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Figura 6.15. SA es reconocido por dos clases de receptores: NPR1 y NPR3/NPR4.
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RESUMEN

El chilcuague (Heliopsis longipes) es una planta medicinal endémica de
Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi, México. La raiz es la parte de la planta
utilizada, siendo descartada el area foliar. La raiz comercial es extraida de las
poblaciones silvestres y algunos cultivos rudimentarios. Las colectas, el comercio y
el rapido desarrollo urbano han provocado el declive de sus individuos. El extracto
de la raiz 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 raices. La afinina es
eficaz como compuesto medicinal, saborizante y de control biolégico. Las plantas
estan expuestas a estrés en su medio ambiente limitando crecimiento, calidad y
rendimientos. La aplicacion de estrés bajo dosis/respuesta es una estrategia
aplicada en la agricultura para mejorar la produccion horticola y el incremento de la
sintesis de los metabolitos de interés. Actualmente se han reportado pocos estudios
para la propagacion, el cultivo y la aplicacion de factores de estrés en las plantas de
H. longipes, ademas del incremento en el contenido de este metabolito. El objetivo
de este estudio fue determinar el efecto de las aplicaciones de acido salicilico (AS)
y peréxido de hidrogeno (H202) en el crecimiento, desarrollo, actividades
enzimaticas 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
Beltrdn, Guanajuato y Conca y San Juan Buenaventura, Querétaro, México. En la
experimentacion se probaron dosis de AS y H202 basados en estudios previos del
Grupo de Ingenieria de Biosistemas. Se encontr6 un efecto bioestimulante en |
altura del tallo y la longitud de la raiz. Estas mismas concentraciones incrementaron
la actividad enzimatica de la superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
fenilalanina-amonio liasa (PAL) relacionadas con la activacion 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

aplicacion de las dosis SA 10 mM y H202 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 raices de H. longipes y disminuir el tiempo de crecimiento. Aunado al manejo
agricola en invernadero, la poblacion de Conca bajo elicitacion controlada tiene
mayor potencial de rendimiento. Esta investigacion contribuye con la definicion de
un elicitor y su dosis/respuesta, incrementando los compuestos de interés en la raiz,

e indirectamente preservando el material vegetal en su habitat.

Palabras clave: elicitores, eustrés, metabolitos especializados, actividad

enzimatica.



SUMMARY

The chilcuague (Heliopsis longipes) is an endemic medicinal plant of
Guanajuato, Querétaro and San Luis Potosi, 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 (H202) 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 Beltran, Guanajuato and
Concéa and San Juan Buenaventura, Querétaro, Mexico. In the experimentation
doses of AS and H202 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 H202 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 Conca 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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.  INTRODUCCION

La Agrobiodiversidad es la variedad de conjuntos de especies con un papel
ecologico 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 Bioldgica de las Naciones Unidas (CDB)”
para la conservacion de la Agrodiversidad, con la finalidad de que la diversidad
bioldgica sea conservada, valorada, restaurada y utilizada en forma racional (ONU,
1992). La variedad de climas, topografia, geologia, biologia y cultura que posee
México, lo clasifica como uno de los paises megadiversos. Una de las areas
protegidas en nuestro pais es la Reserva de la Biosfera Sierra Gorda (RBSG) que
ocupa a nivel nacional el primer lugar en ecobiodiversidad (Dominguez, 1999). La
RBSG esta conformada por los estados de Querétaro (Jalpan de Serra, Arroyo
Seco, Landa de Matamoros, Pinal de Amoles y Penamiller, ocupa el 32% del
estado), Guanajuato (Xicha, Atarjea, Santa Catarina, San Luis de la Paz y Victoria,
ocupa el 8.9% de estado) y San Luis Potosi (Xilitla) (Pefia et al., 1998).

La RBSG alberga 15 tipos de vegetacion 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 limites 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 raiz es de
importancia alimenticia, medicinal e industrial (Castro-Ruiz et al., 2017; Hernandez-
Morales et al., 2015). Entre sus usos mas comunes se encuentra el tratar
enfermedades respiratorias y bucales, neutralizar la acidez estomacal, estimular el
sistema inmunolégico, como desparasitante, desinflamante, asi como también

analgésico (Rivera et al., 2010).

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

silvestres de la zona, por lo que su numero se ha visto reducido. Se sabe que la



especie esta en peligro de extincion. Aunque la planta crece a la sombra y se
propaga por estolones (Cilia-Lopez et al., 2014), el incremento en la demanda
genera sobreexplotacion en las poblaciones silvestres; afectando la biodiversidad
en categoria de riesgo. Desde el punto de vista comercial la extraccion de campo
no garantiza la pureza biolégica, la calidad fotoquimica ni la oferta sostenida
(Hernandez-Morales et al., 2015). Asimismo, en las Ultimas décadas, se ha
retomado la investigacién 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 esta continuamente en investigacion por sus
propiedades; la raiz es la Unica parte usada con estos fines, por lo cual al ser
extraida en las colectas se reducen los miembros de su poblacion al ser destruida
la planta (Cilia-Lopez et al., 2014). La raiz de la planta presenta compuestos
fitoquimicos como terpenos, flavonoides'y en mayor contenido la afinina. La afinina
es una alcamida que esta presente en 90% del total de las alcamidas en las raices
desarrolladas (Arriaga-Alba et al., 2013; Buitimea-Cantua et al., 2020b) y en los
extractos etanodlicos de la raiz (Campos-Garcia and Molina-torres, 2021). La
extraccion de la afinina dela raiz de H. longipes requiere de grandes cantidades de
raiz 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
producciona través de factores de estrés bidticos (Alvarado et al., 2019). Por lo que
un sistema de cultivo amigable junto con la aplicacion de factores de estrés de
origen biotico puede incrementar el rendimiento de la afinina en las raices de las
plantas de H. longipes y disminuir la presion que se ejerce en su habitat natural
permitiendo la regeneracion de las poblaciones. Adicionalmente, no se tienen datos
de la diversidad genética, por lo que conocerlay proponer un sistema de produccion
que dispare la sintesis del compuesto de interés en menor tiempo y con igual o
mayor contenido de afinina apoyara en la regeneracion de las poblaciones.
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.  ANTECEDENTES

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

2.1.1. Taxonomia

El nombre original en nahuatl es chilmécatl, compuesto de chili, que significa
picante y mecatl que significa cordel. Es probable que de su castellanizacion se
deriven los nombres chilcuan, chilcuam, chilcuague, ademas es conocido como
pelitre, peritre, raiz de oro y raiz 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 Hernandez, editada
por Ximénez (1615) en su “Libro Segundo, cap. VIl de la yerba llamada Chilmecatl’
(Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO),
2012). Los nombres comunes son chilcuague, chilcuan, pelitre, raiz de oro, raiz
azteca; en el caso de la denominacion “pelitre” se le asigna por el sabor picante de
la raiz (Cilia-Lopez et al., 2008). La descripcion taxondmica de esta planta se

muestra la Cuadro 2.1.

Cuadro 2.1. Descripcion taxondmica de Heliopsis longipes.

Reino Plantae
Subreino Tracheobinta
Divisién 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




2.1.2. Morfologia

H. longipes es una planta herbacea de 40 cm de altura (Figura 2.1), los tallos
pueden ser simples o ramificados de 1 a 7, con un didmetro de 1.9 mm, de 8 nudos.
Las hojas miden 4 cm de largo y 2.9 cm de ancho. La raiz tiene aspecto filiforme
con un maximo de 33 raices fibrosas con longitud maxima de 38 cm y de 4.1 mm
de diametro. Las flores liguladas son amarillas y hermafroditas, con' el apice
bidentado. Las flores del disco son amarillas, tubulosas, hermafroditas (Cilia-Lopez
et al., 2008).

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

Cilio -Lopez et al. (2008) mencionan que las etapas fenologicas de Heliopsis
longipes son: etapa vegetativa (produccion de hojas y tallos), aparicion de las
estructuras reproductoras (yema floral), antesis de las flores liguladas y del disco
(floracion), presencia de aqueninos (fructificacion) y pérdida del follaje (defoliacion),
(Figura 2.2).



Figura 2.2. Heliopsis longipes (Cilia 117 SLPM). A. Habito. B. Raiz. C. Yema
Floral. D. Cabezuela. E. Pedunculo. F. Flor ligulada. G. Flor del disco. Ha. Aquenio
de flor ligulada. Hb. Aquenio de flor del disco (Cilia-Lopez, 2007).

Los representantes de Heliopsis son plantas perennes con la excepcién de
cinco especies anuales (H. annua, H. anomala, H. filifolia, H. parviceps y H.

sinaloensis) endémicas a México, Cuadro 2.2 (Garcia-Chavez et al., 2004).



Cuadro 2.2. Distribucion geogréfica restringida: delimitadas por sistemas

orograficos aislados (Garcia-Chavez et al., 2004).

Especie Distribucion geografica
H. filifolia S. Wats Cuatro'Clenegas, Carneros y Puerto Colorado,
Coahuila
Sierra Gorda, en el centro del pais en la regién de
H. longipes (Gray) Blake colindancia de los estados de Guanajuato, San

Luis Potosi y Querétaro
H. sinaloensis B. L. Turner Imala, Sinaloa

2.1.3. Usos y costumbres

Esta planta se acostumbra en los platillos de la regién, en fresco y en seco.
Tradicionalmente se usa como condimento en frijoles, guisos y salsas: asi como en
la preparacion de bebidas alcohdlicas para darle mejor sabor. Un dato interesante,
es que favorece la conservacién de los alimentos que se alifian con él, gracias a las
propiedades antimicrobianas y anti-fungicas (Hernandez-Morales et al., 2012). El
uso de la raiz como saborizante en la industria europea regulada por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria, esta limitada a una ingesta de 24 mg / capita /
dia (European Food Safety Authority, 2011).

Las raices de H. longipes se emplean en el tratamiento de enfermedades de las
vias 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 sialdlogo, lo que le confiere a la saliva la capacidad de
neutralizar la acidez estomacal y bucal, ayudando en la digestion, se estimula el
sistema inmunoldgico, disminuye la diarrea y desparasita (Cilia-Lopez 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 sédico en hipnosis inducida (Déciga-Campos et al.,
2012).



H. longipes tiene como parte Util la corteza de la raiz. Al colectar la raiz se
arranca la planta, cortando a la altura del cuello del tallo y se desecha el follaje; por
lo que el &rea foliar no es usado ni se tienen programas para su aprovechamiento o
propagacion. Este aspecto, aunado a su alta demanda y alto valor comercial ha
provocado que las poblaciones silvestres disminuyan considerablemente (Cilia-
Lépez et al., 2014). Segun el informe en 2014 de la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (International Union for Conservation of Nature's,
IUCN) indic6 que solamente en Europa el 31% de las poblaciones de este tipo de
plantas ha disminuido en orden de importancia, a la colecta silvestre, ganaderia,
modificaciones en sus ecosistemas, agricultura, silvicultura, introduccion de
especies exoticas, infraestructura, produccion de energia y mineria (Allen et al.,
2014).

2.1.4. Origen y distribucion

La planta crece entre la maleza del besque Quercus-Pinus y alcornoque, entre
altitudes de 500 a 3000 m s. n. m. El clima registrado es templado y templado
subhumedo con lluvias en verano (C(wo) y C(w1), la temperatura promedio anual es
de 18 a 20°C, y de 600 a 800 mm de precipitacion promedio anual (Rzedowski et
al., 2012). La litologia es mayoritariamente ignea (71,43%) y sedimentaria (28,57%),
con litosol, feozem y luvisol de tipo suelo, moderadamente acido y rico en materia
organica (una capa de hojarasca de 15 a 40 cm de profundidad) (Cilia-L6épez 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-Lopez et al., 2013), (Figura 2.3). Las poblaciones de esta planta se han
registrado desde Rio Verde y San Ciro en San Luis Potosi, San Luis de la Paz y
Xichu en Guanajuato, Pefiamiller, Arroyo Seco y San Joaquin en Querétaro (Castro-
Ruiz et al., 2017; Cilia-Lopez et al., 2014, 2010; Molinatorres et al., 1996; Parola-
Contreras et al., 2020a).
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Figura 2.3. Distribucién geogréafica Heliopsis longipes en los estados de
Guanajuato y Querétaro.

2.1.5. Reproduccion de la planta de H. longipes

La reproduccién de los individuos de la familia Asteraceae se ha llevado a cabo
con antelacion. La germinacion en Heliopsis helianthoides (L.) Sweet fue del 70%
con embebimiento de las semillas en 5 mM ethephon, exposicion a la luz roja por
1.5 h y estratificacién en frio a 4°C (Zlesak, 2007). Las semillas de Helianthus
annuus fueron germinadas in vitro para el estudio de los compuestos secundarios
gue 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
germinacion de las semillas silvestres de H. longipes fue del 90% de colectas
menores a un afio (Almaguer Gonzalez, 2002). Mientras que Garcia-Chavez et al.
(2004) seinalan que las personas que se dedican al cultivo de H. longipes, lo hacen
por propagacion de esquejes, en algunos casos por semilla y que el tiempo de
desarrollo de las raices para alcanzar el tamafio comercial es de dos a tres afios
(Garcia-Chéavez et al., 2004). Por su parte, Cilia-Lépez et al. (2008) observaron que

en ninguna época del afio hubo germinacidon o presencia de plantulas en las
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poblaciones endémicas, lo cual sugiere limitaciones para la reproduccion sexual y
el establecimiento de plantulas (Cilia-Lopez et al., 2008). Tiempo después, la
germinacion obtenida fue del 94% a una temperatura constante de 18°C en camara

de germinacion (Cilia Lépez et al., 2013).

Por otro parte, la colecta en el habitat natural es la forma de obtencién de las
plantas medicinales de importancia econdémica, con lo cual se tiene desigualdad en
la cantidad y calidad (Barata et al., 2016; Jamwal et al., 2018). La propagacion
asexual es utilizada para multiplicar la planta progenitora con las caracteristicas
morfologicas, la informacion genética, resistencia a enfermedades y rendimientos
deseadas ya que es mas facil y barata (Liu et al., 2019). Debido a esto las
caracteristicas 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 habitat ya que forma raices de
cualquier lugar de la planta como de nudos de tallos maduros en contacto con el
suelo, en especial durante las épocas humeda y seca-fria (Cilia-Lopez et al., 2014).
Durante el trasplante de plantas por esqueje se obtuvo 99% de supervivencia
(Almaguer Gonzalez, 2002). Por su parte Cilia-Lopez et al. (2013) propagaron la
planta a partir de érganos vegetativos (Cilia Lépez et al., 2013). A cielo abierto y
después de 18 meses se obtuvieron plantas con raices de 30 cm de largo, diametro
de 3 mm y en promedio tres manojos por planta, uno mas que de forma silvestre
(Almaguer Gonzalez, 2002). A pesar de esto, aun 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

raices en las plantas de H. longipes.
2.1.6. Usos agrondémicos
La afinina, principal compuesto encontrado en las raices de H. longipes, ha

mostrado el mismo grado de accion paralizante y de toxicidad contra insectos como
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el piretro extraido 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 lepidoptero Diaphania hyalinta, el diptero
Aedes aegipty (vector del dengue) y el mosquito vector del paludismo (Anopheles
albimanus) (Acree et al., 1945; Hernandez-Morales et al., 2012). asi como el gorgojo
del frijol (Acanthoseelides octectus Say) (Dominguez 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), bacteriostatico (Molina-Torres et al., 2004), fungicida
agricola (Salgado-Garciglia et al., 2008), fungicida (Morales et al., 2011; Ramirez-
Chévez et al., 2000), molusquicida (Cilia-Lopez et al., 2013; Johns et al., 1982) y

larvicida (Naranjo et al., 2015).

2.2 Sistema de respuesta inmune de la planta

La activacion 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 patdégenos y microorganismos (microbios, hongos,
bacterias y oomicetos) protegiendo sus tejidos, los procesos vitales y la restauracion
de las partes dafadas (Guevara-Gonzalez et al., 2020). Estas amenazas requieren
ser reconocidas como sefiales de advertencia y poder desencadenar la sefializacion
molecular adecuada (Prince et al., 2014). El reconocimiento de estas moléculas se
lleva.a cabo por dos vias. Los patrones moleculares asociados al dafio (DAMP) son
moléculas endogenas producidas por el huésped que activan la via del
‘autoreconocimiento dafado’ y respuestas inmunitarias. Algunas moléculas que
funcionan como DAMP son fragmentos de pared celular, monémeros de cutina,
oligogalacturénidos, oligosacaridos, ATP, metanol, etanol y sistemina, entre otros

(Malik et al., 2020). Por su parte, los patrones moleculares asociados a herbivoros
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(HAMP) y los patrones moleculares asociados a microbios y patdogenos (MAMP y
PAMP, respectivamente) son moléculas exdgenas que activan las vias del ‘no

reconocimiento de si’ (Vega-Mufoz et al., 2018).

Las moléculas segregadas por los patégenos y microorganismos son llamadas
elicitores. El elicitor es toda aquella molécula que desencadena una sefializacion
celular de respuesta de defensa al ser reconocida y que es percibida como un factor
de estrés en cierta dosis. Estas moléculas al ser derivadas de organismos, partes
de organismos, células u organelos de los mismos son de origen bidtico (Guevara-
Gonzélez et al., 2020). Este reconocimiento por parte de las células se lleva a cabo
mediante proteinas 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 Ca?* a través de la membrana
plasmatica, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y proteina
guinasas activadas por mitdgenos, lo .que conduce a una rapida respuesta a todas
las partes de la planta (Ferrusquia-Jiménez et al., 2020; Malik et al., 2020).
Adicionalmente los PRR juegan un papel importante en la resistencia a patdgenos
desencadenando respuestas mediadas por acido jasmoénico (JA) y acido salicilico

(SA), presentando asi también resistencia a herbivoros (Sudhamoy et al., 2010).

Paralelamente, la membrana plasmatica transmite sefiales a través de una
segunda molécula mensajera (SMM) y pequefias moléculas organicas (SOM, por
sus siglas en inglés small organic molecules) al nucleo para sintetizar la
transcripcion y traduccion de enzimas (Cuello and Yue, 2008), Figura 2.4.
Genéricamente, los SMM incluyen especies reactivas de oxigeno (ERO), éxido
nitrico (ON), inositol trifosfato (InsP3), GMP ciclico (cGMP), Ca?*, AMP ciclico
(cAMP), iones pH y diacilglicerol (DAG). Iniciando cascadas de transduccion de
sefalizacion intracelular, las SMM estan implicadas en la diferenciacion celular,

migracion, proliferacion, migracion y apoptosis (Di et al., 2015).
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Figura 2.4. Patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP): inmunidad
activada (PTI) e inmunidad activada por efectores (ETI) para diferentes tipos de
patrones moleculares producidos por microorganismos e insectos patégenos y no
patdgenos (patrones moleculares asociados a microbios (MAMP), dafio) patrones
moleculares asociados (DAMP) y patrones moleculares asociados a herbivoros
(HAMP). Traducido de (Malik et al., 2020).

