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RESUMEN 

El chilcuague (Heliopsis longipes) es una planta medicinal endémica de 

Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosí, México. La raíz es la parte de la planta 

utilizada, siendo descartada el área foliar. La raíz comercial es extraída de las 

poblaciones silvestres y algunos cultivos rudimentarios. Las colectas, el comercio y 

el rápido desarrollo urbano han provocado el declive de sus individuos. El extracto 

de la raíz se utiliza como analgésico, anestésico, antiinflamatorio y anti-ulceroso, 

por nombrar algunos. La afinina es el metabolito de interés, este compuesto es una 

alcamida responsable de las propiedades curativas en sus raíces. La afinina es 

eficaz como compuesto medicinal, saborizante y de control biológico. Las plantas 

están expuestas a estrés en su medio ambiente limitando crecimiento, calidad y 

rendimientos. La aplicación de estrés bajo dosis/respuesta es una estrategia 

aplicada en la agricultura para mejorar la producción hortícola y el incremento de la 

síntesis de los metabolitos de interés. Actualmente se han reportado pocos estudios 

para la propagación, el cultivo y la aplicación de factores de estrés en las plantas de 

H. longipes, además del incremento en el contenido de este metabolito. El objetivo 

de este estudio fue determinar el efecto de las aplicaciones de ácido salicílico (AS) 

y peróxido de hidrógeno (H2O2) en el crecimiento, desarrollo, actividades 

enzimáticas relacionadas con el estrés y contenido de afinina en colectas de H. 

longipes de diferentes regiones del centro de México en un sistema de cultivo 

protegido. Las plantas se colectaron en cuatro localidades: Ocotero y Rancho 

Beltrán, Guanajuato y Concá y San Juan Buenaventura, Querétaro, México. En la 

experimentación se probaron dosis de AS y H2O2 basados en estudios previos del 

Grupo de Ingeniería de Biosistemas. Se encontró un efecto bioestimulante en l 

altura del tallo y la longitud de la raíz. Estas mismas concentraciones incrementaron 

la actividad enzimática de la superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y 

fenilalanina-amonio liasa (PAL) relacionadas con la activación del sistema de 

defensa. Adicionalmente, la actividad de la valina descarboxilasa (VDC) estuvo 

directamente relacionada con el contenido de afinina en el sistema radicular con la 

aplicación de las dosis SA 10 mM y H2O2 200 mM. Las dosis anteriormente citadas 
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pueden ser usadas como elicitores que ayuden a incrementar el contenido de afinina 

en las raíces de H. longipes y disminuir el tiempo de crecimiento. Aunado al manejo 

agrícola en invernadero, la población de Concá bajo elicitación controlada tiene 

mayor potencial de rendimiento. Esta investigación contribuye con la definición de 

un elicitor y su dosis/respuesta, incrementando los compuestos de interés en la raíz, 

e indirectamente preservando el material vegetal en su hábitat. 

Palabras clave: elicitores, eustrés, metabolitos especializados, actividad 

enzimática.
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SUMMARY 

The chilcuague (Heliopsis longipes) is an endemic medicinal plant of 

Guanajuato, Querétaro and San Luis Potosí, Mexico. The root is the part of the plant 

used, the leaf area is discarded. The commercial root is extracted from wild 

populations and some rudimentary crops. Collections, trade and rapid urban 

development have led to the decline of its individuals. The root extract is used as a 

pain reliever, anesthetic, anti-inflammatory, and anti-ulcer, to name a few. Affinin is 

the metabolite of interest. This compound is an alkamide responsible for the healing 

properties in its roots. Affinin is effective as a medicinal, flavoring, and biological 

control compound. Plants are exposed to stress in their environment limiting growth, 

quality and yields. The application of low dose/response stress is a strategy applied 

in agriculture to improve horticultural production and increase the synthesis of the 

metabolites of interest. Few studies have currently been reported for the 

propagation, cultivation and application of stress factors in H. longipes plants, in 

addition to the increase in the content of this metabolite. The objective of this study 

was to determine the effect of the applications of salicylic acid (AS) and hydrogen 

peroxide (H2O2) on the growth, morphology, enzymatic activities related to stress 

and affinin content in the H. longipes plant in a protected cultivation system. The 

plants were collected in four locations: Ocotero and Rancho Beltrán, Guanajuato and 

Concá and San Juan Buenaventura, Querétaro, Mexico. In the experimentation 

doses of AS and H2O2 were tested based on previous studies of the Biosystems 

Engineering Group. A bio-stimulant effect was found in the height of the stem and 

the length of the root. These same concentrations increased the enzymatic activity 

of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and phenylalanine-ammonium 

lyase (PAL) related to the activation of the defense system. Additionally, the activity 

of valine decarboxylase (VDC) was directly related to the content of affinin in the root 

system with the application of the doses SA 10 mM and H2O2 200 mM. The 

aforementioned doses can be used as elicitors that help to increase the affinin 
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content in the roots of H. longipes and decrease the growth time. In addition to the 

agricultural management in the greenhouse, the population of Concá under 

controlled elicitation has greater yield potential. This research contributes to the 

definition of an elicitor and its dose/response, increasing the compounds of interest 

in the root, and indirectly preserving the plant material in its habitat. 

Key words: elicitors, eustress, specialized metabolites, enzymatic activity. 
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I. INTRODUCCION 

La Agrobiodiversidad es la variedad de conjuntos de especies con un papel 

ecológico similar en el ecosistema, la variedad de plantas domesticadas por el 

hombre y sus parientes silvestres en el ecosistema (CONABIO, 2012). México ha 

ratificado el “Convenio sobre la Diversidad Biológica de las Naciones Unidas (CDB)” 

para la conservación de la Agrodiversidad, con la finalidad de que la diversidad 

biológica sea conservada, valorada, restaurada y utilizada en forma racional (ONU, 

1992). La variedad de climas, topografía, geología, biología y cultura que posee 

México, lo clasifica como uno de los países megadiversos. Una de las áreas 

protegidas en nuestro país es la Reserva de la Biosfera Sierra Gorda (RBSG) que 

ocupa a nivel nacional el primer lugar en ecobiodiversidad (Dominguez, 1999). La 

RBSG está conformada por los estados de Querétaro (Jalpan de Serra, Arroyo 

Seco, Landa de Matamoros, Pinal de Amoles y Peñamiller, ocupa el 32% del 

estado), Guanajuato (Xichú, Atarjea, Santa Catarina, San Luis de la Paz y Victoria, 

ocupa el 8.9% de estado) y San Luis Potosí (Xilitla) (Peña et al., 1998). 

La RBSG alberga 15 tipos de vegetación en la que se han registrado 1,718 

especies de plantas vasculares compuestas por gimnospermas, pteridofitas y 

angiospermas (INE and SEMARNAP, 1998); de los cuales 45 especies son 

endémicas dentro de los límites del estado de Querétaro (Rzedowski et al., 2012; 

Rzedowski, 2008). Una de estas especies endémicas es Heliopsis longipes S. F. 

Blake (Asteraceae: Heliantheae) conocido como chilcuague, cuya raíz es de 

importancia alimenticia, medicinal e industrial (Castro-Ruiz et al., 2017; Hernández-

Morales et al., 2015). Entre sus usos más comunes se encuentra el tratar 

enfermedades respiratorias y bucales, neutralizar la acidez estomacal, estimular el 

sistema inmunológico, como desparasitante, desinflamante, así como también 

analgésico (Rivera et al., 2010). 

La planta, al ser de importancia económica, es recolectada de las poblaciones 

silvestres de la zona, por lo que su número se ha visto reducido. Se sabe que la 
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especie está en peligro de extinción. Aunque la planta crece a la sombra y se 

propaga por estolones (Cilia-López et al., 2014), el incremento en la demanda 

genera sobreexplotación en las poblaciones silvestres; afectando la biodiversidad 

en categoría de riesgo. Desde el punto de vista comercial la extracción de campo 

no garantiza la pureza biológica, la calidad fotoquímica ni la oferta sostenida 

(Hernández-Morales et al., 2015). Asimismo, en las últimas décadas, se ha 

retomado la investigación de las propiedades de las plantas, ya que son fuentes 

potenciales para el descubrimiento de nuevos productos de valor medicinal, 

saborizante e industrial para el desarrollo de nuevos productos (Islam et al., 2015). 

La planta de H. longipes está continuamente en investigación por sus 

propiedades; la raíz es la única parte usada con estos fines, por lo cual al ser 

extraída en las colectas se reducen los miembros de su población al ser destruida 

la planta (Cilia-López et al., 2014). La raíz de la planta presenta compuestos 

fitoquímicos como terpenos, flavonoides y en mayor contenido la afinina. La afinina 

es una alcamida que está presente en 90% del total de las alcamidas en las raíces 

desarrolladas (Arriaga-Alba et al., 2013; Buitimea-Cantúa et al., 2020b) y en los 

extractos etanólicos de la raíz (Campos-García and Molina-torres, 2021). La 

extracción de la afinina de la raíz de H. longipes requiere de grandes cantidades de 

raíz seca obteniendo bajos rendimientos de este compuesto (Castro-Ruiz et al., 

2017). La afinina ayuda naturalmente a aliviar los padecimientos de algunas 

enfermedades y al ser un metabolito especializado puede ser potencializada su 

producción a través de factores de estrés bióticos (Alvarado et al., 2019). Por lo que 

un sistema de cultivo amigable junto con la aplicación de factores de estrés de 

origen biótico puede incrementar el rendimiento de la afinina en las raíces de las 

plantas de H. longipes y disminuir la presión que se ejerce en su hábitat natural 

permitiendo la regeneración de las poblaciones. Adicionalmente, no se tienen datos 

de la diversidad genética, por lo que conocerla y proponer un sistema de producción 

que dispare la síntesis del compuesto de interés en menor tiempo y con igual o 

mayor contenido de afinina apoyará en la regeneración de las poblaciones. 
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II. ANTECEDENTES 

2.1 Generalidades de Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake (Asteraceae)  

2.1.1. Taxonomía 

El nombre original en náhuatl es chilmécatl, compuesto de chili, que significa 

picante y mecatl que significa cordel. Es probable que de su castellanización se 

deriven los nombres chilcuán, chilcuam, chilcuague, además es conocido como 

pelitre, peritre, raíz de oro y raíz azteca (Molina-Torres et al., 1995). Los primeros 

registros de esta especie pueden encontrarse en la literatura de la época colonial 

temprana, en los “Quatro libros de la natvraleza” de Francisco Hernández, editada 

por Ximénez (1615) en su “Libro Segundo, cap. VII de la yerba llamada Chilmecatl” 

(Comisión Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), 

2012). Los nombres comunes son chilcuague, chilcuán, pelitre, raíz de oro, raíz 

azteca; en el caso de la denominación “pelitre” se le asigna por el sabor picante de 

la raíz (Cilia-López et al., 2008). La descripción taxonómica de esta planta se 

muestra la Cuadro 2.1. 

Cuadro 2.1. Descripción taxonómica de Heliopsis longipes. 

Reino Plantae 

Subreino Tracheobinta 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Subclase Asteridae 

Orden Asterales 

Familia Asteraceae 

Subfamilia Asteroideae 

Tribu Heliantheae 

Subtribu Zinniinae 

Género Heliopsis 

Especie Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake 
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2.1.2. Morfología 

H. longipes es una planta herbácea de 40 cm de altura (Figura 2.1), los tallos 

pueden ser simples o ramificados de 1 a 7, con un diámetro de 1.9 mm, de 8 nudos. 

Las hojas miden 4 cm de largo y 2.9 cm de ancho. La raíz tiene aspecto filiforme 

con un máximo de 33 raíces fibrosas con longitud máxima de 38 cm y de 4.1 mm 

de diámetro. Las flores liguladas son amarillas y hermafroditas, con el ápice 

bidentado. Las flores del disco son amarillas, tubulosas, hermafroditas (Cilia-López 

et al., 2008). 

 

Figura 2.1. Planta de Heliopsis longipes silvestre, colecta de Xichú, Gto. 

Cilio -López et al. (2008) mencionan que las etapas fenológicas de Heliopsis 

longipes son: etapa vegetativa (producción de hojas y tallos), aparición de las 

estructuras reproductoras (yema floral), antesis de las flores liguladas y del disco 

(floración), presencia de aqueninos (fructificación) y pérdida del follaje (defoliación), 

(Figura 2.2). 
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Figura 2.2. Heliopsis longipes (Cilia 117 SLPM). A. Hábito. B. Raíz. C. Yema 

Floral. D. Cabezuela. E. Pedúnculo. F. Flor ligulada. G. Flor del disco. Ha. Aquenio 

de flor ligulada. Hb. Aquenio de flor del disco (Cilia-López, 2007). 

Los representantes de Heliopsis son plantas perennes con la excepción de 

cinco especies anuales (H. annua, H. anomala, H. filifolia, H. parviceps y H. 

sinaloensis) endémicas a México, Cuadro 2.2 (García-Chávez et al., 2004). 
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Cuadro 2.2. Distribución geográfica restringida: delimitadas por sistemas 

orográficos aislados (García-Chávez et al., 2004). 

Especie Distribución geográfica 

H. filifolia S. Wats 
Cuatro Ciénegas, Carneros y Puerto Colorado, 
Coahuila 

H. longipes (Gray) Blake 
Sierra Gorda, en el centro del país en la región de 
colindancia de los estados de Guanajuato, San 
Luis Potosí y Querétaro 

H. sinaloensis B. L. Turner Imala, Sinaloa 

 

2.1.3. Usos y costumbres 

Esta planta se acostumbra en los platillos de la región, en fresco y en seco. 

Tradicionalmente se usa como condimento en frijoles, guisos y salsas: así como en 

la preparación de bebidas alcohólicas para darle mejor sabor. Un dato interesante, 

es que favorece la conservación de los alimentos que se aliñan con él, gracias a las 

propiedades antimicrobianas y anti-fúngicas (Hernández-Morales et al., 2012). El 

uso de la raíz como saborizante en la industria europea regulada por la Autoridad 

Europea de Seguridad Alimentaria, está limitada a una ingesta de 24 mg / cápita / 

día (European Food Safety Authority, 2011). 

Las raíces de H. longipes se emplean en el tratamiento de enfermedades de las 

vías respiratorias en gotas, como anestésico en pomadas para calmar dolores muy 

fuertes de muelas y musculares, en el tratamiento de lesiones bucales, 

desinflamante; es un fuerte sialólogo, lo que le confiere a la saliva la capacidad de 

neutralizar la acidez estomacal y bucal, ayudando en la digestión, se estimula el 

sistema inmunológico, disminuye la diarrea y desparasita (Cilia-López et al., 2014). 

El extracto de H. longipes modifica el comportamiento ansioso ya que puede 

contener principios sedativos y disminuir la actividad convulsiva; también prolonga 

el tiempo del pentobarbital sódico en hipnosis inducida (Déciga-Campos et al., 

2012). 
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H. longipes tiene como parte útil la corteza de la raíz. Al colectar la raíz se 

arranca la planta, cortando a la altura del cuello del tallo y se desecha el follaje; por 

lo que el área foliar no es usado ni se tienen programas para su aprovechamiento o 

propagación. Este aspecto, aunado a su alta demanda y alto valor comercial ha 

provocado que las poblaciones silvestres disminuyan considerablemente (Cilia-

López et al., 2014). Según el informe en 2014 de la Unión Internacional para la 

Conservación de la Naturaleza (International Union for Conservation of Nature's, 

IUCN) indicó que solamente en Europa el 31% de las poblaciones de este tipo de 

plantas ha disminuido en orden de importancia, a la colecta silvestre, ganadería, 

modificaciones en sus ecosistemas, agricultura, silvicultura, introducción de 

especies exóticas, infraestructura, producción de energía y minería (Allen et al., 

2014). 

2.1.4. Origen y distribución 

La planta crece entre la maleza del bosque Quercus-Pinus y alcornoque, entre 

altitudes de 500 a 3000 m s. n. m. El clima registrado es templado y templado 

subhúmedo con lluvias en verano (C(w0) y C(w1), la temperatura promedio anual es 

de 18 a 20°C, y de 600 a 800 mm de precipitación promedio anual (Rzedowski et 

al., 2012). La litología es mayoritariamente ígnea (71,43%) y sedimentaria (28,57%), 

con litosol, feozem y luvisol de tipo suelo, moderadamente ácido y rico en materia 

orgánica (una capa de hojarasca de 15 a 40 cm de profundidad) (Cilia-López et al., 

2014). Esto corresponde a los tipos de roca presentes en las partes de las provincias 

de la Mesa del Centro y la Sierra Madre Oriental, donde H. longipes se distribuye 

(Cilia-López et al., 2013), (Figura 2.3). Las poblaciones de esta planta se han 

registrado desde Río Verde y San Ciro en San Luis Potosí, San Luis de la Paz y 

Xichú en Guanajuato, Peñamiller, Arroyo Seco y San Joaquín en Querétaro (Castro-

Ruiz et al., 2017; Cilia-López et al., 2014, 2010; Molinatorres et al., 1996; Parola-

Contreras et al., 2020a). 
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Figura 2.3. Distribución geográfica Heliopsis longipes en los estados de 

Guanajuato y Querétaro. 

2.1.5. Reproducción de la planta de H. longipes 

La reproducción de los individuos de la familia Asteraceae se ha llevado a cabo 

con antelación. La germinación en Heliopsis helianthoides (L.) Sweet fue del 70% 

con embebimiento de las semillas en 5 mM ethephon, exposición a la luz roja por 

1.5 h y estratificación en frío a 4°C (Zlesak, 2007). Las semillas de Helianthus 

annuus fueron germinadas in vitro para el estudio de los compuestos secundarios 

que se secretan en tricomas glandulares (Rowe et al., 2012) y del desarrollo de los 

tricomas en los primordios de las hojas de la flor (Aschenbrenner et al., 2015). La 

germinación de las semillas silvestres de H. longipes fue del 90% de colectas 

menores a un año (Almaguer González, 2002). Mientras que García-Chávez et al. 

(2004) señalan que las personas que se dedican al cultivo de H. longipes, lo hacen 

por propagación de esquejes, en algunos casos por semilla y que el tiempo de 

desarrollo de las raíces para alcanzar el tamaño comercial es de dos a tres años 

(García-Chávez et al., 2004). Por su parte, Cilia-López et al. (2008) observaron que 

en ninguna época del año hubo germinación o presencia de plántulas en las 
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poblaciones endémicas, lo cual sugiere limitaciones para la reproducción sexual y 

el establecimiento de plántulas (Cilia-López et al., 2008). Tiempo después, la 

germinación obtenida fue del 94% a una temperatura constante de 18°C en cámara 

de germinación (Cilia López et al., 2013). 

Por otro parte, la colecta en el hábitat natural es la forma de obtención de las 

plantas medicinales de importancia económica, con lo cual se tiene desigualdad en 

la cantidad y calidad (Barata et al., 2016; Jamwal et al., 2018). La propagación 

asexual es utilizada para multiplicar la planta progenitora con las características 

morfológicas, la información genética, resistencia a enfermedades y rendimientos 

deseadas ya que es más fácil y barata (Liu et al., 2019). Debido a esto las 

características deseadas de una planta se mantienen en los clones reduciendo la 

variabilidad genética y la desigualdad entre ellas (Liu et al., 2018; Ramakrishnan et 

al., 2017). 

H. longipes se multiplica de forma asexual en su hábitat ya que forma raíces de 

cualquier lugar de la planta como de nudos de tallos maduros en contacto con el 

suelo, en especial durante las épocas húmeda y seca-fría (Cilia-López et al., 2014). 

Durante el trasplante de plantas por esqueje se obtuvo 99% de supervivencia 

(Almaguer González, 2002). Por su parte Cilia-López et al. (2013) propagaron la 

planta a partir de órganos vegetativos (Cilia López et al., 2013). A cielo abierto y 

después de 18 meses se obtuvieron plantas con raíces de 30 cm de largo, diámetro 

de 3 mm y en promedio tres manojos por planta, uno más que de forma silvestre 

(Almaguer González, 2002). A pesar de esto, aún se tienen oportunidades en el 

aprovechamiento sustentable de la planta bajo Agricultura Protegida, incrementar el 

rendimiento de las sustancias de interés y disminuir el tiempo de crecimiento de las 

raíces en las plantas de H. longipes. 

2.1.6. Usos agronómicos 

La afinina, principal compuesto encontrado en las raíces de H. longipes, ha 

mostrado el mismo grado de acción paralizante y de toxicidad contra insectos como 
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el piretro extraído de las flores de Chrysanthemum cinerariaefolium (Casida, 1980). 

