., 2017).

A principios del siglo XX, se consideraba que los metabolitos secundarios no
tenian una funcion definida en los procesos fotosintéticos, respiratorios, de
asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos (Kutchan, 2001). Sin embargo, actualmente se sabe que
algunos metabolitos secundarios actuan como precursores de sustancias del
metabolismo primario, tal es el caso de algunos compuestos terpénicos a partir de
los cuales se sintetizan dos importantes hormonas vegetales, el acido abscisico y
las giberelinas, y que algunos metabolitos dirigen el transporte de otro tipo de
hormonas vegetales fundamentales para el desarrollo, las auxinas (Almaraz-Abarca
et al., 2006b). Esos descubrimientos han contribuido a cambiar la apreciacion

“secundaria” de los metabolitos secundarios, aunque el nombre persiste.

Los metabolitos secundarios funcionan como sistemas de defensa de las
plantas contra herbivoros, microbios, virus, y plantas competidoras; también como
atrayentes de animales polinizadores o dispersores de semillas. Algunos son

pigmentos que proveen de color a flores y frutos y otros proporcionan a las plantas
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sabores amargos, haciéndolas de dificil consumo o venenosas (Strack, 1997). Esas
funciones convierten a los metabolitos secundarios en elementos importantes para
la supervivencia y el éxito reproductivo de las plantas, es por esto por lo que los
metabolitos secundarios representan caracteres adaptativos que han sido
sometidos a seleccion natural durante la evolucion (Wink, 2003).

Los metabolitos secundarios se pueden clasificar de diferentes maneras.
Segun su ruta biosintética, han sido divididos en tres categorias principales:
compuestos nitrogenados, terpenos, y compuestos fendlicos. Representantes
importantes de los compuestos nitrogenados son los alcaloides y glucésidos
cianogénicos. Existen cerca de 4000 estructuras conocidas de alcaloides. Estos
compuestos son fisiologicamente activos en humanos (como la cocaina, nicotina,
morfina, cafeina) y de gran interés en la industria farmacéutica. “Los glucosidos
cianogeénicos, se consideran posiblemente los metabolitos secundarios con mayor
relacion en las funciones de defensa” (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011). Los
glucésidos cianogénicos derivados de aminoacidos de cadena ramificada o
aromaticos se han encontrado en mas de 2000 especies de plantas, incluyendo
representantes de todos los grupos de plantas vasculares; debido a su toxicidad la
presencia de glucosidos cianogénicos en plantas de cultivo puede causar
problemas graves, tanto en animales como en humanos (Bennett y Wallsgrove,
1994).

Los terpenos son un grupo muy numeroso de metabolitos secundarios,
muchos son insolubles en agua, y son clasificados de acuerdo con el nimero de
unidades de isopreno (C5) que contienen. El isopreno es la unidad fundamental de
sus estructuras quimicas (Serrano et al., 2006). Los terpenos se sintetizan a partir
de metabolitos primarios por dos rutas: la del acido mevalénico y la ruta del
metileritritol fosfato (MEP) (Gonzélez et al., 2007). Tienen un alto valor econémico
por ser utilizados en la industria cosmética y alimentaria (para la elaboracién de
fragancias y aromas) y por su importancia en la elaboracién de productos agricolas

(Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2011).
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Los compuestos fendlicos, también llamados fenoles o polifenoles vegetales,
poseen al menos un anillo aromatico con un radical hidroxilo sustituyente en su
estructura quimica, o sea un grupo fendlico (Pefiarrieta et al., 2014) El fenol mismo
se encuentra como un producto natural en el reino vegetal, pero es mas comun que
los compuestos fendlicos tengan dos 0 méas grupos hidroxilo (Almaraz-Abarca et al.,
2006b).

En la biosintesis de los compuestos fendlicos participan dos rutas: la ruta del
acido malénico, poco empleada por las plantas superiores pero importante fuente
de fenoles para bacterias y hongos, y la ruta del &cido shiquimico, del cual se deriva
la mayoria de los compuestos fendlicos de plantas (Avalos-Garcia y Pérez-Urria,
2011).

El acido shiquimico se biosintetiza a partir del fosfoenol piruvato y la eritrosa-
4-fosfato para formar el precursor llamado acido 3-deshidroquinico. Este acido
puede formar varios metabolitos, como el acido protocatecuico, el acido quinico, y
el acido galico (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2011) y los taninos condensados que
se originan de la polimerizacion oxidativa de las catequinas que reducen el ritmo de
descomposicion de la materia organica (por la inhibicion de las bacterias nitrificantes
en los suelos forestales), que es importante para los ciclos de circulacion de

minerales en el tierra (Sampietro, 2002).

1.2.2 Funciones ecoldgicas de los fenoles vegetales

El interés antropocéntrico por los compuestos fendlicos se debe
principalmente a su papel protector contra enfermedades causadas por el dafio
oxidativo (Viveros-Valdez et al.,, 2008), contra diabetes (Zang et al., 2015),
enfermedades cardiacas (Fernandez-Panchon et al., 2008) y cancer (Oseni, 2017),

entre otras.
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En las plantas, los compuestos fenodlicos estan implicados en una diversidad
amplia de funciones, entre ellas, de defensa contra estrés ambiental (Singsaas y
Sharkey, 2000), contra el ataque de microorganismos (Ryals et al., 1994), y de
herbivoros (Hadacek, 2002). Particularmente, las relaciones planta-herbivoro, que
pueden ser de atraccion, como en los polinizadores y dispersores de semillas; de
disuasién; y de toxicidad son muy complejas y dependen en parte de las
concentraciones en las que las plantas acumulan o liberan compuestos fendlicos
(Almaraz-Abarca et al., 1998).

La alelopatia es otra funcion de las plantas en la que los compuestos
fendlicos estan implicados, pudiendo afectar indirectamente a las tasas de
inmovilizacion o mineralizacion de N en el suelo (Cesco et al., 2012). Los
compuestos fendlicos son comunes en los productos de descomposicidon como
precursores importantes de sustancias humicas en los suelos. En éstos, los
compuestos fendlicos generalmente se encuentran en tres formas: los fenoles
sustituidos en orto, tales como los acidos salicilico y o-cumarico; los fenoles dihidro-
sustituidos, tales como los acidos protocatequidico y caféico, que son adsorbidos
por minerales arcillosos formando complejos de quelatos con metales; y los fenoles
libres, que pueden acumularse en la rizosfera, especialmente en suelos inundados
con aguas que contiene residuos vegetales influyendo asi en la acumulacion y
disponibilidad de nutrientes del suelo y en las tasas de ciclo de nutrientes, que en
Ultima instancia afectan al crecimiento de las plantas (Li et al., 2010) y pueden

determinar su distribucion espacial (Michela et al., 2000).

1.3. ALELOPATIA, CONCEPTO Y GENERALIDADES

Kruse et al. (2000) mencionan que el término alelopatia, del griego allelon
(uno al otro) y del griego pathos (sufrir), “efecto perjudicial de uno sobre otro”, fue

utilizado por primera vez por Molisch en 1937 para describir los efectos nocivos o

11
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benéficos que son, ya sea directa o indirectamente, el resultado de la accion de

compuestos quimicos que, liberados por una planta, ejercen su accion en otra.

Gallego et al. (2008) indican que la definicion de alelopatia aceptada por la
Sociedad Internacional de Alelopatia de Cadiz Espafia dice que es “el proceso que
involucra a metabolitos secundarios sintetizados por las plantas, microorganismos,
virus, y hongos que influyen en el crecimiento y desarrollo de sistemas biol4gicos,
excluyendo animales, incluyendo efectos positivos y negativos”. Se sabe que es una
de las principales y poco estudiadas causas de los problemas de restablecimiento
de bosques debido a la acumulacion de sustancias fitotoxicas en los suelos que
pasiva o activamente modulan las condiciones para la restriccion de la poblacion

vegetal y/ microrganismos en el suelo (Haig, 2008).

Las primeras observaciones registradas de alelopatia de malezas y cultivos
fueron hechas por Teofrasto, "el padre de la botanica", que en el afio 300 a.C.,
escribié acerca de como el garbanzo agotaba el suelo y destruia las malas hierbas;
por Cato el Viejo (234-140 a.C.), quien escribié acerca de como el garbanzo y la
cebada dejaban secas las tierras de cultivo; y por Plinio el Viejo (23—-79 d.C), quien
menciond que la “sombra” de nogal (Juglans regia L.) era toxica para otras plantas

en las cercanias e incluso causa dolor de cabeza en el hombre (Aliotta et al., 2008).

Un aspecto fundamental cuando se trabaja con efectos alelopaticos es
identificar los compuestos responsables de dicho efecto; sin embargo, también es
necesario determinar aspectos sobre cémo los aleloquimicos afectan la dinamica
de los nutrientes, el modo de transporte de estos compuestos desde la planta
donadora a la receptora, y la biodisponibilidad (tiempo de permanencia y

degradacion) de estos compuestos en el suelo (Gallego et al., 2008).