El modelo de elicitor-receptor bien establecido para hongos y bacterias
patdgenos, insectos y microbios no patdgenos es la proteina de unién 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), proteina 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 dafiado o infectado.
Mientras que el SAR se produce posteriormente al ataque localizado de un
patdgeno mediante la induccion de una respuesta hipersensible local (HR) a los
sintomas moderados de la enfermedad o dafio transmitido a toda la planta. La HR
es un proceso sofisticado asociado con la muerte celular, la sintesis de ERO, los
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cambios en la pared celular, la mejora de las lipasas y la modificacion del pH. El
conjunto de sefiales del SAR que participan en la planta son acido salicilico (AS),
metil-SA (MeSA), deshidroabietinal, &cido metil-jasmonico (MeJA), glicerol 3-fosfato
(G3P) o los derivados de glicerol 3-fosfato y / o acido 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 defensay
sus sefalizaciones estan mediadas por tres hormonas vegetales, el acido salicilico
(SA), el acido jasmonico (JA) y el etileno (ET), seguida de la expresion de genes de

defensa por medio de la sefializacion celular (Guevara-Gonzalez et al., 2020).
2.2.1 Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

El estrés biotico y abidtico modifica la fotosintesis y el transporte de electrones
respiratorios, aumentando también la produccion de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) como respuesta inmunoldgica (De Gara et al., 2010). Los ERO son
reguladores de sefalizacion activados por el estrés; estas moléculas estan
agrupadas en radicales hidroxilo (+HO), superoxido (O2), éxido nitrico (NO+),
peréxido de hidrégeno (H202) y oxigeno simple (*O2) (Fan et al., 2011). Los ERO
pueden inducir la activacién de canales permeables al Ca?*. Los niveles altos de
Ca?* libre en el citosol ([Ca?*]cyt) movilizan canales de aniones de tipo rapido y lento
qgue provocan un flujo de aniones en las células, despolarizando la membrana
plasmética (Shanker, A. K., Venkateswarlu, 2012). El papel de las enzimas
derivadas de Ca?* es decodificar y responder a los aumentos de induccién de

[Caz+]cyt.

Debido a que los aminoacidos constituyen la fuente mas abundante de formas
guimicas en las que es transportado el N; su biosintesis, la degradaciéon y el
transporte estan regulados para satisfacer la demanda en respuesta a la
disponibilidad de nitrégeno y carbono (Kumar et al., 2017). Asimismo, el efecto de

los factores de estrés sobre las plantas, tienen al nitrogeno (N) como un segundo
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mecanismo de respuesta. El nitrdgeno es parte importante del estrés en las plantas
y en la relacion del C:N, que participa en la deteccion de los cambios climéticos
(Montesinos-Navarro et al., 2017). Las especies reactivas de nitrégeno (ERN) en
altas concentraciones pueden dafiar 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 proteinas codificadas
minimizan el estrés ocaisonado. Ademas de esta accion, se inducen varias vias
bioguimicas del metabolismo especializado de la planta para producir un arsenal

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

2.3 Teoria del estrés

Las plantas adaptan su metabolismo como respuesta adaptativa para
compensar los diversos factores de estrés a los que estdn 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 vy
rendimiento. Sin_embargo, la respuesta del organismo puede ser positiva Yy
adaptativa (eustrésica) o negativa si el dafio es irreversible (distrésica); estas
respuestas dependen de la dosis y duracion del factor de estrés (Vazquez-
Hernandez et al., 2019). El efecto de los factores de estrés puede seguirse en tres
etapas de respuesta: ‘alerta’, ‘resistencia’ y ‘extenuacion’, Figura 2.5. La etapa de
‘alerta’ activa la sefalizacion de mensajeros alertando al organismo, la etapa de
‘resistencia’ desencadena las modificaciones transcripcionales y postraduccionales
para su adaptacion al estrés aun siendo reversible el efecto, y por ultimo la fase de
‘extenuacion’ es irreversible provocando la muerte del individuo (Vargas-Hernandez
et al., 2017).

14



Hormeésis

Efecto
positivo

Estrés

Efecto
negativo

Estrés Estrés
insuficiente excesivo

Figura 2.5. Curva hormética originada por la aplicacion de factores de estrés en
las plantas. Eustrés, hace referencia a la dosis y duracién positiva del factor de
estrés, mientras que distrés se refiere al factor de estrés prolongado o dosis
toxicas que provocan la muerte de la planta.

2.3.1 Clasificacion de los factores de eustrés

Los factores de estrés se clasifican por su origen o naturaleza en bibticos y
abidticos, Figura 2.6. Los factores biéticos (elicitores) son patrones moleculares de
células completas o fracciones o compuestos especificos de virus, bacterias,
hongos, extractos de levaduras, polisacéridos, acidos nucleicos, feromonas y
fitohormonas. Los factores abi6ticos se subclasifican en fisicos (ondas acusticas,
espectro de luz, temperatura, estrés hidrico, entre otros) y quimicos (micro-
elementos esenciales, sales minerales, gases y nano-estructuras) (Vazquez-
Hernandez et al., 2019). Un elicitor tiene efecto eustrésico si se activa el sistema de
respuesta inmune teniendo como segundo efecto la sintesis de metabolitos
especiaizados (ME) y/o metabolitos secundarios (MS), y puede ser bioestimulante

si ademas mejora la eficiencia del uso de la nutricion, 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
(Mejia-Teniente et al., 2010; Vazquez-Hernandez et al., 2019).

Factores de Estrés

Células completas, fracciones de células o moléculas

Bioticos Virus Polisacéridos Fitohormonas Extractos
|
. . de
(elicitores) , — _ |
Bacterias Acidos nucleicos Hongos \~levaduras
" Fisicos
Thigmomor Ondas Espectro de luz Campos Temperatura Estrés
fogenético aclisticas * UV-A, B, C Magnéticos hidrico
+ RGB
Abidticos . + Rojo lejano
(eustresores) [ Quimicos
Nano-estructuras
Elementos benéficos Sales minerales Gases + S
* Al, Co, Na, Se, Si « NaCl *  Metanol * Ag
* Metales pesados « Sulfatos + Oxido nitrico * Nanotubos de
Fosfatos * Ozono *+ carbén

Figura 2.6. Clasificacion 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 especificas llamadas metabolitos especializados (ME) que les permiten
adaptarse al estrés aplicado (Kaciene et al., 2014; Kranner et al., 2010). La
aplicacion controlada de los factores de estrés puede incrementar la produccion 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 bioldégicos que
desencadenan respuestas de defensa inducibles después de ser reconocidos por
la planta, lo que proporciona una resistencia eficiente contra patégenos (Vazquez-
Herndndez et al., 2019). El perdéxido de hidrégeno y el acido salicilico. son

considerados como elicitores por su origen.
2.3.2.1 Perdéxido de hidrégeno

El peroxido de hidrogeno (H202) es nombrado como dioxogen, 0xido de agua,
dioxidano y agua oxigenada (Smirnoff and Arnaud, 2019). Es un‘compuesto quimico
polar y oxidante. EI H202 actia como una molécula de sefalizacion, en la
maduracion de la pared celular, funciones en la defensa, la rigidez por la accion de
los factores de estrés, apertura de los estomas, las reacciones bio-sintéticas
oxidativas y la muerte celular programada(Mustafavi et al., 2018). Una funcion
novedosa del H202 en la resistencia a enfermedades, es que actua como sefal
exogena para el SAR, de la parte local del ataque trasloca la sefial al resto de la
planta (Kuzniak and Urbanek, 2000). Asimismo, en bajas concentraciones, el H202
también participa en la transduccion de sefales en las rutas del metabolismo
primario y secundario; y al mismo tiempo gque incrementa y activa los genes de
expresion, la activacién enzimética y la apoptosis. Sin embargo, un aumento en los
niveles celulares de H20:2 se relaciona con varias alteraciones clave de las mismas,
gue incluyen mutaciones del ADN, proliferacion celular, resistencia a la apoptosis,
metéstasis (Sun et al., 2016). El H202 exdgeno tiene menor impacto en el proceso

de transduccién de sefiales que el H202 enddgeno (Figura 2.7), (Hungarica, 2016).
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Sistema de eliminacidn del peréxido de hidrégeno
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Figura 2.7. Modelo para la induccién de la cascada de sefializacion de H202. APX:
ascorbato peroxidasa, CAT: catalasa, COR: gen regulador del frio, g-ECS: gamma
glutalcisteina sintetasa, GSH: glutatione, GSSG: glutatione disulfido, H202:
peréxido de hidrogeno (Hungarica, 2016).

El pretratamiento con un nivel apropiado de H202 puede mejorar la tolerancia al
estrés abidtico a través de la modulacién de mdultiples procesos fisioldgicos, tales
como la fotosintesis, y modulando multiples vias de respuesta al estrés, tales como
el ERO y las vias de desintoxicacion metilglioxal (MG) (Hasanuzzaman et al., 2012).
Las aplicaciones foliares de'H20:2 inducen tolerancia a la salinidad, sequia, heladas
y altas temperaturas, estrés por metales pesados. Los tejidos vegetales pueden
tolerar altas concentraciones de H20:2 en el intervalo de 10x10° yM (Smirnoff and
Arnaud, 2019). Por otra parte, las plantas de Arabidopsis thaliana pre-tratadas con
H202 fueron mas resistentes al exceso de luz y esfuerzos de enfriamiento. La
sensibilidad al estrés oxidativo inducido por H202 aumenté en presencia de un

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

Recientemente, se encontré que las plantulas de ginseng Panax tratadas con
100uM de H20:2 durante dos dias mostraron una mayor tolerancia a la salinidad y
un aumento de las actividades de APX, CAT y peroxidasa de guaiacol. Otros
parametros oxidativos como los niveles de MDA y los niveles de H202 y O fueron
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menores en las plantulas con estrés salino tratado con H202 (Sathiyaraj et al., 2014).
El peso seco de la plantula. el contenido de clorofila y carotenoides también fueron
mayores en las plantulas tratadas con H202 que en los controles, después de que
las plantulas fueron sometidas a estrés salino. Los hallazgos anteriores demuestran
que la aplicacion de H202 puede inducir tolerancia a la salinidad en las plantas
mediante la modulacion de procesos fisiologicos y metabdlicos como la fotosintesis,
la acumulacion de prolina y la detoxificacién de ERO, y que esto conduce a un mejor
crecimiento y desarrollo. Es importante destacar, que el metabolismo de ERO
también desempefia un papel fundamental en el desarrollo de estrés y tolerancia al

estrés cruzado (Sathiyaraj et al., 2014).
2.3.2.2 Acido salicilico

El acido salicilico (AS) es un compuesto fendlico que interviene en la regulacion
del crecimiento y desarrollo de las plantas y sus respuestas a los factores de estrés
biético y abidtico (J. Khan et al., 2015). AS participa en la regulacion de importantes
procesos fisioldgicos de las plantas como la fotosintesis, la respiracion, formacion
de flores, produccion y germinacion.de semillas, el metabolismo del nitrégeno, el
metabolismo de la prolina (PRO), la produccion de glicina betaina (GB), el sistema
de defensa antioxidante 'y las relaciones planta-agua en condiciones de estrés
(Farhangi-Abriz and.  Ghassemi-Golezani, 2018). Asi como, de mantener los
procesos de regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas, de la induccién
del SAR y HR, y regulacion de las respuestas a los factores de estrés biotico y
abidtico. Ademas, AS ha mostrado mejora en la tolerancia a metales pesados,
sequia, 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 via del acido shikimico; esta ruta
participa en la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos vegetales
(Dewick, 2002). Inicialmente, la ruta del acido shikimico convierte los precursores
de carbohidratos simples derivados del glicolisis y la ruta de fosfato pentosa a los
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aminoacidos aromaticos, incluyendo el precursor de AS y fenilalanina. AS es
sintetizado a través de dos distintas y apartadas vias que emplean diferentes
precursores: la ruta de fenilpropanoides que inicia en el citoplasma desde
fenilalanina, y la ruta del &cido 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 &cido benzoico es sintetizado por el acido cinamico ya sea a
través de B-oxidacién de acidos grasos o una via no oxidativa. Cinamato 4-
hidroxilasa (C4H) cataliza la segunda etapa en la via durante la conversion del acido
cinamico al &cido cumaérico. El &cido cinamico se produce a partir de la fenilalanina
por la accion de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL). El &cido cinamico se
hidroxila para formar el acido cumarico seguido de la oxidacién de la cadena lateral,

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

De igual manera, el AS exdgeno también afecta las actividades de las enzimas
del metabolismo del nitrato/nitrégeno, 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
fisiolégicas en la asimilacion de AS:N (Diao et al., 2017). El amonio se transforma
en glutamato (GLU) por las actividades enzimaticas 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 Acido gamma-aminobutirico (GABA) (Pisoschi and
Pop, 2015). Ademas de la concentracion de AS, la duracién del tratamiento, las
especies de plantas, la edad y el érgano 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 codificacion chaperona, proteinas de choque térmico (HSP),
antioxidantes y metabolitos secundarios y el citocromo P450 (Kovéacik et al., 2009;
Singh et al., 2011).
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Figura 2.8. Vias propuestas para la biosintesis de AS y la modificacion de AS. AS
se sintetiza a través del isocorismato (ICS) o vias de la fenilalanina amonio liasa
(PAL). SA también se convierte en varias formas. BA2H, acido benzoico-2-
hidroxilasa; IPL, isocorismato piruvato liasa; MeSA, salicilato de metilo; SA-Asp

acido saliciloil-L-aspartico; SAG, acido salicilico 2-O-B-glucésido; SGE, éster de
saliciloil glucosa La figura esta adaptada de (Miura and Tada, 2014).

2.3.2.3 Aplicaciones de factores de estrés en plantas medicinales
Una posibilidad para incrementar la biosintesis de metabolitos secundarios y
especializados es el manejo del sistema inmunoldgico de la planta, a través de los
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factores de estrés en una dosis adecuada (dosis eustrésica) utilizando la estrategia

de elicitacion controlada (Vazquez-Hernandez et al., 2019).

Algunos ejemplos de las aplicaciones de los elicitores para incrementar ME y
MS en plantas medicinales se refieren a continuacion. El tratamiento con MeJA 100
UM durante 48 h en las plantulas de Eryngium planum L. resulté en un aumento de
aproximadamente 4.5 veces en el contenido de rosmarinico (RA) + clorogénico
(CGA) + cafeico (CA) en comparacion 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 pMy 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 inhibicién 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 aplicacion. Este resultado podria estar correlacionado con la
defensa anti-herbivora y funcionar como una sefial 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 dias para determinar el indice fisiolégico en plantulas de
Chrysanthemum lavandulifolium. El tratamiento de NaCl 100 mM/12vo dia y NaCl
200 mM/6to dia incrementaron las variables fisiologicas de permeabilidad de
membrana, actividad de las enzimas peroxidasa (POD) y prolina, malon-dialdehido
(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 aplicacion de AS 50 pM promovid su
crecimiento (Kovacik et al., 2009). En otro caso, AS 0.1 y 0.5 mM promovieron la

fotosintesis y el crecimiento de Vigna radiata. El tratamiento con AS 50 mg/L en
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brotes de Paris polyphylla aument6 el contenido de saponinas esteroides 3.6 veces
(87.66 + 1.66 mg/g de peso seco) (Raomai et al., 2014). El contenido de a-tocoferol
en las hojas de Moringa oleifera aument6 187.5% en comparacion con el control en
campo abierto después de aplicaciones foliares de AS 0.1 mM. Este aumento
represento 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 uM tuvo un
efecto significativo sobre el contenido de fenoles y flavonoides en medio Murashigue
Skoog (Tanoori et al., 2015).

La aplicacion foliar de AS 0.50 mM incremento la produccion de biomasa de las
raices, masa seca total, relacion raiz/brote, clorofila a, contenido de clorofila a+b y
la sintesis 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 més efectivas en la produccion de aceites esenciales y fenoles
totales, con la consiguiente mejora de la actividad antioxidante del extracto de la
planta (Gorni and Pacheco, 2016). Vazquez-Hernandez et al. (2019) incrementé el
contenido de glucésidos de estevial en las hojas Stevia rebaudiana B. con AS 0.1
mM.

Puntualmente las aplicaciones de H202 también incrementan el contenido de
ME en las plantas. Como resultado de la aspersién de H202 14 y 18 mM indujeron
la expresion de genes 'y actividades enziméaticas relacionadas al estrés en plantas
de C. annuum (Mejia-Teniente et al., 2013). Asimismo, estas mismas
concentraciones en la misma variedad indujeron tolerancia a PepGMV por la
atenuacion/retraso 0 ausencia de sintomas (Mejia-Teniente et al., 2019). Las
plantulas de calabaza con sequia media tuvieron aplicaciones de H202 1.5 mM; este
tratamiento foliar aumenté 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 superoxido dismutasa (SOD) y peroxidasa

(POD), prolina (PRO) y los azucares solubles (Sun et al., 2016). Aplicaciones de
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H202 17.5 mM en Cicer arietinum L. incrementaron el contenido de fenoles totales,

flavonoides y la capacidad antioxidante (Leon-Lopez et al., 2020)
2.4 Metabolitos especializados

Bourgaud et al. (2001) describieron hace 200 afios el metabolismo primario. En
Biologia, el concepto de “Metabolito Secundario” le es atribuido a Kossel (Bourgaud
et al., 2001). Czapek indic6 que estos compuestos podian ser derivados del
metabolismo del nitrogeno (Czapek, 1921). Los metabolitos secundarios (MS) y
especializados (ME) son compuestos de bajo peso molecular que se producen por
especies vegetales o taxones especificos 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 proteccion de las plantas contra infecciones microbianas
y virales, herbivoria, radiacién UV, atraccion de polinizadores, espectro de luz, sales
minerales, toxinas gaseosas, metales pesados, agua, CO2, alelopatia y sefializacion
(Ahmed et al., 2009). El contenido de bhioactivos de los ME es modificado por varias
vias enzimaticas que pueden ser-inducidas por factores de estrés. Los ME
producidos en el cultivo de plantas se utilizan como productos farmacéuticos,
toxicoldgicos, saborizantes, fragancias, colorantes, aditivos y conservadores de
alimentos, agroquimicos; asi como, la manipulacion de los procesos metabdlicos 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 energia, combustible liberado por la ruta de glucolisis de hidratos de
carbono y a través del ciclo del acido citrico (Michal and Schomburg, 2012). La
oxidacion de la glucosa, acidos grasos y acidos amino resultan en la formacion de
adenoseno trifosfato (ATP), que es una molécula de alta energia formada por el

catabolismo de compuestos primarios. El ATP se recicla en reacciones anabolicas
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o de reduccion de combustible que implica la participacion de moléculas intermedias
sobre las rutas; como son los agentes reductores o hidrégeno 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 mas usada es CoA (coenzima A) compuesta de ADP (adenosina difosfato) y
fosfato panteteina. Las vias clasicas para la biosintesis se realizan a través de la
pentosa para glucdsidos, polisacaridos; Acido shikimico para fenoles, taninos,
alcaloides aromaticos; Acetato-malonato para fenoles y “alcaloides y &cido
mevalonico para terpenos, esteroides y alcaloides (Kabera et al., 2014). Como se
muestra en la Figura 2.9, el esquema ilustra cémo los metabolitos del proceso de
fotosintesis, glicdlisis y ciclo de Krebs se extraen del proceso generador de energia
para proporcionar intermediarios biosintéticos.  Los bloques de construccion
importantes empleados en la biosintesis de metabolitos secundarios se derivan de
acetil-CoA (acetil coenzima A), acido shikimico, acido mevalénico y 1-desoxilulosa
5-fosfato (Miura and Tada, 2014).