La afinina se ha probado como plaguicida en la mosca doméstica (Musca 

domestica) (Jacobson et al., 1947), el lepidóptero Diaphania hyalinta, el díptero 

Aedes aegipty (vector del dengue) y el mosquito vector del paludismo (Anopheles 

albimanus) (Acree et al., 1945; Hernández-Morales et al., 2012). así como el gorgojo 

del frijol (Acanthoseelides octectus Say) (Domínguez et al., 1958) y en el gorgojo 

(Sitophilus granariusngrese) (Parola-Contreras et al., 2019). La densidad letal media 

de la afinina es de 234.09 ppm en el caso de ninfas de Bactericera cockerelli (Sulc.) 

(Beache et al., 2015). Esta alcamida tiene aplicaciones como antimicrobiano 

(Molina-Torres et al., 1999), bacteriostático (Molina-Torres et al., 2004), fungicida 

agrícola (Salgado-Garciglia et al., 2008), fungicida (Morales et al., 2011; Ramírez-

Chávez et al., 2000), molusquicida (Cilia-López et al., 2013; Johns et al., 1982) y 

larvicida (Naranjo et al., 2015).  

2.2 Sistema de respuesta inmune de la planta 

La activación de la ‘inmunidad conservada’ es consecuencia de las estrategias 

de supervivencia de la planta. Una de estas estrategias es la respuesta inmune 

innata que ayuda a afrontar enfermedades locales y sistémicas, peligros 

potenciales ocasionados por patógenos y microorganismos (microbios, hongos, 

bacterias y oomicetos) protegiendo sus tejidos, los procesos vitales y la restauración 

de las partes dañadas (Guevara-González et al., 2020). Estas amenazas requieren 

ser reconocidas como señales de advertencia y poder desencadenar la señalización 

molecular adecuada (Prince et al., 2014). El reconocimiento de estas moléculas se 

lleva a cabo por dos vías. Los patrones moleculares asociados al daño (DAMP) son 

moléculas endógenas producidas por el huésped que activan la vía del 

‘autoreconocimiento dañado’ y respuestas inmunitarias. Algunas moléculas que 

funcionan como DAMP son fragmentos de pared celular, monómeros de cutina, 

oligogalacturónidos, oligosacáridos, ATP, metanol, etanol y sistemina, entre otros 

(Malik et al., 2020). Por su parte, los patrones moleculares asociados a herbívoros 
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(HAMP) y los patrones moleculares asociados a microbios y patógenos (MAMP y 

PAMP, respectivamente) son moléculas exógenas que activan las vías del ‘no 

reconocimiento de sí’ (Vega-Muñoz et al., 2018). 

Las moléculas segregadas por los patógenos y microorganismos son llamadas 

elicitores. El elicitor es toda aquella molécula que desencadena una señalización 

celular de respuesta de defensa al ser reconocida y que es percibida como un factor 

de estrés en cierta dosis. Estás moléculas al ser derivadas de organismos, partes 

de organismos, células u organelos de los mismos son de origen biótico (Guevara-

González et al., 2020). Este reconocimiento por parte de las células se lleva a cabo 

mediante proteínas de superficie transmembrana llamadas receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR) (Zipfel, 2008). Los PRR desencadenan la 

inmunidad activada (PTI), la inmunidad activada por efectores (ETI) (Prince et al., 

2014), al igual que incorporan flujos de iones como Ca2+ a través de la membrana 

plasmática, la generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y proteína 

quinasas activadas por mitógenos, lo que conduce a una rápida respuesta a todas 

las partes de la planta (Ferrusquía-Jiménez et al., 2020; Malik et al., 2020). 

Adicionalmente los PRR juegan un papel importante en la resistencia a patógenos 

desencadenando respuestas mediadas por ácido jasmónico (JA) y ácido salicílico 

(SA), presentando así también resistencia a herbívoros (Sudhamoy et al., 2010). 

Paralelamente, la membrana plasmática transmite señales a través de una 

segunda molécula mensajera (SMM) y pequeñas moléculas orgánicas (SOM, por 

sus siglas en inglés small organic molecules) al núcleo para sintetizar la 

transcripción y traducción de enzimas (Cuello and Yue, 2008), Figura 2.4. 

Genéricamente, los SMM incluyen especies reactivas de oxígeno (ERO), óxido 

nitríco (ON), inositol trifosfato (InsP3), GMP cíclico (cGMP), Ca2+, AMP cíclico 

(cAMP), iones pH y diacilglicerol (DAG). Iniciando cascadas de transducción de 

señalización intracelular, las SMM están implicadas en la diferenciación celular, 

migración, proliferación, migración y apoptosis (Di et al., 2015). 
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Figura 2.4. Patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP): inmunidad 

activada (PTI) e inmunidad activada por efectores (ETI) para diferentes tipos de 

patrones moleculares producidos por microorganismos e insectos patógenos y no 

patógenos (patrones moleculares asociados a microbios (MAMP), daño) patrones 

moleculares asociados (DAMP) y patrones moleculares asociados a herbívoros 

(HAMP). Traducido de (Malik et al., 2020). 

El modelo de elicitor-receptor bien establecido para hongos y bacterias 

patógenos, insectos y microbios no patógenos es la proteína de unión del elicitor de 

quitina / quinasa del receptor del inductor de quitina (CEBIP / CERK), quitina, cinasa 

asociada a FLAGELLIN SENSITIVE2 / BRI1 (FLS2 / BAK1), flg22, receptor 1/2 de 

PEP (PEPR1 / 2), péptidos (Pep), proteína de motivo lisina 12 (LYM1 / LYM2), LPS 

e hidrofobina -como elicitor (SM1) (Malik et al., 2020). Asimismo, la resistencia 

sistémica adquirida (SAR) y localizada son otro tipo de inmunidad de la planta. La 

resistencia adquirida localizada se presenta alrededor del tejido dañado o infectado. 

Mientras que el SAR se produce posteriormente al ataque localizado de un 

patógeno mediante la inducción de una respuesta hipersensible local (HR) a los 

síntomas moderados de la enfermedad o daño transmitido a toda la planta. La HR 

es un proceso sofisticado asociado con la muerte celular, la síntesis de ERO, los 
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cambios en la pared celular, la mejora de las lipasas y la modificación del pH. El 

conjunto de señales del SAR que participan en la planta son ácido salicílico (AS), 

metil-SA (MeSA), deshidroabietinal, ácido metil-jasmónico (MeJA), glicerol 3-fosfato 

(G3P) o los derivados de glicerol 3-fosfato y / o ácido azelaico (AzA) y permiten al 

organismo tener menor susceptibilidad al ataque (Sudhamoy et al., 2010). Sin 

embargo, los MAMps derivados de microorganismos benéficos generan resistencia 

sistémica inducida, tal es el caso de las rizobacterias. Las respuestas de defensa y 

sus señalizaciones están mediadas por tres hormonas vegetales, el ácido salicílico 

(SA), el ácido jasmónico (JA) y el etileno (ET), seguida de la expresión de genes de 

defensa por medio de la señalización celular (Guevara-González et al., 2020). 

2.2.1 Especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 

El estrés biótico y abiótico modifica la fotosíntesis y el transporte de electrones 

respiratorios, aumentando también la producción de las especies reactivas de 

oxígeno (ERO) como respuesta inmunológica (De Gara et al., 2010). Los ERO son 

reguladores de señalización activados por el estrés; estas moléculas están 

agrupadas en radicales hidroxilo (٠HO), superóxido (O2
-), óxido nítrico (NO٠), 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y oxígeno simple (1O2) (Fan et al., 2011). Los ERO 

pueden inducir la activación de canales permeables al Ca2+. Los niveles altos de 

Ca2+ libre en el citosol ([Ca2+]cyt) movilizan canales de aniones de tipo rápido y lento 

que provocan un flujo de aniones en las células, despolarizando la membrana 

plasmática (Shanker, A. K., Venkateswarlu, 2012). El papel de las enzimas 

derivadas de Ca2+ es decodificar y responder a los aumentos de inducción de 

[Ca2+]cyt. 

Debido a que los aminoácidos constituyen la fuente más abundante de formas 

químicas en las que es transportado el N; su biosíntesis, la degradación y el 

transporte están regulados para satisfacer la demanda en respuesta a la 

disponibilidad de nitrógeno y carbono (Kumar et al., 2017). Asimismo, el efecto de 

los factores de estrés sobre las plantas, tienen al nitrógeno (N) como un segundo 
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mecanismo de respuesta. El nitrógeno es parte importante del estrés en las plantas 

y en la relación del C:N, que participa en la detección de los cambios climáticos 

(Montesinos-Navarro et al., 2017). Las especies reactivas de nitrógeno (ERN) en 

altas concentraciones pueden dañar las estructuras celulares. Los niveles altos de 

ERO y ERN causan estrés "nitrosativo" que causa distrés en la planta. Sin embargo, 

ERO y ERN en dosis bajas pueden conducir al fortalecimiento de la planta y a una 

alta tolerancia en respuesta al estrés (Kranner et al., 2010). Cuando se expresan 

los genes de defensa derivados del ERO y ERN, las proteínas codificadas 

minimizan el estrés ocaisonado. Además de esta acción, se inducen varias vías 

bioquímicas del metabolismo especializado de la planta para producir un arsenal 

bioquímico de defensa contra el estrés percibido (Johansson et al., 2015). 

 

2.3 Teoría del estrés 

Las plantas adaptan su metabolismo como respuesta adaptativa para 

compensar los diversos factores de estrés a los que están sometidas, a este 

proceso se le ha llamado ‘Hormésis’ (Vargas-Hernandez et al., 2017). Estos 

factores de estrés disparan la respuesta del sistema inmune de las plantas al activar 

las respuestas transcripcionales y modificar su desarrollo, crecimiento y 

rendimiento. Sin embargo, la respuesta del organismo puede ser positiva  y 

adaptativa (eustrésica) o negativa si el daño es irreversible (distrésica); estas 

respuestas dependen de la dosis y duración del factor de estrés (Vázquez-

Hernández et al., 2019). El efecto de los factores de estrés puede seguirse en tres 

etapas de respuesta: ‘alerta’, ‘resistencia’ y ‘extenuación’, Figura 2.5. La etapa de 

‘alerta’ activa la señalización de mensajeros alertando al organismo, la etapa de 

‘resistencia’ desencadena las modificaciones transcripcionales y postraduccionales 

para su adaptación al estrés aun siendo reversible el efecto, y por último la fase de 

‘extenuación’ es irreversible provocando la muerte del individuo (Vargas-Hernandez 

et al., 2017). 
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Figura 2.5. Curva hormética originada por la aplicación de factores de estrés en 

las plantas. Eustrés, hace referencia a la dosis y duración positiva del factor de 

estrés, mientras que distrés se refiere al factor de estrés prolongado o dosis 

tóxicas que provocan la muerte de la planta. 

 

2.3.1 Clasificación de los factores de eustrés 

Los factores de estrés se clasifican por su origen o naturaleza en bióticos y 

abióticos, Figura 2.6. Los factores bióticos (elicitores) son patrones moleculares de 

células completas o fracciones o compuestos específicos de virus, bacterias, 

hongos, extractos de levaduras, polisacáridos, ácidos nucleicos, feromonas y 

fitohormonas. Los factores abióticos se subclasifican en físicos (ondas acústicas, 

espectro de luz, temperatura, estrés hídrico, entre otros) y químicos (micro-

elementos esenciales, sales minerales, gases y nano-estructuras) (Vázquez-

Hernández et al., 2019). Un elicitor tiene efecto eustrésico si se activa el sistema de 

respuesta inmune teniendo como segundo efecto la síntesis de metabolitos 

especiaizados (ME) y/o metabolitos secundarios (MS), y puede ser bioestimulante 

si además mejora la eficiencia del uso de la nutrición, estimula el rendimiento de la 
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planta en biomasa foliar, radicular y en frutos (du Jardin, 2015). Incluso, algunos 

factores de estrés pueden tener efecto eustrésico y bio-estimulante al mismo tiempo 

(Mejía-Teniente et al., 2010; Vázquez-Hernández et al., 2019). 

 

Figura 2.6. Clasificación de los factores de estrés basados en su naturaleza de 

origen. 

 

Las plantas al activar el sistema de respuesta de defensa también activan el 

metabolismo secundario, y en algunos casos puntuales en el metabolismo primario, 

sustancias específicas llamadas metabolitos especializados (ME) que les permiten 

adaptarse al estrés aplicado (Kaciene et al., 2014; Kranner et al., 2010). La 

aplicación controlada de los factores de estrés puede incrementar la producción de 

MS y ME en los cultivos de frutas, hortalizas y plantas medicinales (Alvarado et al., 

2019). 
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2.3.2 Elicitores 

Los elicitores son una variedad de factores de estrés biológicos que 

desencadenan respuestas de defensa inducibles después de ser reconocidos por 

la planta, lo que proporciona una resistencia eficiente contra patógenos (Vázquez-

Hernández et al., 2019). El peróxido de hidrógeno y el ácido salicílico son 

considerados como elicitores por su origen. 

2.3.2.1 Peróxido de hidrógeno 

El peróxido de hidrógeno (H2O2) es nombrado como dioxogen, óxido de agua, 

dioxidano y agua oxigenada (Smirnoff and Arnaud, 2019). Es un compuesto químico 

polar y oxidante. El H2O2 actúa como una molécula de señalización, en la 

maduración de la pared celular, funciones en la defensa, la rigidez por la acción de 

los factores de estrés, apertura de los estomas, las reacciones bio-sintéticas 

oxidativas y la muerte celular programada (Mustafavi et al., 2018). Una función 

novedosa del H2O2 en la resistencia a enfermedades, es que actua como señal 

exógena para el SAR, de la parte local del ataque trasloca la señal al resto de la 

planta (Kuźniak and Urbanek, 2000). Asimismo, en bajas concentraciones, el H2O2 

también participa en la transducción de señales en las rutas del metabolismo 

primario y secundario; y al mismo tiempo que incrementa y activa los genes de 

expresión, la activación enzimática y la apoptosis. Sin embargo, un aumento en los 

niveles celulares de H2O2 se relaciona con varias alteraciones clave de las mismas, 

que incluyen mutaciones del ADN, proliferación celular, resistencia a la apoptosis, 

metástasis (Sun et al., 2016). El H2O2 exógeno tiene menor impacto en el proceso 

de transducción de señales que el H2O2 endógeno (Figura 2.7), (Hungarica, 2016). 
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Figura 2.7. Modelo para la inducción de la cascada de señalización de H2O2. APX: 

ascorbato peroxidasa, CAT: catalasa, COR: gen regulador del frío, g-ECS: gamma 

glutalcisteína sintetasa, GSH: glutatione, GSSG: glutatione disulfido, H2O2: 

peróxido de hidrógeno (Hungarica, 2016). 

El pretratamiento con un nivel apropiado de H2O2 puede mejorar la tolerancia al 

estrés abiótico a través de la modulación de múltiples procesos fisiológicos, tales 

como la fotosíntesis, y modulando múltiples vías de respuesta al estrés, tales como 

el ERO y las vías de desintoxicación metilglioxal (MG) (Hasanuzzaman et al., 2012). 

Las aplicaciones foliares de H2O2 inducen tolerancia a la salinidad, sequía, heladas 

y altas temperaturas, estrés por metales pesados. Los tejidos vegetales pueden 

tolerar altas concentraciones de H2O2 en el intervalo de 10×105 μM (Smirnoff and 

Arnaud, 2019). Por otra parte, las plantas de Arabidopsis thaliana pre-tratadas con 

H2O2 fueron más resistentes al exceso de luz y esfuerzos de enfriamiento. La 

sensibilidad al estrés oxidativo inducido por H2O2 aumentó en presencia de un 

medio mínimo (Méndez-Bravo et al., 2011). 

Recientemente, se encontró que las plántulas de ginseng Panax tratadas con 

100μM de H2O2 durante dos días mostraron una mayor tolerancia a la salinidad y 

un aumento de las actividades de APX, CAT y peroxidasa de guaiacol. Otros 

parámetros oxidativos como los niveles de MDA y los niveles de H2O2 y O-2 fueron 
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menores en las plántulas con estrés salino tratado con H2O2 (Sathiyaraj et al., 2014). 

El peso seco de la plántula. el contenido de clorofila y carotenoides también fueron 

mayores en las plántulas tratadas con H2O2 que en los controles, después de que 

las plántulas fueron sometidas a estrés salino. Los hallazgos anteriores demuestran 

que la aplicación de H2O2 puede inducir tolerancia a la salinidad en las plantas 

mediante la modulación de procesos fisiológicos y metabólicos como la fotosíntesis, 

la acumulación de prolina y la detoxificación de ERO, y que esto conduce a un mejor 

crecimiento y desarrollo. Es importante destacar, que el metabolismo de ERO 

también desempeña un papel fundamental en el desarrollo de estrés y tolerancia al 

estrés cruzado (Sathiyaraj et al., 2014). 

2.3.2.2 Ácido salicílico 

El ácido salicílico (AS) es un compuesto fenólico que interviene en la regulación 

del crecimiento y desarrollo de las plantas y sus respuestas a los factores de estrés 

biótico y abiótico (J. Khan et al., 2015). AS participa en la regulación de importantes 

procesos fisiológicos de las plantas como la fotosíntesis, la respiración, formación 

de flores, producción y germinación de semillas, el metabolismo del nitrógeno, el 

metabolismo de la prolina (PRO), la producción de glicina betaína (GB), el sistema 

de defensa antioxidante y las relaciones planta-agua en condiciones de estrés 

(Farhangi-Abriz and Ghassemi-Golezani, 2018). Así como, de mantener los 

procesos de regulación del crecimiento y desarrollo de las plantas, de la inducción 

del SAR y HR, y regulación de las respuestas a los factores de estrés biótico y 

abiótico. Además, AS ha mostrado mejora en la tolerancia a metales pesados, 

sequía, altas temperaturas y salinidad en las plantas (Khalil et al., 2018; Rivas-San 

Vicente and Plasencia, 2011). 

El AS se forma como un producto de la vía del ácido shikímico; esta ruta 

participa en la biosíntesis de la mayoría de los compuestos fenólicos vegetales 

(Dewick, 2002). Inicialmente, la ruta del ácido shikímico convierte los precursores 

de carbohidratos simples derivados del glicólisis y la ruta de fosfato pentosa a los 
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aminoácidos aromáticos, incluyendo el precursor de AS y fenilalanina. AS es 

sintetizado a través de dos distintas y apartadas vías que emplean diferentes 

precursores: la ruta de fenilpropanoides que inicia en el citoplasma desde 

fenilalanina, y la ruta del ácido benzoico que tiene lugar en el cloroplasto, mostrada 

en la Figura 2.8 (Dempsey et al., 2011; Rivas-San Vicente and Plasencia, 2011). 

Por otro lado, el ácido benzoico es sintetizado por el ácido cinámico ya sea a 

través de β-oxidación de ácidos grasos o una vía no oxidativa. Cinamato 4-

hidroxilasa (C4H) cataliza la segunda etapa en la vía durante la conversión del ácido 

cinámico al ácido cumárico. El ácido cinámico se produce a partir de la fenilalanina 

por la acción de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL). El ácido cinámico se 

hidroxila para formar el ácido cumárico seguido de la oxidación de la cadena lateral, 

y además se hidroxila y forma AS (Mur et al., 2013). 

De igual manera, el AS exógeno también afecta las actividades de las enzimas 

del metabolismo del nitrato/nitrógeno, como son los metabolitos secundarios con 

alto contenido de N y las poliaminas (PA) (Mohammad Yusuf, Shamsul Hayat, 

Mohammed Nasser Alyemeni, 2013). Estos metabolitos tienen funciones 

fisiológicas en la asimilación de AS:N (Diao et al., 2017). El amonio se transforma 

en glutamato (GLU) por las actividades enzimáticas de la glutamina sintetasa y el 

glutamato sintasa bajo condiciones de estrés. El GLU es el precursor de los 

metabolitos ricos en N como son la putrescina y la prolina; y que produce 

intermediarios como el NO y la Ácido gamma-aminobutírico (GABA) (Pisoschi and 

Pop, 2015). Además de la concentración de AS, la duración del tratamiento, las 

especies de plantas, la edad y el órgano de la planta tratados también pueden influir 

en los efectos de AS en las plantas (Ali, 2017). También, AS indujo a varios genes 

responsables de la codificación chaperona, proteínas de choque térmico (HSP), 

antioxidantes y metabolitos secundarios y el citocromo P450 (Kovácik et al., 2009; 

Singh et al., 2011). 
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Figura 2.8. Vías propuestas para la biosíntesis de AS y la modificación de AS. AS 

se sintetiza a través del isocorismato (ICS) o vías de la fenilalanina amonio liasa 

(PAL). SA también se convierte en varias formas. BA2H, ácido benzoico-2-

hidroxilasa; IPL, isocorismato piruvato liasa; MeSA, salicilato de metilo; SA-Asp, 

ácido saliciloil-L-aspártico; SAG, ácido salicílico 2-O-β-glucósido; SGE, éster de 

saliciloil glucosa La figura está adaptada de (Miura and Tada, 2014). 