La persistencia de los compuestos fitotoxicos en el suelo es crucial para
determinar la actividad alelopatica de una especie (Lorenzo y Gonzélez, 2010), si

los compuestos son degradados rapidamente o trasformados en el suelo se pierde
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su capacidad fitotéxica. Ademas, la permanencia de los compuestos fitotoxicos
modifica la actividad microbiana del sustrato, el proceso de fijacién de nutrientes, y
el proceso de nitrificacion, entre otros (Gallego et al., 2008).

Se ha hecho imperante desde el punto de vista agronémico la necesidad de
encontrar nuevos herbicidas, debido a la proliferacion de malezas que han creado
resistencia frente a los herbicidas convencionales (Heap, 1997; Macias et al., 2000),
buscando que produzcan un menor impacto en el ambiente y que sus residuos
(productos de su biotransformacién) sean inocuos para otros organismos.
(Sandermann, 2006) También, buscando que las fuentes naturales de compuestos
tengan un principio mas especifico en su modo de accion y que sus productos de

transformacion sean mas tolerables por el ambiente (Oliveros-Bastida, 2008).

1.3.1. Modos de liberacion de agentes alelopaticos

En la alelopatia planta-planta los efectos inhibidores mas comunes son
visibles sobre funciones tales como la respiracion, fotosintesis, equilibrio hidrico y
funcidn estomatica, conductancia del agua, flujo en el xilema, permeabilidad de la
membrana, division celular y desarrollo, sintesis de proteinas, y alteracion de la
actividad enzimatica (Rodriguez-Pérez, 2006). Dentro de las plantas, los
aleloquimicos pueden distribuirse ampliamente entre érganos tales como semillas,
flores, polen, hojas, tallos, y raices, 0 a veces se encuentran sélo en uno o dos de

estos organos (Haig, 2008).
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Figura 2. Modos de liberacion de agentes alelopaticos por parte de las plantas
(Sampietro, 2002).

Los modos de liberacion de los agentes alelopaticos (Figura 2) son la
volatilizacion, la desintegracion de residuos vegetales, la lixiviacion, y la exudacion
de raices (Blanco, 2006). Esta ultima habia sido poco considerada en estudios
alelopaticos, ya que se habia puesto mayor atencién a los aspectos mas visibles, o
sea los que ocurren en la parte aérea de las plantas. Sin embargo, la importancia
central de la comunicacion subterranea y la transferencia entre plantas vecinas

actualmente ha recibido méas atencién (Haig, 2008).

1.3.1.1 Volatilizacion

Este modo de liberacion se lleva a cabo en plantas que producen etileno y
aceites esenciales volatiles, los cuales estan constituidos fundamentalmente por
terpenoides (Zamorano, 2006). Muchas de las especies que comunmente liberan
compuestos volatiles pertenecen a los géneros Artemisia, Salvia, Parthenium,

Eucalyptus, y Brassica (Kruse et al., 2000). Muchos de los compuestos volatiles han
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demostrado también tener actividad insecticida. En ecosistemas desérticos y
mediterraneos, la liberacién de compuestos alelopaticos a través de volatilizacion
es un mecanismo frecuente, debido al predominio de altas temperaturas
(Sampietro, 2002).

1.3.1.2 Lixiviaciéon

Se llama lixiviacion a la separacion de sustancias presentes en las plantas
vivas 0 muertas por efecto de la precipitaciéon, nieve, niebla, o rocio (Sampietro
2002). Su efectividad depende del estado fenolégico de la planta, del tejido vegetal,
de la relacién C/N, y de las condiciones ambientales, como la temperatura y la
humedad, y de la accidon de los microorganismos (Kruse et al., 2000). Una gran
variedad de agentes alelopaticos de diferente naturaleza, tales como compuestos
fenadlicos, terpenos, y alcaloides son liberados al suelo de esta manera. Hasta la
fecha se conoce la toxicidad de los lixiviados de varias semillas y hojas, sobre

plantas silvestres y cultivadas (Santos et al., 2001).

1.3.1.3 Exudacioén de raices

Las toxinas liberadas por algunos cultivos y/o malezas pueden disminuir el
rendimiento de otros cultivos (Blanco, 2006). Es conocido que sustancias exudadas
por las raices disminuyen la germinacién de ciertas semillas, el crecimiento de
brotes y raices, la incorporacion de nutrientes y la nodulacién (Kruse et al., 2000)
Elementos como la edad de la planta, la nutricién, la luz, y la humedad influyen tanto
cualitativamente como cuantitativamente en la liberacion de sustancias por las
raices (Sampietro, 2002). Recientemente, el efecto de los exudados radiculares ha
sido extensamente estudiado por las consecuencias que tiene sobre las
propiedades del suelo, tanto la presencia del exudado en si, como las

modificaciones microbianas causadas por éste (Weir y Vivanco, 2008).
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Metabolitos secundarios como las chalconas, flavonas, isoflavonas,
flavonoles, flavononas e isoflavonoides, pueden ser liberados por las raices de las
plantas en la rizosfera como resultado de la renovacion, lesion y/o descomposicién
de la raiz (liberacién pasiva) o por exudacién de la raiz (liberacién activa) (Cesco et
al., 2012).

1.3.1.4 Desintegracién de residuos vegetales (biodegradacion)

Una gran cantidad de agentes alelopaticos son liberados por la
descomposicion de residuos de las plantas. El tipo de suelo, la composicion del
residuo y las condiciones de descomposicion son factores que influyen en la
naturaleza de los compuestos liberados (Kruse et al., 2000). Las sustancias
alelopaticas liberadas por la degradacion de residuos vegetales en el suelo entran
en contacto con las raices de las plantas, ejerciendo su accion (Sampietro, 2002).
Estos compuestos al ser liberados sufren transformaciones hechas por la microflora
del suelo, dando origen a otros compuestos que pueden tener una actividad
biologica mayor. Algunas investigaciones, usando extractos acuosos vegetales, han
demostrado que los inhibidores o estimulantes son liberados rapidamente en el
proceso de degradacion, influyendo en las reacciones alelopaticas sobre diferentes
cultivos, dependiendo del tiempo de aplicacion y las concentraciones empleadas
(Blanco, 2006).

1.4. COMPUESTOS FENOLICOS Y CONTENIDO DE NUTRIENTES
(NITROGENO, FOSFORO, CALCIO, POTASIO, Y MAGNESIO) EN EL SUELO

El suelo es imprescindible para la vida de las plantas terrestres, en él se
desarrollan sus raices con las que absorben el agua y los nutrientes (Dalton et al.,
1983). El suelo sirve ademas de soporte para equilibrar su tallo. Las propiedades
del suelo determinan la disponibilidad de agua y nutrientes, ademas de influir en el
crecimiento y expansion de sus raices. La relacion suelo-planta se da por el aporte

de materia organica y de metabolitos secundarios que las plantas hacen al suelo
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(Masa et al., 2008) y que modifican las propiedades de éste, alterando a su vez la
disponibilidad de nutrientes (Halvorson et al., 2016) y la morfologia de las raices
(Gelsomino et al., 2015), entre otros efectos.

Se ha demostrado que los compuestos fendlicos pueden disminuir la
disponibilidad de ciertos nutrientes y son capaces de modificar las caracteristicas
del suelo como el pH y la materia organica (Cesco et al., 2012).

Segun Pidello (1998) “los fenoles cambian de estado de oxidacién a través
de reacciones, en las cuales intervienen electrones y protones y pueden manifestar
disociaciones acido-base en los cuales solo intercambian protones”. Por lo que
estos compuestos tienen un comportamiento amplio en los procesos microbianos

del suelo, como sustratos donadores de electrones y de carbono.

Los acidos fendlicos son los responsables de la reduccion de la asimilacion
de micro y macroelementos en diversas especies de plantas, por ejemplo, el acido
salicilico, en condiciones de pH bajo, reduce la concentracion de ATP en los tejidos
de las raices, despolariza el potencial eléctrico de la membrana citoplasmica y

aumenta la permeabilidad de los iones (Einhellig, 1986).

1.4.1. Compuestos fendlicos y caracteristicas del suelo

Los nutrientes del suelo, requeridos para el crecimiento de las plantas, se
distribuyen de forma heterogénea con una gran variabilidad temporal y espacial.
Esta caracteristica propia de los ecosistemas naturales puede tener consecuencias
ecoldgicas, afectando al crecimiento y el reparto de la biomasa entre las raices y la
parte aérea (hojas, flores, y frutos) de las plantas (Jackson y Caldwell, 1993;
Wijesinghe et al., 2005).