Los compuestos terpenoides y los esteroides se caracterizan por tener una
estructura ciclica 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, antiateroscleraticas,
antipaludicas, anticancerigenas, cardioténicas, anticonceptivas y antioxidantes
(Garcia-Mier et al., 2014) EI ME que contiene nitrogeno esta compuesto por
alcaloides, glucosinolatos y glucdsidos cianogénicos. Estos compuestos tienen
agentes psicotropicos, antineoplasicos, anticolinérgicos, antipaltdicos, antitusivos,
antihipertensivos, analgésicos, neuroactivos, reguladores de los trastornos
cardiacos, insecticidas y otras actividades bioldgicas (Sidhu, 2010). Sin embargo,

pueden formar sales con acidos y complejos con iones metdlicos, algunas
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sustancias derivadas son cancerigenas, hepatotoxicas y mutagénicas. Los
compuestos fendlicos son compuestos aroméaticos, que en su anillo estan uniendo
uno o mas grupos hidroxilo acido (Verma and Shukla, 2015). Estos estan integrados
por arilpironas, flavonoides, cumarinas, ligninas, lignanos, estibenes, estirilpironas
y taninos. Tienen actividad antioxidante, anticancerigenos, protectores. UV,

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

Metabolismo Primario
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Figura 2.9. Esquema de biosintesis 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
composicién quimica y genética (Gorelick and Bernstein, 2014). De acuerdo a
Sanchez-Pujante et al., (2017), las estrategias para incrementar los metabolitos
secundarios son a través de la seleccion y mejoramiento de las plantas. Una de
estas estrategias es por medio de la ingenieria genética y metabdlica, a) a través
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del incremento del flujo por una ruta biosintética, b) incrementar el nimero de
células que los producen, y ¢) la inhibicién y degradacion de los productos de interés
(Sanchez-Pujante et al., 2017).

La segunda estrategia es la eleccion de los nutrientes para el cultivo, entre las
cuales se encuentran: a) macroelementos, que son las fuentes de carbono
(sacarosa), fosfatos (activacion de enzimas y biosintesis de metabolitos) y nitrogeno
(sintesis de proteinas y acidos nucleicos); b) los microelementos, los iones
inorganicos importantes para el metabolismo celular en forma de sales como son
K*, Cu?*, Co?*, Mo?*, Zn?*, Fe?*, favoreciendo el aumento en la-concentracion de la
biomasa, usando los bio-estimulantes en la sintesis del metabolito de interés
mediante el incremento de la presion osmaotica en el medio, e incrementando la
disponibilidad de cofactores enziméticos cuando.actian como grupo prostético; c)
elementos traza, como vitaminas y fitohormonas, que median procesos de
sefalizacion relacionados al crecimiento, la diferenciacion o la respuesta a factores
ambientales, como son: auxinas (elongacién celular), citoquininas (induccién de
callos), giberelinas (estimula la elongacién y division celular), acido abscisico
(estimulante), etileno (maduracién, abscisién y respuesta a patégenos). La tercera
estrategia es provocar variaciones en las condiciones fisicas para el cultivo, como
presidbn osmoética (balance hidrico, afecta el crecimiento, estrés osmoético),
temperatura (estabilidad de proteinas, transcripcion de genes, transferencia de
calor), iluminacién (longitud de onda, intensidad luminosa, fotoperiodo), pH (influye
en el metabolismo secundario), (Sanchez-Pujante et al., 2017). Cabe sefialar, 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 sefalaron que la ingesta de ciertos ME tendria un
efecto positivo en la prevencion de la incidencia de cancer y muchas enfermedades
cronicas. La utilizacion de inductores controlados se ha convertido en una estrategia
para mejorar el rendimiento de ME en plantas silvestres. Ademas, estas técnicas

aumentan la produccién de biomasa y la acumulacién excesiva de ME, aumentando
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su valor comercial y medicinal (Cardenas-Manriquez et al., 2016; Mejia-Teniente et
al., 2013, 2010; Parola-Contreras et al., 2020b; Vargas-Hernandez et al., 2017;

Vazquez-Hernandez et al., 2019).

2.5 Afinina, metabolito especializado de H. longipes
2.5.1 Distribucion de las alcamidas y la afinina

Recientemente, se han aislado 180 alcamidas con patrones puramente
olefinicos 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 Unicamente en las dos tribus Anthemideae y Heliantheae (Greger, 2016).
Al analizar quimicamente 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 encontr6 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 Composicion fitoquimica de las raices de H. longipes

En las raices de H. longipes se encuentran azucares, flavonoides y terpenos, y
en las hojas presencia de esteroles, terpenos y flavonoides (Cilia-Lépez et al., 2008;
Garcia-Chavez et al., 2004). La primera vez que se aislo el principal componente de
la raiz de H. longipes fue en 1945 por Acree et al. (1945) (Acree et al., 1945),
compuesto que se nombrd afinina (N-isobutil-2E, 6Z, 8E-decatrienoamida —
C14H23NO) (Bedolla-Céazares et al., 2017). La afinina es una alcamida que esta
presente en 90% del total de las alcamidas en las raices desarrolladas de H.

longipes (Arriaga-Alba et al., 2013; Buitimea-Cantla et al., 2020b) y en los extractos
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etandlicos de la raiz (Campos-Garcia and Molina-torres, 2021). Asimismo, s uno
de los metabolitos de mayor interés de H. longipes que tiene como propiedades las
siguientes: medicinales, farmacoldgicas, culinarias e industriales (Campos-Garcia

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

Por su parte, LOpez-Martinez et al. (2011) aislaron y elucidaron la estructura de
tres alcamidas menores (Figura 2.10): N-isobutil-8,10-diindico-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 raices de H. longipes, junto con la
afinina (1), entre otros compuestos adicionales de las raices de H. longipes (L6pez-
Martinez et al., 2011).

/I\\/

3 Ri=R,=H, Ry =Ry =OH, A%’
4 Ri=R3=H,R;=R;=0H, A"

Figura 2.10. Estructuras quimicas de (1) Afinina, y alcamidas menores presentes
en las raices de H. longipes (Lopez-Martinez et al., 2011).

2.5.3 Funcion de la afinina en las plantas

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

Las alcamidas promueven la induccién de la defensa genética e interactian con
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moléculas de sefal intercelular en humanos, bacterias y plantas (Buitimea-Cantia
et al., 2020Db). La posicidn y la estereoquimica de los dobles enlaces son esenciales
para las diferentes cualidades del sabor picante. Médicamente en los mamiferos,
las alcamidas poseen propiedades antiinflamatorias y analgésicas y son
responsables de los efectos inmunomoduladores y cannabinomiméticos (Greger,
2016). La acumulacion de las alcamidas esté restringida a tejidos especificos como
raices, flores, frutos o semillas, excepto en el género Acmella (Asteracea) donde se

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

Las alcamidas alifaticas y sus derivados promueven el crecimiento y cambian el
desarrollo de las raices dependiendo de la concentracion (Boonen et al., 2012). Por
ejemplo, la afinina en concentraciones de 7 uM y 14uM estimularon el crecimiento
de hojas y raices de Arabidopsis thaliana, y afectaron la arquitectura del sistema
radicular, el crecimiento de las raices primarias y secundarias, al igual que la
densidad de raices laterales a través de la induccion de la expresion de los genes
DR5:uidA y BA3:uidA en células de tricoblastos en las concentraciones dadas
(Ramirez-Chavez et al.,, 2004). Asimismo, la aplicacibn de afinina en
concentraciones de 100 uM en plantulas de Solanum lycopersicum aumenté el
namero y la longitud de raices laterales emergentes (Campos-Garcia and Molina-
torres, 2021). Lo que sugiere que la accion de la afinina en las raices de H. longipes
es promover el crecimiento de las raices laterales y mejorar el crecimiento de las

raices primarias (Méndez-Bravo et al., 2011).
2.5.4 Estructura de las alcamidas

Las alcamidas son productos naturales derivadas y el mayor constituyente
lipofilico de ocho familias de plantas y por lo general son encontrados en altas
concentraciones en las raices y en menor contenido en la parte area de diferentes
especies de plantas de las familias Asteracea y Piperaceae (Woelkart and Bauer,
2007); pero también algunas han sido encontrada en Brassicaceae. Las alcamidas

contienen principalmente una cadena de acidos grasos alifaticos poliinsaturados y
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un sustituto mas corto amina acilada. Ambos pueden incluir sistemas ciclicos y/o
hetero moléculas (nitrégeno, azufre, oxigeno) (Boonen et al., 2012). Mas de 300
derivaciones son conocidas de ocho familias de plantas, que son la combinacion de
200 &cidos con 23 aminas. Las partes de la amina se derivan de varios aminoacidos
por descarboxilacion. 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 Asteracea y
Piperaceae (Greger, 2016). La estructura basica de estos-compuestos se muestra

en la Figura 2.11.

El grupo R* corresponde con la parte de los &cidos grasos, mientras que la parte
amina esta representada por el grupo R?. 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 configuracion de insaturacion. Asimismo, pueden poseer heteroatomos vy
carbociclicos y/o heterociclicos (incluso aromaticos y/o sustituido) (Boonen et al.,
2012). La parte de los &cidos grasos esta constituida por cadenas de carbono y
diferentes patrones de dobles y triples enlaces formados por sucesivas actividades
desaturasa y acetilenasa, respectivamente, frecuentemente acompafiadas de
isomerizacion (Minto and Blacklock, 2008). La mayoria de las longitudes de las
cadenas de carbono se consideran derivados del &cido 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 aminica de las
alcamidas, es muy probable que se deriven de varios aminoacidos por

descarboxilacion (Cortez-Espinosa et al., 2011).
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Figura 2.11. Propiedades estructurales de las N-alquilamidas (Boonen et al.,
2012).

2.5.5 Biosintesis de las alcamidas

Como se mencion6 anteriormente, las alcamidas son considerados metabolitos
especializados de productos naturales formados al integrar acidos alifaticos de
cadena lineal, en su mayoria insaturados, con varias aminas mediante un enlace
amida (Greger, 2016). Las raices de H. longipes contienen afinina la cual pertenece
al grupo de las alcamidas alifaticas (Johns et al., 1982). Por lo que la afinina esta
constituida de dos partes: la parte amina acilada y la parte acida carboxilica (Rizhsky
etal., 2016)

El aminoacido valina se consideré 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

formacion de la isobutilamina, también se requiere una enzima dependiente de
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piridoxal, validando asi a L-valina como precursor y al fosfato piridoxal como enzima
co-dependiente para llevar a cabo la reaccion y generar la parte amina en plantas
de Echinacea. Por su parte, las partes acidas de las alcamidas se consideran
productos de las sintasas de acidos grasos, que afiaden unidades de malonil a una

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

Incluyendo a Buitimea-Cantla et al. (2020) realizaron el andlisis de la expresion
génica usando raices de H. longipes, que dio como resultado un conjunto de genes
candidatos involucrados en la biosintesis de la cadena de acilo de la afinina.
Asimismo, sugieren que puede ser realizado por un complejo policétido sintasa
(PKS) de tipo | de cuatro modulos 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 (6xido reductasa 2
que incluye la K: ceto reductasa), OR3 (6xido reductasa 3 que incluye la K: ceto

reductasa) y TE1 (tioesterasa 1).

El modelo propuesto de la via para la biosintesis de la cadena del acilo mediada
por policétido sintasa (PKS) de las alcamidas por Buitimea-Cantua et al. (2020), se
muestra en la Figura 2.12. En esta, la cadena acilo de la afinina es una cadena lineal
con un numero par de’ carbonos, en donde las unidades de acetato estan
involucradas en su biosintesis mediada por un &cido 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 enziméticos ACP fueron encontrados para la sintesis de
esta cadena (Buitimea-Cantia et al., 2020b). El dominio KS cataliza una
condensacion descarboxilativa de Claisen (COz2) entre la cadena en crecimiento y
una unidad extensora unida al dominio ACP (circulos grises), mientras que el

dominio AT seleccionay carga una unidad extensora en la ACP. La 6xido-reductasa
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que incluye los dominios KR y DH reduce secuencialmente el grupo B-ceto a un
grupo B-hidroxi y a-doble enlace. Los dominios ER adicionales reducen el doble
enlace a a un producto saturado y TE escinde la cadena de acilo sintetizada
(Buitimea-Cantua et al., 2020b).
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Figura 2.12. La via biosintética propuesta expone una arquitectura multi-modular y
requiere acil-CoA como unidad de inicio'y malonil-ACP como unidad de extension.
Dominios enzimaticos: ACP: proteina transportadora de acilo, AT: acil transferasa,
KS: cetosintasa, KR: ceto reductasa, DH: deshidratasa, ER: enoil reductasa, TE:
tioesterasa (Buitimea-Cantua 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 biosintesis de las alcamidas: la parte amarilla
representa el metabolismo primario, los blogues verdes representan la biosintesis
de la cadena acilo propuesta mediada por policétido sintasa (PKS) de las
alcamidas y los bloques naranjas especifica la ruta de las alcamidas alifaticas y de
la afinina. Figura traducida y modificada de (Buitimea-Cantua et al., 2020b;
Dewick, 2009; Rizhsky et al., 2016; Schliter et al., 2011; Subramanian et al.,
2012).

2.5.6. Rendimiento de obtencién de afinina

En todo el mundo, se registra que la colecta en el habitat natural es la principal
obtencidn de las plantas medicinales de importancia econdémica, con lo cual se tiene
desigualdad en la cantidad y calidad (Barata et al., 2016; Jamwal et al., 2018).
Ademas de esto, la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) realiza reportes para identificar las especies amenazadas, esta especie
amenazada puede ser preservada a traves de dos estrategias de propagacion: in

vitro y convencional. Sin embargo, a pesar de que existen reportes de que las
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poblaciones de H. longipes estan disminuyendo con la cosecha de sus raices, no
se ha visto mencionada en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (Proteccion ambiental-
Especies nativas de México de flora y fauna silvestres-Categorias de riesgo y
especificaciones para su inclusion, exclusion o cambio-Lista de especies en riesgo).
La extraccion de la afinina de la raiz de H. longipes requiere de grandes cantidades
de raiz 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 extraccion de afinina pura hecho por Castro-Ruiz 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 comparacion al material vegetal usado. Algunos gobiernos
locales como el de Xichu, Gto. han tenido programas para preservar sus
poblaciones en el municipio (Almaguer Gonzélez, 2002). Sin embargo, Garcia-
Chéavez et al. (2004) sefialan que las personas que se dedican al cultivo de H.
longipes, lo hacen por propagacion de esquejes, en algunos casos por semillay que
el tiempo de desarrollo de las raices para alcanzar el tamafio comercial es de dos a
tres afios (Garcia-Chavez et al., 2004). Basados en la informacion 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.

., . Rendimiento
Planta Lugar_de obtencion del Ca}ntldad de Solvente obtenido de Referencia
material vegetal raiz usada .
afinina

. , , 1.5 Kg Raiz Etanol (Hernandez-Morales et al.,
H. longipes Xichu, Guanajuato seca absoluto 142.2 mg/mL 2012)
H. longipes Xichu, Guanajuato Raiz seca ,:\t(izlitato de 7.3 mg/g (Molinatorres et al., 1996)
Acame_:l_la _ Slerra,de Alvarez, San Luis Raiz seca A(_:etato de 0.351 mglg (Molinatorres et al., 1996)
oppositifolia Potosi etilo
Acam(_el'la . S|erra,de Alvarez, San Luis Hojas secas A(_:etato de 0.172 mgl/g (Molinatorres et al., 1996)
oppositifolia Potosi etilo
H. longipes Rio Verde, San Luis Potosi 100 g raiz Y 1 mg/kg afinina (Cilia-L6pez et al., 2010)

fresca absoluto pura

. : . 100 g raiz Etanol G2
H. longipes Xichu, Guanajuato fresca absoluto 10 mg/kg (Cilia-L6pez et al., 2010)

. . : 1 kg raiz 0 (Ramirez-Chavez et al.,
H. longipes Xichu, Guanajuato fresca Etanol 1% (w/w) 2004)
H. longipes Xichu, Guanajuato ?rgs‘c(:g iz Etanol 0.86574 K (Arriaga-Alba et al., 2013)
H. longipes Xichu, Guanajuato 1 kg raiz seca Etanol 7.84 mgl/g (Z%lilggea—Cantua etal,
H. longipes Pefiamiller, Querétaro 10 g raiz seca r[])cl)chlorometa 19 g/kg (Castro-Ruiz et al., 2017)
H. longipes Pefiamiller, Querétaro 7 Kg raiz seca r[])(;chlorometa szﬁr‘zg de afinina (Castro-Ruiz et al., 2017)
H. longipes Pefiamiller, Querétaro 10 g raiz seca Etanol 17 g/kg (Castro-Ruiz et al., 2017)
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. HIPOTESIS
3.1 Hipobtesis

La implementacion de un sistema de produccién de colectas de Heliopsis
longipes del centro de México propagadas asexualmente, crecidas bajo condiciones
protegidas y empleando elicitacion controlada buscando dosis eustrésicas. de
peroxido de hidrogeno o acido salicilico durante su cultivo, producira efectos bio-
estimulantes e incrementos en la concentracion de afinina en raices en las plantas,
relacionados con incrementos en actividades enzimaticas antioxidantes y de

produccion de afinina.

IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo

Implementar un sistema de produccién bajo condiciones protegidas de Heliopsis
longipes utilizando colectas del centro de México de esta especie, propagadas
asexualmente y empleando elicitacion controlada con peréxido de hidrégeno y acido
salicilico durante su cultivo, buscando dosis eustrésicas de estos elicitores para
producir efectos bio-estimulantes en la planta e incrementos de afinina en las raices,
asociados a la induccién de sistemas enzimaticos de respuesta a estrés oxidativo y

de produccién 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 metodologias de propagacion asexual de plantas de Heliopsis longipes.

3. Evaluar el efecto de la elicitacion controlada con peréxido de hidrogeno y acido
salicilico 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 enzimaticas de respuesta a estrés oxidativo y a
produccion de alcamidas alifaticas (afinina) en las plantas de Heliopsis longipes

sometidas a elicitacion controlada bajo condiciones de invernadero.

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

sometidas a elicitacion controlada.
4.3 Pregunta de investigacion

¢ Es posible encontrar dosis eustrésicas de los elicitores H202'y acido salicilico
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 raices?
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V. METODOLOGIA
5.1 Ubicacién del area del proyecto de investigacién

El experimento se desarroll6 en la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Autonoma de Querétaro Campus Amazcala. El poblado de Amazcala (Figura 5.1)
pertenece al municipio EI Marqués, Qro., el cual se localiza en el sector Suroeste
del estado, entre los 20° 31’ y 20° 58’ de latitud Norte. Su longitud se encuentra
entre los 100° 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 Colén,
y al Sur con los municipios de Huimilpan y Pedro Escobedo. La temperatura media
oscila entre los 18°C y los 24°C, con un clima predominante subtropical, templado

semi-seco.

Figura 5.1. Mapa de la ubicacién 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 realizd la experimentacion es de perfil tubular
galvanizado de 27, recubierto de plastico agricola y malla anti-&fido en las ventanas
laterales. Este invernadero tiene con una superficie de 17.5 m? (5 m de largo y 3.6
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m de ancho). La cumbrera esta orientada este-oeste, con solo ventilacion natural,

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

Figura 5.2. Invernadero local. UAQ campus Amazcala.

5.3 Obtencion 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 Beltran (mayo 2018) y el Ocotero (octubre 2019
y febrero 2020) en el municipio de Xichu, 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
analisis de suelo en Fundacién 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.

Coordenadas Precipitacion
Localidad Municipio  Estado geogrgflcas Altitud acumulada Tempergtuza Clima

(Longitud, (msnm) promedio (°C)

. (mm)

Latitud)

Conca Arroyo Qro -99.63, 21.44 560 860 24-26 AW
Seco
San Juan Arroyo Qro -09.47,21.35  .'1,400 8722 20-22 ACw
Buenaventura Seco
Ocotero Xichu Gto -100.05, 21.27 2,141 1384 14-16 Cwa
ga”9h°de Xich( Gto -100.04,21.27 1,594 700 20 - 22 BS1h
eltran

Aw: Calido subhumedo con lluvias en verano, ACw: Semi-calido subhumedo con lluvias en verano. Cwa: templado

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

2017h).
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Cuadro 5.2. Datos de analisis quimicos del suelo de las colectas de H. longipes.