 

2.3.2.3 Aplicaciones de factores de estrés en plantas medicinales 

Una posibilidad para incrementar la biosíntesis de metabolitos secundarios y 

especializados es el manejo del sistema inmunológico de la planta, a través de los 
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factores de estrés en una dosis adecuada (dosis eustrésica) utilizando la estrategia 

de elicitación controlada (Vázquez-Hernández et al., 2019). 

Algunos ejemplos de las aplicaciones de los elicitores para incrementar ME y 

MS en plantas medicinales se refieren a continuación. El tratamiento con MeJA 100 

µM durante 48 h en las plántulas de Eryngium planum L. resultó en un aumento de 

aproximadamente 4.5 veces en el contenido de rosmarínico (RA) + clorogénico 

(CGA) + cafeico (CA) en comparación con el control (19.795 mg /g peso seco, 4.36 

mg /g peso seco, respectivamente) (Kikowska et al., 2015). Rowe et al. (2012) 

aplicaron metil jasmonato (MeJA) en concentraciones de 100 µM y 1 mM en plantas 

de dos accesiones de Helianthus annuus L. No se observaron diferencias 

transcripcionales ni el cambio de la densidad inicial del tricoma glandular entre las 

plantas tratadas con MeJA y el control. Las plantas de ambas accesiones mostraron 

una fuerte inhibición del crecimiento en respuesta al tratamiento de MeJA 1 mM 

(Rowe et al., 2012). 

EL salicato de metilo fue encontrado en los frutos y flores de Stifftia chrysantha 

Mikan después de su aplicación. Este resultado podría estar correlacionado con la 

defensa anti-herbívora y funcionar como una señal aerotransportada que activa la 

resistencia a la enfermedad y la defensa en esta especie vegetal en particular 

(Marques et al., 2012). He et al. (2012) aplicaron NaCl en diferentes 

concentraciones de 0-12 días para determinar el índice fisiológico en plántulas de 

Chrysanthemum lavandulifolium. El tratamiento de NaCl 100 mM/12vo día y NaCl 

200 mM/6to día incrementaron las variables fisiológicas de permeabilidad de 

membrana, actividad de las enzimas peroxidasa (POD) y prolina, malon-dialdehído 

(MDA) y contenido de clorofila (He et al., 2012). 

Puntualmente, aplicaciones de AS incrementan la biomasa y los metabolitos de 

interés. En Matricaria chamomilla, la aplicación de AS 50 μM promovió su 

crecimiento (Kováčik et al., 2009). En otro caso, AS 0.1 y 0.5 mM promovieron la 

fotosíntesis y el crecimiento de Vigna radiata. El tratamiento con AS 50 mg/L en 
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brotes de Paris polyphylla aumentó el contenido de saponinas esteroides 3.6 veces 

(87.66 ± 1.66 mg/g de peso seco) (Raomai et al., 2014). El contenido de α-tocoferol 

en las hojas de Moringa oleifera aumentó 187.5% en comparación con el control en 

campo abierto después de aplicaciones foliares de AS 0.1 mM. Este aumento 

representó en peso fresco 49.7 mg/100 g (Saini et al., 2014). La alcachofa (Cynara 

scolymus) pertenece a la familia Asteraceae, aplicaciones de AS 200 µM tuvo un 

efecto significativo sobre el contenido de fenoles y flavonoides en medio Murashigue 

Skoog (Tanoori et al., 2015). 

La aplicación foliar de AS 0.50 mM incrementó la producción de biomasa de las 

raíces, masa seca total, relación raíz/brote, clorofila a, contenido de clorofila a+b y 

la síntesis de compuestos secundarios en milenrama (Achillea millefolium L.) en 

condiciones de invernadero (Gorni and Pacheco, 2016). Las concentraciones de AS 

0.50 y 1.00 mM son más efectivas en la producción de aceites esenciales y fenoles 

totales, con la consiguiente mejora de la actividad antioxidante del extracto de la 

planta (Gorni and Pacheco, 2016). Vázquez-Hernández et al. (2019) incrementó el 

contenido de glucósidos de esteviol en las hojas Stevia rebaudiana B. con AS 0.1 

mM. 

Puntualmente las aplicaciones de H2O2 también incrementan el contenido de 

ME en las plantas. Como resultado de la aspersión de H2O2 14 y 18 mM indujeron 

la expresión de genes y actividades enzimáticas relacionadas al estrés en plantas 

de C. annuum (Mejía-Teniente et al., 2013). Asimismo, estas mismas 

concentraciones en la misma variedad indujeron tolerancia a PepGMV por la 

atenuación/retraso  o ausencia de síntomas (Mejía-Teniente et al., 2019). Las 

plántulas de calabaza con sequía media tuvieron aplicaciones de H2O2 1.5 mM; este 

tratamiento foliar aumentó significativamente la biomasa, el contenido relativo de 

agua de las hojas y el contenido de clorofila. Mientras que las actividades de las 

enzimas antioxidantes aumentaron como superóxido dismutasa (SOD) y peroxidasa 

(POD), prolina (PRO) y los azucares solubles (Sun et al., 2016). Aplicaciones de 
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H2O2 17.5 mM en Cicer arietinum L. incrementaron el contenido de fenoles totales, 

flavonoides y la capacidad antioxidante (León-López et al., 2020) 

2.4 Metabolitos especializados 

Bourgaud et al. (2001) describieron hace 200 años el metabolismo primario. En 

Biología, el concepto de “Metabolito Secundario” le es atribuido a Kossel (Bourgaud 

et al., 2001). Czapek indicó que estos compuestos podían ser derivados del 

metabolismo del nitrógeno (Czapek, 1921). Los metabolitos secundarios (MS) y 

especializados (ME) son compuestos de bajo peso molecular que se producen por 

especies vegetales o taxones específicos y son estructuralmente muy diversos 

provenientes del metabolismo secundario y en algunos casos del metabolismo 

primario (Shakya et al., 2019). 

Los ME participan en la protección de las plantas contra infecciones microbianas 

y virales, herbivoría, radiación UV, atracción de polinizadores, espectro de luz, sales 

minerales, toxinas gaseosas, metales pesados, agua, CO2, alelopatía y señalización 

(Ahmed et al., 2009). El contenido de bioactivos de los ME es modificado por varias 

vías enzimáticas que pueden ser inducidas por factores de estrés. Los ME 

producidos en el cultivo de plantas se utilizan como productos farmacéuticos, 

toxicológicos, saborizantes, fragancias, colorantes, aditivos y conservadores de 

alimentos, agroquímicos; así como, la manipulación de los procesos metabólicos y 

control de las poblaciones microbianas en el ganado (Aharoni and Galili, 2011; 

Vélez-Terranova et al., 2014). 

Las rutas bio-sintéticas son responsables de la existencia de ambos metabolitos 

primarios y secundarios. Las reacciones que se dan en las rutas bio-sintéticas 

consumen energía, combustible liberado por la ruta de glucólisis de hidratos de 

carbono y a través del ciclo del ácido cítrico (Michal and Schomburg, 2012). La 

oxidación de la glucosa, ácidos grasos y ácidos amino resultan en la formación de 

adenoseno trifosfato (ATP), que es una molécula de alta energía formada por el 

catabolismo de compuestos primarios. El ATP se recicla en reacciones anabólicas 
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o de reducción de combustible que implica la participación de moléculas intermedias 

sobre las rutas; como son los agentes reductores o hidrógeno de donantes 

(nicotinamida adenina fosfato dinucleotido, NADP), (Figura 2.9), (Kabera et al., 

2014). 

En las rutas sintéticas se emplean catalizadores, algunas llamadas coenzimas, 

las más usada es CoA (coenzima A) compuesta de ADP (adenosina difosfato) y 

fosfato panteteína. Las vías clásicas para la biosíntesis se realizan a través de la 

pentosa para glucósidos, polisacáridos; Ácido shikímico para fenoles, taninos, 

alcaloides aromáticos; Acetato-malonato para fenoles y alcaloides y ácido 

mevalónico para terpenos, esteroides y alcaloides (Kabera et al., 2014). Como se 

muestra en la Figura 2.9, el esquema ilustra cómo los metabolitos del proceso de 

fotosíntesis, glicólisis y ciclo de Krebs se extraen del proceso generador de energía 

para proporcionar intermediarios biosintéticos. Los bloques de construcción 

importantes empleados en la biosíntesis de metabolitos secundarios se derivan de 

acetil-CoA (acetil coenzima A), ácido shikímico, ácido mevalónico y 1-desoxilulosa 

5-fosfato (Miura and Tada, 2014). 

Los compuestos terpenoides y los esteroides se caracterizan por tener una 

estructura cíclica y una cadena principal de ciclopentano perhidrofenantreno, 

respectivamente. Entre ellos se encuentran sequisterpenos, triterpenos, diterpenos, 

monoterpenos, carotenos. Estos compuestos se usan en la industria como sabores, 

especias, aromas, edulcorantes naturales, reductores del colesterol, actividades 

antiparasitarias, antiinflamatorias, antiinflamatorias, antiateroscleróticas, 

antipalúdicas, anticancerígenas, cardiotónicas, anticonceptivas y antioxidantes 

(Garcia-Mier et al., 2014) El ME que contiene nitrógeno está compuesto por 

alcaloides, glucosinolatos y glucósidos cianogénicos. Estos compuestos tienen 

agentes psicotrópicos, antineoplásicos, anticolinérgicos, antipalúdicos, antitusivos, 

antihipertensivos, analgésicos, neuroactivos, reguladores de los trastornos 

cardíacos, insecticidas y otras actividades biológicas (Sidhu, 2010). Sin embargo, 

pueden formar sales con ácidos y complejos con iones metálicos, algunas 
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sustancias derivadas son cancerígenas, hepatotóxicas y mutagénicas. Los 

compuestos fenólicos son compuestos aromáticos, que en su anillo están uniendo 

uno o más grupos hidroxilo ácido (Verma and Shukla, 2015). Éstos están integrados 

por arilpironas, flavonoides, cumarinas, ligninas, lignanos, estibenes, estirilpironas 

y taninos. Tienen actividad antioxidante, anticancerígenos, protectores UV, 

antidiabéticos y anticoagulantes, entre otros (Ebrahimi and Mokhtari, 2017). 

 

Figura 2.9. Esquema de biosíntesis de los metabolitos secundarios en plantas. 

Figura traducida de (Dewick, 2002). 

Los metabolitos difieren en su contenido dependiendo del origen de las plantas. 

Por ejemplo, si las plantas son silvestres, presentan alta variabilidad en su 

composición química y genética (Gorelick and Bernstein, 2014). De acuerdo a 

Sánchez-Pujante et al., (2017), las estrategias para incrementar los metabolitos 

secundarios son a través de la selección y mejoramiento de las plantas. Una de 

estas estrategias es por medio de la ingeniería genética y metabólica, a) a través 
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del incremento del flujo por una ruta biosintética, b) incrementar el número de 

células que los producen, y c) la inhibición y degradación de los productos de interés 

(Sánchez-Pujante et al., 2017). 

La segunda estrategia es la elección de los nutrientes para el cultivo, entre las 

cuales se encuentran: a) macroelementos, que son las fuentes de carbono 

(sacarosa), fosfatos (activación de enzimas y biosíntesis de metabolitos) y nitrógeno 

(síntesis de proteínas y ácidos nucleicos); b) los microelementos, los iones 

inorgánicos importantes para el metabolismo celular en forma de sales como son 

K+, Cu2+, Co2+, Mo2+, Zn2+, Fe2+, favoreciendo el aumento en la concentración de la 

biomasa, usando los bio-estimulantes en la síntesis del metabolito de interés 

mediante el incremento de la presión osmótica en el medio, e incrementando la 

disponibilidad de cofactores enzimáticos cuando actúan como grupo prostético; c) 

elementos traza, como vitaminas y fitohormonas, que median procesos de 

señalización relacionados al crecimiento, la diferenciación o la respuesta a factores 

ambientales, como son: auxinas (elongación celular), citoquininas (inducción de 

callos), giberelinas (estimula la elongación y división celular), ácido abscísico 

(estimulante), etileno (maduración, abscisión y respuesta a patógenos). La tercera 

estrategia es provocar variaciones en las condiciones físicas para el cultivo, como 

presión osmótica (balance hídrico, afecta el crecimiento, estrés osmótico), 

temperatura (estabilidad de proteínas, transcripción de genes, transferencia de 

calor), iluminación (longitud de onda, intensidad luminosa, fotoperiodo), pH (influye 

en el metabolismo secundario), (Sánchez-Pujante et al., 2017). Cabe señalar, que 

algunas partes de las plantas tienen altas concentraciones de estos compuestos ya 

sea que se sinteticen o no en ellas (Zaynab et al., 2018). 

Diversas investigaciones señalaron que la ingesta de ciertos ME tendría un 

efecto positivo en la prevención de la incidencia de cáncer y muchas enfermedades 

crónicas. La utilización de inductores controlados se ha convertido en una estrategia 

para mejorar el rendimiento de ME en plantas silvestres. Además, estas técnicas 

aumentan la producción de biomasa y la acumulación excesiva de ME, aumentando 
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su valor comercial y medicinal (Cardenas-Manríquez et al., 2016; Mejía-Teniente et 

al., 2013, 2010; Parola-Contreras et al., 2020b; Vargas-Hernández et al., 2017; 

Vázquez-Hernández et al., 2019). 

 

2.5 Afinina, metabolito especializado de H. longipes 

2.5.1 Distribución de las alcamidas y la afinina 

Recientemente, se han aislado 180 alcamidas con patrones puramente 

olefínicos de ocho familias de plantas: Asteraceae, Piperaceae, Rutaceae, 

Brassicaceae, Euphorbiaceae, Aristolochiaceae, Menispermaceae y Poaceae. El 

75% de las alcamidas acetilénicas se sintetizan de las Asteraceae, donde se 

acumulan únicamente en las dos tribus Anthemideae y Heliantheae (Greger, 2016). 

Al analizar químicamente cinco especies de Heliantheae que contienen alcamidas 

oleofinicas (Wedelia parviceps Blake, Acmella ciliata H.B.K., Acmella oleracea L., 

Acmella oppositifolia (Lam.) Jansen, y H. longipes S.F. Blake), se encontró que solo 

a H. longipes puede extraerse afinina con un rendimiento del 45% de un extracto 

seco (Rios et al., 2007). De igual forma, la afinina se encuentra como el componente 

principal en otras cinco especies de la familia Asteraceae: Wedelia parviceps (Johns 

et al., 1982), Acmella ciliata, A. oleracea, A. oppositifolia (Molina-Torres et al., 1999) 

y Spilanthes acmella (Nakatani and Nagashima, 1992; Singh and Chaturvedi, 2012). 

2.5.2 Composición fitoquimica de las raíces de H. longipes 

En las raíces de H. longipes se encuentran azúcares, flavonoides y terpenos, y 

en las hojas presencia de esteroles, terpenos y flavonoides (Cilia-López et al., 2008; 

García-Chávez et al., 2004). La primera vez que se aisló el principal componente de 

la raíz de H. longipes fue en 1945 por Acree et al. (1945) (Acree et al., 1945), 

compuesto que se nombró afinina (N-isobutil-2E, 6Z, 8E-decatrienoamida – 

C14H23NO) (Bedolla-Cázares et al., 2017). La afinina es una alcamida que está 

presente en 90% del total de las alcamidas en las raíces desarrolladas de H. 

longipes (Arriaga-Alba et al., 2013; Buitimea-Cantúa et al., 2020b) y en los extractos 
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etanólicos de la raíz (Campos-García and Molina-torres, 2021). Asimismo, es uno 

de los metabolitos de mayor interés de H. longipes que tiene como propiedades las 

siguientes: medicinales, farmacológicas, culinarias e industriales (Campos-García 

and Molina-torres, 2021; Déciga-Campos et al., 2012). 

Por su parte, López-Martínez et al. (2011) aislaron y elucidaron la estructura de 

tres alcamidas menores (Figura 2.10): N-isobutil-8,10-diinóico-3Z-undecenamida 

(2), N-isobutil-syn-8,9-dihidroxi-2E, 6Z -decadienamida (3), y N-isobutil-syn-6,9-

dihidroxi-2E, 7E-decadienamida (4) a partir de raíces de H. longipes, junto con la 

afinina (1), entre otros compuestos adicionales de las raíces de H. longipes (López-

Martínez et al., 2011). 

 

Figura 2.10. Estructuras químicas de (1) Afinina, y alcamidas menores presentes 

en las raíces de H. longipes (López-Martínez et al., 2011). 

 

2.5.3 Función de la afinina en las plantas 

El rol intrínseco en las plantas que sintetizan alcamidas ha sido poco estudiado. 

Las alcamidas promueven la inducción de la defensa genética e interactúan con 
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moléculas de señal intercelular en humanos, bacterias y plantas (Buitimea-Cantúa 

et al., 2020b). La posición y la estereoquímica de los dobles enlaces son esenciales 

para las diferentes cualidades del sabor picante. Médicamente en los mamíferos, 

las alcamidas poseen propiedades antiinflamatorias y analgésicas y son 

responsables de los efectos inmunomoduladores y cannabinomiméticos (Greger, 

2016). La acumulación de las alcamidas está restringida a tejidos específicos como 

raíces, flores, frutos o semillas, excepto en el género Acmella (Asterácea) donde se 

han detectado alcamidas en toda la planta (Buitimea-Cantúa et al., 2020b). 

Las alcamidas alifáticas y sus derivados promueven el crecimiento y cambian el 

desarrollo de las raíces dependiendo de la concentración (Boonen et al., 2012). Por 

ejemplo, la afinina en concentraciones de 7 µM y 14µM estimularon el crecimiento 

de hojas y raíces de Arabidopsis thaliana, y afectaron la arquitectura del sistema 

radicular, el crecimiento de las raíces primarias y secundarias, al igual que la 

densidad de raíces laterales a través de la inducción de la expresión de los genes 

DR5:uidA y BA3:uidA en células de tricoblastos en las concentraciones dadas 

(Ramírez-Chávez et al., 2004). Asimismo, la aplicación de afinina en 

concentraciones de 100 µM en plántulas de Solanum lycopersicum aumentó el 

número y la longitud de raíces laterales emergentes (Campos-García and Molina-

torres, 2021). Lo que sugiere que la acción de la afinina en las raíces de H. longipes 

es promover el crecimiento de las raíces laterales y mejorar el crecimiento de las 

raíces primarias (Méndez-Bravo et al., 2011). 

2.5.4 Estructura de las alcamidas 

Las alcamidas son productos naturales derivadas y el mayor constituyente 

lipofílico de ocho familias de plantas y por lo general son encontrados en altas 

concentraciones en las raíces y en menor contenido en la parte área de diferentes 

especies de plantas de las familias Asterácea y Piperaceae (Woelkart and Bauer, 

2007); pero también algunas han sido encontrada en Brassicaceae. Las alcamidas 

contienen principalmente una cadena de ácidos grasos alifáticos poliinsaturados y 
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un sustituto más corto amina acilada. Ambos pueden incluir sistemas cíclicos y/o 

hetero moléculas (nitrógeno, azufre, oxígeno) (Boonen et al., 2012). Más de 300 

derivaciones son conocidas de ocho familias de plantas, que son la combinación de 

200 ácidos con 23 aminas. Las partes de la amina se derivan de varios aminoácidos 

por descarboxilación. Aparte de las alcamidas de isobutilaminas generalizadas con 

aminas de anillo de seis y cinco miembros (Greger, 2016); también se encuentran 

las aminas derivadas de la isoleucina, fenilalanina, tirosina y leucina que sirven 

como precursores de etilbutil-, feniletil-, 4-hidroxifeniletil- e isopentilamina, 

respectivamente (Boonen et al., 2012) pertenecientes a las familias Asterácea y 

Piperaceae (Greger, 2016). La estructura básica de estos compuestos se muestra 

en la Figura 2.11. 