Se ha propuesto que los metabolitos secundarios, principalmente los

flavonoides, no son rapidamente degradados en el suelo, sino mas bien
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permanecen en €l durante varios meses, afectando con ello las propiedades de éste

y a los microorganismos, semillas, y plantulas presentes en él (Masa et al., 2008).

En un estudio hecho por Mallik (1997) se demostrd que al adicionar al suelo
compuestos fendlicos, como los &cidos protocateico, p-cumarico, hidroxibenzoico,
y fellrico, se reducia el contenido de nitr6geno, fosfato, y materia organica. Esto
podria deberse a diferentes procesos como absorcion, alteracion microbiana de
compuestos fendlicos, y mineralizacion microbiana, afectando el crecimiento de las

plantas.

1.4.2. Prosopis como fuente de sustancias alelopaticas

La actividad alelopética depende de factores como la sensibilidad de la planta
receptora, la liberacion de toxinas al medio y la actividad e interacciones bidticas

gue ocurren en el suelo (Santos et al., 2001).

Varios reportes han demostrado el potencial alelopatico de la familia
Fabaceae-Mimosoideae, como Prosopis juliflora, que inhibe la germinacion del mijo
perla y del trigo (Triticum aestivum) (Siddiqui et al., 2009); inhibe la germinacion de
las semillas y retarda significativamente la tasa de crecimiento de las plantulas de
Cynodon dactylon (Al-Humaid y Warrag, 1998); ademas de que reduce el porcentaje
de germinacién del sorgo e inhibe la germinacion y crecimiento de semillas de
lechuga (Lactuca sativa) (Warrag y Warrag, 2011). Acacia auriculiformis, que es otra
especie de la familia Fabaceae-Mimosoideae, también tiene efectos alelopaticos
gue reducen el porcentaje de germinacion y la longitud radicular del arroz (Oryza
sativa) (Jadhav y Gaynar,1992). Otras tres especies de la misma familia Fabaceae-
Mimosoideae, para las que también se ha reportado que tienen efectos alelopaticos
son P. julifera, P. ruscifolia, y Acacia nilotica, que afectan la germinacion de semillas

y el desarrollo de varios cultivos (Siddiqui et al., 2009; Souto y Eilberg, 1972).
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Hasta donde fue posible investigar para la realizacion del presente estudio,
no se encontraron reportes que informen sobre propiedades alelopéaticas de
Prosopis laevigata.

II. JUSTIFICACION

Diversos autores han demostrado el potencial fitotéxico de los compuestos
fendlicos de varias especies de plantas, incluidas algunas del género Prosopis. Sin
embargo, en la actualidad no existen trabajos que evallen las caracteristicas y la
vida media en el suelo de los fenoles de las especies del género. La mayoria de los
estudios se han hecho para P. juliflora que crece en paises asiaticos, quedando por
explorar las especies americanas, particularmente las que crecen en México.
Desarrollar conocimiento sobre los efectos alelopaticos de los compuestos fenolicos
de la especie de mezquite P. laevigata, abundante en el centro y sur de México,
puede ayudar a la generacion de conocimientos para implementar alternativas de

control de malezas agricolas con herbicidas naturales.

[ll. OBJETIVO GENERAL

Determinar la persistencia de compuestos fendlicos de Prosopis laevigata
durante un ciclo anual y su potencial fitotoxico en la germinacién de semillas de

papalo (Porophyllum ruderale) y teozintle (Zea mays subsp. mexicana).

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar la variacion de la composicion fendlica foliar de Prosopis
laevigata, mediante métodos cromatograficos y espectrofotométricos, durante cinco

etapas de un ciclo anual.
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v Evaluar la variacion de la composicion fendlica de extractos foliares de

P. laevigata en suelo durante intervalos mensuales de un ciclo anual.

v Evaluar la fitotoxicidad de extractos fendlicos de tejido foliar de P.
laevigata sobre el comportamiento de germinacién de semillas de papalo

(Porophyllum ruderale) y teozintle (Zea mays subsp. mexicana).

V. HIPOTESIS

Los compuestos fendlicos presentes en el follaje de Prosopis laevigata son
capaces de persistir en el suelo por periodos variables de tiempo y actuar como

agentes fitotoxicos para diferentes grupos de plantas.

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIAL VEGETAL

El tejido foliar de P. laevigata fue colectado en un predio ubicado a las afueras
de la ciudad de Durango (24° 7' 27" N, 104° 31' 40" W). El ejemplar de referencia se
deposité e identific6 en el Herbario CIIDIR (numero curatorial 52512). Se
seleccionaron cinco individuos adultos de forma azarosa, los cuales se analizaron
de manera independiente. Las muestras se colectaron bimensualmente entre mayo
de 2017 y marzo de 2018.

6.2 EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Los extractos se prepararon de acuerdo con Kimy Lee (2002). Las muestras
de tejido foliar se dejaron secar durante 32 h en una secadora botanica.

Posteriormente, se molieron para obtener particulas finas y lograr una mayor
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superficie de contacto entre el tejido de muestra y el solvente. Diez gramos de
material seco se mezclaron con 100 mL de metanol al 80% (v/v), la mezcla se
macer6 en oscuridad, durante 24 h en un agitador (marca Vante SK-0330-Pro) a
150 rpm, y posteriormente se centrifugé (8000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente). Los sobrenadantes hidroalcohdlicos formaron los extractos
crudos, éstos se concentraron a sequedad, con el fin de determinar el rendimiento.
Los extractos secos se disolvieron en el volumen de metanol al 80% (v/v) que
permitié6 obtener una concentracion final de extracto de 100 mg/mL. Diferentes
alicuotas de los extractos se utilizaron para realizar las determinaciones de fenoles

totales, taninos totales, y las evaluaciones de fitotoxicidad.

6.3 DETERMINACION DEL PERFIL FENOLICO DE LOS EXTRACTOS
FOLIARES

Para determinar los perfiles fendlicos foliares, los extractos crudos fueron
previamente fraccionados con acetato de etilo en una proporcion 1:1 (v/v). La
fraccion de acetato de etilo se concentr6 a sequedad y se resuspendio en el
volumen necesario de metanol para tener una concentracion de 50 mg/mL.

Alicuotas (50 pL) se sometieron a analisis de HPLC-DAD.

La determinacion se hizo en un equipo HPLC-DAD marca Perkin Elmer
Series 200, usando un método en gradiente (Campos y Markham, 2007) con una
columna Perkin Elmer Brownlee Analytical C18 (4.6 x 250 mm, 5um). El solvente A
fue agua acidificada con acido fosférico (pH 2.5) y el solvente B fue acetonitrilo. El
gradiente de solventes fue el siguiente: iniciando 100 % de A, disminuyendo a 91 %
a los 12 min, a 87 % en los siguientes 12 min, al 67 % en los siguientes 12 min, a
57 % en los siguientes 10 min. Esta Gltima proporcién se mantuvo hasta los 60 min
gue duro el andlisis. La velocidad de flujo fue de 0.8 mL/min. El analisis se realiz6 a
temperatura ambiente. Los cromatogramas se registraron a 260 y 340 nm. Los
espectros de cada compuesto se registraron entre 200 y 400 nm, usando un

detector de arreglo de diodos (DAD) marca Perkin Elmer Series 200. Informacion
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estructural fue obtenida por comparacion de los tiempos de retenciéon (TR) y
espectros UV de cada compuesto resuelto en los cromatogramas con los de los
siguientes estandares: acido clorogénico (TR: 22.8; Amax: 245sh; 296sh, 323),
guercetina (TR: 41.9; Amax: 255sh; 295sh, 372), y apigenina (TR: 45.1; Amax: 266sh;
290sh, 337). También se obtuvo informacion estructural interpretando los espectros
UV de acuerdo con la teoria UV de flavonoides y acidos fendlicos desarrollada por
Campos y Markham (2007). El perfil fendlico de cada muestra estuvo formado por

los compuestos encontrados en su respectivo cromatograma.

La concentracion de cada compuesto en un cromatograma se expresd como
el area de pico, de acuerdo a los reportes proporcionados por el equipo de HPLC

utilizado para los analisis.