Localidad Calcio Potasio Fosforo Magnesio  Sodio gzgﬂ?f;i\(g%ﬁ g?gtgrr:ﬁ:a oH
(mg/Kg) ~ (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) — (mg/Kg) iy (%)

Conca 5834.3 1492 5.35 204.37 4.85 0.192 1.93 7.92

San Juan 927823 216.83  1.71 172.76 4.21 0.258 3.99 8.35

Buenaventura

Rancho de 3219.86 67.73 16.24 276.80 6.58 0.067 1.14 7.63

Beltran

Ocotero 485440 57790 458 777.80 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 Preparacion del extracto para ADN

Para la obtencion del tejido vegetal, se colectaron hojas jovenes de cada una
de las 29 colectas de chilcuague (Heliopsis longipes) 10 plantas de la localidad de
Xicha, 9 de Concay 10 de Arrollo seco. La extraccion de ADN se hizo por duplicado,
se utilizo el protocolo descrito por Doyle y Doyle (1990) (Doyle and Doyle, 1990) con
algunas modificaciones propuestas por Bermudez-Guzman et 'al. (2016)

(Bermudez-Guzman et al., 2016), las cuales se describen a continuacion:

Se cortaron hojas sanas y jovenes, 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 yL de B-
mercaptoetanol concentrado, de la mezcla del tejido molido y el buffer de lisis, se
transfirieron 500 puL a un microtubo de 1.5mL. Se le adiciono a la solucién, 5 pL de
Proteinasa K (20mg/mL), se agito por inversion y se coloco en bafio Maria a 65°C
por 60 min. Se le adiciono 500 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1),
se agito en el vortex y se centrifugo a 13,000 rpm/15 min, se repitid nuevamente
este procedimiento. El sobrenadante se transfirié a un microtubo de 1.5 mL con 600
pL de isopropanol frio y- 100 pL 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
descartd el sobrenadante y se le adiciono 500 pL de etanol al 70%, se agito por
inversion .y - nuevamente se centrifugo por 1,000 rpm/3 min, se descarté el
sobrenadante y se seco la pastilla en toallas absorbentes. La pastilla se eluyo con
100 pL de TE 1X.

Se cuantificé con la ayuda de un espectrofotometro (NanoDrop 8000) y se
complementé con una cuantificacion visual en gel de agarosa a 1.5%. Se
uniformizaron las diluciones a una concentracion de 120 ng/uL 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 reaccion se llevo a un volumen de 25 pL, con Buffer 10x, (2.0 pL), MgClz 50x
(1 yL), dNTP’s 2.5Mm (2 L), cebador 26s 5 um (4 pL), Taq polimerasa 1 U (0.2 pL),
ADN 20ng/uL (3.0 pL). 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 lalongitud de fragmentos amplificados (AFLP -

Amplified fragment length polymorphism)

La técnica de AFLP se desarroll6 segun el protocolo descrito por Vos et al.
(1995), pero utilizando fluor6foros adheridos a los iniciadores de la amplificacion
selectiva, con el fin de ser separados por electroforesis capilar y reconocidos por un

secuenciador automatico (Vos et al., 1995).

La técnica consta de tres pasos: 1) digestidn-ligacion: se realizo la digestion a
10 ng/uL de ADN de Heliopsis longipes con las enzimas EcoRl y Msel,
posteriormente se ligo el producto de la digestién con adaptadores de doble cadena,
especificos para cada enzima, 2) amplificacion preselectiva: con el producto del
paso anterior se realizé una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
iniciadores del tipo EcoRI+A y Msel+C, 3) amplificacion selectiva: se probaron 24
combinaciones de iniciadores selectivos del tipo EcoRI+3 / Msel+3 marcados con

fluoréforos (Cuadro 5.3).

Los fragmentos AFLP se separaron y visualizaron por medio de una
electroforesis capilar con el secuenciador automatico 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
version 2.1 (Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System) (Rohlf, 1992), para
generar una matriz de similitud basada en el coeficiente DICE (Nufiez-Colin 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 analisis 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.

NUumero Bases selectivas de distintos Bases selectivas de distintos
iniciadores EcoR1+3 iniciadores Msel+3
1 CAA
2 CAC
3 CAG
4 AAG CAT
5 CGA
6 CGC
7 CGG
8 CGT
9 CAA
10 CAC
11 CAG
12 CAT
13 AGC CGA
14 CGC
15 CGG
16 CGT
17 CAA
18 CAC
19 CAG
20 CAT
21 D CGA
22 CGC
23 CGG
24 CGT
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OBJETIVO 2
5.5 Aclimatacion 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 plantulas se mantuvieron
en condiciones de invernadero hasta que alcanzaron un mes, cinco y siete meses
de aclimatacién para su experimentacion. La distribucion de las plantas fue. por
hileras de 2 plantas mismas que fueron organizadas por colectas. Se tuvo una
densidad de 5.7 plantas /m?. Las condiciones climatoldgicas durante la aclimatacion
y la experimentacion fueron entre 18 - 28°C, fotoperiodo de 14 h luz/ 10 h oscuridad
y 43% HR.

5.6 Evaluacion de las metodologias de propagacidon asexual de plantas de
Heliopsis longipes.

La forma predilecta de multiplicacion de H. longipes es asexual, ya que forma
raices a partir de los nudos de los tallos:maduros en contacto con el suelo, en
especial durante las épocas humeda y seca-fria. A este tipo de reproduccién
asexual se le llama estolén o acodo, (Figura 5.3), en especial durante las épocas
hameda y seca-fria (Cilia-Lépez 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 propagacion por acodos permite la multiplicacion més controlada de

las plantas, pudiendo hacer una selecciéon de variedades y eco tipos.
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Figura 5.3. Propagacion por acodo de H. longipes: A) Planta madre de tres afios
de aclimatacién y B) acodo de la planta madre con un afio de crecimiento de H.
longipes.

acodo

Figura 5.4. A) Acodo de la planta de H. longipes en una maceta adyacente con el
mimo sustrato. B) Raiz de acodo de un mes.

La propagacion 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 dia en el que se hace el corte. El sustrato se prepara
previamente con humus seco, compostay gravilla en proporcion 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 solucién 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 mas 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 plastico, encima de este Ultimo mas sustrato como peso para mantener

el tallo fijo (Figura 5.5).

Figura 5.5. A) Tallo para esquejar en el sustrato. B) Plastico con sustrato para
mantener el tallo en su lugar.
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OBJETIVO 3

5.7 Evaluacion del efecto de la elicitacion controlada mediante peréxido de
hidrogeno y acido salicilico 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 aclimatacion de
las accesiones de H. longipes colectadas en Beltran y Concé. Las variables
morfolégicas 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 raiz (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 duracion
de la exposicion a los elicitores se determiné con base en Mejia-Teniente et al.
(2013). Donde los resultados mostraron que la exposicion de H202 y AS permanece

durante 7 dias en las plantas de capsicum annuum.

De acuerdo con lo descrito en antecedentes, las concentraciones de los factores
de elicitacion se determinaron en base a las investigaciones previas del grupo de
Biosistemas de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autbnoma ed Querétaro,
las cuales se describen a continuacion: 4cido salicilico (AS) en un rango 1-10 mM,
y peréxido de hidrogeno (H202) en un rango de 10-400 mM (Mejia-Teniente et al.,
2013; Vargas-Hernandez et al., 2017; M C Vazquez-Hernandez et al., 2019). Las
concentraciones representativas fueron seleccionadas para AS (10 mM) y H20:2
(200 mM). En el caso de AS, la concentracion 10 mM es la concentracion maxima
de solubilidad en agua para fines practicos en campo y sin agregar sustancias
contaminantes (Mejia-Teniente et al., 2013). La concentracion de H202 200 mM tuvo
respuesta morfoldgica significativa en Stevia rebaudiana B. cv.Morita Il (Vazquez-
Hernandez et al., 2019).

Después del periodo de aclimatacion (180 dias), los factores de estrés se
asperjaron sobre el area foliar por dos semanas seguidas. El control se realizo con
agua destilada (Vazquez-Hernandez et al., 2019). Para las determinaciones

bioquimicas y moleculares, se tomaron las muestras (hojas, tallos y raices) 2 h
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después de la aplicacién (Figura 5.6), se congelaron inmediatamente en nitrégeno

liquido y se almacenaron a -80 °C hasta los analisis (Mejia-Teniente et al., 2013).
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Figura 5.6. Linea del tiempo para accesion de seis meses de aclimatacion con
elicitores.
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OBJETIVO 4

5.8. Determinacion de las actividades enziméaticas asociadas al eustrés, en
las plantas que mejor respondieron a las variables de crecimiento para la

produccion de afinina en comparacién contra un control
5.8.1 Preparacion de las muestras para ensayos enzimaticos.

Las muestras secas de raiz de H. longipes (0.3 g) de plantas individuales se
homogeneizaron con 1 mL de bufer de extraccion en frio y la suspension se
centrifugd a 13,000 rpm durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se usé para
determinar las actividades enziméticas. La concentracion de proteinas en los
extractos enziméaticos se determinaron de acuerdo con el método reportado por
Bradford (1976) (Bradford, 1976), utilizando albumina de suero bovino como
estandar (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EE. UU.).

5.8.2 Ensayo de la actividad Superoxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1)

La actividad de superdxido dismutasa (SOD, por sus siglas en inglés) se
determina espectrofotométricamente (A560nm) por la inhibicion de la reduccion 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 Superoéxido (O2) O2 + Agua (H20)
Sustrato Producto

Las condiciones del ensayo fueron temperatura ambiente, pH 7.8, tiempo 30
minutos. La definicion de unidad enzimatica (U). Una unidad de actividad enzimatica
se define como la cantidad de enzima (SOD) que inhibe el 50% de la reduccion de
NBT por superdxidos generados, bajo las condiciones del ensayo. Una unidad de
actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima (SOD) que realiza el
50% de la reduccion de radicales superoxido, bajo las condiciones del ensayo. Los
reactivos requeridos fueron fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio

dibasico, EDTA-Na2 (acido etilendiaminotetraacético-disodio), L-Metionina, NBT
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(Nitroazul de tetrazolio) y riboflavina. La preparacion de las soluciones verla en

ANEXO 2. Las soluciones que se usaron fueron:
1. Bufer de extraccion (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8).
2. Bufer de reaccion (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8).
3. Solucion de EDTA-Naz 0.1 mM.
4. Solucion de Metionina 0.13 M.
5. Solucién de NBT 0.75 mM.
6. Solucion de Riboflavina 0.02 mM.
5.8.2.2 Procedimiento
5.8.2.2.1 Ensayo de actividad enzimatica (en celda)
1. Se colocé 1.5 mL de bufer de reaccion en un tubo de ensayo.

2. Se afadieron 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 enzimatico y
0.25 mL de agua destilada.

Se mezclo por inversion de los tubos.
Se expusieron los tubos a luz fluorescente durante 30 min (desarrollo de color).

Se midid la absorbancia a A560nm.

o o M W

Se elaboré un blanco de reaccion, el cual contuvo todos los reactivos del paso

2 excepto el extracto enzimatico (cambiar por agua destilada).

5.8.2.3 Célculos
Calcular el % de inhibicion de reduccion de NBT, utilizando la siguiente ecuacion
(2):
%Inhibiciéon = (1 — A/B)x100 (1)
Donde:

A = AAseonm de la muestra de reaccion
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B = AAssonm del blanco de reaccion

A partir de la curva patron de % de inhibicion de reduccion de NBT versus
actividad de SOD, ver ANEXO 2:

y = 8.6026 - In(x) + 55.836 (2)
Donde:
y = % Inhibicion
x = Actividad de SOD (U/mL)
Despejar x

x = e(Feoze) (3)

Sustituir el valor de % inhibicion (y) obtenido de la ecuacion (1) en la ecuacién
(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 (A240nm) por la cuantificacion de perdxido de hidrégeno
catalizado. Se determina de acuerdo al método reportado por Afiyanti & Chen (2014)

con modificaciones (Afiyanti and Chen, 2014).
5.8.3.1 Principio

Peroxido de hidrogeno

Agua (H20
(HZOZ) — J ( )

Producto
Sustrato

Las condiciones del ensayo fueron temperatura ambiente, pH 8.0, tiempo 6
minutos. La definicion de unidad enzimatica (U). Una unidad de actividad enzimatica
se define como la cantidad de enzima (CAT) que cataliza (consume) 1 pumol/min de

peréxido de hidrégeno, bajo las condiciones del ensayo. Los reactivos requeridos
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fueron fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibésico, glicerol, peréxido
de hidrogeno (H202), Tris-HCl y 2- Mercaptoetanol. La preparacién de las soluciones

verla en ANEXO 2. Las soluciones que se usaron fueron:

1. Bufer de extraccion (Tris-HCI 100 mM, Glicerol 20 % vl/v, 2-Mercaptoetanol 30
mM, pH 8.0).

2. Bufer de reaccion (Fosfato de potasio 50 mM, pH 8.0).
3. Solucién de H202 100 mM.

5.8.3.2 Procedimiento
5.8.3.2.1 Preparacion del extracto enzimatico

1. Se peso 0.3 g de muestra vegetal y se homogeneizé en-un mortero con 1 mL

de bufer de extraccién a 4 °C.

2. Posteriormente, se colocé la muestra homogeneizada en un tubo de ensayo,

se agregd 1 mL de bufer de extraccién y se agité en vortex durante 2 min.
3. Se centrifug6 la mezcla a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C.

4. Se separo el sobrenadante (extracto enzimatico) y almacenar a 4 °C.

5.8.3.2.2 Ensayo de actividad enziméatica (en celda)

1. Se coloco 2 mL de bufer de reaccion.

2. Se afadio 0.2’ mL de solucién de peréxido de hidrégeno.
3. Se afiadi6 0.1 mL de extracto enzimatico.
4

Se midi6 el cambio de absorbancia A240nm durante 6 min (una lectura cada

minuto).

5.8.3.3 Calculos

_ (AAz40nm) (VE)(FD) (4)
(e)(Ve)(L)
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AAz40nm= cambio de absorbancia por min

Ve = volumen del extracto

Vt = volumen total del ensayo

FD = factor de dilucion

€ = coeficiente de extincion molar de peroxido de hidrégeno (0.0394 M/m - cm)

L= longitud de la celda

584 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 (A290nm) por la cuantificacion de acido cinamico
formado a partir de la catlisis 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 Acido cinamico

Sustrato Producto

Las condiciones del ensayo fueron temperatura 40 °C, pH 8.8, tiempo 60
minutos. La definicibn de unidad enzimatica (U). Es una unidad de actividad
enzimatica se define como la cantidad de enzima (PAL) que produce 1 pmol/min de
acido cinamico, bajo las condiciones del ensayo. Los reactivos requeridos fueron
acido borico, acido clorhidrico, acido cinamico, borato de sodio, L- Fenilalanina y 2-
mercaptoetanol. La preparaciéon de las soluciones verla en ANEXO 1. Las

soluciones que se usaron fueron:
1. Bufer de extraccion (Borato 0.1 M, 0.1% v/v de 2-Mercaptoetanol, pH 8.8).
2. Bufer de reacciéon (Borato 0.1 M, L-Fenilalanina 10 mM, pH 8.8).
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3.

4.

Solucion de acido clorhidrico (HCI) 1 N.

Solucién Stock de acido cindmico [3 mg/mL].

5.8.4.2 Procedimiento

5.84.2.1 Preparacion del extracto enzimatico:

1.

Se peso6 0.3 g de muestra vegetal y se homogeneizé en un mortero con 1. mL de

bufer de extraccion a 4 °C.

Posteriormente, se coloco la muestra homogeneizada en un'tubo de ensayo,

agregar 1 mL de bufer de extraccidon y agitar en vortex durante 2 min.
Se centrifug6 la mezcla a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C.

Se separo el sobrenadante (extracto enzimético) y almacenar a 4 °C.

5.8.4.2.2 Preparacion de curva patron:

1.

Se pipeted de la solucion stock de-acido cinamico 0.67, 2, 3.3, 4.6, 6, 7.3y 8.7
mL en matraces aforados de 50 mL, previamente etiquetados y se aforé a 50 mL

con agua destilada.

Dichas soluciones tuvieron una concentracion de 0.2, 0.6, 1,1.4,1.8,2.2y 2.6

mg/mL, respectivamente.

Se leyd la absorbancia a una longitud de onda (A340nm) de cada dilucion y de

la solucién stock (3 mg/mL).

5.8.4.2.3 Ensayo de actividad enzimatica (en microplaca)

Se coloc6 230 pL de bufer de reaccion y se afiadié 20 L de extracto enzimatico.
Se incubd la mezcla a 40 °C durante 60 min.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se afiadié 50 pL de solucion de

HCI 1 N (para detener la reaccion) y se dej6 reposar 10 min.

Se midié la absorbancia a A290nm.
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5.

Se elabor6 un blanco, el cual contuvo 250 pL de buafer de reaccion.

5.84.2.4 Ensayo de actividad enzimatica (en celda)

1.

Se colocé 2.3 mL de buafer de reaccion y se afiadié 0.2 mL de extracto

enzimatico.
Se incubd la mezcla a 40 °C durante 60 min.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se afiadio 0.5 mL de solucién de

HCI 1 N (para detener la reaccion) y se dej6 reposar durante 10 min.
Se midi6 la absorbancia a A290nm.

Se elaboré un blanco, el cual contuvo 2.5 mL de bufer de reaccion.

5.8.4.3 Calculos

A partir de la curva patrén de acido cinamico, ver ANEXO 2.

y = 0.0753x + 0.0714 (5)

Donde:
y = AA290nm

X = Concentracion de acido cindmico (mg/mL)

X =

Despejar x:

_ y—0.0714 (6)
0.0753

Unidad

U  ()(Vt)(1000) (7

mL~ (PM)(H)(Ve)

X = concentracion de &cido cinAmico
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Ve = volumen del extracto

Vt = volumen total del ensayo

PM = peso molecular del producto (&cido cinamico)
t = tiempo de la reaccién

1000 = factor de conversion 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 (A550nm) por la cuantificacion de-isobutilamina formada
a partir de la catalisis de L-valina. La determinacién 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 Isobutilamina

Sustrato Producto

Las condiciones del ensayo fueron temperatura 42 °C, pH 7.5, tiempo 60
minutos. La definicion de unidad enzimatica (U). Una unidad de actividad enzimatica
se define como la cantidad de enzima (VDC) que produce 1 pmol/min de
isobutilamina, bajo las condiciones del ensayo. Los reactivos requeridos fueron
acetona, fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico, fosfato de
piridoxal, L- Valina y 2- Mercaptoetanol. La preparacion de las soluciones verla en

ANEXO 1. Las soluciones que se usaron fueron:

1. Bufer de extraccion (Fosfato de potasio 50 mM, Fosfato de piridoxal 50 uM, 2-
Mercaptoetanol 1 mM, pH 8.0).
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2.

Bufer de reaccion (Fosfato de potasio 50 mM, Fosfato de piridoxal 1 mM, L-
Valina 1 mM, pH 7.5).

5.8.5.2 Procedimiento

5.8.5.21 Preparacion del extracto enzimatico

1.

Se pes6 0.3 g de muestra vegetal y homogeneizar en un mortero con-1 mL de

bufer de extraccion a 4 °C.

Posteriormente, se coloco la muestra homogeneizada en un tubo de ensayo,

agregar 1 mL de bufer de extraccion y agitar en vortex durante 2 min.
Se centrifugo la mezcla a 12,000 rpm durante 15 min a4 °C.

Se separo el sobrenadante (extracto enzimatico) y almacenar a 4 °C.

5.8.5.2.2 Ensayo de actividad enzimatica (en microplaca)

Se coloc6 200 pL de bufer de reaccion y afiadir 40 pL de extracto enzimatico.
Se incubd la mezcla a 42 °C durante 60 min.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se afiadié 15 uL de acetona y se
coloc6é en bafio de hielo (para detener la reaccién) durante 10 min.

Posteriormente, se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 min.
Se medié la absorbancia a A550nm.