El grupo R1 corresponde con la parte de los ácidos grasos, mientras que la parte 

amina está representada por el grupo R2. Esta propiedad estructural se construye a 

partir de las dos partes, caracterizada por una serie de grupos metilo repetidos. Para 

ambas partes, hay trece grupos similares que pueden diferir en longitud, grado, 

lugar y configuración de insaturación. Asimismo, pueden poseer heteroátomos y 

carbocíclicos y/o heterocíclicos (incluso aromáticos y/o sustituido) (Boonen et al., 

2012). La parte de los ácidos grasos está constituida por cadenas de carbono y 

diferentes patrones de dobles y triples enlaces formados por sucesivas actividades 

desaturasa y acetilenasa, respectivamente, frecuentemente acompañadas de 

isomerización (Minto and Blacklock, 2008). La mayoría de las longitudes de las 

cadenas de carbono se consideran derivados del ácido oleico C18 formado por 

diversas degradaciones oxidativas que conducen a acortamientos de la cadena en 

el sitio carboxilo y en el extremo metil (Greger, 2016). Para la parte amínica de las 

alcamidas, es muy probable que se deriven de varios aminoácidos por 

descarboxilación (Cortez-Espinosa et al., 2011). Dire
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Figura 2.11. Propiedades estructurales de las N-alquilamidas (Boonen et al., 

2012). 

 

2.5.5 Biosíntesis de las alcamidas 

Como se mencionó anteriormente, las alcamidas son considerados metabolitos 

especializados de productos naturales formados al integrar ácidos alifáticos de 

cadena lineal, en su mayoría insaturados, con varias aminas mediante un enlace 

amida (Greger, 2016). Las raíces de H. longipes contienen afinina la cual pertenece 

al grupo de las alcamidas alifáticas (Johns et al., 1982). Por lo que la afinina está 

constituida de dos partes: la parte amina acilada y la parte ácida carboxílica (Rizhsky 

et al., 2016) 

El aminoácido valina se consideró precursor de la isobutilamina, del 

dihidroxiisobutilamina y de deshidroisobutilamina. Y como enzima a la valina 

descarboxilasa (VDC) para llevar a cabo el proceso (Cortez-Espinosa et al., 2011). 

Adicionalmente, los estudios de Rizhky et al. (2016) establecieron que, para la 

formación de la isobutilamina, también se requiere una enzima dependiente de 
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piridoxal, validando así a L-valina como precursor y al fosfato piridoxal como enzima 

co-dependiente para llevar a cabo la reacción y generar la parte amina en plantas 

de Echinacea. Por su parte, las partes ácidas de las alcamidas se consideran 

productos de las sintasas de ácidos grasos, que añaden unidades de malonil a una 

cadena acilo en crecimiento (Minto and Blacklock, 2008). 

Incluyendo a Buitimea-Cantúa et al. (2020) realizaron el análisis de la expresión 

génica usando raíces de H. longipes, que dio como resultado un conjunto de genes 

candidatos involucrados en la biosíntesis de la cadena de acilo de la afinina. 

Asimismo, sugieren que puede ser realizado por un complejo policétido sintasa 

(PKS) de tipo I de cuatro módulos no iterativo, parcialmente reductor (PKS 

alcamidas). Los genes probados fueron AT2 (acil transferasa 2), DH1 (deshidratasa 

1), DH3 (deshidratasa 3), KAS4 (3-cetoacil-ACP sintasa), OR2 (óxido reductasa 2 

que incluye la K: ceto reductasa), OR3 (óxido reductasa 3 que incluye la K: ceto 

reductasa) y TE1 (tioesterasa 1). 

El modelo propuesto de la vía para la biosíntesis de la cadena del acilo mediada 

por policétido sintasa (PKS) de las alcamidas por Buitimea-Cantúa et al. (2020), se 

muestra en la Figura 2.12. En esta, la cadena acilo de la afinina es una cadena lineal 

con un número par de carbonos, en donde las unidades de acetato están 

involucradas en su biosíntesis mediada por un ácido graso sintasa (FAS). La 

presencia de dobles enlaces en la cadena en posiciones pares puede deberse a la 

deficiencia de enzimas enoil reductasa (ER) de manera modular. Los genes 

expresados diferencialmente que codifican los dominios de policétido sintasa, 

cuatro transcripciones que codifican acil transferasa (AT), cetosintasa (KS) y 

deshidratasa (DH), siete transcripciones que codifican OR y once transcripciones 

que codifican los dominios enzimáticos ACP fueron encontrados para la síntesis de 

esta cadena (Buitimea-Cantúa et al., 2020b). El dominio KS cataliza una 

condensación descarboxilativa de Claisen (CO2) entre la cadena en crecimiento y 

una unidad extensora unida al dominio ACP (círculos grises), mientras que el 

dominio AT selecciona y carga una unidad extensora en la ACP. La óxido-reductasa 
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que incluye los dominios KR y DH reduce secuencialmente el grupo β-ceto a un 

grupo β-hidroxi y α-doble enlace. Los dominios ER adicionales reducen el doble 

enlace a a un producto saturado y TE escinde la cadena de acilo sintetizada 

(Buitimea-Cantúa et al., 2020b). 

 

Figura 2.12. La vía biosintética propuesta expone una arquitectura multi-modular y 

requiere acil-CoA como unidad de inicio y malonil-ACP como unidad de extensión. 

Dominios enzimáticos: ACP: proteína transportadora de acilo, AT: acil transferasa, 

KS: cetosintasa, KR: ceto reductasa, DH: deshidratasa, ER: enoil reductasa, TE: 

tioesterasa (Buitimea-Cantúa et al., 2020b). 

La ruta biosintética propuesta por las investigaciones previamente citadas se 

muestra en la Figura 2.13. 
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Figura 2.13. Esquema de biosíntesis de las alcamidas: la parte amarilla 

representa el metabolismo primario, los bloques verdes representan la biosíntesis 

de la cadena acilo propuesta mediada por policétido sintasa (PKS) de las 

alcamidas y los bloques naranjas específica la ruta de las alcamidas alifáticas y de 

la afinina. Figura traducida y modificada de (Buitimea-Cantúa et al., 2020b; 

Dewick, 2009; Rizhsky et al., 2016; Schlüter et al., 2011; Subramanian et al., 

2012). 

2.5.6 Rendimiento de obtención de afinina 

En todo el mundo, se registra que la colecta en el hábitat natural es la principal 

obtención de las plantas medicinales de importancia económica, con lo cual se tiene 

desigualdad en la cantidad y calidad (Barata et al., 2016; Jamwal et al., 2018). 

Además de esto, la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza 

(UICN) realiza reportes para identificar las especies amenazadas, esta especie 

amenazada puede ser preservada a través de dos estrategias de propagación: in 

vitro y convencional. Sin embargo, a pesar de que existen reportes de que las 
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poblaciones de H. longipes están disminuyendo con la cosecha de sus raíces, no 

se ha visto mencionada en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (Protección ambiental-

Especies nativas de México de flora y fauna silvestres-Categorías de riesgo y 

especificaciones para su inclusión, exclusión o cambio-Lista de especies en riesgo).  

La extracción de la afinina de la raíz de H. longipes requiere de grandes cantidades 

de raíz seca para obtener bajos rendimientos de esta sustancia (Castro-Ruiz et al., 

2017). En el Cuadro 2.3 se registran los rendimientos de afinina obtenidos en 

estudios previos. 

El procedimiento para la extracción de afinina pura hecho por Castro-Ruíz et 

al. (2017) se detalla en el Anexo 1. 

Analizando el Cuadro 2.3 vemos que efectivamente el rendimiento obtenido de 

forma natural es poco en comparación al material vegetal usado. Algunos gobiernos 

locales como el de Xichú, Gto. han tenido programas para preservar sus 

poblaciones en el municipio (Almaguer González, 2002). Sin embargo, García-

Chávez et al. (2004) señalan que las personas que se dedican al cultivo de H. 

longipes, lo hacen por propagación de esquejes, en algunos casos por semilla y que 

el tiempo de desarrollo de las raíces para alcanzar el tamaño comercial es de dos a 

tres años (García-Chávez et al., 2004). Basados en la información anterior, es 

urgente establecer sistemas de cultivo sustentables para el aprovechamiento de 

especies endémicas como esta. 
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Cuadro 2.3. Rendimientos obtenidos de afinina reportados en diversos estudios de H. longipes. 

Planta 
Lugar de obtención del 
material vegetal 

Cantidad de 
raíz usada 

Solvente 
Rendimiento 
obtenido de 
afinina 

Referencia 

H. longipes Xichu, Guanajuato 
1.5 Kg Raíz 
seca 

Etanol 
absoluto 

142.2 mg/mL 
(Hernández-Morales et al., 
2012) 

H. longipes Xichu, Guanajuato Raíz seca 
Acetato de 
etilo 

7.3 mg/g  (Molinatorres et al., 1996) 

Acamella 
oppositifolia 

Sierra de Álvarez, San Luis 
Potosí 

Raíz seca 
Acetato de 
etilo 

0.351 mg/g (Molinatorres et al., 1996) 

Acamella 
oppositifolia 

Sierra de Álvarez, San Luis 
Potosí 

Hojas secas 
Acetato de 
etilo 

0.172 mg/g  (Molinatorres et al., 1996) 

H. longipes Rio Verde, San Luis Potosí 
100 g raíz 
fresca 

Etanol 
absoluto 

1 mg/kg afinina 
pura 

(Cilia-López et al., 2010) 

H. longipes Xichu, Guanajuato 
100 g raíz 
fresca 

Etanol 
absoluto 

10 mg/kg (Cilia-López et al., 2010) 

H. longipes Xichu, Guanajuato 
1 kg raíz 
fresca 

Etanol 1% (w/w)  
(Ramírez-Chávez et al., 
2004) 

H. longipes Xichu, Guanajuato 
4.7 kg raíz 
fresca 

Etanol 0.86574 K (Arriaga-Alba et al., 2013) 

H. longipes Xichu, Guanajuato 1 kg raíz seca Etanol 7.84 mg/g 
(Buitimea-Cantúa et al., 
2020a) 

H. longipes Peñamiller, Querétaro 10 g raíz seca 
Dichlorometa
no 

19 g/kg (Castro-Ruiz et al., 2017) 

H. longipes Peñamiller, Querétaro 7 Kg raíz seca 
Dichlorometa
no 

28.5 g de afinina 
pura 

(Castro-Ruiz et al., 2017) 

H. longipes Peñamiller, Querétaro 10 g raíz seca Etanol 17 g/kg (Castro-Ruiz et al., 2017) 
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III. HIPÓTESIS 

3.1 Hipótesis 

La implementación de un sistema de producción de colectas de Heliopsis 

longipes del centro de México propagadas asexualmente, crecidas bajo condiciones 

protegidas y empleando elicitación controlada buscando dosis eustrésicas de 

peróxido de hidrógeno o ácido salicílico durante su cultivo, producirá efectos bio-

estimulantes e incrementos en la concentración de afinina en raíces en las plantas, 

relacionados con incrementos en actividades enzimáticas antioxidantes y de 

producción de afinina. 

 

IV. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo 

Implementar un sistema de producción bajo condiciones protegidas de Heliopsis 

longipes utilizando colectas del centro de México de esta especie, propagadas 

asexualmente y empleando elicitación controlada con peróxido de hidrógeno y ácido 

salicílico durante su cultivo, buscando dosis eustrésicas de estos elicitores para 

producir efectos bio-estimulantes en la planta e incrementos de afinina en las raíces, 

asociados a la inducción de sistemas enzimáticos de respuesta a estrés oxidativo y 

de producción de afinina. 

4.2 Objetivos particulares 

1. Determinar la diversidad genética de colectas de Heliopsis longipes realizadas 

en los estados de Guanajuato y Querétaro. 

2. Evaluar metodologías de propagación asexual de plantas de Heliopsis longipes. 

3. Evaluar el efecto de la elicitación controlada con peróxido de hidrogeno y ácido 

salicílico en el crecimiento y desarrollo de plantas de Heliopsis longipes 

colectadas en diferentes regiones del centro de México en invernadero. 
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4. Determinar las actividades enzimáticas de respuesta a estrés oxidativo y a 

producción de alcamidas alifáticas (afinina) en las plantas de Heliopsis longipes 

sometidas a elicitación controlada bajo condiciones de invernadero. 

5. Determinar el contenido de afinina en las colectas de Heliopsis longipes 

sometidas a elicitación controlada. 

4.3 Pregunta de investigación 

¿Es posible encontrar dosis eustrésicas de los elicitores H2O2 y ácido salicílico 

que aplicados a las plantas de Heliopsis longipes colectadas en el centro de México 

y cultivadas en condiciones protegidas, estén relacionadas con efectos bio-

estimulantes e incremento del contenido de afinina en sus raíces? 
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V. METODOLOGIA 

5.1 Ubicación del área del proyecto de investigación 

El experimento se desarrolló en la Facultad de Ingeniería de la Universidad 

Autónoma de Querétaro Campus Amazcala. El poblado de Amazcala (Figura 5.1) 

pertenece al municipio El Marqués, Qro., el cual se localiza en el sector Suroeste 

del estado, entre los 20º 31’ y 20º 58’ de latitud Norte. Su longitud se encuentra 

entre los 100º 24’ del Oeste a 1850 m s. n. m. Colinda al Oeste con el municipio de 

Querétaro, al Norte con el estado de Guanajuato, el Este con el municipio de Colón, 

y al Sur con los municipios de Huimilpan y Pedro Escobedo. La temperatura media 

oscila entre los 18ºC y los 24ºC, con un clima predominante subtropical, templado 

semi-seco. 

 

Figura 5.1. Mapa de la ubicación del campus de Amazcala, municipio de El 

Marqués, Estado de Querétaro (Google Maps, 2018). 

5.2 Especificaciones del invernadero 

El invernadero en el que se realizó la experimentación es de perfil tubular 

galvanizado de 2”, recubierto de plástico agrícola y malla anti-áfido en las ventanas 

laterales. Este invernadero tiene con una superficie de 17.5 m2 (5 m de largo y 3.6 
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m de ancho). La cumbrera está orientada este-oeste, con solo ventilación natural, 

las dos ventanas laterales son del tipo enrollable (Figura 5.2). 

 

Figura 5.2. Invernadero local. UAQ campus Amazcala. 

 

5.3 Obtención del material vegetal 

Los acodos de Heliopsis longipes se obtuvieron de cuatro localidades: Conca 

(marzo 2017) y San Juan Buenaventura (mayo 2018), en el municipio de Arroyo 

Seco, Querétaro; y del Rancho de Beltrán (mayo 2018) y el Ocotero (octubre 2019 

y febrero 2020) en el municipio de Xichú, Guanajuato dentro de la Reserva de la 

Biosfera Sierra Gorda. Las condiciones ambientales de cada punto de colecta se 

muestran en el Cuadro 5.1. 

Se hicieron muestras de suelo de todos los sitios de colecta, se realizaron 

análisis de suelo en Fundación Produce Querétaro, los cuales se muestran en el 

Cuadro 5.2. 
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Cuadro 5.1. Condiciones ambientales de los puntos de colecta de H. longipes. 

Localidad Municipio Estado 

Coordenadas 
geográficas 
(Longitud, 
Latitud) 

Altitud 
(msnm) 

Precipitación 
acumulada 
(mm) 

Temperatura 
promedio (°C) 

Clima 

Concá 
Arroyo 
Seco 

Qro -99.63, 21.44 560 860 24-26 Aw 

San Juan 
Buenaventura 

Arroyo 
Seco 

Qro -99.47, 21.35 1,400 872.2 20-22 ACw 

Ocotero Xichú Gto -100.05, 21.27 2,141 1384 14-16 Cwa 

Rancho de 
Beltrán 

Xichú Gto -100.04, 21.27 1,594 700 20 - 22 BS1h 

 

Aw: Cálido subhúmedo con lluvias en verano, ACw: Semi-cálido subhúmedo con lluvias en verano. Cwa: templado 

subhúmedo con lluvias en verano, BS1h: Semi-seco muy cálido y cálido con régimen de lluvia en verano (INEGI, 2017a, 

2017b).  
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Cuadro 5.2. Datos de análisis químicos del suelo de las colectas de H. longipes. 

Localidad 
Calcio 
(mg/Kg) 

Potasio 
(mg/Kg) 

Fosforo 
(mg/Kg) 

Magnesio 
(mg/Kg) 

Sodio 
(mg/Kg) 

Conductividad 
eléctrica (dSm-

1) 

Materia 
Orgánica 
(%) 

pH 

Concá 5834.3 149.2 5.35 204.37 4.85 0.192 1.93 7.92 

San Juan 
Buenaventura 

9278.23 216.83 1.71 172.76 4.21 0.258 3.99 8.35 

Rancho de 
Beltrán 

3219.86 67.73 16.24 276.80 6.58 0.067 1.14 7.63 

Ocotero 4 854.40 577.90 4.58 777.80 4.22 0.122 13.18 6.22 
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OBJETIVO 1 

5.4 Diversidad genética de las colectas de Heliopsis longipes 

5.4.1 Preparación del extracto para ADN 

Para la obtención del tejido vegetal, se colectaron hojas jóvenes de cada una 

de las 29 colectas de chilcuague (Heliopsis longipes) 10 plantas de la localidad de 

Xichú, 9 de Concá y 10 de Arrollo seco. La extracción de ADN se hizo por duplicado, 

se utilizó el protocolo descrito por Doyle y Doyle (1990) (Doyle and Doyle, 1990) con 

algunas modificaciones propuestas por Bermúdez-Guzmán et al. (2016) 

(Bermúdez-Guzmán et al., 2016), las cuales se describen a continuación: 

Se cortaron hojas sanas y jóvenes, inmediatamente después de cortadas se 

molieron en un mortero con 2 mL de buffer de lisis CTAB (100 mM Tris HCL pH 8, 

50 mM EDTA pH 8, 1.4 M de NaCl, 3% de CTAB y 1% PVP), y 10 µL de β-

mercaptoetanol concentrado, de la mezcla del tejido molido y el buffer de lisis, se 

transfirieron 500 µL a un microtubo de 1.5 mL. Se le adiciono a la solución, 5 µL de 

Proteinasa K (20mg/mL), se agito por inversión y se colocó en baño María a 65°C 

por 60 min. Se le adiciono 500 µL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), 

se agito en el vórtex y se centrifugo a 13,000 rpm/15 min, se repitió nuevamente 

este procedimiento. El sobrenadante se transfirió a un microtubo de 1.5 mL con 600 

µL de isopropanol frio y 100 µL de acetato de sodio al 3.2 M pH 5.2, se refrigero a -

20 °C por 30 minutos. Las muestras se centrifugaron a 1,000 rpm/10 min, se 

descartó el sobrenadante y se le adiciono 500 µL de etanol al 70%, se agito por 

inversión y nuevamente se centrifugo por 1,000 rpm/3 min, se descartó el 

sobrenadante y se secó la pastilla en toallas absorbentes. La pastilla se eluyo con 

100 µL de TE 1X. 

Se cuantificó con la ayuda de un espectrofotómetro (NanoDrop 8000) y se 

complementó con una cuantificación visual en gel de agarosa a 1.5%. Se 

uniformizaron las diluciones a una concentración de 120 ng/µL de ADN. Para 

comprobar que la pureza del ADN era suficiente para realizar la PCR. Se amplifico 

en todas las muestras el fragmento del 26S con las siguientes condiciones. 
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La reacción se llevó a un volumen de 25 µL, con Buffer 10x, (2.0 µL), MgCl2 50x 

(1 µL), dNTP’s 2.5Mm (2 µL), cebador 26s 5 µm (4 µL), Taq polimerasa 1 U (0.2 µL), 

ADN 20ng/µL (3.0 µL). El programa utilizado en el termociclador fue: un ciclo a 94°C 

por 5 min seguido de 25 ciclos a 94°C 30 s, 60°C por un minuto, 72°C 30 s, y por 

ultimo un ciclo a 72 °C por 5 min. 

5.4.2 Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP - 

Amplified fragment length polymorphism) 

La técnica de AFLP se desarrolló según el protocolo descrito por Vos et al. 

(1995), pero utilizando fluoróforos adheridos a los iniciadores de la amplificación 

selectiva, con el fin de ser separados por electroforesis capilar y reconocidos por un 

secuenciador automático (Vos et al., 1995). 