6.4 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

La cuantificacion de fenoles totales en tejido foliar se determin6é usando el
reactivo de Folin-Ciocalteu, de acuerdo con Nurmi et al. (1996). Se combinaron
1.250 mL de agua destilada, 0.125 mL de cada extracto crudo, y 0.625 mL del
reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla se agité vigorosamente y se dejo reposar por
5 min. Posteriormente, se agregaron 0.187 mL de una solucion de carbonato de
sodio al 20% y se dejo en obscuridad a temperatura ambiente durante 120 min. La
absorbancia se registr6 a 760 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific
Genesys 10S UV-VIS). La concentracion de fenoles totales se estimé a partir de
una curva de acido galico (Abszeonm = 0.0037 [acido gélico] + 7.9602, coeficiente de
correlacién r = 0.997). Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes

de acido gélico por gramo de extracto seco (mg EAG/g ES).
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6.5 DETERMINACION DE TANINOS TOTALES

Se empled el método de Julkunen-Tiitto (1985). Se tom6 una alicuota de 50
ML de muestra (extracto crudo) y se mezclé con 1 mL de vainillina al 0.06 %,
preparada en metanol al 100% y 500 pL de HCI concentrado, se homogenizé la
mezcla, dejando reposar por 20 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. La
absorbancia se registr6 a 500 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific
Genesys 10S UV-VIS). La concentracion de taninos totales se estimé a partir de
una curva de epicatequina (Abssoonm = 0.007 [epicatequina] +11.348, coeficiente de
correlacion r=0.9982). Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes
de epicatequina por gramo de extracto seco (mg EE/g ES).

6.6 EVALUACION DE LA FITOTOXICIDAD DE EXTRACTOS FOLIARES
FENOLICOS DE P. LAEVIGATA, SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE
GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE PAPALO Y DE TEOZINTLE

6.6.1 Semillas

Las semillas de papalo se colectaron en una poblacién natural del municipio
de Durango, Durango, México (24°4'53" N, 104° 3'86" W), mientras que las
semillas de teozintle en una poblacion natural del municipio de Nombre de Dios,
Durango, México, en octubre de 2017. Las semillas se almacenaron en bolsas de

papel a temperatura ambiente y en obscuridad durante cinco meses.

6.6.2 Caracteristicas morfolégicas

Para ambos tipos de semillas se determinaron el peso, la longitud, y la
anchura. El peso promedio de 50 semillas se estimé a partir del registro de tres
lotes, mientras que las dimensiones promedio (longitud y anchura) se determinaron

a partir de las mediciones de 150 semillas, usando un vernier.
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6.6.3 Germinacién

El comportamiento de germinacién (germinabilidad o % de germinacion, y
velocidad de germinacion) de las semillas de papalo se evalué a temperatura
ambiente (25°C) durante seis dias. Observaciones previas al establecimiento de los
tratamientos de fitotoxicidad indicaron que las semillas de esta especie son
indiferentes a la luz para germinar, por lo que las semillas se germinaron expuestas
alaluz (10 h) en cajas Petri (14.5 cm de diametro), con papel filtro. Se colocaron 30
semillas por caja, y se usaron tres cajas por tratamiento de fitotoxicidad.

El comportamiento de germinacion de las semillas de teozintle se evalu6 a
temperatura ambiente (26°C) durante cinco dias. Como observaciones previas al
establecimiento de los tratamientos indicaron que la germinacion de las semillas de
esta especie es inhibida por la luz, se sembraron en macetas (L58x Al5x F14),
conteniendo como sustrato tierra negra comercial (marca Nutrigarden). Se
sembraron 30 semillas por maceta y se usdé una maceta por tratamiento. Las

macetas se mantuvieron a temperatura ambiente, con un régimen de luz de 10 h.

6.6.4 Tratamientos de fitotoxicidad

Para determinar la fitotoxicidad de los extractos de mezquite sobre la
germinacion de las semillas de papalo y de teozintle se realiz6 el siguiente
procedimiento: primero se seleccionaron semillas de cada especie que fueran de
igual tamafio y aspecto y se desinfectaron sumergiéndolas en cloro comercial
preparado al 0.5%, durante cinco minutos y lavandolas después con agua destilada.
Posteriormente, se prepararon tres diferentes concentraciones (0, 1, 3, y 5 mg/mL)
de extracto de tejido foliar de mezquite, cada concentracion representdé un
tratamiento. A las semillas de papalo, sembradas en cajas Petri, se les adicionaron

15 mL de extracto de cada concentracion, al inicio y al cuarto dia de tratamiento.
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A las semillas de teozintle, sembradas en macetas se les agregaron 150 mL

de extractos de tejido foliar de mezquite, cada dia, durante 5 dias.
Para cada tratamiento, se evalué la tasa de germinacién, definida como el

namero de semillas que germinan por unidad de tiempo (V) (Avila et al., 2007), de

acuerdo con Maguire (1962) a partir de la ecuacion:

V =3 [[brotes totales al dia 1]/1 + [ brotes totales al dia n]/n]

donde n es el numero de dias después de la imbibicién.

Para cada tratamiento también se evalud la germinabilidad (porcentaje de

semillas germinadas después de un tiempo dado (G), de acuerdo con Garciay Lasa

(1991), a partir de la ecuacion:

%G = [¥ ni/N] [100]

donde ni es el numero de semillas germinadas al diai, y N es el nUmero de semillas

evaluadas.

Para cada tratamiento, se evalud el tiempo medio de germinacion (Tso), que
representa el tiempo en el cual germina el 50% de las semillas. Tso se calcul6 de

acuerdo con la formula de Coolbear modificada por Farooq et al. (2005):

Tso=ti+ [(N/2 - nj) (t; -t)] / (nj-ni)
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donde N es el numero final de germinacion, mientras que ni y nj son el numero
acumulado de semillas germinadas por conteos adyacentes en los momentos ti y tj

cuando nj <N/2 < n;.

6.7 EVALUACION DE LA PERSISTENCIA DE COMPUESTOS FENOLICOS EN
SUELO

Para la evaluacion de la persistencia de compuestos fendlicos en suelo se
agregaron 100 mL de extracto de tejido foliar de mezquite/kg de suelo, a una
concentracion de extracto de 200 mg/mL. El tratamiento control fue adicionado con
agua potable en vez de extracto. Se tomaron 40 g de suelo a los 15, 120, 240, y 365
dias después de iniciado el tratamiento. Las muestras de suelo se procesaron de
acuerdo con la metodologia propuesta por Kimy Lee (2002), anteriormente descrita,
para la preparacion de extractos fenolicos. Los extractos se analizaron por HPLC-
DAD, con el método en gradiente de Campos y Markham (2007) descrito
anteriormente para el extracto foliar, usando un equipo HPLC-DAD marca Perkin
Elmer Serie 200 con una columna Perkin Elmer Brownlee Analytical C18 (4.6 x 250

mm, Sum).

6.7.1 Caracterizacion del suelo (contenidos de nitrégeno, fosforo,

calcio, potasio y magnesio), pHy conductividad

El suelo utilizado para la evaluacién de la persistencia de compuestos
fendlicos se analizd para determinar los contenidos de materia organica, pH,
conductividad, N, P, Ca, K, y Mg.

La determinacion de materia organica se hizo de acuerdo con la NOM-021-
SEMARNAT-2000 (SEMARNAT, 2002), con el método AS-07, el cual se basa en la

oxidacion del carbono organico presente en el suelo, que se da por la reaccién de
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calor que se genera al mezclar una disolucion de dicromato de potasio y &cido
sulfarico concentrado, la mezcla se deja reposar unos minutos y se le adiciona acido
fosférico para evitar interferencia de Fe®" y el dicromato de potasio residual es
valorado con sulfato ferroso. Para este procedimiento es necesario introducir un
factor de correlacion, ya que solo detecta entre un 70 y 84% del carbono organico
total, lo cual puede variar entre suelos de diferentes sitios. La cantidad de materia
organica (MOS) se expres6 como porcentaje.

Para determinar la textura en suelo se usoé el procedimiento de Bouyoucos,
descrito en la NOM-021-SEMARNAT-2000 (SEMARNAT, 2002) que usa los limites
establecidos por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos que han sido

usados para construir el triangulo de texturas.

La cuantificacion de fosforo se realiz0 de acuerdo con la NOM-021-
SEMARNAT-2000 (SEMARNAT, 2002) con el método AS-10 (pH neutro-alcalino) y
AS-11 (pH acido-neutro), que son las técnicas para estimar las formas de fosforo
disponibles en el suelo para las plantas. La técnica AS-10 se basa en la extraccion
del fosforo del suelo (neutro, calcareo o alcalino) por medio de una solucion de
NaHCO3z 0.5 M ajustada a un pH de 8.5, esto disminuye la concentracion de Ca en
la solucion a través de una precipitacion del CaCOs por lo que la concentracion de
P en la solucién se incrementa. Los suelos acidos contienen fosfatos de Al y Fe, por
lo que la solucion extractora para la técnica AS-11 consiste en una combinacion de
HCl y NH4F, la cual remueve formas de P &acido soluble, como los fosfatos de calcio
y una porcion de fosfatos de aluminio y hierro, que forman un ion complejo con estos
iones metdlicos. Las mezclas se agitaron vigorosamente por un minuto, Yy
posteriormente se inyectaron 5 mL en un equipo espectrofotométrico UV/VIS marca
Perkin Elmer Lambda 25. Los contenidos se expresaron como miligramos por

kilogramo de suelo (mg/kg).