Se elaboré.un blanco, el cual debera contener: 240 uL de bufer de reaccion.

5.8.5.2.3 Ensayo de actividad enzimética (en celda)

1.

2.

Se coloc6é 1.4 mL de bufer de reaccion y se afiadi6 0.3 mL de extracto

enzimatico.

Se incubd la mezcla a 42 °C durante 60 min.
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. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se afiadio 0.1 mL de acetonay se
coloco en bafio de hielo (para detener la reaccién) durante 10 min.

Posteriormente, se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 min.
. Se medi6 la absorbancia a A550nm.

. Se elabor6 un blanco, el cual debera contener 1.7 mL de bufer de reaccion:

5.8.5.3 Calculos

_ (Assonm) (VE)(1000) (8)
@V L)

Assonm= absorbancia de la muestra de reaccion

Ve = volumen del extracto

Vt = volumen total del ensayo

¢ = coeficiente de extincion molar de isobutilamina (17400 M/m+cm)
t = tiempo de la reaccién

L= longitud de la celda

1000 = factor de conversion de unidades

5.8.6 Determinacion de proteina
5.8.6.1 Principio

La concentracion de proteina se determina espectrofotométricamente (A595nm)

por la cuantificacion del complejo azul brillante de Coomasie G-250 con la proteina

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 preparacion de las soluciones verla en ANEXO 1. Las soluciones que se

usaron fueron:

1. Solucién de cloruro de sodio 0.15 M.

2. Solucion Stock de albumina de suero bovino [1 mg/mL].
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5.8.6.2 Procedimiento
5.8.6.2.1 Preparacion de curva patron

1. Pipetear de la solucion stock de albumina 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 tendran una concentracién de 0.2, 0.4, 0.5 y 0.8 mg/mL,

respectivamente.

3. Leer la absorbancia a una longitud de onda (A595nm) de cada dilucion y de la

solucion stock (1 mg/mL).
5.6.8.2.2 Determinacién de proteina en microplaca

1. Se mezclo 20 yL de muestra (extracto enzimatico) con 230 pL de reactivo de
Bradford.

2. Se dej6 reposar durante 20 min (en la oscuridad).

3. Se midi6 la absorbancia a A595nm.

4. Se prepar6 un blanco con 250 uL de solucion de cloruro de sodio.
5.6.8.2.3 Determinaciéon de proteina en celda

1. Se mezcl6 50 yL de muestra (extracto enzimatico) con 1.5 mL de reactivo de
Bradford.

Se agit6 en vortex durante 30 segundos.

Se dejo reposar durante 20 min (en la oscuridad).

Se midid la absorbancia a A595nm.

o bk~ 0N

Se preparo un blanco con 1.5 mL de solucién de cloruro de sodio.

5.8.6.8.3 Célculos
A patrtir de la curva patrén de albumina de suero bovino, ver ANEXO 2.

y = 0.5066x + 0.0085 9)
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Donde:

Yy = AAsgsnm
x = Concentracion de albumina (mg/mL)
Despejar x:

. _ ¥—00085 (10)
0.5066

*Nota: cuando sea el caso el valor de x obtenido a partir de la curva patrén se

multiplica por el factor de dilucién (FD) correspondiente.
OBJETIVO 5

5.9. Determinar la produccion de afinina en las plantas de H. longipes

sometidas a elicitacion controlada bajo condiciones de invernadero.

5.1.1 Procesamiento de muestras para la determinacion del contenido

de afinina en las raices de H. longipes

Los extractos de raiz de H. longipes se prepararon para las determinaciones del
contenido de afinina como sigue: las muestras de raiz de plantas individuales se
liofilizaron durante tres dias, se molieron hasta obtener un polvo fino
homogeneizado. La muestra (10 mg) se macer6 con 1 mL de etanol (grado reactivo),
se sonico durante 15-min, se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C; y se
recupero el sobrenadante. Los extractos se concentraron en un concentrado Savant
™ SpeedVac. ™ a 4 °C durante dos dias. 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 um y diametro de 25 mm (Agilent Technologies)
(Aguilar et al., 2016; Bae et al., 2010).

5.1.2 Cuantificacion de afinina en extractos de H. longipes por HPLC-
DAD

Para la cuantificacion del contenido de afinina se utilizd un método
estandarizado desarrollado en el laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad

de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro. Este analisis se realiz6
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utilizando un sistema HPLC Waters (Millipore Corp., Division de Cromatografia de
Aguas, Milford, MA, EE. UU.). Este equipo esta compuesto por un sistema de
suministro multidisolvente 600E y un detector PDA 2998. La columna utilizada fue
ZORBAX ECLIPSE XDB-C8 (4,5 x 150 mm, tamafio de particula de 5 um, tamafio
de poro de 120 A). En el sistema isocréatico se logro la composicion de la fase movil
que fue del 50% del 1% &cido acético en agua grado HPLC y 50%acetonitrilo de
grado HPLC a una razon de flujo de 1 mL / min. El volumen de inyeccion fue de 20
pl, y el tiempo total de analisis fue de 8.5 min. El contenido de afinina se obtuvo
usando una curva de calibracién afinina pura (15-90 ug / mL). Se obtuvieron cinco
puntos, cada uno corresponde a la media de tres réplicas. Las areas bajo la curva
(Y) obtenidas para cada punto se trazaron frente a las respectivas concentraciones
utilizadas (X) y una correlacion lineal establecida como Y = aX+ b (Aguilar et al.,
2016; Bae et al., 2010).

5.10Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 6.0
(Software GraphPad, San Diego, CA). El disefio experimental fue completamente al
azar para evaluar el efecto de la aplicacion foliar de ambos elicitores sobre los
cambios en variables de crecimiento y desarrollo, las actividades enzimaticas SOD,
CAT, PAL y VDC vy el contenido de afinina. La disposicion del experimento fue de
siete tratamientos con una unidad experimental de 12 plantas por triplicado. Los
datos fueron sometidos a andlisis de varianza (ANOVA) vy las diferencias entre
medias se compararon utilizando las comparaciones multiples de la prueba de
Tukey (P =0.05).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
OBJETIVO 1

6.1 Andlisis 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 sefiales de degradacion para todas las colectas. Esto es

indicativo de que el ADN gendmico de las muestras de H. longipes, se encuentra

integro.

Figura 6.1. ADN en gel de agarosa de las poblaciones de H. longipes, usando A
sin cortar como marcador de peso.

La cuantificacion 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 amplificacion 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

ningun contaminante que impida realizar la PCR.
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Cuadro 6.1. Valores de concentracion y pureza de ADN (ng/pL) de las

poblaciones de H. longipes.

Muestra Concentracion  Pureza Muestra Concentracion  Pureza
260/280 260/280

3RB 316.8 2.09 5 Conca 362.4 1.9

11 RB 952.3 2.06 6 Conca 346.2 1.8

13 RB 600.8 2.09 7 Conca 348.9 2.09

14 RB 326 2.1 9 Conca 590.7 1.98

15 RB 496.1 2 10 Conca 303.8 2.05

16 RB 4421 2.05 1SJB 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 Conca 737.9 2,13 23 SJB 371 1.98

2 Conca 99.34 2 24 SJB 159.8 1.98

3 Conca 633 2,14 25 SJB 236.3 2.03

4 Conca 360.2 2,08 27-SJB 182.2 2.09
28 SJB 273.5 2.03

SJB - San Juan Buenaventura, RB- Rancho de Beltran

Figura 6.2. Visualizacion 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 vario desde 0.60 a 0.96. La mayor similitud

fue entre las colectas RB 11 y RB 13, y la menor fue entre la Conca 5y 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, By C), el grupo A formado por las
colectas de RB excepto RB-18, el grupo B con una mezcla de catorce genotipos de
Concay SJB Yy el C también formado por cuatro colectas de Conca 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 Bl se
ubicaron colectas originarias de Arroyo Seco y en el subgrupo B2 materiales
procedentes de Conca. La formacion de estos tres grupos podria sefalar la
presencia de fuentes de diversidad diferentes en este germoplasma, este
agrupamiento, que correspondié a un patrén geografico, indica baja diseminacion o
flujo genético entre las zonas de RB en Guanajuato y la de SJB-Concéa 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 Produccién acodos paralapropagacion asexual de plantas de Heliopsis

longipes.

La generacion del sistema radicular tarda en promedio 15 semanas en
establecerse y dar a la formacién de un nuevo ejemplar idéntico, por lo cual se
requiere cuidar la humedad del sustrato, la temperatura del aire de las macetas.y la
solucion 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 aplico a los siete y quince dias posteriores. El riego se hizo
cada tercer dia vigilando la humedad del sustrato. Durante 14 semanas se registro
la longitud de las raices con un vernier digital. Después de diez semanas, los codos

se visualizan como en la Figura 6.4A. Mientras que la formacién y crecimiento de
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las raices de los acodos se comportaron como se muestra en la Figura 6.4B. Las

plantulas de H. longipes de catorce semanas se visualizan como en la Figura 6.5.
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Figura 6.5. A) Raices de acodo de H. longipes con seis semanas. B)
Comportamiento del crecimiento de la longitud de las raices 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) Plantula de H. longipes de siete semanas. B) Acodos desarrollados
trasplantados.

70



OBJETIVO 3

6.3 Efecto de la elicitacion controlada mediante perdxido de hidrogeno y
acido salicilico 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 dias, el aspecto visual se muestra en la Figura 6.7.
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Figura 6.7. Aspecto morfolégico tipico de H. longipes en el dia 190 después del
trasplante. A) poblacion de Conca, B) poblacion de Rancho Beltran (RB).

Las medidas de las plantas de H. longipes bajo condiciones de invernadero sin

la aplicacion de elicitores se muestran en el Cuadro 6.2.
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Cuadro 6.2. Variables morfolégicas de H. longipes bajo condiciones de invernadero.

Diametro de tallo Alturade planta  Longitud de raiz

Poblacion (mm) (mm) (mm)
RB 2.35+0.35P 104.62 + 27.07" 191.50 + 31.67°
Conca 3.99 +0.222 570.00 + 43.772 290.00 + 18.252

RB- Rancho de Beltran

La poblacién de Conca registré diferencia significativa en diametro de tallo. En
la altura de planta, la poblacion de Conca tuvo diferencia significativa respecto a la
poblacion de RB, este resultado pudo deberse a las condiciones climaticas en el
invernadero. La longitud de raiz fue significativamente diferente en la poblacion de
Conca. En este experimento se observaron poblaciones de patdégenos como la
cochinilla blanca y los grillos en etapas adultas sobre el area foliar, al igual que el
tamafio de las hojas se desarrollaron con mayor tamafio que el resto de las

poblaciones.

Bajo condiciones de elicitacion controlada las variables morfologicas de
diametro y longitud de tallo y longitud de raiz se graficaron, como se muestra en la
Figura 6.8. El comparativo entre las poblaciones y elicitores para la variable de
diametro de tallo, no tuvo diferencia significativa (Figura 6.8A). Por el contrario, el
mejor tratamiento en la altura del tallo fue H202 200 mM (1.57 veces mas) con
respecto al control en la poblacién de Conca y respecto a la poblacion de RB (Figura
6.8B). Para el caso de la variable de longitud de raiz, se observdé un aumento
significativo, asi .como en la biomasa de la planta (similar a la actividad
bioestimulante) con el tratamiento de 10 mM AS (1.46 veces mas respecto del
control) y en comparacion a la poblaciéon de Conca. Hasta donde se sabe, estos
datos son los primeros obtenidos sobre los efectos de las estrategias de elicitacion

controlada sobre la morfologia de H. longipes en condiciones de invernadero.
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Figura 6.8. A) Diametro de tallo (mm), B) Longitud de tallo (mm) y C) Longitud de
la raiz (mm) de las poblaciones Conca y RB (Rancho Beltran) después de la
elicitacion con H202 200 mM y AS 10 mM. Las letras indican las diferencias entre

medias usando la prueba de comparaciones multiples 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 acumulacion de la biomasa
en plantas de Achillea millefolium L. a 'AS 0.5 mM (Gorni and Pacheco, 2016).
Adicionalmente, las aplicaciones exdgenas de AS (0.25, 0.5 y 1 mM) resultaron en
la acumulacion de la biomasa en plantas de caléndula (Calendula officinalis L.)
(Pacheco et al., 2013). Del mismo modo, se sugiridé que las aplicaciones exdgenas
de AS influyeron en el crecimiento de la planta sobre la fotosintesis, alterando las
relaciones hidricas, la.regulacién del estoma y la absorcién 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
gue permiten el fenotipo bioestimulante observado, de manera similar a lo sugerido
en informes recientes (Vazquez-Hernandez 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 H202 200 mM, B) AS 10 mM
y C) agua destilada.

Ademas, Sun et al. (2016) encontraron que la promocién del crecimiento en
plantulas de pepino con el tratamiento de H202 1.5 mM, podria atribuirse a una
mayor asimilacion de carbono bajo la pulverizacion de H202, ya que incluso
pequefios aumentos en la tasa de fotosintesis 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 acumulacion de biomasa con la aplicacion de AS
0.50 mM. En las plantas de caléndula (Calendula officinalis L.) se aplico
exdgenamente AS a concentraciones de 0.25, 0.50 y 1.00 mM, lo que result6 en la

acumulacion de biomasa (Pacheco et al., 2013).

Para el caso de longitud de plantula, diversos estudios describen diferencia
significativa con H202. Tal es el estudio hecho por Santos et al. (2018), donde fueron
aplicadas pulverizaciones foliares de H202 en maracuya amarillo, obteniendo 4.2
mm de ancho de planta y 600 mm de altura de planta con la dosis de H202 15 uM y
0.3 CEw (dS m?) (Santos et al., 2018). Adicionalmente, Hasan et al. (2016)
encontraron incremento en la longitud de brote y raiz en Vigna unguiculata L. con
aplicaciones de H202 0.5 mM en comparacion con el control, esta concentracion
podria inducir la accibn ABA en sus plantas. Vazquez-Hernandez et al. (2019)
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encontré en S. rebaudiana var. Morita Il que la aplicaciéon de H202 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 H202, el crecimiento de los brotes
se obtuvo con el tratamiento AS 2 mM; sin embargo, no hubo diferencias
significativas con H202 en el crecimiento de hojas y brotes (Figueroa Pérez et al.,
2014).

El tratamiento de H202 200 mM tuvo un efecto eustresor en la variable de
longitud de tallo; mientras que, AS tuvo un efecto bioestimulante enla generacion

de biomasa foliar y eustresor en longitud de la raiz.

Del mismo modo, Zhou et al. (2018) observaron inhibicion en la longitud de la
raiz primaria de plantulas de Arabidopsis thaliana ‘con el aumento de la
concentracion de H202 (1-5 mM); incluyendo la modificacién del gravitropismo de la
raiz primaria. Este comportamiento también se observo en los guisantes de pasto y
las plantulas de guisante en la etapa de desarrollo inicial con la aplicacién exégena
de H202 (Zhou et al., 2018). Opuestamente, en este estudio comparativo, la longitud
de la raiz aumentdé en ambos grupos con respecto al control. El crecimiento
inmoderado puede afectar el desarrollo de las hojas y la raiz, 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
raices en Vigna unguiculata L. con la dosis de H202 5 mM. Después de mantener
estas plantas en condiciones de cultivo en invernadero por un afo, las raices

alcanzaron tamafios como el mostrado en la Figura 6.10.
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Figura 6.10. Raiz de H. longipes bajo condiciones de cultivo en invernadero de un
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OBJETIVO 4

6.4 Actividades enzimaticas de respuesta a estrés oxidativo y de
produccion de alcamidas alifadticas en las plantas de Heliopsis longipes

sometidas a elicitacion controlada bajo condiciones de invernadero.

Las actividades enzimaticas relacionadas al estrés evaluadas en las plantas
colectadas de las poblaciones Rancho Beltran (RB) y Concé de H. longipes se

muestran en la Figura 6.11 (plantas silvestres).
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Figura 6.11. Actividades enzimaticas especificas en las poblaciones de H.
longipes antes de la produccién de acodos: A) Superéxido dismutasa (SOD), B)
Catalasa (CAT), C) Fenilalanina amonio-liasa (PAL) y D) Valina descarboxilasa
(VDC). RB: Rancho Beltran. Diferentes letras indican diferencia significativa de

acuerdo a ANOVA y a la prueba de media Tukey (P=0.05).

Las plantas colectadas de la poblacion de Conca muestran mayor actividad
enzimatica de SOD, mientras que Rancho Beltran (RB) muestra diferencia
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significativa en la actividad de CAT. La actividad de PAL es relevante solo en la
poblacion de RB. La actividad de VDC es significativa en la poblacion RB en
comparacion de Conca. Las actividades cuantificadas son indicadores de las

enzimas sintetizadas por la planta bajo condiciones silvestres.

Los elicitores como AS y H202 podrian 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 H202 minimizan el dafio por estrés abidtico y bibtico reforzando las actividades
enzimaticas de defensa de antioxidantes (SOD, CAT, POD) y también las enzimas
relacionadas con la ruta de los fenoles (PAL) (Vijayalakshmi et al.,, 2016). La
medicion enzimatica de las poblaciones de H. longipes después de la produccién
de acodos y elicitacién controlada con AS 10 mM y H202 200 mM, se muestra en la
Figura 6.12.

En general, los resultados mostraron que tanto los tratamientos AS 10 mM como
H202 200 mM aumentaron las actividades enziméaticas de SOD, PAL, CAT y VDC
en comparacion con los controles. Este resultado fue consistente con el obtenido
por Parola-Contreras et al. (2020), lograron incrementos en las actividades
enzimaticas de SOD, CAT, PAL y VDC con los tratamientos AS 10 mM y H202 200
mM en plantas de 164 dias de H. longipes. Se observé una alta actividad
significativa de SOD _en las plantas de RB tratadas con SA 10 mM (30.37 veces

mas) en la primera, pero no cuando se aplica H202 200 mM (Figura 6.12A).

Los antioxidantes y prooxidantes estan en equilibrio durante el crecimiento de
las plantas; cualquier desproporcién puede desencadenar el estrés oxidativo que
conduce a la destruccion a niveles celulares (Czégény et al., 2016). La SOD es la
enzima mas importante contra las especies reactivas de oxigeno (ROS), su funcién
es convertir el radical superéxido (O2) en H202 y Oz (Hernandez-Barrera et al.,
2015).
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Figura 6.12. Actividades enzimaticas especificas en las poblaciones RB y Conca
de H. longipes con acodos y aclimatas por seis meses. A) Superoxido dismutasa
(SOD), B) Catalasa (CAT), C) Fenilalanina amonio-liasa (PAL) y D) Valina
descarboxilasa (VDC). RB: Rancho Beltran. Diferentes letras indican diferencia
significativa de acuerdo a ANOVA y a la prueba de media Tukey (P=0.05).

La aplicacion de H202 10 mM en tabaco (Nicotiana plumbaginifolia linea
MAQ?2.4) tuvieron una reduccion de 67% en la actividad de SOD después de 4 h
(Hernandez-Barrera et al., 2015), también se observo la induccion de movilizaciones
de [Ca?*|cyr, que podria inhibir la actividad de SOD (Price et al., 1994). El
comportamiento de la actividad SOD puede deberse a que la planta blogueé la
enzima al detectar H202 exdégeno en ambas aplicaciones por la induccién de las
movilizaciones de [Ca?']cyt como sugiere Price et al. (1994). Basado en este

analisis y los estudios en arroz (Oryza sativa L. cv. Yuexiangnian), maiz (Zea mays
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L. cv. Yuedan 1) y frijol (Vigna radiate (Linn.) Wilczek Sulv 1) sobre la inhibicién de
la actividad SOD por H202 a las concentraciones de 1-15 mM, la variacion de este
fendbmeno dependié de los Organos, la edad de la planta, las especies y
probablemente la concentracion de H20: 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 aumentdé significativamente con AS 10 mM y. disminuyo
significativamente con H202 200 mM y en la poblacion de Concé. El comportamiento
de la enzima CAT podria deberse al AS exdgeno, que inhibe y elimina el H202 en
las plantas. Ademas, esta supresion 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 podrian
mejorarse por la contribucién del éxido nitrico.disminuyendo la intensificacion del
H20:2 en las hojas. La actividad de CAT podria ser inactivada por AS, seguida por la

sefializacion de H202 (Fatma et al., 2016).