La técnica consta de tres pasos: 1) digestión-ligación: se realizó la digestión a 

10 ng/μL de ADN de Heliopsis longipes con las enzimas EcoRI y MseI, 

posteriormente se ligó el producto de la digestión con adaptadores de doble cadena, 

específicos para cada enzima, 2) amplificación preselectiva: con el producto del 

paso anterior se realizó una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando 

iniciadores del tipo EcoRI+A y MseI+C, 3) amplificación selectiva: se probaron 24 

combinaciones de iniciadores selectivos del tipo EcoRI+3 / MseI+3 marcados con 

fluoróforos (Cuadro 5.3). 

Los fragmentos AFLP se separaron y visualizaron por medio de una 

electroforesis capilar con el secuenciador automático Applied Biosystems 3500xL 

Genetic Analyzer, con los resultados obtenidos se genera una matriz de datos 

binarios. El archivo de datos binarios fue analizado con el programa NTSYS-pc 

versión 2.1 (Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System) (Rohlf, 1992), para 

generar una matriz de similitud basada en el coeficiente DICE (Núñez-Colín and 

Valadez-Moctezuma, 2010), el cual considera para determinar la semejanza entre 

dos variedades solo las coincidencias. A partir de la matriz de similitud, se 

determinaron las relaciones genéticas entre el germoplasma estudiado, utilizando 

un dendrograma generado por un análisis de agrupamientos aplicando el método 

UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average). 
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Cuadro 5.3. Bases selectivas de 24 distintas combinaciones probadas para 

evaluar diversidad genética 29 colectas de H. longipes. 

Número Bases selectivas de distintos 
iniciadores EcoR1+3 

Bases selectivas de distintos 
iniciadores MseI+3 

1 

AAG 

CAA 

2 CAC 

3 CAG 

4 CAT 

5 CGA 

6 CGC 

7 CGG 

8 CGT 

9 

AGC 

CAA 

10 CAC 

11 CAG 

12 CAT 

13 CGA 

14 CGC 

15 CGG 

16 CGT 

17 

ACA 

CAA 

18 CAC 

19 CAG 

20 CAT 

21 CGA 

22 CGC 

23 CGG 

24 CGT 
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OBJETIVO 2 

5.5 Aclimatación de las accesiones de H. longipes 

Los acodos fueron trasplantados en bolsas de 8 L/30 K con Peat moss® (musgo 

del género Sphagnum), composta y tezontle (1:2:1). Las plántulas se mantuvieron 

en condiciones de invernadero hasta que alcanzaron un mes, cinco y siete meses 

de aclimatación para su experimentación. La distribución de las plantas fue por 

hileras de 2 plantas mismas que fueron organizadas por colectas. Se tuvo una 

densidad de 5.7 plantas /m2. Las condiciones climatológicas durante la aclimatación 

y la experimentación fueron entre 18 - 28°C, fotoperiodo de 14 h luz/ 10 h oscuridad 

y 43% HR. 

5.6 Evaluación de las metodologías de propagación asexual de plantas de 

Heliopsis longipes. 

La forma predilecta de multiplicación de H. longipes es asexual, ya que forma 

raíces a partir de los nudos de los tallos maduros en contacto con el suelo, en 

especial durante las épocas húmeda y seca-fría. A este tipo de reproducción 

asexual se le llama estolón o acodo, (Figura 5.3), en especial durante las épocas 

húmeda y seca-fría (Cilia-López et al., 2008). 

La planta de H. longipes al tener espacio en el sustrato va generando por si 

misma acodos (Figura 5.4). En las pruebas realizadas en tallos enterrados en el 

sustrato, se generan de 3 a 5 raicillas de 3 cm de largo en un periodo de dos meses. 

Asimismo, la propagación por acodos permite la multiplicación más controlada de 

las plantas, pudiendo hacer una selección de variedades y eco tipos. 
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Figura 5.3. Propagación por acodo de H. longipes: A) Planta madre de tres años 

de aclimatación y B) acodo de la planta madre con un año de crecimiento de H. 

longipes. 

 

Figura 5.4. A) Acodo de la planta de H. longipes en una maceta adyacente con el 

mimo sustrato. B) Raíz de acodo de un mes. 

La propagación con tallos se hace con plantas sanas, vigorosas y con ramas de 

longitudes mayores a 20 cm. Las macetas se tienen con sustrato homogéneo y 
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marcadas con fecha del día en el que se hace el corte. El sustrato se prepara 

previamente con humus seco, composta y gravilla en proporción 1:1:1 y a capacidad 

de campo con agua corriente minutos antes de comenzar con la maniobra de las 

varas. Se prepara el enraizador comercial proroot® (4.5 g/5L agua). La solución del 

enraizador se vierte en un atomizador. Los nudos de los tallos se ponen en contacto 

con el sustrato a una profundidad de 2 cm y se rellena el espacio con más sustrato 

hasta que cubrir por completo, seguidamente se aplica con el atomizador el 

enraizador, de manera superficial hasta que el sustrato este suficiente mojado y se 

cubre con un plástico, encima de este último más sustrato como peso para mantener 

el tallo fijo (Figura 5.5). 

 

Figura 5.5. A) Tallo para esquejar en el sustrato. B) Plástico con sustrato para 

mantener el tallo en su lugar. 
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OBJETIVO 3 

5.7 Evaluación del efecto de la elicitación controlada mediante peróxido de 

hidrogeno y ácido salicílico en el crecimiento y desarrollo de plantas de H. 

longipes colectadas en diferentes regiones del centro de México en 

invernadero. 

Se evaluaron los factores de estrés después de seis meses de aclimatación de 

las accesiones de H. longipes colectadas en Beltrán y Concá. Las variables 

morfológicas medidas fueron el ancho basal del tallo (W) en mm (medido con 

Vernier Multitoyo Absolute digital), altura del tallo (H) en mm y longitud de raíz (L) 

en mm (medidos con una regla graduada). Todos los tratamientos se realizaron por 

triplicado. Las determinaciones se realizaron entre las 9:00-11: 00 a.m. La duración 

de la exposición a los elicitores se determinó con base en Mejía-Teniente et al. 

(2013). Donde los resultados mostraron que la exposición de H2O2 y AS permanece 

durante 7 días en las plantas de capsicum annuum. 

De acuerdo con lo descrito en antecedentes, las concentraciones de los factores 

de elicitación se determinaron en base a las investigaciones previas del grupo de 

Biosistemas de la Facultad de Ingeniería de la Universidad Autónoma ed Querétaro, 

las cuales se describen a continuación: ácido salicílico (AS) en un rango 1–10 mM, 

y peróxido de hidrógeno (H2O2) en un rango de 10-400 mM (Mejía-Teniente et al., 

2013; Vargas-Hernández et al., 2017; M C Vázquez-Hernández et al., 2019). Las 

concentraciones representativas fueron seleccionadas para AS (10 mM) y H2O2 

(200 mM). En el caso de AS, la concentración 10 mM es la concentración máxima 

de solubilidad en agua para fines prácticos en campo y sin agregar sustancias 

contaminantes (Mejía-Teniente et al., 2013). La concentración de H2O2 200 mM tuvo 

respuesta morfológica significativa en Stevia rebaudiana B. cv.Morita II (Vázquez-

Hernández et al., 2019). 

Después del período de aclimatación (180 días), los factores de estrés se 

asperjaron sobre el área foliar por dos semanas seguidas. El control se realizó con 

agua destilada (Vázquez-Hernández et al., 2019). Para las determinaciones 

bioquímicas y moleculares, se tomaron las muestras (hojas, tallos y raíces) 2 h 
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después de la aplicación (Figura 5.6), se congelaron inmediatamente en nitrógeno 

líquido y se almacenaron a -80 °C hasta los análisis (Mejía-Teniente et al., 2013). 

 

 

Figura 5.6. Línea del tiempo para accesión de seis meses de aclimatación con 

elicitores. 
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OBJETIVO 4 

5.8. Determinación de las actividades enzimáticas asociadas al eustrés, en 

las plantas que mejor respondieron a las variables de crecimiento para la 

producción de afinina en comparación contra un control 

5.8.1 Preparación de las muestras para ensayos enzimáticos. 

Las muestras secas de raíz de H. longipes (0.3 g) de plantas individuales se 

homogeneizaron con 1 mL de búfer de extracción en frío y la suspensión se 

centrifugó a 13,000 rpm durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se usó para 

determinar las actividades enzimáticas. La concentración de proteínas en los 

extractos enzimáticos se determinaron de acuerdo con el método reportado por 

Bradford (1976) (Bradford, 1976), utilizando albúmina de suero bovino como 

estándar (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EE. UU.). 

 

5.8.2 Ensayo de la actividad Superóxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) 

La actividad de superóxido dismutasa (SOD, por sus siglas en inglés) se 

determina espectrofotométricamente (λ560nm) por la inhibición de la reducción de 

nitroazul de tetrazolio. Se determina de acuerdo al método reportado por Hayat et 

al. (2018) (Hayat et al., 2018). 

5.8.2.1 Principio 

2 Superóxido (O2) 

Sustrato 
→ 

O2 + Agua (H2O) 

Producto 

Las condiciones del ensayo fueron temperatura ambiente, pH 7.8, tiempo 30 

minutos. La definición de unidad enzimática (U). Una unidad de actividad enzimática 

se define como la cantidad de enzima (SOD) que inhibe el 50% de la reducción de 

NBT por superóxidos generados, bajo las condiciones del ensayo. Una unidad de 

actividad enzimática se define como la cantidad de enzima (SOD) que realiza el 

50% de la reducción de radicales superóxido, bajo las condiciones del ensayo. Los 

reactivos requeridos fueron fosfato de potasio monobásico, fosfato de potasio 

dibásico, EDTA-Na2 (ácido etilendiaminotetraacético-disodio), L-Metionina, NBT 
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(Nitroazul de tetrazolio) y riboflavina. La preparación de las soluciones verla en 

ANEXO 2. Las soluciones que se usaron fueron: 

1. Búfer de extracción (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8). 

2. Búfer de reacción (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8). 

3. Solución de EDTA-Na2 0.1 mM. 

4. Solución de Metionina 0.13 M. 

5. Solución de NBT 0.75 mM. 

6. Solución de Riboflavina 0.02 mM. 

5.8.2.2 Procedimiento 

5.8.2.2.1 Ensayo de actividad enzimática (en celda) 

1. Se colocó 1.5 mL de búfer de reacción en un tubo de ensayo. 

2. Se añadieron 0.3 mL de EDTA-Na2 0.1 mM, 0.3 mL de Metionina 0.13 M, 0.3 

mL de NBT 0.75 mM, 0.3 mL de Riboflavina, 0.05 mL del extracto enzimático y 

0.25 mL de agua destilada. 

3. Se mezcló por inversión de los tubos. 

4. Se expusieron los tubos a luz fluorescente durante 30 min (desarrollo de color). 

5. Se midió la absorbancia a λ560nm. 

6. Se elaboró un blanco de reacción, el cual contuvo todos los reactivos del paso 

2 excepto el extracto enzimático (cambiar por agua destilada). 

 

5.8.2.3 Cálculos 

Calcular el % de inhibición de reducción de NBT, utilizando la siguiente ecuación 

(1): 

%𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 = (1 − 𝐴 𝐵)𝑥100⁄  (1) 

Donde: 

A = Aλ560nm de la muestra de reacción 
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B = Aλ560nm del blanco de reacción 

A partir de la curva patrón de % de inhibición de reducción de NBT versus 

actividad de SOD, ver ANEXO 2: 

𝑦 = 8.6026 ∙ 𝑙𝑛(𝑥) + 55.836

 

(2) 

Donde: 

y = % Inhibición 

x = Actividad de SOD (U/mL) 

Despejar x 

𝑥 = 𝑒(
𝑦−55.836

8.6026
)
 

(3) 

 

Sustituir el valor de % inhibición (y) obtenido de la ecuación (1) en la ecuación 

(3) y calcular la actividad de SOD (x). 

 

5.8.3 Ensayo de la actividad Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) 

La actividad de catalasa (CAT, por sus siglas en inglés) se determina 

espectrofotométricamente (λ240nm) por la cuantificación de peróxido de hidrógeno 

catalizado. Se determina de acuerdo al método reportado por Afiyanti & Chen (2014) 

con modificaciones (Afiyanti and Chen, 2014). 

5.8.3.1 Principio 

Peróxido de hidrógeno 

(H2O2) 

Sustrato 

→ 
Agua (H2O) 

Producto 

 

Las condiciones del ensayo fueron temperatura ambiente, pH 8.0, tiempo 6 

minutos. La definición de unidad enzimática (U). Una unidad de actividad enzimática 

se define como la cantidad de enzima (CAT) que cataliza (consume) 1 µmol/min de 

peróxido de hidrógeno, bajo las condiciones del ensayo. Los reactivos requeridos 
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fueron fosfato de potasio monobásico, fosfato de potasio dibásico, glicerol, peróxido 

de hidrógeno (H2O2), Tris-HCl y 2- Mercaptoetanol. La preparación de las soluciones 

verla en ANEXO 2. Las soluciones que se usaron fueron: 

1. Búfer de extracción (Tris-HCl 100 mM, Glicerol 20 % v/v, 2-Mercaptoetanol 30 

mM, pH 8.0). 

2. Búfer de reacción (Fosfato de potasio 50 mM, pH 8.0). 

3. Solución de H2O2 100 mM. 

5.8.3.2 Procedimiento 

5.8.3.2.1 Preparación del extracto enzimático 

1. Se pesó 0.3 g de muestra vegetal y se homogeneizó en un mortero con 1 mL 

de búfer de extracción a 4 °C. 

2. Posteriormente, se colocó la muestra homogeneizada en un tubo de ensayo, 

se agregó 1 mL de búfer de extracción y se agitó en vortex durante 2 min. 

3. Se centrifugó la mezcla a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. 

4. Se separó el sobrenadante (extracto enzimático) y almacenar a 4 °C. 

 

5.8.3.2.2 Ensayo de actividad enzimática (en celda) 

1. Se colocó 2 mL de búfer de reacción.  

2. Se añadió 0.2 mL de solución de peróxido de hidrógeno. 

3. Se añadió 0.1 mL de extracto enzimático. 

4. Se midió el cambio de absorbancia λ240nm durante 6 min (una lectura cada 

minuto). 

 

5.8.3.3 Cálculos 

𝑈 =  
(∆𝐴240𝑛𝑚)(𝑉𝑡)(𝐹𝐷)

(𝜀)(𝑉𝑒)(𝐿)
 

(4) 
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ΔA240nm= cambio de absorbancia por min 

Ve = volumen del extracto 

Vt = volumen total del ensayo 

FD = factor de dilución 

ɛ = coeficiente de extinción molar de peróxido de hidrógeno (0.0394 M/m ٠cm) 

L= longitud de la celda 

 

5.8.4 Ensayo de la actividad Fenilalanina-amonio liasa (PAL) (EC 

4.3.1.5) 

La actividad de Fenilalanina-amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés) se 

determina espectrofotométricamente (λ290nm) por la cuantificación de ácido cinámico 

formado a partir de la catálisis de L-fenilalanina de acuerdo al método reportado por 

Toscano et al. (2018) con modificaciones (Toscano et al., 2018). 

5.8.4.1 Principio 

L-Fenilalanina 

Sustrato 
→ 

Ácido cinámico 

Producto 

 

 

Las condiciones del ensayo fueron temperatura 40 °C, pH 8.8, tiempo 60 

minutos. La definición de unidad enzimática (U). Es una unidad de actividad 

enzimática se define como la cantidad de enzima (PAL) que produce 1 µmol/min de 

ácido cinámico, bajo las condiciones del ensayo. Los reactivos requeridos fueron 

ácido bórico, ácido clorhídrico, ácido cinámico, borato de sodio, L- Fenilalanina y 2- 

mercaptoetanol. La preparación de las soluciones verla en ANEXO 1. Las 

soluciones que se usaron fueron: 

1. Búfer de extracción (Borato 0.1 M, 0.1% v/v de 2-Mercaptoetanol, pH 8.8). 

2. Búfer de reacción (Borato 0.1 M, L-Fenilalanina 10 mM, pH 8.8). 
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3. Solución de ácido clorhídrico (HCl) 1 N. 

4. Solución Stock de ácido cinámico [3 mg/mL]. 

 

5.8.4.2 Procedimiento 

5.8.4.2.1 Preparación del extracto enzimático: 

1. Se pesó 0.3 g de muestra vegetal y se homogeneizó en un mortero con 1 mL de 

búfer de extracción a 4 °C. 

2. Posteriormente, se colocó la muestra homogeneizada en un tubo de ensayo, 

agregar 1 mL de búfer de extracción y agitar en vortex durante 2 min. 

3. Se centrifugó la mezcla a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. 

4. Se separó el sobrenadante (extracto enzimático) y almacenar a 4 °C. 

 

5.8.4.2.2 Preparación de curva patrón: 

1. Se pipeteó de la solución stock de ácido cinámico 0.67, 2, 3.3, 4.6, 6, 7.3 y 8.7 

mL en matraces aforados de 50 mL, previamente etiquetados y se aforó a 50 mL 

con agua destilada. 

2. Dichas soluciones tuvieron una concentración de 0.2, 0.6, 1, 1.4, 1.8, 2.2 y 2.6 

mg/mL, respectivamente. 

3. Se leyó la absorbancia a una longitud de onda (λ340nm) de cada dilución y de 

la solución stock (3 mg/mL). 

 

5.8.4.2.3 Ensayo de actividad enzimática (en microplaca) 

1. Se colocó 230 µL de búfer de reacción y se añadió 20 µL de extracto enzimático.  

2. Se incubó la mezcla a 40 °C durante 60 min. 

3. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se añadió 50 µL de solución de 

HCl 1 N (para detener la reacción) y se dejó reposar 10 min. 

4. Se midió la absorbancia a λ290nm. 
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5. Se elaboró un blanco, el cual contuvo 250 µL de búfer de reacción. 

 

5.8.4.2.4 Ensayo de actividad enzimática (en celda) 

1. Se colocó 2.3 mL de búfer de reacción y se añadió 0.2 mL de extracto 

enzimático. 

2. Se incubó la mezcla a 40 °C durante 60 min. 

3. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se añadió 0.5 mL de solución de 

HCl 1 N (para detener la reacción) y se dejó reposar durante 10 min. 

4. Se midió la absorbancia a λ290nm.  

5. Se elaboró un blanco, el cual contuvo 2.5 mL de búfer de reacción. 

 

5.8.4.3 Cálculos 

A partir de la curva patrón de ácido cinámico, ver ANEXO 2. 

𝑦 = 0.0753𝑥 + 0.0714 (5) 

 

Donde: 

y = Aλ290nm 

x = Concentración de ácido cinámico (mg/mL) 

Despejar x: 

𝑥 =  
𝑦 − 0.0714

0.0753
 

(6) 

 

Unidad 

𝑈

𝑚𝐿
=  

(𝑥)(𝑉𝑡)(1000)

(𝑃𝑀)(𝑡)(𝑉𝑒)
 

(7) 

 

x = concentración de ácido cinámico 
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Ve = volumen del extracto 

Vt = volumen total del ensayo 

PM = peso molecular del producto (ácido cinámico) 

t = tiempo de la reacción 

1000 = factor de conversión de unidades 

 

5.8.5 Ensayo de la actividad Valina descarboxilasa (VDC) (EC 4.1.1.14) 

La actividad de valina descarboxilasa (VDC) se determina 

espectrofotométricamente (λ550nm) por la cuantificación de isobutilamina formada 

a partir de la catálisis de L-valina. La determinación se hizo de acuerdo al método 

reportado por Cortez-Espinoza et al. (2010) con modificaciones (Cortez-Espinosa et 

al., 2011). 

 

5.8.5.1 Principio 

L-Valina 

Sustrato 
→ 

Isobutilamina 

Producto 

 

 

Las condiciones del ensayo fueron temperatura 42 °C, pH 7.5, tiempo 60 

minutos. La definición de unidad enzimática (U). Una unidad de actividad enzimática 

se define como la cantidad de enzima (VDC) que produce 1 µmol/min de 

isobutilamina, bajo las condiciones del ensayo. Los reactivos requeridos fueron 

acetona, fosfato de potasio monobásico, fosfato de potasio dibásico, fosfato de 

piridoxal, L- Valina y 2- Mercaptoetanol. La preparación de las soluciones verla en 

ANEXO 1. Las soluciones que se usaron fueron: 

1. Búfer de extracción (Fosfato de potasio 50 mM, Fosfato de piridoxal 50 µM, 2-

Mercaptoetanol 1 mM, pH 8.0). 
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2. Búfer de reacción (Fosfato de potasio 50 mM, Fosfato de piridoxal 1 mM, L-

Valina 1 mM, pH 7.5). 