El potasio, calcio, y magnesio se extractaron con acetato de amonio 1N (pH

7.0) y posteriormente se determind su concentracion por espectrofotometria de
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absorcion atémica, en un equipo marca Perkin Elmer A Analyst 700, segun el
método AS-12 descrito en la NOM-021-SEMARNAT-2000 (SEMARNAT, 2002). Los

contenidos se expresaron como miligramos por kilogramo de suelo (mg/kg).

La determinacion de nitrogeno total en suelo se hizo con el procedimiento
micro-Kjeldahl, siguiendo el método AS-25 de la NOM-021-SEMARNAT-2000
(SEMARNAT, 2002). El método consiste en dos pasos: 1) la digestién, que se hace
por calentamiento de la muestra con &cido sulflrico concentrado y K>SOa, que
promueve la oxidacion de la materia organica y convierte el nitrdgeno organico a
amonio, empleando catalizadores como Cu y Se para aumentar la velocidad de
oxidacion, y 2) la determinacion de NH4 por titulacion con acido sulfarico al 0.01N.
El contenido de nitrogeno total se expresd como el porcentaje en peso de la

muestra.

Para la determinacion de pH del suelo, se utilizo el método AS-02 sefalado
en la NOM-021-SEMARNAT (SEMARNAT, 2002), manejando un potenciémetro

manual Hanna 8424.

La medicion de la conductividad eléctrica en el extracto de suelo se realiz
con método AS-18 (SEMARNAT, 2002), con un conductimetro marca Lamont 5. El
método consiste en sumergir en la muestra dos placas de conductividad o
electrodos, aplicar un voltaje a través de las placas, y medir la corriente que fluye

en las placas.

6.9 Analisis de datos

Todos los andlisis se realizaron para tres muestras independientes. Los datos
se sometieron a analisis de varianza (p<0.05) y las medias se separaron por la

prueba de rango multiple de Duncan, utilizando el programa XLSTAT. Se aplicé un
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andlisis de componentes principales (PCA), con base en la matriz de correlaciones,

para los compuestos fendlicos identificados por HPLC-DAD en suelo.

VIl RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PERFIL FENOLICO FOLIAR

Los resultados de HPLC-DAD indican que el perfil fendlico foliar de Prosopis
laevigata estuvo formado por 12 compuestos principales. Las caracteristicas
espectrales de los compuestos, obtenidos por DAD, sugieren que 10 de esos
compuestos fueron flavonoides y dos fueron acidos fendlicos. Dentro de los
flavonoides, 6 fueron flavonas y 4 fueron flavonoles. Los cromatogramas
correspondientes a los muestreos de mayo de 2017, julio de 2017, septiembre de
2017, noviembre de 2017, y marzo 2018, que representan un ciclo anual, para cada
uno de los cinco individuos analizados se muestran en las Figuras 3 a 7. Los
espectros UV de cada uno de los 12 compuestos fendlicos encontrados se muestran
en la Figura 8, mientras que los tiempos de retencion (TR) y datos espectrales de

cada compuesto se muestran en la Tabla 2.
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Figura 3. Cromatogramas obtenidos por HPLC, representando la composicion
fendlica en diferente época del afio de los tejidos foliares del individuo 1 de Prosopis
laevigata. Los numeros representan compuestos de acuerdo a la Tabla 2.
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fendlica en diferente época del afio de los tejidos foliares del individuo 2 de Prosopis
laevigata. Los numeros representan compuestos de acuerdo a la Tabla 2.
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descripcion de los compuestos de la Tabla 2.
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Comparado con los perfiles fendlicos foliares de Physalis patula y Physalis
solanacea, que tienen cada uno tres compuestos (Medina-Medrano et al., 2015), y
con los de Verbena gracilis y Lantana camara, con tres y dos compuestos,
respectivamente (Avila-Reyes et al., 2018), el perfil encontrado en el presente
estudio para las hojas de P. laevigata fue complejo (12 compuestos). Perfiles
similarmente complejos han sido reportados para otras especies de Prosopis, como
Prosopis farcta (Banks & Sol.), Eig., formado por 15 compuestos (Harzallah-Skihiri
y Jannet, 2005). Para P. farcta, Harzallah-Skihiri y Jannet (2005) también reportaron
flavonas, flavonoles, y un &cido fendlico; sin embargo, esos flavonoides fueron
diferentes a los encontrados para P. laevigata en el presente estudio. Las
diferencias en los perfiles de estos compuestos entre dos especies cercanas, COmo
son P. farcta y P. laevigata apoyan la propuesta hecha por varios autores (Almaraz-
Abarca et al., 2006a; Medina-Medrano et al., 2015; Avila-Reyes et al., 2018) sobre

que los perfiles fenolicos tienen una tendencia especie-especifica.

En la Tabla 3 se presentan las variaciones de las concentraciones relativas
de cada compuesto fendlico individual entre individuos muestreados en la misma
fecha. Este tipo de variabilidad, que puede ser reflejo de la variabilidad genética
natural de las poblaciones, fue reportado por Almaraz-Abarca et al. (2006a) para
tres especies del género Pinus. En la misma Tabla 3 se pueden apreciar las
variaciones de las concentraciones relativas de cada compuesto dentro de un
mismo individuo muestreado en diferente época del afio; estas diferencias se
pueden deber al hecho de que los perfiles fendlicos son afectados por las

condiciones ambientales, como ha sido propuesto por Del Valle et al. (2015).

La diversidad de compuestos fendlicos encontrados en las hojas de P.
laevigata sugiere que esta especie puede ser una fuente importante de fitoquimicos
con actividades bioldgicas relevantes, ya que, para diversos flavonoles y flavonas,
asi como acidos fendlicos se han reportado actividades antioxidantes,
antiinflamatoria, y antidiabética, entre otras (Lue et al., 2010; Catarino et al., 2015;
Shin et al., 2015).
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Tabla 2. Tiempo de retencion (TR) y datos espectrales (Amax) de los 12 principales
compuestos fendlicos encontrados en las hojas de Prosopis laevigata.

Nimero de TR Amax Tipo propuesto de

compuesto (min) (mn) compuesto

Flavona (posible derivado

1 30.596+0.856 275, 334 7-O-glicosido de luteolina)
Flavona (posible derivado
2 30.596+0.856 258sh, 270, 343 8-0-glicésido de luteolina)
3 31.411+0.097 257sh, 272, 344 Flavona
4 32.530+0.246 292sh, 315 Acido fendlico
Flavonol (Quercetina-3,7-
5 33.715+0.182 260,268sh, 355 O-glicosido)
6 34.738+0.279 292sh, 314 Acido fendlico
Flavonol (Isoramnetina-
7 35.276+0.140 257,272sh, 342 3,7-O-glicésido)
8 47.512+0.090 258, 269sh, 207sh, 360 'avonol (Quercetina-3-O-
glicésido)
9 50.325+0.128 272, 336 Flavona (posible derivado
glicésido de vitexina)
10 49.076+0.047 258, 269sh, 203sh, 360 'avonol (Quercetina-3-O-
glicésido)
11 50.284+0.162 272, 336 Flavona (posible derivado
glicésido de vitexina)
12 52 101+0.059 272, 337 Flavona (posible derivado

glicésido de vitexina)
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Tabla 3. Concentraciones relativas de los 12 compuestos fendlicos encontrados en
cinco individuos de Prosopis laevigata en diferente época del afio.

Compuesto
Individuo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 25.8 95.65 159.9 216.53  88.63 24443 9484 2911  23.86 b 19.76 b
N 2 30.35 o o 392.71 136.56 437.70  58.69 b 53.12 b b 27.51
o ©
‘; $ 3 86.60 o o 314.88 b 508.34 223.35 b i i i *
=
E 4 *% *% *% 75626 *% *% 7030 7233 *% *% *% *%
5 *% *% *% 78688 *% *% *% *% *% 1668 *% *%
1 9.95 117.77  110.0 bl b 358.82 91.69 b b 16.98 b 69.99
~ 2 44.4 2.26 245.7 ** * 7035 b b b 70.41 b 76.95
o @
8 g 3 49.3 i i x x 3171 1916 bl b 108.4 ** 223.7
i
- 4 b b b ok ok 662.0 4232 23238 i 138.2 ** 282.2
5 b i i x x 48455 201.2 14158 b 49.22 ** 114.51
1 i ** 26.21  67.91 x x 12.60 1.34 b b 67.00 b
~ 2 *% *% *% 41950 *% *% 1160 568 *k *k *% *%
-
a g 3 *% *% *% **% *% *% 19 55 *% *% *% 52 35 *%
g< ' '
2] 4 *% *% *% **% 79 73 *% 3642 *% *% *% 66 10 *%
5 *% *% *% **% 27 14 *% 42 . 87 *% *% *% 64 15 *%
1 46.12 i i 19.46 14.13 ** 20.40 ** ** ** 84.01 **
~ 2 241.4 i i 29259  286.1 ** 1415 ** ** ** 390.0 42.64
—
o ®©
‘: g 3 ** b b 5.34 59.83 L 45.82 ** ** ** 250.4 9.59
o
< 4 65.57 b b 69.16 73.83 L 44.78 ** ** ** 142.0 10.74
5 113.7 b b 224.88  81.03 L 48.15 ** ** ** 125.8 **
1 113.8 b b 1241.2  623.2 L 1276. ** ** ** ** **
© 2 4170 *% *% 12412 *% 6232 *% *% *% *% *% *%
S
(\I‘ e 3 *% *% *% *% *% *% *% 94101 *% *% *% *%
g <
E 4 *% *% *% 14770 *% *% *% 1297 *% *% *% *%
5 *% *% *% *% *% *% *% 4135 *% *% *% *%

Las concentraciones representan valores 1x10.