Koc et al. (2015) no encontraron actividad enzimética 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 presento actividad (Caprioli et al., 2017).
CAT transforma H202 en H20 y O2, también se ha estudiado CAT como la enzima
esencial utilizada para la eliminacion de H202 dentro de las células. La enzima CAT
disminuye el estrés oxidativo, su actividad depende del tiempo del periodo o de la
dosis de exposicidn al estrés, asi como de la edad de la planta (Biczak et al., 2017).
Contrariamente, Mejia-Teniente et al. (2013) encontraron que la actividad de CAT
aumentd con la elicitacion, su actividad fue directamente proporcional a la
produccion de H20:2 por aplicacién en plantas de chile Capsicum annum. Ademas,
ese estudio también mostré6 que las plantas mostraron una alta actividad de la
enzima CAT 4 h después de la aplicacion de AS 0.1 mM y 8 h después de la
aplicacion con H202 6 mM. En una segunda aplicacion hecha 1 dia después, la
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actividad de CAT fue significativamente mayor con las concentraciones de AS 6.7-
y 10 mM, y con H202 14 mM en C. annum L. var. Don Benito.

Estos resultados concuerdan con algunas de las respuestas obtenidas en el
analisis de las plantas de RB de H. longipes, lo que sugiri6 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 proteccion contra el H202 estaba
comprometida, las plantas activaron otra enzima que también descompone el H202
en presencia de 4cido ascorbico y compuestos fendlicos como la actividad de la

enzima peroxidasa (POD) para superar la situacion (Biczak et al., 2017).

PAL es una enzima crucial del metabolismo fenilpropanoide, la regulacion
positiva de esta actividad se correlacioné con el aumento de fenilpropanoides
utilizados como uno de los principales arsenales bioquimicos de defensa de las
plantas contra el estrés ambiental (Mejia-Teniente et al., 2013). El efecto del H202
200 mM y AS 10 mM sobre las poblaciones de H. longipes se muestra en la Figura
6.12C. En donde se observo un aumento significativo en la actividad de la enzima
PAL con la aplicacion de AS 10 mM. Mejia-Teniente et al. (2013) encontraron un
incremento significativo después de la aplicacion de los elicitores AS, H202 y
quitosano (QN) y cinco dias después encontraron el mayor incremento de la
actividad PAL. Tomando en conjunto estos resultados con respecto a las actividades
enzimaticas evaluadas relacionadas con las respuestas al estrés de la planta de H.
longipes, sugirieron que la respuesta dependera del elicitor usado, asi como de la

dosis, temporalidad y edad de la planta en las condiciones cultivadas.

La actividad enzimética PAL cataliza reacciones para conformar compuestos
protectores. Parola-Contreras et al. (2020) tuvieron aumentos significativos de la
actividad PAL a H202 200 mM y AS 10 mM en la misma especie. Mejia-Teniente et.
al. (2013) encontraron en Capsicum annuum L. un incremento en la actividad PAL
con AS 0.1 mMy H202 14 mM. Toscano et. al. (2018) determinaron en el asparagus
officianalis L. la disminucion de la actividad de PAL con tratamientos de sulfato de
amonio; ellos concluyeron que el sulfato de amonio podia inhibir la enzima PAL.

Esta es una enzima clave de las vias de los compuestos fenélicos que produce
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antocianinas, flavonoides y lignina. Se descubrié 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
elicitacion se muestra en la Figura 6.12D. La aplicacién de la elicitacion controlada
aumento en todos los tratamientos evaluados la actividad de VDC en comparacién
con el control. En ambas poblaciones la aplicacién de los dos elicitores (H202 200
mM y AS 10 mM) indujo la actividad de VDC significativamente en comparacién con
el control. La razdn para evaluar los efectos de la elicitacion controlada en la enzima
VDC en las raices de H. longipes se baso en el hecho de que, se ha sugerido que
la actividad de esta enzima podria ser un precursor clave en'la canalizacion de la
via de sintesis de las alcamidas alifaticas 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 H202 200 mM en plantas de la poblacién Conca obtuvo una
actividad 3.14 veces mas que las plantas de la poblacibn RB con el mismo

tratamiento.

Se sabe que el resto amina de las alcamidas sintetizadas en A. radicans
incorpora L-[2H8] valina, por esta razén se estudié la actividad de la enzima valina
descarboxilasa (VDC) (Cortez-Espinosa et al., 2011). Igualmente, Rizhsky et al.,
(2016) corroboraron que el aminoacido valina en presencia de la enzima valina
descarboxilasa y el fosfato piridoxal como cofactor reaccionan entre si para dar paso
a la isobutilamina en plantas de Echinacea purpurea. Concluyendo, la enzima VDC
es parte de la biosintesis de los metabolitos especializados como las alcamidas
alifaticas. Por lo tanto, si un factor de estrés (elicitor/eustressor) aumenta la actividad
de VDC, seria probable que también se detecte un aumento en el contenido de
afinina en las raices de las plantas de H. longipes. Esto ultimo, puede aplicarse
como un control de calidad o prueba rapida para una estimacién del contenido de

afinina en las raices de esta planta.

82



OBJETIVO 5

6.5 Determinar el contenido de afinina en las colectas de Heliopsis longipes

sometidas a elicitacion controlada.

El patron de acumulacién de las alcamidas depende del crecimiento y desarrollo
de las plantas (Minto and Blacklock, 2008). La afinina es el metabolito de interés
econdémico con mayor proporcion en las raices de esta planta medicinal. En'la
Figura 6.13 se muestra el contenido de afinina en las raices de estas poblaciones

silvestres y en condiciones de invernadero después del crecimiento de acodos.
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Figura 6.13. Cuantificacién de afinina en las poblaciones de H. longipes en
condiciones silvestres y bajo condiciones de invernadero después de seis meses.
RB: Rancho Beltran. Diferentes letras indican diferencia significativa de acuerdo a

ANOVA vy 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 raices de H. longipes bajo condiciones de invernadero.
Este resultado, puede deberse al tiempo dentro del invernadero y las condiciones

del manejo de las plantas. Ademas, entre el cultivo en invernadero y las plantas en
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su héabitat no difieren en contenido de afinina, con el manejo de las plantas en
invernadero se mantuvo la sintesis de este compuesto de interés. Adicionalmente,
el tamafo comercial de las raices silvestres tarda hasta tres afios en desarrollarse
(Garcia-Chéavez et al., 2004); mientras que bajo las condiciones descritas en la
metodologia (seccion 5.5) se lograron obtener en un afio longitudes de raices

mayores a las comerciales (Figura 6.10).

6.5.2 Contenido de afinina en las raices de las poblaciones de plantas

de Heliopsis longipes sometidas a elicitacion controlada

La afinina es el metabolito principal en las raices de Heliopsis longipes. Se
observé que las concentraciones de afinina aumentaron significativamente con los
tratamientos de AS 10 mM y H202 200 mM en comparacion con las raices de las

plantas control para la poblacion de Conca (Figura 6.14).

El tratamiento H202 200 mM tuvo un contenido de afinina de 4.68 veces mayor
en comparacion con el control de la misma poblacion y 2.41 veces mayor en
comparacién con el mismo tratamiento en las platas de la poblacién RB. Estos
resultados concuerdan completamente con la hipétesis del aumento de la actividad
de la enzima VDC que también incrementa la concentracion de afinina como lo
sugiere Cortez-Espinoza et al. (2011) con respecto a que VDC es una enzima clave
gue canaliza la biosintesis de las alcamidas alifaticas 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 raices de Heliopsis longipes elicitadas con
H202 200 mM y AS 10 mM y producidas por acodos. Letras diferentes indican
diferencias significativas segin 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: 4A2E. 4E. 82,108 es gbundante en los floretes de los
discos y las raices, lo que representa un rango de abundancia de 300 veces con
respecto a las hojas y también tienen la mayor expresion de BCAA descarboxilasa.
Asimismo, los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) son precursores del resto
amina de las alcamidas de E. purpurea como Val e lle. De igual manera, el
crecimiento de las plantulas y la acumulacién de las alcamidas se restaur6 a niveles
cercanos al tipo salvaje suplementando el medio de cultivo con 15 mM de Val y 15
mM de lle (Rizhsky et al., 2016).

Las plantas de la familia Asteracea en su mayoria segregan ME derivados de la
ruta del acetato mevalonato del cual se sintetizan los terpenos, como son

sequisterpenos y lactonas. Sin embargo, la mayoria de las plantas pertenecientes
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al género Heliopsis segregan alcamidas (Rizhsky et al., 2016). En el caso especifico
de H. longipes, la alcamida en mayor proporcién es la afinina derivada de las
alcamidas alifaticas (Cilia-Lopez et al., 2014). Por lo que se propone como parte de

la ruta de la biosintesis de afinina la Figura 2.13.

Con la aplicacion del elicitor, la inmunidad de la planta respondié aumentando
el metabolismo secundario con respecto al control. En este estudio el incremento
de la longitud de la raiz no esta directamente relacionado con el contenido de afinina
en las mismas. La elicitacion controlada con la dosis 200 mM H202 no afect6 la
morfologia de las plantas con respecto al control, pero el elicitor AS 10 mM
incremento la biomasa foliar de las plantas. Entonces, las plantas perciben el estrés
modificando la forma de las proteinas sintetizadas para adaptarse o aminorar el
impacto sufrido. Estas sefales quimicas 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 sefal del factor de estrés, el efector permite la
entrada de la sefializacion al interior de la célula, tanto el receptor como el efector
se encuentran en la pared celular; las sefales son mandadas por otras enzimas en
una cascada de sefales al nucleo, el cual al llegar a la proteina reguladora en el
cromosoma permite que se mueva, lee, activa y copia la seccion del ADN para
generar las proteinas necesarias. Cuando la sefial se retira, la proteina reguladora
vuelve a cubrir el ADN (Garcia-Mier et al., 2015).

AS al ser aplicado exdgenamente tiene efecto sobre el SAR, dispara la
resistencia a patdgenos, activacion de proteinas relacionadas a patogénesis,
también ayuda en la regulacién de la absorcion de los elementos como Ca, Cu, Fe,
Mn, Py Zn; adicionalmente, mostré 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 exdgeno
tienen a incrementar el metabolismo secundario activando la biosintesis de este tipo
de metabolitos (Liu et al., 2020). EI mecanismo por el cual las aplicaciones de AS

activan la respuesta a estrés se muestra en la Figura 6.15.
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2,5-DHBA

Tolerancia
al estrés
bidtico

PTI

Figura 6.15. SA es reconocido por dos clases de receptores: NPR1 y
NPR3/NPR4. La unién de SA suprime la actividad de represién transcripcional de
NPR3/NPR4 y mejora la activacién transcripcional de NPR1, lo que desencadena la
regulacion positiva de los reguladores de defensa que responden a SA. La induccion
de genes biosintéticos de SA (ICS1, EDS5 y PBS3) promueve la produccion de SA,
mientras que la induccién de UGT76B1 y DMR6 estimula la conversion de SA en
2,5-DHBA y SAG, respectivamente. En los tejidos locales, la expresion de
reguladores de defensa que responden a SA promueve tanto PTI como ETI y
estimula la produccién de la sefial mévil de SAR, activando la expresion de genes
biosintéticos de NHP (ALD1, SARD4 y FMO1). En los tejidos distales, el NHP
promueve la biosintesis de SA y la resistencia inducida por SA (M. I. R. Khan et al.,
2015; Liu et al., 2016, 2020).

Las aplicaciones exégenas de H202 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 generacion de ERO se produce en los
complejos | y Il de la cadena de transporte de electrones, y la O2 se controla a
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través de la enzima superéxido dismutasa (SOD), la homeostasis mitocondrial se
altera generando ERO. Los peroxisomas son el sitio de acumulacion de Oz y H202
gue es desintoxicado por la accién de enzimas como catalasa (CAT), peroxidasas
y SOD. Las mitocondrias y los peroxisomas son sensores de estrés y organulos
esenciales en las vias de sefalizacion que propagan la sefializacion intracelular

(Camejo et al., 2016; Cheeseman, 2007; Guevara-Gonzélez et al., 2020).

Efecto antimicrobianoc
Lignificacion
Apoptosis

Complejo
NADPH
oxidasa

RH
Expresion genéitica de defensa
Sintesis de fitoalexinas

SAR

Tolerancia a estrés

Peroxisoma Ndcleo

Figura 6.16. Esquema de accion del H202 extracelular como segundo mensajero
en sitios como la NADPH oxidasa, peroxidasa de la pared celular, cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas como fuentes importantes de generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y las vias de sefalizacion para inducir la respuesta de
defensa (Camejo et al., 2016; Cheeseman, 2007; Guevara-Gonzalez et al., 2020).

Por lo tanto, esta es la primera demostracion experimental de que la actividad
de VDC esta directamente relacionada con el contenido de afinina en las raices de
H. longipes. Este resultado también indica la posibilidad de utilizar la actividad VDC

como indicador bioquimico del contenido de afinina en las raices de H. longipes. Se
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requieren llevar a cabo estudios mas detallados a lo largo del ciclo de la planta,
utilizando la elicitacion controlada o no, para fortalecer esta aseveracion. Se
propone como sistema de produccion de Heliopsis longipes que utilizando
elicitacion controlada logre incrementos en la concentracion de afinina por unidad

de materia seca el proceso de la Figura 6.17.

AS10 mM H,05 200 mM

Incremenio

Propagacion K. Elicitacion by de biomasa
asexual controlada foliar y ontenido
radicular de afinina

Figura 6.17. Proceso de disponibilidad de raiz de H. longipes con raices de
tamafio comercial en menor tiempo a través de la elicitacién controlada, y que
ademas 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 cuantificacion de afinina
obtenida en estudios reportados y la cantidad encontrada en este estudio con las
dosis de peroxido de hidrogeno y acido salicilico. Como se observa en el cuadro, el
contenido de afinina incrementé con las aplicaciones de H202 en ambas
poblaciones, siendo mayor la cuantificacion de afinina en la poblacion de Conca que

en la poblacion de RB.
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Cuadro 6.3. Rendimientos obtenidos de afinina reportados en diversos estudios de

H. longipes.
Planta Rendimiento Referencia

obtenido

afinina
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 mgl/g (Molina-Torres et-al., 1996)
H. longipes 0.01 mg/g (Cilia-L6pez et al., 2010)
H. longipes 7.84 mglg (Buitimea-Cantua 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.,

H. longipes** 5.990/g 2020)

* Aplicacion H202 200 mM
** Aplicacion AS 10 mM
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El proceso para tener disponible materia prima de calidad y con contenido
promedio de afinina en la raiz de H. longipes y de tamafo comercial en menor
tiempo puede lograrse a través de la elicitacion controlada. Esta elicitacion 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 aplicacion de H202 200 mM se propone sea aplicada con un dia de anticipacion
a la cosecha de la materia prima (Mejia-Teniente et al., 2013).
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VII.  CONCLUSIONES

La sobreproduccion de ME tiene importancia econdmica para las industrias, que
se puede alcanzar mediante la activacion de la inmunidad de las plantas. La
obtencion controlada utilizando eustresores durante alguna etapa de los sistemas
de produccién, es una estrategia efectiva para aumentar el contenido de SM
especifico como alcaloides, terpenoides, flavonoides y compuestos fendlicos en las
plantas. El desarrollo de nuevos sistemas de produccién de plantas, incluida la
manipulacion de la respuesta al estrés de la planta (busqueda 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 utilizard en producciones a gran escala debe ser el que cumpla con ser
efectivo en la sobre induccion de la sintesis y la calidad de ME especifico, bajo costo

y facil implementacion en el sistema de produccion.
7.1 Resumen de resultados

e La aplicacion via foliar de &acido salicilico y peroxido de hidrégeno en
concentraciones 10 mM y 200 mM respectivamente, resultaron dosis eustrésicas

en las plantas de H. longipes.
e La concentracion de AS 10 mM fue bio-estimulante.

e El incremento  significativo de la actividad enzimatica VDC se asoci6
directamente con el incremento significativo en el contenido de afinina en la raiz

de H. longipes.

7.2 Conclusién

Las plantas colectadas de H. longipes pueden ser llevadas a un sistema de
cultivo en condiciones de invernadero. La reproduccion de la planta puede darse
facilmente por acodos, teniendo como ventajas: la produccion de clones, rapida
reproduccion de la planta, y que, con el sustrato y manejo adecuado, la

concentracion de afinina en las raices de estas plantas igualan la concentracion de
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esta misma sustancia que las plantas silvestres. Por otro lado, cabe sefalar que
sélo en un afio de cultivo bajo Agricultura Protegida y con las condiciones
previamente descritas en la metodologia pueden ser alcanzados los tamafos

comerciales en las raices.

Asimismo, la elicitacion controlada con peroxido de hidrogeno y acido salicilico
potencian el sistema inmune de la planta; asi como las actividades enzimaticas
relacionadas al estrés y la actividad de valina descarboxilasa. Especificamente, se
encontro que la aplicacion de acido salicilico en la dosis de 10 mM tiene un efecto
eustresor sobre la concentracion de afinina en las plantas de la poblacion de RB
con un incremento de 66.67% mas 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 raiz. Por su parte, el peroxido de hidrogeno en la dosis de 200
mM tiene un efecto elicitor sobre la produccion de afinina, incrementando 3.66 mas
gue la concentracion de afinina en las plantas control y 0.86 mas que en las plantas

silvestres de la poblacion de Conca.

Adicionalmente, se corroboro que las cuantificaciones de la actividad enzimatica
de valina descarboxilasa esta directamente relacionada con la sintesis de la afinina,
y que la medicién de esta enzima puede servir como indicador directo del contenido
de esta alcamida en las raices de esta planta. Este andlisis, resulta ser mas barato

y facil de implementar que la cuantificacion de afinina por HPLC.
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ANEXO 1 Fraccionamiento del extracto de diclorometano obtenido de raices de
H. longipes y purificacion de afinina

El material vegetal seco y molido (7 kg) se extrae con diclorometano. Cien
gramos del extracto de diclorometano se fraccionaron mediante cromatografia en
columna en fase normal utilizando una columna de gel de silice 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 cromatografia en
capa fina (TLC) y se agruparon en 21 combinaciones de acuerdo con su similitud
cromatografica. El andlisis de TLC de los grupos 8-17.reveld la presencia de una
mancha gris oscura principal (Rf=0.3, hexano: acetato de etilo 3:2), visualizado con
una lampara ultravioleta a 254 nm. La pulverizacién de placas de TLC con una
solucion de pulverizacion de anisaldehido./ acido sulftrico (0.5 ml de anisaldehido
en 50 mL de &cido acético glacial y 1 mL de acido sulfarico al 97%) desarrollé una
mancha purpura brillante, como se inform¢ para otras isobutil-amidas olefinicas. Los
grupos 8-17 se combinaron (45 g) y se analizaron adicionalmente mediante
cromatografia 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.
Basandose en su similitud cromatogréfica, determinada por TLC, las fracciones
eluidas con hexano: acetato de etilo 97:3 se combinaron y se evaporaron a
sequedad al vacio dejando un residuo de 28.5 g de un compuesto aparentemente
puro. La pureza del compuesto aislado se confirm6 mediante HPLC-PDA, usando
un cromatografo de HPLC (Waters 600 Associates, Milford, MA, EE.UU.) acoplado
a un detector de matriz de fotodiodos (Waters 2998). Este andlisis se llevé a cabo
en una columna X Bridge C18 (4.6 x 100 mm 3.5 um). El caudal de la fase movil
(acetonitrilo/agua 44:56 v/v) fue de 0.5 mL/min con una temperatura de columna de
30 uC y una longitud de onda de deteccién de 229 nm (Castro-Ruiz et al., 2017).
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ANEXO 2 Preparacion de las soluciones para la cuantificacion de las

actividades enzimaticas

Soluciones para el ensayo de la actividad Superdxido dismutasa (SOD) (EC
1.15.1.1)

1. Bufer de extraccion (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8). Se disolvieron
0.7054 g de fosfato de potasio monobasico y 3.46 g de fosfato de potasio dibasico
en 150 mL de agua destilada. Se ajusto el pH a 7.8 (con acido o base, segun sea el
caso). Posteriormente, se afor6 a un volumen final de 250 mL con agua destilada.
2. Bufer de reaccion (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8). Se disolvieron 0.7054
g de fosfato de potasio monobasico y 3.46 g de fosfato de potasio dibasico en 150
mL de agua destilada. Se ajust6 el pH a 7.8 (con acido o base, segun sea el caso).
Posteriormente, se aford a un volumen final de 250 mL con agua destilada.