 

5.8.5.2 Procedimiento 

5.8.5.2.1 Preparación del extracto enzimático 

1. Se pesó 0.3 g de muestra vegetal y homogeneizar en un mortero con 1 mL de 

búfer de extracción a 4 °C. 

2. Posteriormente, se colocó la muestra homogeneizada en un tubo de ensayo, 

agregar 1 mL de búfer de extracción y agitar en vortex durante 2 min. 

3. Se centrifugó la mezcla a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. 

4. Se separó el sobrenadante (extracto enzimático) y almacenar a 4 °C. 

 

5.8.5.2.2 Ensayo de actividad enzimática (en microplaca) 

1. Se colocó 200 µL de búfer de reacción y añadir 40 µL de extracto enzimático.  

2. Se incubó la mezcla a 42 °C durante 60 min. 

3. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se añadió 15 µL de acetona y se 

colocó en baño de hielo (para detener la reacción) durante 10 min. 

Posteriormente, se dejó reposar a temperatura ambiente durante 10 min. 

4. Se medió la absorbancia a λ550nm.  

5. Se elaboró un blanco, el cual deberá contener: 240 µL de búfer de reacción. 

 

5.8.5.2.3 Ensayo de actividad enzimática (en celda) 

1. Se colocó 1.4 mL de búfer de reacción y se añadió 0.3 mL de extracto 

enzimático.  

2. Se incubó la mezcla a 42 °C durante 60 min. 
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3. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se añadió 0.1 mL de acetona y se 

colocó en baño de hielo (para detener la reacción) durante 10 min. 

Posteriormente, se dejó reposar a temperatura ambiente durante 10 min. 

4. Se medió la absorbancia a λ550nm. 

5. Se elaboró un blanco, el cual deberá contener 1.7 mL de búfer de reacción. 

 

5.8.5.3 Cálculos 

𝑈 =  
(𝐴550𝑛𝑚)(𝑉𝑡)(1000)

(𝜀)(𝑉𝑒)(𝑡)(𝐿)
 

(8) 

 

A550nm= absorbancia de la muestra de reacción 

Ve = volumen del extracto 

Vt = volumen total del ensayo 

ɛ = coeficiente de extinción molar de isobutilamina (17400 M/m٠cm) 

t = tiempo de la reacción 

L= longitud de la celda 

1000 = factor de conversión de unidades 

 

5.8.6 Determinación de proteína 

5.8.6.1 Principio 

La concentración de proteína se determina espectrofotométricamente (λ595nm) 

por la cuantificación del complejo azul brillante de Coomasie G-250 con la proteína 

de la muestra. Se determina de acuerdo al método reportado por Bradford (1976) 

(Bradford, 1976). Lo reactivos requeridos fueron: reactivo de Bradford y cloruro de 

Sodio. La preparación de las soluciones verla en ANEXO 1. Las soluciones que se 

usaron fueron: 

1. Solución de cloruro de sodio 0.15 M. 

2. Solución Stock de albúmina de suero bovino [1 mg/mL]. 
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5.8.6.2 Procedimiento 

5.8.6.2.1 Preparación de curva patrón 

1. Pipetear de la solución stock de albúmina de suero bovino 2, 4, 6 y 8 mL en 

matraces aforados de 10 mL, previamente etiquetados y aforar a 10 mL con agua 

destilada. 

2. Dichas soluciones tendrán una concentración de 0.2, 0.4, 0.5 y 0.8 mg/mL, 

respectivamente. 

3. Leer la absorbancia a una longitud de onda (λ595nm) de cada dilución y de la 

solución stock (1 mg/mL). 

5.6.8.2.2 Determinación de proteína en microplaca 

1. Se mezcló 20 µL de muestra (extracto enzimático) con 230 µL de reactivo de 

Bradford. 

2. Se dejó reposar durante 20 min (en la oscuridad). 

3. Se midió la absorbancia a λ595nm. 

4. Se preparó un blanco con 250 µL de solución de cloruro de sodio. 

5.6.8.2.3 Determinación de proteína en celda 

1. Se mezcló 50 µL de muestra (extracto enzimático) con 1.5 mL de reactivo de 

Bradford. 

2. Se agitó en vortex durante 30 segundos. 

3. Se dejó reposar durante 20 min (en la oscuridad). 

4. Se midió la absorbancia a λ595nm. 

5. Se preparó un blanco con 1.5 mL de solución de cloruro de sodio. 

 

5.8.6.8.3 Cálculos 

A partir de la curva patrón de albúmina de suero bovino, ver ANEXO 2. 

𝑦 = 0.5066𝑥 + 0.0085 (9) 
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Donde: 

y = Aλ595nm 

x = Concentración de albúmina (mg/mL) 

Despejar x: 

𝑥 =  
𝑦 − 0.0085

0.5066
 

(10) 

 

*Nota: cuando sea el caso el valor de x obtenido a partir de la curva patrón se 

multiplica por el factor de dilución (FD) correspondiente. 

OBJETIVO 5 

5.9. Determinar la producción de afinina en las plantas de H. longipes 

sometidas a elicitación controlada bajo condiciones de invernadero. 

5.1.1 Procesamiento de muestras para la determinación del contenido 

de afinina en las raíces de H. longipes 

Los extractos de raíz de H. longipes se prepararon para las determinaciones del 

contenido de afinina como sigue: las muestras de raíz de plantas individuales se 

liofilizaron durante tres días, se molieron hasta obtener un polvo fino 

homogeneizado. La muestra (10 mg) se maceró con 1 mL de etanol (grado reactivo), 

se sonicó durante 15 min, se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C; y se 

recuperó el sobrenadante. Los extractos se concentraron en un concentrado Savant 

™ SpeedVac ™ a 4 °C durante dos días. Finalmente, las muestras fueron 

resuspendidas en 1 mL de etanol (grado HPLC), las soluciones se filtraron en 

acrodiscos de malla de poro de 0,45 μm y diámetro de 25 mm (Agilent Technologies) 

(Aguilar et al., 2016; Bae et al., 2010). 

5.1.2 Cuantificación de afinina en extractos de H. longipes por HPLC-

DAD 

Para la cuantificación del contenido de afinina se utilizó un método 

estandarizado desarrollado en el laboratorio de Química Medicinal de la Facultad 

de Química de la Universidad Autónoma de Querétaro. Este análisis se realizó 
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utilizando un sistema HPLC Waters (Millipore Corp., División de Cromatografía de 

Aguas, Milford, MA, EE. UU.). Este equipo está compuesto por un sistema de 

suministro multidisolvente 600E y un detector PDA 2998. La columna utilizada fue 

ZORBAX ECLIPSE XDB-C8 (4,5 × 150 mm, tamaño de partícula de 5 um, tamaño 

de poro de 120 Å). En el sistema isocrático se logró la composición de la fase móvil 

que fue del 50% del 1% ácido acético en agua grado HPLC y 50%acetonitrilo de 

grado HPLC a una razón de flujo de 1 mL / min. El volumen de inyección fue de 20 

μl, y el tiempo total de análisis fue de 8.5 min. El contenido de afinina se obtuvo 

usando una curva de calibración afinina pura (15–90 μg / mL). Se obtuvieron cinco 

puntos, cada uno corresponde a la media de tres réplicas. Las áreas bajo la curva 

(Y) obtenidas para cada punto se trazaron frente a las respectivas concentraciones 

utilizadas (X) y una correlación lineal establecida como Y = aX+ b (Aguilar et al., 

2016; Bae et al., 2010). 

5.10 Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 6.0 

(Software GraphPad, San Diego, CA). El diseño experimental fue completamente al 

azar para evaluar el efecto de la aplicación foliar de ambos elicitores sobre los 

cambios en variables de crecimiento y desarrollo, las actividades enzimáticas SOD, 

CAT, PAL y VDC y el contenido de afinina. La disposición del experimento fue de 

siete tratamientos con una unidad experimental de 12 plantas por triplicado. Los 

datos fueron sometidos a análisis de varianza (ANOVA) y las diferencias entre 

medias se compararon utilizando las comparaciones múltiples de la prueba de 

Tukey (P = 0.05). 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION 

OBJETIVO 1 

6.1 Análisis de la diversidad genética de colectas de Heliopsis longipes 

realizadas en los estados de Guanajuato y Querétaro. 

6.1.1 Marcadores moleculares de ADN 

En la Figura 6.1 se visualiza la calidad de ADN en ella se aprecia una banda de 

alto peso molecular sin señales de degradación para todas las colectas. Esto es 

indicativo de que el ADN genómico de las muestras de H. longipes, se encuentra 

integro. 

 

Figura 6.1. ADN en gel de agarosa de las poblaciones de H. longipes, usando λ 

sin cortar como marcador de peso. 

La cuantificación y pureza de cada ADN se muestra en el cuadro 6.1, en él se 

puede apreciar que se obtuvo gran cantidad de ADN y la pureza de las muestras va 

de 1.8 a 2.00. 

En la Figura 6.2 se observa el resultado de la amplificación del PCR con el 

cebador universal 26S en las muestras de chilcuague, en ella se aprecia que se 

obtuvo la banda esperada de 200pb, lo cual es indicativo de que el ADN no tiene 

ningún contaminante que impida realizar la PCR. 
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Cuadro 6.1. Valores de concentración y pureza de ADN (ng/µL) de las 

poblaciones de H. longipes. 

Muestra Concentración Pureza 

260/280 

Muestra Concentración Pureza 

260/280 

3 RB 316.8 2.09 5 Concá 362.4 1.9 

11 RB 952.3 2.06 6 Concá 346.2 1.8 

13 RB 600.8 2.09 7 Concá 348.9 2.09 

14 RB 326 2.1 9 Concá 590.7 1.98 

15 RB 496.1 2 10 Concá 303.8 2.05 

16 RB 442.1 2.05 1 SJB 128.8 1.95 

17 RB 641.5 2.03 4 SJB 318.7 2.04 

18 RB 662.5 1,97 9 SJB 147.4 2 

19 RB 389 2,07 21 SJB 277.2 2.01 

20 RB 189 2,09 22 SJB 328.2 2.04 

1 Concá 737.9 2,13 23 SJB 371 1.98 

2 Concá 99.34 2 24 SJB 159.8 1.98 

3 Concá 633 2,14 25 SJB 236.3 2.03 

4 Concá 360.2 2,08 27 SJB 182.2 2.09 

   28 SJB 273.5 2.03 

SJB - San Juan Buenaventura, RB- Rancho de Beltrán 

 

 

Figura 6.2. Visualización en gel de agarosa al 1.5 % de los fragmentos 

amplificados con el cebador 26S de las muestras de H. longipes, utilizando el 

marcador de peso 1 KB plus. 

6.1.2 Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados 

(AFLPs) 

La media general de la similitud genética obtenida entre las 29 colectas de 

chilcuague fue de 0.84, con un rango que varió desde 0.60 a 0.96. La mayor similitud 

fue entre las colectas RB 11 y RB 13, y la menor fue entre la Concá 5 y SJB 1. 
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En las relaciones genéticas encontradas, se puede apreciar en el dendrograma 

(Figura 6.3), que a pesar de que el promedio general de similitud entre el total de 

las colectas fue alto, se formaron tres grupos (A, B y C), el grupo A formado por las 

colectas de RB excepto RB-18, el grupo B con una mezcla de catorce genotipos de 

Concá y SJB y el C también formado por cuatro colectas de Concá y Arroyo Seco. 

Se separa de estos grupos la colecta de SJB-23. Los genotipos del grupo A, 

mostraron un coeficiente promedio de similitud de 0.89. 

Al analizar el grupo B del dendrograma generado, se puede observar que se 

forman dos subgrupos el B1 y B2, los cuales juntos con el grupo A, presentan una 

tendencia de separar los genotipos por su lugar de origen. En el subgrupo B1 se 

ubicaron colectas originarias de Arroyo Seco y en el subgrupo B2 materiales 

procedentes de Concá. La formación de estos tres grupos podría señalar la 

presencia de fuentes de diversidad diferentes en este germoplasma, este 

agrupamiento, que correspondió a un patrón geográfico, indica baja diseminación o 

flujo genético entre las zonas de RB en Guanajuato y la de SJB-Concá de 

Querétaro. 
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Figura 6.3. Dendrograma de las relaciones genéticas existentes entre 29 colectas 

de chilcuague (Heliopsis longipes), basado en el coeficiente DICE calculado con 

24 combinaciones AFLP. 
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OBJETIVO 2 

6.2 Producción acodos para la propagación asexual de plantas de Heliopsis 

longipes. 

La generación del sistema radicular tarda en promedio 15 semanas en 

establecerse y dar a la formación de un nuevo ejemplar idéntico, por lo cual se 

requiere cuidar la humedad del sustrato, la temperatura del aire de las macetas y la 

solución nutritiva. Asimismo, se sugiere mantener los tallos en un lugar sombreado, 

con una malla sombra del 30% para cubrir las macetas (Figura 6.4). 

 

Figura 6.4. Acodos de H. longipes: A) Tallo con tres semanas enterrado. B) Acodo 

con seis semanas. C) Acodo con ocho semanas. D) Acodo con diez semanas. 

El enraizador se aplicó a los siete y quince días posteriores. El riego se hizo 

cada tercer día vigilando la humedad del sustrato. Durante 14 semanas se registró 

la longitud de las raíces con un vernier digital. Después de diez semanas, los codos 

se visualizan como en la Figura 6.4A. Mientras que la formación y crecimiento de 
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las raíces de los acodos se comportaron como se muestra en la Figura 6.4B. Las 

plántulas de H. longipes de catorce semanas se visualizan como en la Figura 6.5. 

 

Figura 6.5. A) Raíces de acodo de H. longipes con seis semanas. B) 

Comportamiento del crecimiento de la longitud de las raíces de los acodos de H. 

longipes durante 14 semanas. 

Los acodos se separaron de la planta madre con tijeras de poda previamente 

desinfectadas y se establecieron en macetas de 10 L con el mismo sustrato (Figura 

6.6). 

 

Figura 6.6. A) Plántula de H. longipes de siete semanas. B) Acodos desarrollados 

trasplantados. Dire
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OBJETIVO 3 

6.3 Efecto de la elicitación controlada mediante peróxido de hidrogeno y 

ácido salicílico en el crecimiento y desarrollo de plantas de Heliopsis 

longipes colectadas en diferentes regiones del centro de México en 

invernadero. 

Las poblaciones de H. longipes colectadas se trasplantaron y colocaron en el 

invernadero por 190 días, el aspecto visual se muestra en la Figura 6.7. 

 

Figura 6.7. Aspecto morfológico típico de H. longipes en el día 190 después del 

trasplante. A) población de Conca, B) población de Rancho Beltrán (RB). 

Las medidas de las plantas de H. longipes bajo condiciones de invernadero sin 

la aplicación de elicitores se muestran en el Cuadro 6.2. 

 

  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



 

 

72 

Cuadro 6.2. Variables morfológicas de H. longipes bajo condiciones de invernadero. 

Población 
Diámetro de tallo 

(mm) 

Altura de planta 

(mm) 

Longitud de raíz 

(mm) 

RB 2.35 ± 0.35b  104.62 ± 27.07b  191.50 ± 31.67b 

Concá 3.99 ± 0.22a 570.00 ± 43.77a 290.00 ± 18.25a 

RB- Rancho de Beltrán 

La población de Concá registró diferencia significativa en diámetro de tallo. En 

la altura de planta, la población de Concá tuvo diferencia significativa respecto a la 

población de RB, este resultado pudo deberse a las condiciones climáticas en el 

invernadero. La longitud de raíz fue significativamente diferente en la población de 

Concá. En este experimento se observaron poblaciones de patógenos como la 

cochinilla blanca y los grillos en etapas adultas sobre el área foliar, al igual que el 

tamaño de las hojas se desarrollaron con mayor tamaño que el resto de las 

poblaciones. 

Bajo condiciones de elicitación controlada las variables morfológicas de 

diámetro y longitud de tallo y longitud de raíz se graficaron, como se muestra en la 

Figura 6.8. El comparativo entre las poblaciones y elicitores para la variable de 

diámetro de tallo, no tuvo diferencia significativa (Figura 6.8A). Por el contrario, el 

mejor tratamiento en la altura del tallo fue H2O2 200 mM (1.57 veces más) con 

respecto al control en la población de Conca y respecto a la población de RB (Figura 

6.8B). Para el caso de la variable de longitud de raíz, se observó un aumento 

significativo, así como en la biomasa de la planta (similar a la actividad 

bioestimulante) con el tratamiento de 10 mM AS (1.46 veces más respecto del 

control) y en comparación a la población de Conca. Hasta donde se sabe, estos 

datos son los primeros obtenidos sobre los efectos de las estrategias de elicitación 

controlada sobre la morfología de H. longipes en condiciones de invernadero. 
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Figura 6.8. A) Diámetro de tallo (mm), B) Longitud de tallo (mm) y C) Longitud de 

la raíz (mm) de las poblaciones Conca y RB (Rancho Beltrán) después de la 

elicitación con H2O2 200 mM y AS 10 mM. Las letras indican las diferencias entre 

medias usando la prueba de comparaciones múltiples de Tukey (P=0.05). 

En estudios similares, con AS como elicitor en otras especies de plantas, Gorni 

et al. (2016) encontraron un aumento significativo en la acumulación de la biomasa 

en plantas de Achillea millefolium L. a AS 0.5 mM (Gorni and Pacheco, 2016). 

Adicionalmente, las aplicaciones exógenas de AS (0.25, 0.5 y 1 mM) resultaron en 

la acumulación de la biomasa en plantas de caléndula (Calendula officinalis L.) 

(Pacheco et al., 2013). Del mismo modo, se sugirió que las aplicaciones exógenas 

de AS influyeron en el crecimiento de la planta sobre la fotosíntesis, alterando las 

relaciones hídricas, la regulación del estoma y la absorción de nutrientes (War et 

al., 2011). Es probable que AS esté induciendo cambios en el equilibrio de las 

fitohormonas (giberelinas, auxinas, entre otras) dentro de las plantas de H. longipes 

que permiten el fenotipo bioestimulante observado, de manera similar a lo sugerido 

en informes recientes (Vázquez-Hernández et al., 2019). El efecto de los elicitores 

en el crecimiento de las plantas de RB se muestra en la Figura 6.9 
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Figura 6.9. Plantas de H. longipes: A) tratamiento de H2O2 200 mM, B) AS 10 mM 

y C) agua destilada. 

Además, Sun et al. (2016) encontraron que la promoción del crecimiento en 

plántulas de pepino con el tratamiento de H2O2 1.5 mM, podría atribuirse a una 

mayor asimilación de carbono bajo la pulverización de H2O2, ya que incluso 

pequeños aumentos en la tasa de fotosíntesis neta de la hoja aumentan la biomasa. 

Al igual que, Gorni et al. (2016) mostraron un aumento significativo en las plantas 

de Achillea millefolium L. en la acumulación de biomasa con la aplicación de AS 

0.50 mM. En las plantas de caléndula (Calendula officinalis L.) se aplicó 

exógenamente AS a concentraciones de 0.25, 0.50 y 1.00 mM, lo que resultó en la 

acumulación de biomasa (Pacheco et al., 2013). 

Para el caso de longitud de plántula, diversos estudios describen diferencia 

significativa con H2O2. Tal es el estudio hecho por Santos et al. (2018), donde fueron 

aplicadas pulverizaciones foliares de H2O2 en maracuyá amarillo, obteniendo 4.2 

mm de ancho de planta y 600 mm de altura de planta con la dosis de H2O2 15 µM y 

0.3 CEw (dS m-1) (Santos et al., 2018). Adicionalmente, Hasan et al. (2016) 

encontraron incremento en la longitud de brote y raíz en Vigna unguiculata L. con 

aplicaciones de H2O2 0.5 mM en comparación con el control, esta concentración 

podría inducir la acción ABA en sus plantas. Vázquez-Hernández et al. (2019) 
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encontró en S. rebaudiana var. Morita II que la aplicación de H2O2 200 mM fue el 

mejor tratamiento en el ancho (2.31 ± 0.02 mm) y la altura del tallo (183.44 ± 10.68 

mm). Las plantas de menta se rociaron con AS y H2O2, el crecimiento de los brotes 

se obtuvo con el tratamiento AS 2 mM; sin embargo, no hubo diferencias 

significativas con H2O2 en el crecimiento de hojas y brotes (Figueroa Pérez et al., 

2014). 

El tratamiento de H2O2 200 mM tuvo un efecto eustresor en la variable de 

longitud de tallo; mientras que, AS tuvo un efecto bioestimulante en la generación 

de biomasa foliar y eustresor en longitud de la raíz. 