**: Compuesto no encontrado.
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7.2 CONTENIDOS DE FENOLES TOTALES

Los resultados de los ensayos de los contenidos fendlicos foliares de P.
leavigata se presentan en la Figura 9. Los contenidos variaron significativamente (p
< 0.05) entre los individuos y entre las épocas del afio. Con excepcion del individuo,
2, en julio se registraron los valores més altos de fenoles totales. En el mes de julio,
las hojas de Prosopis laevigata acumularon cantidades mayores de fenoles totales
gue las hojas de Prosopis padilla, para la que se reporté un valor de 8.39 mg EAG/g
de extracto seco (Armas et al., 2018), y mayores también que para las hojas de
otras especies de leguminosas, como Phaseolus vulgaris L., para la cual Reyes-
Martinez et al. (2014) reportaron valores entre 0.964 y 5.601 mg EAG/g de extracto
seco, segun la variedad de frijol, y Acacia angustissima y Acacia acuriculiformis,
para las que se reportaron 160 y 80 g/kg de materia seca, respectivamente (Lara y
Londofio, 2008).
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diferencias estadisticas significantes(p<0.05).

Figura 9. Contenido de fenoles totales del tejido foliar de cinco individuos en
diferente época del afio de Prosopis laevigata. M1: mayo 2017, M2: julio 2017, M3:
septiembre 2017, M4: noviembre 2017, M5: marzo 2018.
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7.3 CONTENIDO DE TANINOS

Las acumulaciones de taninos condensados en los ensayos realizados
variaron significativamente entre los individuos y entre épocas del afio (p < 0.05)
(Figura 10). Prosopis laevigata acumulé cantidades mayores de taninos foliares en
el mes de julio. Practicamente, en cualquier época del afio, la cantidad de taninos
acumulados en las hojas de P. laevigata fueron mayores que los acumulados en las
hojas de Acacia angustissima (62.5 g/ kg de materia seca) y en las hojas de Mimosa
pigra (80 g/k g de materia seca) (Lara y Londofio, 2008), y también fueron mayores
gue el de las semillas de la leguminosa Macrotyloma uniflorum (0.1044 mg/ g de
extracto seco) (Siddhuraju et al., 2008).

BM1 BM2 8M3 ©M4 aM>5
0.50 -

c a abb b b a a ab ab c a bc ab b c a bc ab bc b a a a ab
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0.00 -
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Individuos
EE=Equivalentes de Epicatequina, ES=Extracto Seco, n=3 (triplicado), letras diferentes indica

diferencias significativas entre individuos (p<0.05).
Figura 10. Contenido de taninos condensados del tejido foliar de cinco individuos

en diferente época del afio de Prosopis leavigata. M1: mayo 2017, M2: julio 2017,
M3: septiembre 2017, M4: noviembre 2017, M5: marzo 2018.
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7.4 ANALISIS MORFOLOGICO DE SEMILLAS UTILIZADAS PARA ENSAYO DE
GERMINACION (PAPALO Y TEOZINTLE)

Las semillas de papalo se muestran en la Figura 11. El peso promedio de 50
semillas fue de 0.075x 0.08 g. Cada semilla tuvo en promedio una longitud de
1.168+ 0.05 cm y una anchura de 0.500+0.00 cm.

Las semillas de teozintle (Figura 12) tuvieron un peso promedio de
1.813+0.00 g, una longitud de 0.596+0.03 cm. La anchura promedio de su parte mas

amplia fue de 0.291+0.03 cm.

- <

Figura 11. Semillas de Porophyllum ruderale y vernier utilizado para la estimacién
de sus dimensiones.

Figura 12. Semillas de Zea mays subsp. mexicana y vernier ut|I|zado para la
estimacion de sus dimensiones.
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7.5 FITOTOXICIDAD DE EXTRACTOS FENOLICOS FOLIARES DE Prosopis

laevigata

La fitotoxicidad de los extractos foliares de P. laevigata se estimé
determinando su efecto sobre la germinabilidad (% de germinacioén) y velocidad de
germinacion de semillas de papalo y teozintle. Las Figuras 13 a 17 muestran el
efecto de diferentes concentraciones de extracto foliar de Prosopis laevigata
durante cinco dias consecutivos. En ellas se observa un menor numero de semillas
germinando (que muestran radicula e hipocotilo) conforme la concentracion de

extracto aumenta.

La variacion de la germinabilidad de las semillas de P. ruderale sometidas a
cuatro diferentes concentraciones de extracto foliar de Prosopis laevigata durante
cinco dias se presenta en la Figura 18. En ella se observa que los extractos de
mayor concentracion (3 'y 5 mg/mL) provocaron una significativa (p<0.05) reduccion
de la germinabilidad de las semillas en cada uno de los cinco dias que duro el
analisis. La variacion correspondiente para Z. mays subsp. mexicana se muestra en
la Figura 19, en la que se observa que la concentracion mas alta de extracto (5
mg/mL) provocé la mayor reduccion de la germinabilidad a partir del dia dos de los

cinco dias que duro el analisis.

Para las semillas de ambas especies, P. ruderale y Z. mays subsp. mexicana,
se observo un efecto reductor de la germinabilidad dependiente de la concentraciéon
de extracto foliar de P. laevigata. En las semillas de papalo, la reduccién vario entre
1.03 y 94.9% con respecto al control, dependiendo del dia y la concentracion de
extracto, mientras que en las de teozintle, la reduccion varié entre 20 y 52% con
respecto al control, con excepcion de la concentracion de 1 mg/mL en la cual se
obtuvo un aumento promedio del 8%, a partir del tercer dia de tratamiento, con

respecto al control.
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La velocidad de germinacion de las semillas de P. ruderale tratadas con
diferentes concentraciones de extractos fendlicos foliares de P. laevigata se
presenta en la Tabla 4, y la correspondiente a las semillas de Z. mays subsp.
mexicana se muestra en la Tabla 5. Paralas semillas de ambas especies se observo
una reduccién de la velocidad de germinacion dependiente de la concentracion de

extracto.

De las Tablas 4 y 5 se puede observar que bajo las condiciones control de
germinacién de las semillas de papalo y de teozintle, la velocidad de germinacién
de las de la primera especie fue 2.18 veces mas alta que la de las de la segunda
especie.

Los valores de Tso de las semillas de P. ruderale y de Z. mays subsp.
mexicana se presentan en las Tablas 4 y 5, respectivamente. Para ambas especies,
pero de manera mas clara para teozintle, el incremento de la concentracién de
extracto foliar de P. laevigata provoco el aumento de Tso, |0 que indica que las
semillas tratadas con concetraciones incrementadas de extracto requieren mas
tiempo para que el 50% de sus semillas germine. Los valores de Tso de las semillas
de papalo y teozintle fueron mas pequefios que los reportados para dos cultivares
de arroz (4.87 y 4.16 dias) reportados por Farooq et al. (2005). Tiempos medios de
germinacion bajos para especies silvestres de zonas en las cuales la precipitacion
pluvial es relativamente baja y variable, como en el estado de Durango, puede

representar una estrategia de sobrevivencia para sus poblaciones.
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DiA 1

Figura 13. Efecto de diferentes concentraciones de extracto de tejido foliar de
Prosopis laevigata en semillas de papalo (Porophyllum ruderale) al dia uno.

DiA 2

Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones de extracto de tejido foliar de
Prosopis laevigata en semillas de papalo (Porophyllum ruderale) al dia dos.
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DIA3

Figura 15. Efecto de diferentes concentraciones de extracto de tejido foliar de
Prosopis laevigata en semillas de papalo (Porophyllum ruderale) al dia tres.