3. Solucién de EDTA-Na2 0.1 mM. Se disolvié 3.72 mg en 60 mL de agua
destilada y se afor6 a un volumen final de 100 mL.

4. Solucién de Metionina 0.13 M. Se disolvié 1.94 g de metionina en 60 mL de
agua destilada y se aford a un volumen final de 100 mL.

5. Solucién de NBT 0.75 mM. Se disolvié 61.3 mg de NBT en 60 mL de agua
destilada y se afor6 a un volumen final de 100 mL (se almacend en frasco oscuro y
4 °C).

6. Solucién de Riboflavina 0.02 mM. Se disolvié 1.88 mg de metionina en 150
mL de agua destilada y se aforé a un volumen final de 250 mL (se almacené 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. Bufer de extraccién (Tris-HCI 100 mM, Glicerol 20 % v/v, 2-Mercaptoetanol
30 mM, pH 8.0). Se disolvié 1.575 g de Tris-HCIl en 60 mL de agua destilada. Se
afiadié 20 mL de glicerol y 210 pL de 2-Mercaptoetanol. Se ajusté el pH a 8.0 (con
acido o base, segun sea el caso). Posteriormente, se aforé a un volumen final de
100 mL con agua destilada.

2. Bufer de reaccion (Fosfato de potasio 50 mM, pH 8.0). Se disolvieron 0.0965
g de fosfato de potasio monobasico y 0.749 g de fosfato de potasio dibasico en 60
mL de agua destilada. Se ajusté el pH a 8.0 (con acido o base, segun sea el caso).
Posteriormente, se aford a un volumen final de 100 mL con agua destilada.

3. Solucion de H202 100 mM. Se afiadio 0.566 ml de peroxido (al 50 % de
pureza) y se aforé a 100 mL con agua destilada (Esta solucion se preparo el mismo

dia del ensayo).

Soluciones para el ensayo de la actividad Fenilalanina-amonio liasa (PAL) (EC
4.3.1.5)

1. Bufer de extraccion (Borato 0.1 M, 0.1% v/v de 2-Mercaptoetanol, pH 8.8).
Se disolvieron 0.451 g de acido bérico y 1.029 g de borato de sodio en 60 mL de
agua destilada. Posteriormente, se afiadiéo 100 pL de 2-mercaptoetanol. Se ajusté
el pH a 8.8 (con &cido o base, segun sea el caso) y se aforé a un volumen final de
100 mL con agua destilada.

2. Bufer. de reaccion (Borato 0.1 M, L-Fenilalanina 10 mM, pH 8.8). Se
disolvieran 0.451 g de acido borico, 1.029 g de borato de sodio y 0.1652 g de L-
Fenilalanina en 60 mL de agua destilada. Se ajusto el pH a 8.8 (con acido o base,
segun sea el caso). Posteriormente, se aforé a un volumen final de 100 mL con agua
destilada.

3. Solucién de acido clorhidrico (HCI) 1 N. En un matraz aforado de 100 ml, se
colocaron 20 mL de agua destilada. Posteriormente se afiadio 8.3 mL de HCI (por
las paredes del matraz con precaucion) y se afor6 a un volumen final de 100 mL con

agua destilada.
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4. Solucién Stock de acido cinamico [3 mg/mL]. Se disolvié 0.075 g de acido
cindmico en 20 mL de agua destilada. Posteriormente, se aforé 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. Bufer de extraccion (Fosfato de potasio 50 mM, Fosfato de piridoxal 50 puM,
2-Mercaptoetanol 1 mM, pH 8.0). Se disolvieron 0.344 g de fosfato de potasio
monobasico, 1.742 g de fosfato de potasio dibasico, 3.089 mg de fosfato de piridoxal
en 150 mL agua destilada. Posteriormente, se afiadio 17.5 pL de 2-mercaptoetanol.
Se ajusté el pH a 8.0 (con acido o base, segun sea el caso). Posteriormente, se
aforé a un volumen final de 250 mL con agua destilada.

2. Bufer de reaccion (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 monobasico,
1.437 g de fosfato de potasio dibasico, 0.0617 g de fosfato de piridoxal y 0.5857 g
de L-Valina en 150 mL de agua destilada. Se ajust6 el pH a 7.5 (con acido o base,
segun sea el caso). Posteriormente, se aforé a un volumen final de 250 mL con agua

destilada.

Soluciones para ladeterminacion de proteina

1. Solucién de cloruro de sodio 0.15 M. Se disolvié 0.87g de NaCl en 60 mL de

agua destilada y se afor6 a un volumen final de 100 mL.

2. Solucién Stock de albimina de suero bovino [1 mg/mL]. Se disolvié 0.01 g de
albumina de suero bovino en 30 mL de agua destilada y se aforé a un volumen final
de 50 mL.
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ANEXO 3 Curvas patron usadas en la cuantificacion de las actividades

enzimaticas

A. Curva patrén de actividad de superoxido dismutasa (SOD)

Inhibicion de reduccion (%)

100

80

Actividad de SOD Inhibicién de reduccién

de NBT

(U/mL) (%)
200 99.7
100 98
30 94
20 85
10 77

5 69

1 53
0.1 20.3
0.01 13.7

0.001 8

Curva de actividad SOD (%)

y = 8.6026In(x) + 55.836
R2=0.9622
4
° 50 100 150 200 250

Actividad SOD (U/mL)

B. Curva patrén de acido cinamico
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Acido Cinamico Absorbancia

Concentracion

(mg/mL) (A340nm)

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 patrén de albumina de suero bovino

AlbUmina de

suero bovino

Absorbancia

Concentracion

(mg/mL) (As95nm)
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
Curva Patron de Albumina de Suero Bovino
(ASB)
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D. Linealidad del sistema para la cuantificacion de afinina

Areas (mAU)

Afinina pura
Concentracion

HPLC
Areas (mAU)

(Mg/mL)
15 2676348
30 5597194
45 7907247.667
60 10518898
75 13203886
90 15846779.67
Afinina promedio
18 -
o
516
= 44
12 + -
10 | e
8 1 "
& L
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2 ® R?=0.9993
0 7 ¥ T ¥
20 40 60 80

Concentracién de afinina pura (ug/mL)

124

100



ANEXO 4 Buenas Practicas de Laboratorio (BPLS)

El Comité de Expertos sobre Especificaciones para Productos
Farmacéuticos de la OMS adopté en 1999 las guias tituladas Buenas précticas 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 guias ayudara a promover
la armonizacion internacional de practicas de laboratorio y facilitara la cooperacion

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 realizacion de analisis genémicos y manejo de reactivos, asi 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 bitacora el uso de los equipos y la fecha en la

cual se utilizaron; mantener limpia el area de trabajo (OMS-BPL, 2016).

ANEXO 5 Disposicién de residuos

Durante la realizacion del proyecto se realizaran pruebas quimicas para la
determinacion de afinina, presentes en extracto de raices de H. longipes y analisis
gendmico que se expresan en diferentes estadios fenoldgicos de la planta con la
aplicacion de Factores Modificadores del Metabolismo (Peréxido de hidrégeno,
Acido salicilico y Quitosan) en el laboratorio de biologia molecular a cargo del Dr.
Ramén G. Guevara Gonzalez, se cuenta con medidas de seguridad y de
almacenamiento de desechos quimicos 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 recoleccibn de sustancias toxicas, posteriormente son
confinados (RESIDUQOS, 2016).
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ANEXO 6 Recursos Humanos

Para la elaboracion de esta investigacion se contara con el apoyo del
personal del Invernadero a bajo la supervision del Ing. Daniel Arriaga estudiante de
la Maestria en Ciencias de Biosistemas de la Facultad de Ingenieria del Campus
Amazcala, y del laboratorio de Biologia Molecular a cargo del Dr. Ramoén G.

Guevara Gonzalez.
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Hliopiy bomgipes (F bagipasi s an endesrde plant of the Shesra Gonda, Mevien, whice ot onode enract b el
& an andgesls saiind ¥ Sl ans Jefflodn b g maln aobovaree St gl e these prep-
erties. Affinin ¢onesnmrasnes fave besn wen m vary depem ding on S time of S yar in which i & enllested
mﬂdﬂ.--lull'ﬂ' gl mty reduoce. e sysithe iy of affinin b rosing edicoson e brdgne it might
b pomaihle 10 in dasdize g bloaynthets of this sy e o s o
mnm&ﬂuh&m in H b alwr Tt o ik T L] 2oyl
ﬂmhﬁqnwd&udmm’!mhmmﬂmm;mimmdlmﬁp
ueﬂunggp-u.m"“ ¥ sy v ey, Biesibes affinin cont: g5 o The
doeson, caddee, sup mmmumunmu
g Givises in H bagpe wes ewined The msubs dowed far b doses of both e sy-
nifi oy in d aiffinin in resys in with ¥ ihﬂnﬂ.ﬂlﬂgw
wariahies This Inoregee in aifinin was with i T fviges relaad o
AT regponses i catalase (CAT], sup (SO0}, pheyialni da{jase (PAL), & well &
e in in valine derarborpans oo Sviry (VD) an enryme nelased wilth b azsis o allip hawie oo
e n =hi

5 affidn Thin, comveradied o Seinarion might be an intearing sraagy w0

mrader i

1. Introduction

Helinpois Iomgripes is an endemic plant from Siema Gorda in Central
Mexrim med in alemative medicine. M. longipes & ommonly lnown 2
chilnagne, golden root, pelitve, and Ariec root {Cilis ldper o =l
201 4L The roots of this speces are mmmumed & clinary condiment
mnd flavowring almholic beverages, and aleo are ussd to health tooth-
ache, respiminry diseases and mascular adhes (Hims, 200 2 The leaves
af . longipes are rich in sterols, erpenes and favonoids and in the roots
are sngams, favonoids, terpenes and allemides (Gares. Chiver =t =1,
20040 Ome of these 2lkamides is 2ffinin, that is synéhesied in theroots,
and displays properties a5 analgesic, anfimntagenic, amesthetic, an.
ticarcinogenic, ant.nflammainry, sefinociceptive, anthritic and

= Corresponding amher.
E-menl s rasmon o evamJuag . (R Goevana-Gonmdier].

e kel ceryg 10T €115} e o I000.11 2318

vamdilster (Amizgeale = al, 33 Cwstroluz = 21, 2017
Barobado Martiner =t al, 200 7L Affinin has also shown binlogics] s
tivities snch 25 antimicrobial, hacteriostatic, fongicide and brvidde
{Hermimd e Morales =t 21, 2015 Molins: Tormes et 2l X004; Salgadn
Garciglia o al , XM@Y}

The extraction of this compomd imoles colledting the wild plant
material in mge quantities this redodng their native popolation
{Agular =t al , X16; Coviro- Ruir ot al, 20070 'Wild medicinal plamnts
have 2 wide genetic diversity useful for developing more prod onctive,
nuritions and disssos revistant crops. However, the conssrvation statms
of wid plni in their emdronment snd their svadshility for thedr
plamacologiel, omstroction, miritonal, mbnery, indusital and
medicinal] nsex are still onder davslopment {Lobhe and Vepoarte

Rezaived 24 Sepember 20019 Rersved in revisad form 26 onmary 2000; Accsprad 5 Mareh 2000
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v sty wn plund panferrass (Vigoms-Farsnaler o ol. 2000 An
cosopemr ke & ooy Gaciar of Dindeioal (el colind "elicies”), Dl
diral or chasrdesl noteers that {n wflsgorts dove, ipper the temess
ity & et plievtd. (Wi Fevrulnlin ot 6l, 507%) Casballal

visticy alfeciivesess b vhe sl in viw ol Blededd ot ol 21T;

Avila-Tnirer & ol, 3N7; Corderesiisciposn o ol, 3TE Magls

Twimw o o, 3% Tonslisndoies o o, 314 Toxgas

Barrdndax ok ol, 30196). Tiow, Sa alm of Sds Teserveh war 1o da-

i the whympey. i gy flfinkn rpniendy e B, gl Towis iz

cantroliad slicimiion winy alicyic achl ol Mpdrepn pecoids w
rmrwi{Hama,
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hapt fn & gresaheces of 16 2" for fon manthy e accrrabiory plosts
with Hemiprivabtis kgt veth custll, Wivshthel vuwlithinet it it
climiion o sxperiwantatives wers 2b "G phwinperiod of 14 h Kty
10 h ik anad redartve hesvidivy of 43 W Flasts wers susansd with e
Stnloar mutzites selution of B0 % (e Tmbaote of ol 3005, Pt
marplaleries] warbilde dulnrraivad wars el sas wiith (W) tn ww
(eamrnd with dighel Fernicr Moty Komlcic), siem helght (H) 'n
mn (ool with o gradosed mied sl et el (U i
(reamresd with » praiosted noler) (S Fg. 1 2 Herkiee visii-
tan of tha sxperhoenintion carried sat In drie stady).

Accliration
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Sndmurial Crogu & P B A0Y TLANM
LA Efwicabiow Cremicmmls

Al dmh it pinciael of TP st weishis i vt
(gL, the slietioey b (% xchiand 18 M) and Byt S0 wl aud 400
MM wers Raltaly appiied by spraying e drep pader sars tha pliner
T agolication wf beth slictiory wor cordad wot weally, e 1 meao.
The cmiml phmiy wers tesbed woifh distilled water (Vaxqoes-
Ermmdes ot nl, S1F]L The rocntestivos sl the clices crstowcd
warn: 5 anal 10w for salicylie ackd Ba 1. T. Baler’h, anal 200 mid and
408 M i Hy, {Clnbide Bl [ Teersienie: e ul., 2714 Vasyoes-
Emmander at 2l, 261550, Sed siickerr wars spplisd ot ey 150 acd
17 after tramankundieg (Fig. 13 Pt sinagled (o, stoand il Tad)

L3, Ereyms ooy SN

137 Esmply preparaien o cagEamic S

The I forpipcs oot ikl pcplen (0.3 1) v doalivbiond wlaots
wars honogerrised with 1 ml of ol axivaction e aad the dory
werr prabifeped st 15,000 rpen S 3 min st f . The sopeynadenis
wars ol Io dsinrraing the srpme ectivitiss,. Fremin cncanbwiion in
iyt factriitd wolt dtieeru il ey b et et gl
by Bewilinl (177, wing bevine moos alleosis o sensderd (pma-
Aldrizh, . Lasris, Miasurd, IEAY

2332 Caporenkis dsniwe () arilely oy

Tha sativiy o umparaxhle dieniibos (S00; IC 1L10.1.3] v wi-
vl rpacirepieosstrioally by the ichiblties of the pleiechmial
mulnctiss of sitve Tios kivezaterns (MET sccamiling i e el
dovccllonl by Hegut w ol [3013). The: ;wsstivn s oaxied wo. oy
alding 1.5 i, S0 MM patasrharn phawphats befler {pH 7.4}, 03 1L 1.1
WM EDTA, LA tal. 1A M tietfirgevet, 0.3 ol 075 ikl NET, D3 sl
Gird m reotervic, 005 i emxpmatic sxtract and 025 oL disilled
ey, The subwrns i sxyeieited o Susivaser Behe (RESE vl i)
i X mie. Bubweapantly, the mistion shewchanes war maarared st 550
e (ot ol SN indibit sullostios of NET by 50 % ot pF 7.8 end 16
G The 30D wtirly vor mpreed w /g moinln.

2AE Caalow (CAT) scrrigy sacay

Ths wetiviiy of cotalum (CAT: BC 11L1.E) ww el specioe-
phataraivically by macrerier ta rus of B0, daoreles & 240 am
woomnling te the mcthl Sosclind Ty A yecil ond Seen [004]. The
ricHnn was carviad wob by alding Y50 pl. 50 el patesvhan Ehaaphets
o (g L0, B . evrmyrmter extvart mead 100 . 100 il Bty The
vanygs i shewrbanen ot 340 o v mecral b 1 din sl cod
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iTwryvl Irtters. bn merh relorm s signdileent i s ing, s e
AN wih Takap's svaltinls Compation tast [F = DN

" Whalwwn wiith,

b K gl e

" Lt vt bomgth,

detvnles Hhet vt i ikl i H O Hey EAT. Cis et &F CAT
decenpess 1 oal wf Hyly pur min st pH 340 mad 35 "C The CAT
vty wat axpraied a1/ proinie

3.4 Frewyicenins arzronie-lroe (FAL) solivilyr

Tha activity of phanylslaring s s Ty (FAL: BC AL 5) Wil
v spertrepbetwenctiolly worsnling o Har metwd, deecalind by
Taacano uf al (201K with dight medifications. ©-Pharpislotes W
il s o ity sl thb Yikdtaten® dFriiembcl ]l g el oy
abowrbancs st 20 un. The mction, by wlding 390 ol 81 M e
Trutor (0 AR acadadndng: 10 s T-gibenpiade i ra aiall 20 (. oor Sy
nxtract v oueried st The mistars was evosbeted ot 90 G Jer 1 bowd
et rraction wad dnprad by tha abiedlen of 8D L 1 N oML
Scohergaily, G selcibes shechars: v cwsool wt 230 . O
it o FAL radad 1 o] o cherarie sl par min ok pE LE ol 40T
Thee FAL nrtivity s rxgeresen] s Ti/my mwiedn.