Del mismo modo, Zhou et al. (2018) observaron inhibición en la longitud de la 

raíz primaria de plántulas de Arabidopsis thaliana con el aumento de la 

concentración de H2O2 (1-5 mM); incluyendo la modificación del gravitropismo de la 

raíz primaria. Este comportamiento también se observó en los guisantes de pasto y 

las plántulas de guisante en la etapa de desarrollo inicial con la aplicación exógena 

de H2O2 (Zhou et al., 2018). Opuestamente, en este estudio comparativo, la longitud 

de la raíz aumentó en ambos grupos con respecto al control. El crecimiento 

inmoderado puede afectar el desarrollo de las hojas y la raíz, en detrimento de su 

supervivencia, reduciendo la biomasa y aumentando la susceptibilidad de estas 

(Hayes et al., 2017). Hasan et al. (2016) obtuvieron un crecimiento adventicio de 

raíces en Vigna unguiculata L. con la dosis de H2O2 5 mM. Después de mantener 

estas plantas en condiciones de cultivo en invernadero por un año, las raíces 

alcanzaron tamaños como el mostrado en la Figura 6.10. 
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Figura 6.10. Raíz de H. longipes bajo condiciones de cultivo en invernadero de un 

año. 
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OBJETIVO 4 

6.4 Actividades enzimáticas de respuesta a estrés oxidativo y de 

producción de alcamidas alifáticas en las plantas de Heliopsis longipes 

sometidas a elicitación controlada bajo condiciones de invernadero. 

Las actividades enzimáticas relacionadas al estrés evaluadas en las plantas 

colectadas de las poblaciones Rancho Beltrán (RB) y Concá de H. longipes se 

muestran en la Figura 6.11 (plantas silvestres). 

 

Figura 6.11. Actividades enzimáticas específicas en las poblaciones de H. 

longipes antes de la producción de acodos: A) Superóxido dismutasa (SOD), B) 

Catalasa (CAT), C) Fenilalanina amonio-liasa (PAL) y D) Valina descarboxilasa 

(VDC). RB: Rancho Beltrán. Diferentes letras indican diferencia significativa de 

acuerdo a ANOVA y a la prueba de media Tukey (P=0.05). 

Las plantas colectadas de la población de Concá muestran mayor actividad 

enzimática de SOD, mientras que Rancho Beltrán (RB) muestra diferencia 
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significativa en la actividad de CAT. La actividad de PAL es relevante solo en la 

población de RB. La actividad de VDC es significativa en la población RB en 

comparación de Conca. Las actividades cuantificadas son indicadores de las 

enzimas sintetizadas por la planta bajo condiciones silvestres. 

Los elicitores como AS y H2O2 podrían aumentar las enzimas antioxidantes 

involucradas en la defensa de las plantas contra el estrés (POD, CAT, SOD, PAL) 

(Shanker, A. K., Venkateswarlu, 2012; War et al., 2011). Asimismo, se sabe que AS 

y H2O2 minimizan el daño por estrés abiótico y biótico reforzando las actividades 

enzimáticas de defensa de antioxidantes (SOD, CAT, POD) y también las enzimas 

relacionadas con la ruta de los fenoles (PAL) (Vijayalakshmi et al., 2016). La 

medición enzimática de las poblaciones de H. longipes después de la producción 

de acodos y elicitación controlada con AS 10 mM y H2O2 200 mM, se muestra en la 

Figura 6.12. 

En general, los resultados mostraron que tanto los tratamientos AS 10 mM como 

H2O2 200 mM aumentaron las actividades enzimáticas de SOD, PAL, CAT y VDC 

en comparación con los controles. Este resultado fue consistente con el obtenido 

por Parola-Contreras et al. (2020), lograron incrementos en las actividades 

enzimáticas de SOD, CAT, PAL y VDC con los tratamientos AS 10 mM y H2O2 200 

mM en plantas de 164 días de H. longipes. Se observó una alta actividad 

significativa de SOD en las plantas de RB tratadas con SA 10 mM (30.37 veces 

más) en la primera, pero no cuando se aplica H2O2 200 mM (Figura 6.12A). 

Los antioxidantes y prooxidantes están en equilibrio durante el crecimiento de 

las plantas; cualquier desproporción puede desencadenar el estrés oxidativo que 

conduce a la destrucción a niveles celulares (Czégény et al., 2016). La SOD es la 

enzima más importante contra las especies reactivas de oxígeno (ROS), su función 

es convertir el radical superóxido (O2
-) en H2O2 y O2 (Hernández-Barrera et al., 

2015). Dire
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Figura 6.12. Actividades enzimáticas específicas en las poblaciones RB y Conca 

de H. longipes con acodos y aclimatas por seis meses. A) Superóxido dismutasa 

(SOD), B) Catalasa (CAT), C) Fenilalanina amonio-liasa (PAL) y D) Valina 

descarboxilasa (VDC). RB: Rancho Beltrán. Diferentes letras indican diferencia 

significativa de acuerdo a ANOVA y a la prueba de media Tukey (P=0.05). 

La aplicación de H2O2 10 mM en tabaco (Nicotiana plumbaginifolia línea 

MAQ2.4) tuvieron una reducción de 67% en la actividad de SOD después de 4 h 

(Hernández-Barrera et al., 2015), también se observó la inducción de movilizaciones 

de [Ca2+]CYT, que podría inhibir la actividad de SOD (Price et al., 1994). El 

comportamiento de la actividad SOD puede deberse a que la planta bloqueó la 

enzima al detectar H2O2 exógeno en ambas aplicaciones por la inducción de las 

movilizaciones de [Ca2+]CYT como sugiere Price et al. (1994). Basado en este 

análisis y los estudios en arroz (Oryza sativa L. cv. Yuexiangnian), maíz (Zea mays 
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L. cv. Yuedan 1) y frijol (Vigna radiate (Linn.) Wilczek Sulv 1) sobre la inhibición de 

la actividad SOD por H2O2 a las concentraciones de 1-15 mM, la variación de este 

fenómeno dependió de los órganos, la edad de la planta, las especies y 

probablemente la concentración de H2O2 utilizada en los experimentos (Cheng and 

Song, 2006). 

El comportamiento de la actividad de CAT se muestra en la Figura 6.12B. La 

actividad de CAT aumentó significativamente con AS 10 mM y disminuyó 

significativamente con H2O2 200 mM y en la población de Concá. El comportamiento 

de la enzima CAT podría deberse al AS exógeno, que inhibe y elimina el H2O2 en 

las plantas. Además, esta supresión aumenta las respuestas adaptativas y la 

resistencia sistémica adquirida (SAR), como un aumento de la actividad PAL 

(Figueroa Pérez et al., 2014). Mientras que las actividades SOD y CAT podrían 

mejorarse por la contribución del óxido nítrico disminuyendo la intensificación del 

H2O2 en las hojas. La actividad de CAT podría ser inactivada por AS, seguida por la 

señalización de H2O2 (Fatma et al., 2016). 

Koc et al. (2015) no encontraron actividad enzimática CAT en ninguno de los 

extractos evaluados de O. acanthium, C. acanthoides, C. Arvense y C. solstitialis 

silvestres pertenecientes a la familia Asteraceae (Koc et al., 2015). Estas diferencias 

pueden deberse a que las plantas eran silvestres y no recibieron estrés adicional, lo 

que es motivo por el cual la enzima CAT no presentó actividad (Caprioli et al., 2017). 

CAT transforma H2O2 en H2O y O2, también se ha estudiado CAT como la enzima 

esencial utilizada para la eliminación de H2O2 dentro de las células. La enzima CAT 

disminuye el estrés oxidativo, su actividad depende del tiempo del período o de la 

dosis de exposición al estrés, así como de la edad de la planta (Biczak et al., 2017). 

Contrariamente, Mejía-Teniente et al. (2013) encontraron que la actividad de CAT 

aumentó con la elicitación, su actividad fue directamente proporcional a la 

producción de H2O2 por aplicación en plantas de chile Capsicum annum. Además, 

ese estudio también mostró que las plantas mostraron una alta actividad de la 

enzima CAT 4 h después de la aplicación de AS 0.1 mM y 8 h después de la 

aplicación con H2O2 6 mM. En una segunda aplicación hecha 1 día después, la 
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actividad de CAT fue significativamente mayor con las concentraciones de AS 6.7- 

y 10 mM, y con H2O2 14 mM en C. annum L. var. Don Benito. 

Estos resultados concuerdan con algunas de las respuestas obtenidas en el 

análisis de las plantas de RB de H. longipes, lo que sugirió que esta respuesta 

depende del tipo/dosis de elicitor. En algunos casos, cuando las plantas tuvieron 

baja actividad de la enzima de CAT y la protección contra el H2O2 estaba 

comprometida, las plantas activaron otra enzima que también descompone el H2O2 

en presencia de ácido ascórbico y compuestos fenólicos como la actividad de la 

enzima peroxidasa (POD) para superar la situación (Biczak et al., 2017). 

PAL es una enzima crucial del metabolismo fenilpropanoide, la regulación 

positiva de esta actividad se correlacionó con el aumento de fenilpropanoides 

utilizados como uno de los principales arsenales bioquímicos de defensa de las 

plantas contra el estrés ambiental (Mejía-Teniente et al., 2013). El efecto del H2O2 

200 mM y AS 10 mM sobre las poblaciones de H. longipes se muestra en la Figura 

6.12C. En donde se observó un aumento significativo en la actividad de la enzima 

PAL con la aplicación de AS 10 mM. Mejía-Teniente et al. (2013) encontraron un 

incremento significativo después de la aplicación de los elicitores AS, H2O2 y 

quitosano (QN) y cinco días después encontraron el mayor incremento de la 

actividad PAL. Tomando en conjunto estos resultados con respecto a las actividades 

enzimáticas evaluadas relacionadas con las respuestas al estrés de la planta de H. 

longipes, sugirieron que la respuesta dependerá del elicitor usado, así como de la 

dosis, temporalidad y edad de la planta en las condiciones cultivadas. 

La actividad enzimática PAL cataliza reacciones para conformar compuestos 

protectores. Parola-Contreras et al. (2020) tuvieron aumentos significativos de la 

actividad PAL a H2O2 200 mM y AS 10 mM en la misma especie. Mejía-Teniente et. 

al. (2013) encontraron en Capsicum annuum L. un incremento en la actividad PAL 

con AS 0.1 mM y H2O2 14 mM. Toscano et. al. (2018) determinaron en el asparagus 

officianalis L. la disminución de la actividad de PAL con tratamientos de sulfato de 

amonio; ellos concluyeron que el sulfato de amonio podía inhibir la enzima PAL. 

Ésta es una enzima clave de las vías de los compuestos fenólicos que produce 
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antocianinas, flavonoides y lignina. Se descubrió que la baja temperatura y la luz 

estimulan la actividad PAL (Toscano et al., 2018). 

La actividad de la enzima VDC en las poblaciones de H. longipes después de la 

elicitación se muestra en la Figura 6.12D. La aplicación de la elicitación controlada 

aumentó en todos los tratamientos evaluados la actividad de VDC en comparación 

con el control. En ambas poblaciones la aplicación de los dos elicitores (H2O2 200 

mM y AS 10 mM) indujo la actividad de VDC significativamente en comparación con 

el control. La razón para evaluar los efectos de la elicitación controlada en la enzima 

VDC en las raíces de H. longipes se basó en el hecho de que, se ha sugerido que 

la actividad de esta enzima podría ser un precursor clave en la canalización de la 

vía de síntesis de las alcamidas alifáticas como la afinina (Cortez-Espinosa et al., 

2011; Rizhsky et al., 2016). Estos resultados en el comportamiento de la enzima 

VDC fueron obtenidos por Parola-Contreras et al. (2020) en la misma especie con 

los mismos tratamientos en las plantas de H. longipes. Se destaca que la enzima 

VDC con el tratamiento H2O2 200 mM en plantas de la población Conca obtuvo una 

actividad 3.14 veces más que las plantas de la población RB con el mismo 

tratamiento. 

Se sabe que el resto amina de las alcamidas sintetizadas en A. radicans 

incorpora L-[2H8] valina, por esta razón se estudió la actividad de la enzima valina 

descarboxilasa (VDC) (Cortez-Espinosa et al., 2011). Igualmente, Rizhsky et al., 

(2016) corroboraron que el aminoácido valina en presencia de la enzima valina 

descarboxilasa y el fosfato piridoxal como cofactor reaccionan entre sí para dar paso 

a la isobutilamina en plantas de Echinacea purpurea. Concluyendo, la enzima VDC 

es parte de la biosíntesis de los metabolitos especializados como las alcamidas 

alifáticas. Por lo tanto, si un factor de estrés (elicitor/eustressor) aumenta la actividad 

de VDC, sería probable que también se detecte un aumento en el contenido de 

afinina en las raíces de las plantas de H. longipes. Esto último, puede aplicarse 

como un control de calidad o prueba rápida para una estimación del contenido de 

afinina en las raíces de esta planta. 
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OBJETIVO 5 

6.5 Determinar el contenido de afinina en las colectas de Heliopsis longipes 

sometidas a elicitación controlada. 

El patrón de acumulación de las alcamidas depende del crecimiento y desarrollo 

de las plantas (Minto and Blacklock, 2008). La afinina es el metabolito de interés 

económico con mayor proporción en las raíces de esta planta medicinal. En la 

Figura 6.13 se muestra el contenido de afinina en las raíces de estas poblaciones 

silvestres y en condiciones de invernadero después del crecimiento de acodos. 

 

Figura 6.13. Cuantificación de afinina en las poblaciones de H. longipes en 

condiciones silvestres y bajo condiciones de invernadero después de seis meses. 

RB: Rancho Beltrán. Diferentes letras indican diferencia significativa de acuerdo a 

ANOVA y a la prueba de media Tukey (P=0.05). 

Las poblaciones de RB y Conca no tuvieron diferencia significativa en el 

contenido de afinina en las raíces de H. longipes bajo condiciones de invernadero. 

Este resultado, puede deberse al tiempo dentro del invernadero y las condiciones 

del manejo de las plantas. Además, entre el cultivo en invernadero y las plantas en 
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su hábitat no difieren en contenido de afinina, con el manejo de las plantas en 

invernadero se mantuvo la síntesis de este compuesto de interés. Adicionalmente, 

el tamaño comercial de las raíces silvestres tarda hasta tres años en desarrollarse 

(García-Chávez et al., 2004); mientras que bajo las condiciones descritas en la 

metodología (sección 5.5) se lograron obtener en un año longitudes de raíces 

mayores a las comerciales (Figura 6.10). 

6.5.2 Contenido de afinina en las raíces de las poblaciones de plantas 

de Heliopsis longipes sometidas a elicitación controlada 

La afinina es el metabolito principal en las raíces de Heliopsis longipes. Se 

observó que las concentraciones de afinina aumentaron significativamente con los 

tratamientos de AS 10 mM y H2O2 200 mM en comparación con las raíces de las 

plantas control para la población de Conca (Figura 6.14). 

El tratamiento H2O2 200 mM tuvo un contenido de afinina de 4.68 veces mayor 

en comparación con el control de la misma población y 2.41 veces mayor en 

comparación con el mismo tratamiento en las platas de la población RB. Estos 

resultados concuerdan completamente con la hipótesis del aumento de la actividad 

de la enzima VDC que también incrementa la concentración de afinina como lo 

sugiere Cortez-Espinoza et al. (2011) con respecto a que VDC es una enzima clave 

que canaliza la biosíntesis de las alcamidas alifáticas como afinina probada in vitro 

en plantas de A. radicans (Cortez-Espinosa et al., 2011). 
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Figura 6.14. Contenido de afinina en raíces de Heliopsis longipes elicitadas con 

H2O2 200 mM y AS 10 mM y producidas por acodos. Letras diferentes indican 

diferencias significativas según ANOVA y la prueba de Tukey (P = 0.05). 

Asimismo, la evidencia apoya este modelo para generar aminas, que también 

han sido estudiadas las alcamidas de Echinacea purpurea por Rizhsky et al. (2016). 

En esta planta la alcamida i4N-12: 4Δ2E, 4E, 8Z, 10E es abundante en los floretes de los 

discos y las raíces, lo que representa un rango de abundancia de 300 veces con 

respecto a las hojas y también tienen la mayor expresión de BCAA descarboxilasa. 

Asimismo, los aminoácidos de cadena ramificada (BCAA) son precursores del resto 

amina de las alcamidas de E. purpurea como Val e Ile. De igual manera, el 

crecimiento de las plántulas y la acumulación de las alcamidas se restauró a niveles 

cercanos al tipo salvaje suplementando el medio de cultivo con 15 mM de Val y 15 

mM de Ile (Rizhsky et al., 2016). 

Las plantas de la familia Asteracea en su mayoría segregan ME derivados de la 

ruta del acetato mevalonato del cual se sintetizan los terpenos, como son 

sequisterpenos y lactonas. Sin embargo, la mayoría de las plantas pertenecientes 
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al género Heliopsis segregan alcamidas (Rizhsky et al., 2016). En el caso específico 

de H. longipes, la alcamida en mayor proporción es la afinina derivada de las 

alcamidas alifáticas (Cilia-López et al., 2014). Por lo que se propone como parte de 

la ruta de la biosíntesis de afinina la Figura 2.13. 

Con la aplicación del elicitor, la inmunidad de la planta respondió aumentando 

el metabolismo secundario con respecto al control. En este estudio el incremento 

de la longitud de la raíz no está directamente relacionado con el contenido de afinina 

en las mismas. La elicitación controlada con la dosis 200 mM H2O2 no afectó la 

morfología de las plantas con respecto al control, pero el elicitor AS 10 mM 

incrementó la biomasa foliar de las plantas. Entonces, las plantas perciben el estrés 

modificando la forma de las proteínas sintetizadas para adaptarse o aminorar el 

impacto sufrido. Estas señales químicas cambian respecto del factor de estrés 

recibido, por lo que el estrés puede ocasionar bienestar o enfermedad (Timperio et 

al., 2008). Un receptor recibe la señal del factor de estrés, el efector permite la 

entrada de la señalización al interior de la célula, tanto el receptor como el efector 

se encuentran en la pared celular; las señales son mandadas por otras enzimas en 

una cascada de señales al núcleo, el cual al llegar a la proteína reguladora en el 

cromosoma permite que se mueva, lee, activa y copia la sección del ADN para 

generar las proteínas necesarias. Cuando la señal se retira, la proteína reguladora 

vuelve a cubrir el ADN (Garcia-Mier et al., 2015). 

AS al ser aplicado exógenamente tiene efecto sobre el SAR, dispara la 

resistencia a patógenos, activación de proteínas relacionadas a patogénesis, 

también ayuda en la regulación de la absorción de los elementos como Ca, Cu, Fe, 

Mn, P y Zn; adicionalmente, mostró en este estudio disparar el crecimiento de las 

plantas (Liu et al., 2016). Igualmente, AS tiene un papel importante en la actividad 

antioxidante y sobre el ERO celular, por lo que las aplicaciones de AS exógeno 

tienen a incrementar el metabolismo secundario activando la biosíntesis de este tipo 

de metabolitos (Liu et al., 2020). El mecanismo por el cual las aplicaciones de AS 

activan la respuesta a estrés se muestra en la Figura 6.15. 
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Figura 6.15. SA es reconocido por dos clases de receptores: NPR1 y 

NPR3/NPR4. La unión de SA suprime la actividad de represión transcripcional de 

NPR3/NPR4 y mejora la activación transcripcional de NPR1, lo que desencadena la 

regulación positiva de los reguladores de defensa que responden a SA. La inducción 

de genes biosintéticos de SA (ICS1, EDS5 y PBS3) promueve la producción de SA, 

mientras que la inducción de UGT76B1 y DMR6 estimula la conversión de SA en 

2,5-DHBA y SAG, respectivamente. En los tejidos locales, la expresión de 

reguladores de defensa que responden a SA promueve tanto PTI como ETI y 

estimula la producción de la señal móvil de SAR, activando la expresión de genes 

biosintéticos de NHP (ALD1, SARD4 y FMO1). En los tejidos distales, el NHP 

promueve la biosíntesis de SA y la resistencia inducida por SA (M. I. R. Khan et al., 

2015; Liu et al., 2016, 2020). 