DiA 4

Figura 16. Efecto de diferentes concentraciones de extracto de tejido foliar de
Prosopis laevigata en semillas de papalo (Porophyllum ruderale) al dia cuarto
e
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DIAS

Figura 17. Efecto de diferentes concentraciones de extracto de tejido foliar de
Prosopis laevigata en semillas de papalo (Porophyllum ruderale) al quinto dia.

% de germinacion
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Figura 18. Germinabilidad (%) de semillas de péapalo (Porophyllum ruderale)
tratadas con diferentes concentraciones de extractos fendlicos foliares de Prosopis
laevigata durante cinco dias. Diferentes letras indican diferencias estadisticas

(p<0.05).
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Figura 19. Germinabilidad (%) de semillas de teozintle (Zea mays subsp. mexicana)
tratadas con diferentes concentraciones de extractos fendlicos foliares de Prosopis
laevigata durante cinco dias. Diferentes letras indican diferencias estadisticas
(p<0.05).

Tabla 4. Velocidad de germinacion y tiempo medio de germinacion (Tso) de semillas
de papalo (Porophyllum ruderale) tratadas con diferentes concentraciones de
extractos fendlicos foliares de Prosopis laevigata.

Concentracion de extracto  Velocidad de germinacion Tso
(mg/mL) (Semillas/dia) (dias)

0 19.93+1.932 1.28+0.002

1 17.32+2.342 1.29+0.002

3 1.30+0.29° 3.50+0.00¢

5 1.79+1.61° 3.42+1.06°

*Los valores representan la media y desviacion estandar de tres réplicas. Diferentes letras dentro
de la misma columna indican diferencias estadisticas (p<0.05).
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Tabla 5. Velocidad de germinacion y tiempo medio de germinacion (Tso) de semillas
de teozintle (Zea mays subsp. mexicana) tratadas con diferentes concentraciones
de extractos fenolicos foliares de Prosopis laevigata.

Concentracién de extracto  Velocidad de germinacion Tso
(mg/mL) (semillas/dia) (dias)

0 9.12+0.762 1.70+0.032

1 9.41+1.172 1.96+0.332

3 7.65+0.832 2.06+0.322

5 3.37+0.29° 2.65+0.212

*Los valores representan la media y desviacion estandar de tres réplicas. Diferentes letras en la
misma columna indican diferencias estadisticas (p<0.05).

Los extractos foliares de otras especies del género Prosopis han sido
reportados como alelopaticos, teniendo efectos negativos sobre la germinaciéon de
semillas (Damasceno et al., 2018). Entre esas especies esta P. juliflora, la cual ha
sido reportada como importante fuente de aleloquimicos, cuyo extracto acuoso foliar
afectd de manera negativa la germinacion del pasto Cynodon dactylon (Al-Humaid
y Warrag, 1998), requiriendo una concentracién de extracto de 20 mg/mL para
reducir en aproximadamente el 50% la germinabilidad de las semillas de esta

graminea.

Los resultados del presente estudio indican que una concentracion menor de
extracto de P. laevigata, de 3 o 5 mg/mL, fue requerida para reducir la
germinabilidad de las semillas de P. ruderale en 95%, y de 5 mg/mL de extracto
para reducir la germinabilidad de las semillas de teozintle en 52 %. Esta
comparacion sugiere que los componentes del extracto de P. laevigata son potentes

aleloguimicos para P. ruderale y Z. mays subsp. mexicana.

Li et al. (2010) propusieron que los compuestos fendlicos aleloquimicos
representan un potencial para el desarrollo de herbicidas y pesticidas naturales. De
acuerdo con la riqueza y abundancia de compuestos fendélicos encontrados en los

extractos foliares de P. laevigata, que afectan la germinaciéon de semillas de
]
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especies dicotiledéneas (P. ruderale) y monocotiledéneas (Z. mays subsp. mays),

esta especie de Prosopis tiene un potencial importante para ello.

7.6 PERSISTENCIA DE COMPUESTOS FENOLICOS EN SUELO

Las caracteristicas del suelo utilizado para evaluar la persistencia de los
compuestos fendlicos foliares de P. laevigata se presentan en la Tabla 6. Usando
como valores de referencia los descritos en la NOM-021-SEMARNAT-2000
(SEMARNAT, 2002), se pudo determinar que el suelo utilizado para evaluar la

permanencia de compuestos fendlicos tiene una textura franco-arenosa.

Tabla 6. Caracterizacion del suelo utilizado para evaluar la persistencia de los
compuestos fendlicos foliares de Prosopis laevigata.

Determinacion Valor
Materia organica (%) 1.12+0.00
Arcilla (%) 4.78+0.01
Limo (%) 35.18+0.00
Arena (%) 60.04+0.00
Conductividad (mS/cm) 0.05+0.00
pH 6.37+0.00
Nitrogeno (N) (%) 0.25+0.00
Fosforo (P) (mg/kg) 0.01+0.00
Calcio (Ca) (mg/kg) 592+33.02
Potasio (K) (mg/kg) 282+11.32
Magnesio (Mg) (mg/kg) 55.26+3.71

Los perfiles fendlicos registrados por HPLC-DAD, a diferentes periodos de
tiempo, de suelo adicionado con extracto foliar de P. laevigata, se presentan en las
Figuras 20 y 21. La ausencia de compuestos fendlicos es evidente en los
cromatogramas de la Figura 20, que representan al suelo del tratamiento control

(sin adicién de extracto) a diferentes tiempos; los picos que se observan, sobre todo
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a los 120 y 365 dias no manifestaron un espectro UV que correspondiera a algun
compuesto fendlico. Por el contrario, los picos que aparecieron en los
cromatogramas de la Figura 21, que representan al suelo adicionado con extracto
foliar de P. laevigata, tuvieron un espectro UV correspondiente a algun tipo de
compuesto fendlico. Los espectros UV de los compuestos resueltos en los
cromatogramas de la Figura 21 se presentan en las Figuras 22 a 25, y sus tiempos
de retencion (TR) y caracteristicas espectrales se presentan en la Tabla 6. La
comparacién de los cromatogramas y espectros de las Figuras 16, que representan
la composicion fendlica del extracto foliar adicionado al suelo, con los
cromatogramas de los extractos de suelo a diferentes tiempos (Figura 21) indican
gue los compuestos fendlicos de las hojas de Prosopis laevigata no son estables
una vez que se encuentran en suelo, sino que a los 15 dias ya han sufrido
descomposicion, ya que ninguna de las flavonas o de los flavonoles encontrados en
el extracto foliar fue registrado en el extracto de suelo. En su lugar se encontraron

27 acidos fendlicos y derivados de acidos fendlicos.

Los resultados del presente estudio estan en desacuerdo con lo reportado
por Sosa et al. (2010), quienes informaron que los flavonoides agliconas de Cistus
ladanifer se degradan muy lentamente en suelo, permaneciendo por un tiempo largo
(siete meses) sin ningun suministro externo. Los resultados de Sosa et al. (2010)
son contrastantes con los de Shaw y Hooker (2008), quienes demostraron que la
naringenina (una flavona) y la formononetina (un isoflavonoide) se degradaron en
suelo después de 4 y 24 h, respectivamente. Los resultados del presente estudio
sugieren que los compuestos fendlicos foliares de P. laevigata no persisten por mas
de 15 dias en suelo, pero ya que el primer analisis se realizé a los 15 dias de iniciado
el tratamiento, no revelan en qué tiempo, antes de 15 dias, comienza su

degradacion.

La descomposicion de los compuestos fendlicos en el suelo, provenientes de
follaje, se debe a la accion de los microorganismos del suelo (Gallego et al., 2008),

por lo que las diferencias encontradas entre los resultados del presente estudio y
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]

los reportados por Sosa et al. (2010) se pueden deber a diferencias en la microbiota
de los suelos; ademas, otros factores también pueden influir, como el tipo de
compuestos fendlicos del follaje y las caracteristicas fisicoquimicas propias de cada

suelo.

En la Tabla 8 se muestran las concentraciones relativas, en términos de area
de pico, de los 27 compuestos fendlicos encontrados en cuatro diferentes épocas
del afio en suelo adicionado con extracto foliar de Prosopis laevigata. En la Tabla 8
se pueden apreciar variaciones en la composicion fendlica del suelo a lo largo del

tiempo, cada etapa caracterizada por un perfil tnico.
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Figura 20. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD del suelo control (adicionado
con agua) a diferentes tiempos.
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Figura 21. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD de los suelos adicionados
con extracto fendlico foliar de Prosopis laevigata, para determinar la persistencia de
los compuestos a través del tiempo. Los numeros representan algunos de los
compuestos fenolicos presentes.
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Figura 22. Espectros UV obtenidos por DAD de siete compuestos fendlicos
presentes en el suelo a los 15 dias de ser adicionado con extracto fendlico foliar de
Prosopis laevigata. Los numeros corresponden a la descripcion de los compuestos

de la Tabla 7.
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Figura 23. Espectros UV obtenidos por DAD de nueve compuestos fendlicos
presentes en el suelo a los 120 dias de ser adicionado con extracto fendlico foliar
de Prosopis laevigata. Los numeros corresponden a la descripcion de los

compuestos de la Tabla 7.
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Figura 24. Espectros UV obtenidos por DAD de nueve compuestos fendlicos
presentes en el suelo a los 240 dias de ser adicionado con extracto fendlico foliar
de Prosopis laevigata. Los numeros corresponden a la descripcion de los

compuestos de la Tabla 7.
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Figura 25. Espectros UV obtenidos por DAD de nueve compuestos fendlicos
presentes en el suelo a los 356 dias de ser adicionado con extracto fendlico foliar
de Prosopis laevigata. Los numeros corresponden a la descripcion de los
compuestos de la Tabla 7.