Las aplicaciones exógenas de H2O2 disparan el sistema inmune, como se 

muestra en la Figura 6.16. Debido al ERO generado en los cloroplastos, las 

funciones fotosintéticas se ven afectadas en las células protectoras que inducen un 

cierre de estomas. En las mitocondrias, la generación de ERO se produce en los 

complejos I y III de la cadena de transporte de electrones, y la O2 se controla a 
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través de la enzima superóxido dismutasa (SOD), la homeostasis mitocondrial se 

altera generando ERO. Los peroxisomas son el sitio de acumulación de O2 y H2O2 

que es desintoxicado por la acción de enzimas como catalasa (CAT), peroxidasas 

y SOD. Las mitocondrias y los peroxisomas son sensores de estrés y orgánulos 

esenciales en las vías de señalización que propagan la señalización intracelular 

(Camejo et al., 2016; Cheeseman, 2007; Guevara-González et al., 2020). 

 

Figura 6.16. Esquema de acción del H2O2 extracelular como segundo mensajero 

en sitios como la NADPH oxidasa, peroxidasa de la pared celular, cloroplastos, 

mitocondrias y peroxisomas como fuentes importantes de generación de especies 

reactivas de oxígeno (ERO) y las vías de señalización para inducir la respuesta de 

defensa (Camejo et al., 2016; Cheeseman, 2007; Guevara-González et al., 2020). 

Por lo tanto, esta es la primera demostración experimental de que la actividad 

de VDC está directamente relacionada con el contenido de afinina en las raíces de 

H. longipes. Este resultado también indica la posibilidad de utilizar la actividad VDC 

como indicador bioquímico del contenido de afinina en las raíces de H. longipes. Se 
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requieren llevar a cabo estudios más detallados a lo largo del ciclo de la planta, 

utilizando la elicitación controlada o no, para fortalecer esta aseveración. Se 

propone como sistema de producción de Heliopsis longipes que utilizando 

elicitación controlada logre incrementos en la concentración de afinina por unidad 

de materia seca el proceso de la Figura 6.17. 

 

Figura 6.17. Proceso de disponibilidad de raíz de H. longipes con raíces de 

tamaño comercial en menor tiempo a través de la elicitación controlada, y que 

además logra niveles iguales o superiores de afinina por unidad de materia seca a 

los reportes previos por otros autores. 

En el cuadro 6.3 se muestra el comparativo de la cuantificación de afinina 

obtenida en estudios reportados y la cantidad encontrada en este estudio con las 

dosis de peróxido de hidrógeno y ácido salicílico. Como se observa en el cuadro, el 

contenido de afinina incrementó con las aplicaciones de H2O2 en ambas 

poblaciones, siendo mayor la cuantificación de afinina en la población de Conca que 

en la población de RB. 
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Cuadro 6.3. Rendimientos obtenidos de afinina reportados en diversos estudios de 

H. longipes. 

Planta Rendimiento 

obtenido de 

afinina 

Referencia 

H. longipes 7.3 mg/g  (Molina-Torres et al., 1996) 

Acamella oppositifolia 0.351 mg/g (Molina-Torres et al., 1996) 

Acamella oppositifolia 0.172 mg/g  (Molina-Torres et al., 1996) 

H. longipes 0.01 mg/g (Cilia-López et al., 2010) 

H. longipes 7.84 mg/g (Buitimea-Cantúa et al., 2020a) 

H. longipes 0.019 mg/g (Castro-Ruiz et al., 2017) 

H. longipes 0.017 mg/g (Castro-Ruiz et al., 2017) 

H. longipes* 14.93 mg/g 
(Ixchel Parola-Contreras et al., 

2020) H. longipes** 5.99g/g 

* Aplicación H2O2 200 mM 

** Aplicación AS 10 mM 
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El proceso para tener disponible materia prima de calidad y con contenido 

promedio de afinina en la raíz de H. longipes y de tamaño comercial en menor 

tiempo puede lograrse a través de la elicitación controlada. Esta elicitación puede 

ser aplicada a partir de los seis meses con el tratamiento de AS 10 mM para 

incrementar la biomasa de la planta (Parola-Contreras et al., 2020b); mientras que 

la aplicación de H2O2 200 mM se propone sea aplicada con un día de anticipación 

a la cosecha de la materia prima (Mejía-Teniente et al., 2013). 
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VII. CONCLUSIONES 

La sobreproducción de ME tiene importancia económica para las industrias, que 

se puede alcanzar mediante la activación de la inmunidad de las plantas. La 

obtención controlada utilizando eustresores durante alguna etapa de los sistemas 

de producción, es una estrategia efectiva para aumentar el contenido de SM 

específico como alcaloides, terpenoides, flavonoides y compuestos fenólicos en las 

plantas. El desarrollo de nuevos sistemas de producción de plantas, incluida la 

manipulación de la respuesta al estrés de la planta (búsqueda de condiciones de 

eustrésicas) debe enfocarse para determinar las dosis de eustressors para plantas 

medicinales para producir ME de interés en el futuro cercano. El tipo de eustressor 

que se utilizará en producciones a gran escala debe ser el que cumpla con ser 

efectivo en la sobre inducción de la síntesis y la calidad de ME específico, bajo costo 

y fácil implementación en el sistema de producción. 

7.1 Resumen de resultados 

 La aplicación vía foliar de ácido salicílico y peróxido de hidrógeno en 

concentraciones 10 mM y 200 mM respectivamente, resultaron dosis eustrésicas 

en las plantas de H. longipes.  

 La concentración de AS 10 mM fue bio-estimulante. 

 El incremento significativo de la actividad enzimática VDC se asoció 

directamente con el incremento significativo en el contenido de afinina en la raíz 

de H. longipes. 

 

7.2 Conclusión 

Las plantas colectadas de H. longipes pueden ser llevadas a un sistema de 

cultivo en condiciones de invernadero. La reproducción de la planta puede darse 

fácilmente por acodos, teniendo como ventajas: la producción de clones, rápida 

reproducción de la planta, y que, con el sustrato y manejo adecuado, la 

concentración de afinina en las raíces de estas plantas igualan la concentración de 
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esta misma sustancia que las plantas silvestres. Por otro lado, cabe señalar que 

sólo en un año de cultivo bajo Agricultura Protegida y con las condiciones 

previamente descritas en la metodología pueden ser alcanzados los tamaños 

comerciales en las raíces. 

Asimismo, la elicitación controlada con peróxido de hidrógeno y ácido salicílico 

potencian el sistema inmune de la planta; así como las actividades enzimáticas 

relacionadas al estrés y la actividad de valina descarboxilasa. Específicamente, se 

encontró que la aplicación de ácido salicílico en la dosis de 10 mM tiene un efecto 

eustresor sobre la concentración de afinina en las plantas de la población de RB 

con un incremento de 66.67% más sobre las plantas control; y un efecto bio-

estimulante; es decir, que esta dosis incrementa de manera significativa la biomasa 

foliar y la longitud de raíz. Por su parte, el peróxido de hidrógeno en la dosis de 200 

mM tiene un efecto elicitor sobre la producción de afinina, incrementando 3.66 más 

que la concentración de afinina en las plantas control y 0.86 más que en las plantas 

silvestres de la población de Concá. 

Adicionalmente, se corroboro que las cuantificaciones de la actividad enzimática 

de valina descarboxilasa está directamente relacionada con la síntesis de la afinina, 

y que la medición de esta enzima puede servir como indicador directo del contenido 

de esta alcamida en las raíces de esta planta. Este análisis, resulta ser más barato 

y fácil de implementar que la cuantificación de afinina por HPLC. 
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ANEXO 1 Fraccionamiento del extracto de diclorometano obtenido de raíces de 

H. longipes y purificación de afinina 

 

El material vegetal seco y molido (7 kg) se extrae con diclorometano. Cien 

gramos del extracto de diclorometano se fraccionaron mediante cromatografía en 

columna en fase normal utilizando una columna de gel de sílice abierta (1 kg, 

Kiesegel 60 Merck malla 100-230, 8x110 cm). Se utilizaron hexano y acetato de etilo 

como eluyentes en proporciones de 100:0 a 40:60. A partir de este procedimiento, 

se recogieron 472 fracciones (250 mL), se controlaron mediante cromatografía en 

capa fina (TLC) y se agruparon en 21 combinaciones de acuerdo con su similitud 

cromatográfica. El análisis de TLC de los grupos 8-17 reveló la presencia de una 

mancha gris oscura principal (Rf=0.3, hexano: acetato de etilo 3:2), visualizado con 

una lámpara ultravioleta a 254 nm. La pulverización de placas de TLC con una 

solución de pulverización de anisaldehído / ácido sulfúrico (0.5 ml de anisaldehído 

en 50 mL de ácido acético glacial y 1 mL de ácido sulfúrico al 97%) desarrolló una 

mancha púrpura brillante, como se informó para otras isobutil-amidas olefínicas. Los 

grupos 8-17 se combinaron (45 g) y se analizaron adicionalmente mediante 

cromatografía en columna abierta (450 g, Kiesegel 60 Merck 100-230 mesh, 4.5 120 

cm) usando un gradiente escalonado de hexano y acetato de etilo 100:0 a 90:10. 

Basándose en su similitud cromatográfica, determinada por TLC, las fracciones 

eluidas con hexano: acetato de etilo 97:3 se combinaron y se evaporaron a 

sequedad al vacío dejando un residuo de 28.5 g de un compuesto aparentemente 

puro. La pureza del compuesto aislado se confirmó mediante HPLC-PDA, usando 

un cromatógrafo de HPLC (Waters 600 Associates, Milford, MA, EE.UU.) acoplado 

a un detector de matriz de fotodiodos (Waters 2998). Este análisis se llevó a cabo 

en una columna X Bridge C18 (4.6 x 100 mm 3.5 µm). El caudal de la fase móvil 

(acetonitrilo/agua 44:56 v/v) fue de 0.5 mL/min con una temperatura de columna de 

30 µC y una longitud de onda de detección de 229 nm (Castro-Ruiz et al., 2017). 
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ANEXO 2 Preparación de las soluciones para la cuantificación de las 

actividades enzimáticas 

 

Soluciones para el ensayo de la actividad Superóxido dismutasa (SOD) (EC 

1.15.1.1) 

1. Búfer de extracción (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8). Se disolvieron 

0.7054 g de fosfato de potasio monobásico y 3.46 g de fosfato de potasio dibásico 

en 150 mL de agua destilada. Se ajustó el pH a 7.8 (con ácido o base, según sea el 

caso). Posteriormente, se aforó a un volumen final de 250 mL con agua destilada. 

2. Búfer de reacción (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8). Se disolvieron 0.7054 

g de fosfato de potasio monobásico y 3.46 g de fosfato de potasio dibásico en 150 

mL de agua destilada. Se ajustó el pH a 7.8 (con ácido o base, según sea el caso). 

Posteriormente, se aforó a un volumen final de 250 mL con agua destilada. 

3. Solución de EDTA-Na2 0.1 mM. Se disolvió 3.72 mg en 60 mL de agua 

destilada y se aforó a un volumen final de 100 mL. 

4. Solución de Metionina 0.13 M. Se disolvió 1.94 g de metionina en 60 mL de 

agua destilada y se aforó a un volumen final de 100 mL. 

5. Solución de NBT 0.75 mM. Se disolvió 61.3 mg de NBT en 60 mL de agua 

destilada y se aforó a un volumen final de 100 mL (se almacenó en frasco oscuro y 

4 °C). 

6. Solución de Riboflavina 0.02 mM. Se disolvió 1.88 mg de metionina en 150 

mL de agua destilada y se aforó a un volumen final de 250 mL (se almacenó en 

frasco oscuro y 4 °C). 
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Soluciones para el ensayo de la actividad Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) 

1. Búfer de extracción (Tris-HCl 100 mM, Glicerol 20 % v/v, 2-Mercaptoetanol 

30 mM, pH 8.0). Se disolvió 1.575 g de Tris-HCl en 60 mL de agua destilada. Se 

añadió 20 mL de glicerol y 210 µL de 2-Mercaptoetanol. Se ajustó el pH a 8.0 (con 

ácido o base, según sea el caso). Posteriormente, se aforó a un volumen final de 

100 mL con agua destilada. 

2. Búfer de reacción (Fosfato de potasio 50 mM, pH 8.0). Se disolvieron 0.0965 

g de fosfato de potasio monobásico y 0.749 g de fosfato de potasio dibásico en 60 

mL de agua destilada. Se ajustó el pH a 8.0 (con ácido o base, según sea el caso). 

Posteriormente, se aforó a un volumen final de 100 mL con agua destilada. 

3. Solución de H2O2 100 mM. Se añadió 0.566 ml de peróxido (al 50 % de 

pureza) y se aforó a 100 mL con agua destilada (Esta solución se preparó el mismo 

día del ensayo). 

 

Soluciones para el ensayo de la actividad Fenilalanina-amonio liasa (PAL) (EC 

4.3.1.5) 

1. Búfer de extracción (Borato 0.1 M, 0.1% v/v de 2-Mercaptoetanol, pH 8.8). 

Se disolvieron 0.451 g de ácido bórico y 1.029 g de borato de sodio en 60 mL de 

agua destilada. Posteriormente, se añadió 100 µL de 2-mercaptoetanol. Se ajustó 

el pH a 8.8 (con ácido o base, según sea el caso) y se aforó a un volumen final de 

100 mL con agua destilada. 

2. Búfer de reacción (Borato 0.1 M, L-Fenilalanina 10 mM, pH 8.8). Se 

disolvieron 0.451 g de ácido bórico, 1.029 g de borato de sodio y 0.1652 g de L-

Fenilalanina en 60 mL de agua destilada. Se ajustó el pH a 8.8 (con ácido o base, 

según sea el caso). Posteriormente, se aforó a un volumen final de 100 mL con agua 

destilada. 

3. Solución de ácido clorhídrico (HCl) 1 N. En un matraz aforado de 100 ml, se 

colocaron 20 mL de agua destilada. Posteriormente se añadió 8.3 mL de HCl (por 

las paredes del matraz con precaución) y se aforó a un volumen final de 100 mL con 

agua destilada. 
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4. Solución Stock de ácido cinámico [3 mg/mL]. Se disolvió 0.075 g de ácido 

cinámico en 20 mL de agua destilada. Posteriormente, se aforó a un volumen final 

de 25 mL con agua destilada. 

 

Soluciones para el ensayo de la actividad Valina descarboxilasa (VDC) (EC 

4.1.1.14) 

1. Búfer de extracción (Fosfato de potasio 50 mM, Fosfato de piridoxal 50 µM, 

2-Mercaptoetanol 1 mM, pH 8.0). Se disolvieron 0.344 g de fosfato de potasio 

monobásico, 1.742 g de fosfato de potasio dibásico, 3.089 mg de fosfato de piridoxal 

en 150 mL agua destilada. Posteriormente, se añadió 17.5 µL de 2-mercaptoetanol. 

Se ajustó el pH a 8.0 (con ácido o base, según sea el caso). Posteriormente, se 

aforó a un volumen final de 250 mL con agua destilada. 

2. Búfer de reacción (Fosfato de potasio 50 mM, Fosfato de piridoxal 1 mM, L-

Valina 1 mM, pH 7.5). Se disolvieron 0.586 g de fosfato de potasio monobásico, 

1.437 g de fosfato de potasio dibásico, 0.0617 g de fosfato de piridoxal y 0.5857 g 

de L-Valina en 150 mL de agua destilada. Se ajustó el pH a 7.5 (con ácido o base, 

según sea el caso). Posteriormente, se aforó a un volumen final de 250 mL con agua 

destilada. 

 

Soluciones para la determinación de proteína 

1. Solución de cloruro de sodio 0.15 M. Se disolvió 0.87g de NaCl en 60 mL de 

agua destilada y se aforó a un volumen final de 100 mL. 

2. Solución Stock de albúmina de suero bovino [1 mg/mL]. Se disolvió 0.01 g de 

albúmina de suero bovino en 30 mL de agua destilada y se aforó a un volumen final 

de 50 mL. 
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ANEXO 3 Curvas patrón usadas en la cuantificación de las actividades 

enzimáticas 

 

A. Curva patrón de actividad de superóxido dismutasa (SOD) 

Actividad de SOD Inhibición de reducción 
de NBT 

(U/mL) (%) 

200 99.7 

100 98 

50 94 

20 85 

10 77 

5 69 

1 53 

0.1 20.3 

0.01 13.7 

0.001 8 

 

 

B. Curva patrón de ácido cinámico 
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Acido Cinámico Absorbancia 

Concentración 
(mg/mL) (λ340nm) 

0.2 0.081 ± 0.010 

0.6 0.116 ± 0.011 

1 0.146 ± 0.003 

1.4 0.180 ± 0.002 

1.8 0.214 ± 0.003 

2.2 0.245 ± 0.003 

2.6 0.266 ± 0.001 

3 0.288 ± 0.003 
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C. Curva patrón de albúmina de suero bovino 

Albúmina de 
suero bovino Absorbancia 

Concentración 
(mg/mL) (λ595nm) 

0 0 

0.2 0.108 ± 0.006 

0.4 0.231 ± 0.037 

0.6 0.318 ± 0.020 

0.8 0.396 ± 0.024 

1 0.519 ± 0.048 
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D. Linealidad del sistema para la cuantificación de afinina 

 

Afinina pura HPLC 

Concentración 
(µg/mL) 

Áreas (mAU) 

15 2676348 

30 5597194 

45 7907247.667 

60 10518898 

75 13203886 

90 15846779.67 
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ANEXO 4 Buenas Prácticas de Laboratorio (BPLs) 

El Comité de Expertos sobre Especificaciones para Productos 

Farmacéuticos de la OMS adoptó en 1999 las guías tituladas Buenas prácticas para 

laboratorios nacionales de control farmacéutico de la OMS, que fueron publicadas 

como Anexo 3 de la Serie de Informes Técnicos de la OMS, No. 902, 2002. El 

cumplimiento de las recomendaciones previstas en estas guías ayudará a promover 

la armonización internacional de prácticas de laboratorio y facilitará la cooperación 

entre laboratorios y el reconocimiento mutuo de los resultados. 

Para el uso adecuado del laboratorio es necesario considerar las siguientes 

condiciones de trabajo experimental: es obligatorio el uso de bata en el laboratorio 

para la realización de análisis genómicos y manejo de reactivos, así como el uso de 

guantes y gafas de seguridad durante el experimento; los residuos generados se 

deben disponer de acuerdo a su grado de toxicidad en los recipientes adecuados y 

posteriormente confinados; anotar en bitácora el uso de los equipos y la fecha en la 

cual se utilizaron; mantener limpia el área de trabajo (OMS-BPL, 2016). 

 

ANEXO 5 Disposición de residuos 

Durante la realización del proyecto se realizarán pruebas químicas para la 

determinación de afinina, presentes en extracto de raíces de H. longipes y análisis 

genómico que se expresan en diferentes estadios fenológicos de la planta con la 

aplicación de Factores Modificadores del Metabolismo (Peróxido de hidrógeno, 

Ácido salicílico y Quitosan) en el laboratorio de biología molecular a cargo del Dr. 

Ramón G. Guevara González, se cuenta con medidas de seguridad y de 

almacenamiento de desechos químicos peligrosos de acuerdo con la Norma Oficial 

Mexicana NOM-083-SEMARNAT-2003. 

Todos los desechos son recuperados en frascos previamente rotulados y 

adecuados para la recolección de sustancias tóxicas, posteriormente son 

confinados (RESIDUOS, 2016). 
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ANEXO 6 Recursos Humanos 

Para la elaboración de esta investigación se contará con el apoyo del 

personal del Invernadero a bajo la supervisión del Ing. Daniel Arriaga estudiante de 

la Maestría en Ciencias de Biosistemas de la Facultad de Ingeniería del Campus 

Amazcala, y del laboratorio de Biología Molecular a cargo del Dr. Ramón G. 

Guevara González. 
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ANEXO 7 Artículos como Primer autor 
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669020302302 
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https://www.botanicalsciences.com.mx/index.php/botanicalSciences/article/vie

w/2671/4183 
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ANEXO 8 Artículos indexados y memorias de congresos 

 

http://perspectivasciencia.uaq.mx/index.php/ojs/article/view/43/41 
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ANEXO 9 Artículos coautoría 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0304423819301323 
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ANEXO 10 Participación en capítulos de libros 

 

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-981-13-7154-7_11 
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ANEXO 11 Organización de Simposios y ferias 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



 

 

158 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



 

 

159 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



 

 

160 

ANEXO 12 Acta de Clase 
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ANEXO 13 Participación en ponencias y congresos 
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ANEXO 14 Manual de producción de chilcuague (H. longipes) en 

condiciones de invernadero con elicitación controlada 

Ver archivo adjunto 
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