Tabla 7. Tiempo de retencion (TR) y absorbancias maximas (Amax) de los
compuestos encontrados en suelo en diferentes periodos de tiempo, después de

adicionar el extracto fendlico foliar de Prosopis laevigata.

NUumero de TR Amax Tipo propuesto de
compuesto (min) (hm) compuesto
S1 19.389+0.658 243sh,256 Acido fenélico
S2 20.02+0.650 280 Derivado de Acido fendlico
S3 20.379+0.087 263, 286sh, 299 Acido fenélico
S4 21.337+0.256 260 Acido fenélico
S5 22.183+0.183 287 Acido fendlico
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S6 23.481+0.142 260 Acido fendlico
S7 25.557+0.090 262, 287sh, 295 Derivado de Acido fendlico
S8 27.082+0.128 264, 285sh,298 Acido fendlico
S9 28.343+0.047 260sh, 280 Acido fendlico
S10 28.483+0.162 285 Acido fendlico
S11 29.137+0.059 310 Acido fendlico
S12 29.502+0.836 256sh, 273 Derivado de Acido fendlico
S13 29.737+0.856 310 Acido fendlico
S14 30.008+0.097 281 Acido fendlico
S15 31.445+0.246 273,315sh, 332 Derivado de Acido fendlico
S16 31.805+0.182 245,266, 290sh, 301 Derivado de Acido fendlico
S17 31.856+0.259 273, 310sh, 330 Derivado de Acido fendlico
S18 32.391+0.138 280 Acido fenodlico
S19 32.619+0.047 292sh,309 Acido fenodlico
S20 33.46+0.059 280 Acido fenodlico
S21 33.924+0.098 310 Derivado de Acido fendlico
S22 35.002+0.047 313 Acido fenodlico
S23 35.677+0.162 245,286sh,299 Derivado de Acido fendlico
S24 36.483+0.656 241,266,287sh,300 Derivado de Acido fendlico
S25 39.131+0.197 246,266,280sh,300 Derivado de Acido fendlico
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S26 47.058+0.182

S27 48.884+0.279

310

310

Acido fendlico

Acido fendlico

Tabla 8. Concentraciones relativas de los 27 compuestos fendlicos encontrados en
cuatro periodos a lo largo de un afio en suelo adicionado con extracto fendlico de
Prosopis laevigata. M1: 15 dias, M2: 120 dias, M3: 240 dias, M4: 365 dias.

M1

M2

M3

M4

NUumero de Compuesto

Area

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
S26
S27

101.85
225.87

*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%
74.36
*%
*%
44.05
*%
*%

*%
1097.15
*%

*%

*%

*%

*%

176.65

*%

1592.66

**
**

170.09

*%k
1014.22
*%k
*%k
*%k

452.92

*%

388.73

*%
74.26
*%

*%
857.10
*%

*%

*%

*%

*%

*%

2201.11
1266.10

*%

574.73

*%

701.21
*%k
*%k
283.47
*%k
*%k
1206.48
*%
*%
*%
*%
*%

*%

103.67
310.41

*%
*%

464.48

*%

425.28

*%

685.84

*%

1436.03

*%
*%
*%
*%
*%

1556.85

*%
302.59
*%

*%

*%

*%

*%
2353.75
*%

*%*
103.42
*%*

*%

799.00

*%

1134.17
*%
1197.14
3084.54

**

510.28

Las concentraciones representan valores 1x10.

**: Compuesto no encontrado.
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Los resultados del analisis de componentes principales (Figura 26) revelaron que el
69.57% de la varianza en la composicion fendlica del suelo a diferentes tiempos se
explica con los componentes 1y 2. La contribucién a la variacion del componente 1
fue del 41.18%, siendo los compuestos que mas influyeron en la discriminacion el
S3, S5, S9, S13, S16, S25, S26, S27. La contribucion a la varianza del componente
2 fue del 28.40%, los compuestos con mayor peso para este componente fueron
S6, S8, S14, S20, S22, S24. Los resultados de este andlisis sugieren que la
composicion fendlica puede diferenciar claramente a suelos de una misma regién
por el tiempo que la hojarasca (fuente de compuestos fendlicos) haya permanecido
en ellos. Esto es relevante, ya que se ha demostrado que los compuestos fendlicos
presentes en suelo son factores que afectan la dinamica de los nutrientes (Mallik,
1997; Halvorson et al., 2016) y pueden favorecer la inhibicién de la germinacion de
semillas de la misma o de diferentes especies (Sosa et al., 2010), lo que tiene una

importante implicacion ecolégica y agricola.
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Figura 26. Andlisis de componentes principales (PCA) de muestras de suelo a
diferentes tiempos después de haber sido adicionados con extracto foliar de
Prosopis laevigata. M1: 15 dias, M2: 120 dias, M3: 240 dias, M4: 365 dias, S1-S27:
compuestos fendlicos presentes en suelo, corresponden a la descripcion de la Tabla
7.
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La Figura 27 muestra el dendrograma resultante de un andlisis de agrupamiento
basado en la composicién del suelo adicionado con extracto fendlico foliar de P.
laevigata, analizado a cuatro diferentes tiempos. Los resultados sugieren que, a
cada tiempo, el suelo puede ser discriminado por su composicién fendlica y que a

los 120 dias (M2) la composicién es la mas disimil.
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014 |

0.06 +

0.26 +

Similitud

0.46

0.66 +

0.86 +

F1

M2 M2 M1 M1 M3 M3 M4 M4

Figura 27. Dendrograma de similitud de muestras de suelo adicionadas con extracto
foliar de Prosopis laevigata, en diferentes periodos, basado en la composicion
fendlica. M1: 15 dias, M2: 120 dias, M3: 240 dias, M4: 365 dias.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los tejidos foliares de Prosopis laevigata acumulan una importante
diversidad (ya que se encontraron tres tipos de compuestos: flavonas, flavonoles, y
acidos fendlicos), riqueza (12 compuestos diferentes), y abundancia de compuestos
fendlicos (entre 35y 64 mg/g de extracto seco).

Los principales compuestos acumulados en las hojas de P. laevigata fueron
las flavonas, seguidas por flavonoles, y acidos fendlicos.

La composicion y abundancia de los compuestos fendlicos foliares varia
durante un ciclo anual. La mayor diversidad y abundancia se encontrg en los meses

de mayo y julio.

Los extractos de tejido foliar de P. laevigata contienen concentraciones
mayores de fenoles totales y taninos condensados comparados con especies

emparentadas.

Los compuestos presentes en las hojas de P. laevigata muestran
propiedades alelopaticas a concentraciones mas bajas que las reportadas para
otras especies del mismo género, inhibiendo hasta el 95% la germinabilidad y 93%
la velocidad de germinacion de semillas de papalo y hasta el 52% y 63% la

germinacioén y la velocidad de germinacion, respectivamente, de teozintle.

La estabilidad de los compuestos fendlicos foliares de P. laevigata en suelo
es poca, ya que ninguno de los flavonoides encontrados en los tejidos foliares se
encuentra en extractos de suelo después de 15 dias de haber sido adicionado a

éste.
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IX. RECOMENDACIONES

Es importante evaluar el efecto fitotoxico de extractos fendlicos de Prosopis
laevigata en una gama mas amplia de semillas de especies mono y dicotiledéneas.
Asi mismo, es recomendable hacer un estudio sistematizado sobre la disponibilidad
de los nutrientes y microorganismos en el suelo y su correlacion con el cambio
cuantitativo y cualitativo de los compuestos fendlicos en el mismo. Ademas, es
importante determinar la persistencia de los compuestos fendlicos de las hojas de
P. laevigata después de tiempos mas cortos que los analizados en el presente
estudio, por ejemplo, después de 12 h, 24 h, y 36 h, para determinar si los
flavonoides presentes en las hojas o sus productos de degradacion son los
responsables del efecto fitotoxico observado sobre la germinacion de Porophyllum

ruderale y de Zea mays subsp. mexicana.
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