35 Yallox decorbeorrienr (YIND) actinlty ey

This ditirity 4F willieh diskieBerylilt (VDS B 4L L714] wonk
mesed specirephstersiticnlly acoscding tw G methed dasccibed by
CartesFapinots of ol [011]. t-Tullek wisl noull o e slorivets, el
Om relvaed dewieeiylomiss ver qonniified by sbewbooos st R0 mn.
Tha maction war ciavled sot by adding 200 pl. 50 M purtsachem
wwpbacy: bficr [ 7. cyndpdeing 1 el geeriiyom] phaglety: mod 20
i Lvalind]) o 40 o eneywatle extract The sivtors was Saccheind
A1 C G 1 bl dhet vietrties e stigigerd ey et salbiliiuies oF 18 Pl
wcnicmn, dubesgoanily, the minton sberbancs wer mesrsrel of 750
B, Ciun MOl o WTRC rabeea ] et o Sashertytamvion o win of D 78
il E The YD sciivliy wer sxyrassd o UWing posialn,

4. Sorpls gocicing for afficn desreicorie

Tha IL lonpisscs rost sxiveciy far siffinkn dsisrmivations e pa-
el i DThyrvmit Aapt okl Dymi hiethwidiin] gl vt G

thying ibr Gss dayw, grownd e o fine pownier hemepenkoul. Sxaply
(10 mg) il uaierirae] vl 1 mal. exhuiien] (redgeat prolle], sanbid

ix 15 xin, otrifepuind st 10000 gun Jor 10 min & 4 "G il o
aavernd the rupsrnabea, The srinests wers asndantraied in o Sarsn™
SpcodVim™ o 4 "C i tww duyw. Fimally, the momglcs were reswpomicd
I 1 ol pfiral T groains, fho sbertions wers THrvie {n scrediee of
0 az e oxvh il 35 mm decker (Agilext Tectewilegies)
[l ot ol 51 0 e ot ald, SIG)

L Quantifcuran of aTiain a . Goapiuel antrasts by HFLODAT

A sanebriiodd wathed deveisped o anr lak woor noll lar et
Oestin, ol fliain. Thlr analyal T pacieced, waicg 1 Wi HPLC
uywinm (Wilpars Carp., Wty Chramastwgraphy Divistan, Nlfamd,
NA, UEAL cexpovcd ol & S00E el mlvost shbvcry ppvice amd 0
2998 FOA detecter. The colersn wed ves ZOREAT RCTIFER NUE-CN
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inpatiery el ittilieavall vt rabll gl inieviginklthiek vk I 3 aF 190
acaile axil i HFLE grede water andl 30 ¥ HFLC prade scatnlidle st &
Flaver cate o 1 ML/ mdn, The njesdten wahmve st 20 L, s e Inkil
noalyrls thos war .5 min. Alficio oeotaot wer oltalosd calog & il
Irwtiam corvm aff o «ffinie D169 pr /el P fabeds were ahinted,
nich o coxrvepnding i the o of thrwe replicaiee. The wowes wider
Bt v (7] oltabraal for sk paind wars plottal versor the respacties
oprerrrrytivy perd (X wod g Heeer oerocieties colnhiiey) pp ¥ = oX
+ b (Bea ut al, 20007 Agwiler st al., 2016

%1, Soiiatel malyrlc

dimtisties] enalyses vers corvind sot with GreghiPad Priam £.0 pre-
oty [Gorigd el Sadveriers, Ty Diegs, TAL A csmipleevdy carabaan Tl
mpcimenin] deslsn wer el o Frioee Be alect of the Jollar oy
picatiom of bath sliciery an affiein tostend s Terphalerical sl
wrymatic wiivitier sioliee. The sapeeat of be separkoet e 5

viwms massy wars camperad sy Tokey's eltiphs camperine
it (P = L

4. Beunics anall dbasssalan
&1, B of sohwlen on plow marpilalogy

Adter b wardks of slirtintian (dry 160 saraney ta Pig. 17 Eolgel
Ivrlrm plats Trox: cvelbastol ko oecpisslegival wariabics [Tabic 1L I
rpantds i rtaan width anal rest bangth, o slgnificant crasis war ab-
v with 10 b A (1L -Ebl); the newt wf the gt dhd ot
shaw diffureness Trith canirol. hiormrrer, T ciprifieest chen s e
il G pliat Tdphe with o] thes Dol srvtiitil i deimibe
paciemn with contral {Tabds 1) Addithenally, wo mos haod, B Gymial
marphal apias| wpart of N longlpas after sleltettan ot doy 164 st
rmplmiing showed that testmest with B0y 400 o, cowmd &
patirant vadlortion tw plart parforwuscs (1] -fald tn camparian with
orirel); s B other hand, EA 10 xohi dinplayed v alpoifioost teorcws:
= (1 B2k tn vemrt Temcpch sl (ZEHRMT) iy placrt parkoreece (Fiy. 2
mnd Tahie 1), T oenlis sppeat tort et with 34 10 mild
Wldﬂmwt mavphalepical varlable and

plant pebvrfaaricrwe, [aballie sor Tobie bru Lt bty Srilee” thety iwlll-
tuze eriovied In this sody e B lengleer plasts. Te wor knowledys.
Mot lacts v the firet abinisnd whact fe alfacts of cantralisd shretie.
ten owinziv v peciooay of I bryieor i soveclemaw ovnlle
mummwn-mnummm
ot wl, CATLE] Sworsl w wlgrilficwnt | iy b
Adchilirn mlichliss 1. mnﬂ.inﬂﬂ.ﬂn Exmganacy applis-
rhicred i XA ot (030, D el 1 s l) ool fin uliarintu da ot bty by
maripold plaaty (Culraidiln sfficinalr L) (Facheon o ol 3515) Lim-
wirs, T kool aan repperted] et asmgrnows. apnlisstions af 54 ntin.
el prowih plant sy phwinspaibasls, alcing wler mistiens, e
murin] repolation snd rvetrisst epbals CvFer ot oL, 7011 Marvawer, s
Hidy tht 34 &t iy indorieg viwoger b the Tnlanor of phrytebermence
La plbbaniine, wexise, i) within drilcesas planiy pariiter tha

At m¥oct af dlricsien s cerymr ertivir of UK, GAT, AL ond OO

o sk ey bh enad HyCy mipht Incresss sstiochlatirs sexymes
vwnwad t laet detanca wpalnat wivecs (RO, CAT, SO, FAL) CEhankar
soil Viesloamswrario, 30053; War ot ul, 3001) Tha wexymatis meseare-
manet of e 5 ol BA and 400 Ml HoDy Concltratien wars ambtied
Irwm, G sty vizce B kD 34 baal ow Tectter rowessecy In N frmleos Lo
caarperien with 10 mAl EA testrest, sud 400 mM dpuificenity
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e reralty cisglieywd thet Teth 10 3 ZA sod B30, 300 w treatmanty
incradmd the enxyma sctivites of SO0, PAL, CAT mad ¥DC tn om-
pazivn with cvotrels depuodicg wo Gw thow fn wiith the eieitetivo
wad parried wat (Pige. $-5). Mgnificent high ectivily of 30D wee ub-
werved bt N Jngloes i Doced writh 10 wA SA OG0 T et
Orxt {Gwy 150) aned scwed (dwy 157) applications C12.83-8ld), but et
whea wudng HyO, 280 sl {7ig. ). Ducieg deir graonth plascs am in

bamcs of estioaddety and o-cxidents, oy dimcopection may
trigger exidative stram landing dastriartion ot coltaler lovale fOafpfon
wtal, 2006). 300 1r the mewt dopariant ey agaiast active Ky
spacier (BOS), s fonctien 4 diereptieg the sparexide valical (05)
low By0; o Oy (Bwfindredaoms of al, 2010, A powiks e
FEamation might be that tha plent Wockad Gha 30D mryma by daacting
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Incality o determimed  spectrephoeTirielly by the
Falis {iccalion maihad sconting o Vieees Cariafinds o
AL 2010, osing Tl sl 2y sisndery), Brighy, 18] pl. of
G LME or FME cximwet {05 my'ml) weee mized with
480 uL. of Satilled wiidt wiel 250 pL. of the Folli-Chxslten
(1 ¥) rmgont. Afiex 5 oin, 1,250 pL of 20 % (v} sadizn
oohomie were addey. The mizhore wm imkes m the
vimiax s ‘mevhaied for 2 b b dedowss The shaarbuvmen
war moasared. 2t 760 xn. The zosols weoe sxpresscd m my
oquiwmiant of gafBe scld por pram of Swdh welgle
(g GARSG).

Txiwd flowenold comtexd {(TFC). The foial foronokd coricst:
(TR} of LME o FME plimires] fmrs sach Incality 7
dotermined spocophoiomatrically seanding o e motd
descclbed by Gapole-Mior of of (2015 oelsy rodn s
snderd A 58 pL shgoot of the LME of FME i
(09 mg/ml) wes mizeed with 180 pL dictiled waior sad
20 uL nf n 1 % [wh) 2-ewinnetyiinherylbaraia sahtion.
The shpocbancs was mearyond st 404 mn. The reralty were
exproastd 8 my qtivaleoh of Tetin par goam of Aeah
wrelght (g RE/.

Comdomped Womping vomimt (1], The condnped trmnieg
copteet {CTC) of LME aod FME cbimined fom cach
lecality wis determined ipeotephokxirioally soeonSng
in the mothod desribed by Foogrino Panx of of. (2000),
oxing (+H}-catmcin m rixnderd. Briafly, 30 pl. of the LME
o FMH it {7 mgiml) wern mizad with 200 gL of

vanillin reagent (0.5 % vanillin, 4 % HCl in mobwmal). The
shewhene v moserd of 495 om. The ol wor
evprnapnd] 23 my of (1)-camchin ppriwmy por gram of
Teals wealgia (g CEVEL

Deierwinglica of sstoddant sy (0%, The
snticxislart activity {AOT) of LME xad FAE obtxincd fron

DPPT radlcal scavenging aciivily (DEZY). Tha DETH
adirn] mxvonging mtivity (DRAA) of LME wxl FME wm
Getertined. meccoding o the method desedbed by
Pemecino-Bive o ol (2011 A 20 pl. sigoot of extmct
(LMEB or FME) was mkind o 208 uI. of DFPH mdiol
(0.1 mM) o medenol soixtion. The mixiore was shaleen
vigoemanly and bucyhied for 30 ain e fha darknem 21 oo
iomparsiare: the shewbews was nemsored o 319 am.
Meothano]l wal ontd nresd DFTH for e Hank, wiile
Anillod waiec wan wand insiesd of extrect. for e somimol.
The DRSA was oukmilnter] Gurmgh the Blkvwing cyeation:

DRSA () = [1— [Aranepta — dncomefdconerar]] % 100 (13
wrhute A 3 e whacarboions wiloa a3

ABTS - radical waveaging oty (ARED), The ABTS"
thdical sarrenging wotivity (ARSA) of LME sl FME wat

dolorrined mconding to e wwothed dosorbod by
Feraerin P i (2011}, Tuitinlty, tha cxtinic radical

Tlls L. Chaarries] parerrastarn s favimers of noll Boen Sl crdbectineg alice of Fivtiar Ll

Coaldew Pelssiws Fuosphern: Mogeules Sadfve Ehririos] ssndeciiviy Crguais moiier pH Ball tacturs

(o) ) )
Coucn L X0 2a3¥ MHIT 4385 0JR2 18 T8 Car
AR Loy Lo LY ) 1T I 4 0238 399 [ EL R
Bala AIMEE  ETH T 2T [£1] 0867 1.4 T8 Lo

BIE (B4t Joits Bptiaresttprgl. §3 — didiflans.
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The pherolie sompasitan of oach oxireot v axsand in
m UlnPofwmesce Ligoid Chomsiogrph (OFLS)
conplad 1 & Dinda Aray Deiscrw (DAD] snd =
Qonidmopeds  Thow-of-THght {0-Tol™ mam spocimmess
mmmmmmwm

calrmn (21 % 100 mm, 1.7 mm) & 11 *C For the
chmmpogerphic sprredon, waker with 0.1% Sheml: weld
(A) and acetomitrils (B weare naad aa mobile plass ot & fSow
of 0.5 eLfodn, The pradloat oomditlors wees O 5 BVO min,
15 % V1.5 min, 21 % B3 min, 70 % B2 oin, 95 %
A3 min, 0 % ALY min and [ % B17 min. The searbancs
mmﬂnlﬂ,lﬂ,mﬂﬂm'ﬂ-m

hilnwing ME confitines wen paad: caplllery wolisgs,
LOKY: cooe voluge, 40 2V low ~olfpion sswgy, 5 ¥ bigh
eoltalon enacyy, 1345 V. soomos fampeoriae, 120 °C; sooe
il flirwr, 50 Ly, destolvaithiont g, N, it 450 *C! il 3000 L'
Dwtn snguisition wes seriod out ot nogetie aorirstios mods
(EA1-) woihin & 100-100 De vmss mepr Loocine-
mimphalin mminiion (30 pg/ml] wee el Bx ook TR
oorection w 10 pLimin. Kaiifionticn wes oxxied oot r
analynls of Gw axaxt mass of the pacudomoleralar Lo (o
v = 5 puon), liotope dsirbotion, snd fagrestation
pulicm.

Siiiviiral snalyply. Tha meanis wen rpewisd e

IME s FME obiained fom the phobs 5 Sogrines
callectad fn Cronca, B[R s Baltres, The THC o vecind
widaly fm LT5% (o 55,1 ;g SWARSE, otperying dun gt
valnes b LME (8.1 mg GARS) and FME (T8.1T mg
QAR ettadied fhony e planin of Belinen. The satictiol
the pallcotion riies e the plant orpans, heing the cximcty
coring fm Baliven lanvay ] flowary, the oneg fat
ol the bighest TPC, followed to the sxizech coming
Tom plaxts fom e Concs aed STB reglons. The obisiond
nins wor fousl n v mooind ege {1751 mg
QAR in Joores s Bowon oxcimocts from ofhar rpocics off
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Towaretan L. {Ariiolck o o) 2015%, Schimeyar saricom
(L0 DT (Caigli o gf, 2017) ond Tiomls fvernibiin
Hempl (Preitl of o D10 thet belrmy i the Apsmcsan
Sandly.

Flguoe B repredonis tha TRC of LMWE wel FME from the
difforont coflotion wiios. The TFC walwe wox found
botwoon 0.24-1.14 mg AR B wm chearvnd thet in the
frm locations, tha [ME proonis! o s Seeonnkd
concaration b comparigon to the FIAE., Fyrfhwomon, the
TFC ww sgnificenty diftrent P < 305 o oDl te
exiracis, with & dimiler tehaviar chaarved fin polyphanols,
winch ix, bobwean the ooliockim siics, the cxtreots ooming
from lscvss ind e of e panis of Balirn, et
That comiwin the kghmt fomoold concariertion, Thes
rosain are shmiler to the reporied (3.02-12T mg READ In
Lowwed arid Demwern of Fowilly plowpiolia Torka o Anwirows
fram tw Gexily Orchideceme (Aoimdefcdmds o of
2018, sx well ax sams spocis fimm the ity Arosocan
Gmmal & Axvzel SO}

Dn thee othver Iey], e pregencs of condamssd tarwioe. wa
arly chearvad In LWE coming Som planty Boo Comes gt
Boltis, with vilos of 084 = 0085 iy CE ael 1.09
0.07 mg CE'y, mamctivoly. In LME of A1 el FIMEB fivan
tha Gres locsiions, txnie wers nat detecie!. Ta firis case,
my o polyplungly and fomnplds, e LAH coring from
Beliren showmd the highest CTC. Frrihermom, te CTC
wiwew, wirt Exond i the separiod renges (3.82-5 xyg ECg)
for louvos and flowon cbecis of Chrous oo L
(Eazin o ol 2016) end ¥ dversifodio (it of of 30121
fhom the Sonily Astescess, = in mxtracts of T plasifbiin

(Andmde-Andmds o ol 25181

Tharefbee, the rescis indoste thet under e meobanal
etriction coadithons, the kaoved wil floorent of B Jongdoam
contant of phasaliz covpomds {palyphenals, Moronnids
xnd teming).

Atk of LME end FAE Ag showe i Flgors 3, ol the
oxircin showesl ADx, with mkes maging from 315 o
0 % DAAA, Bexidos, all i cximcls obiaino] fen
v showed a2 higher DRAA ahiwfring the wwfjor
pecoaivgs i LME of Dl Similady. the FME fom
Boliren showed 8 DRSA sigoificantty kigher (F < 0.05)
e tho foumd fix the cxtmoty ooy, from Concs el S18.
Thosa rosclin weorn dimiler i the roports] i melierntic sd
wthennlic axtmcis o pthar Axeacess pasarn a8 Toancies
L. (Aciulok o & 2005 wnd CPmbom L. (Hosszin ot al

trolax cxuivalont aoti ecident acpacity [TEAC-DFFH) of the
mmivacik, s fom 3T o0 5542 pwel TER wam
obieined (Iabla 3). Thewe TEAC-DFPH vlom oo Irighe



Pheswilie atioockbunt etracts fom chiloosme (B foosimer)

than fwee roporind for ciwnolic s sgeeewn actecks
piimined froom acris]l parits of & sovicoa [121-2B3 pmal
TH (ool a¢ al 017 Fr iy weorth mentisning tho o

TEAC vaina highar oomeeponds fo B grosker capecity of
madioal reneval

A RIS
1z £
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=

Locatlon
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TIC {ing R
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Miguen 1. Fywwel gonresls ooioat off cyolienotio cxkool fom
kerres. {LAME) ml fiowors (FME) of Bwfispelr Ssapiper. (M) Toul
polypieme]. oontes (T, g GARS. () Tl Sevonobl comtart
(TPC, mg PR, Avm'ts o ploted . s - easterd devistion.
Difthrast It bfosls dpeifeect  Sfresae
(P 0.0}, GAH {16 sl tprriraleri); RE (Roft quirdstil

Flpma & showy thet ol the extmacty, a0 e bavew md
Dowers exbillited & bighnr ARSA, rosching veloos bawem
305 % Thomiboee, the wilom of G olox agoivalet
uioxidect Aapeclty (TEAC-ABTE] wwro hetwom T35.53
wnd 744.79 ool TE/y {Tabls 3} Thass roslis indicate fim:
LME mi FME obiminel fom the 4ifeeot Loostions,
proscted » stmog ABSA, which wom comparabis 1 the
mporta] e axiacy obtained fewn G pecinl part of 5
reriovs (Capcloll of i Z017). I geoec], te methancHe
extcls Fom both lerves. wd o showmed. Swe dicels
Exvmnghy capecly (DPFE y ABTE®, which bficris
that the phenolic scmprinds Prevent £ (he extracis onglion
w1 ety alffect,
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Furiharaore, the antinrident potential of the axtmcts W

the madical mothrity. Bi other words, o kowar EC, walus
indirmtcs & higher mtivaident gmorty of the cxtact. The
valnce of BCy, that worn obixined in LME ol FME mngeos
bolwoon 74155 and 134138 pgdel, fhr DPPH sy and
baiwvmn SN sl 332171 ppwl. e ARTE xmmy
(Telds 7). These EC, wlim wew ool 0 those
peevivusly found by Pretl of o, O1E) wheo wvaleeting the
antioxddart sothvity of cthanclls sxirets of lowras frem
I dhrrifolin (Askomom), bot doee oot ooimoide with the
Pindirgs af Bilaigi i o
maiwanlic scimcls of F wigeh {(Awmsrortecess) sl
4 microvarps (Likinosec), respectively. As sove tn Tahke 1,
i arimoln from the Battres reglon had the Jowest EC,
wvilnes, motiolsy e senee belwwior for both oullexls
(DFFE" mud ARTH) MNovailem, e B, of the
moftronos campoosd bolax wa signifioertly lowor then
thom obisined tn LME snd FME af Bultrn, therefies, it
e 1 Mgher concantiion of scdvcl B, Leginor o
aolderve 5 % elimioation of fiwe cudicals,

Charscizrizetion by UFLL. By the shromsdogrephio profike
(UPLC) of LME wxl FMB af 7. kwriser pollecies] in firen
difTerwrt regione of e Here Gode, & Wil of mie
pheclc comprunds wes Lisstifind  kydmaybanzole,
chloropomic, oaffele end ceumacle seids, & well s metin,
quereotin,  aplpenin,  poadelein and  naringesis
(mppleroniary msinrisl 13- The ype of phosalio oropoend
] iis concantraline i e scmcl e duem in Tibls & In
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poxul, B main compousds identifind in LME wom
ot (MM & 1199 ) md gericsh 2441 =
3.01 pgp'y) oxiated onty ta the extraciy of Bieltom and Cooo,
naapiotively. O the otber haed, bn FME the proscoes of all
of mim i tho 370 orimos. Thos, fr cach cxiret &
particoler plumafe coamosttine was obiained, chiorogenic
weld Iy the oty commpornd thet exip b ol the sxpecty md

TME I TMT
Ak 4, & CE
- 1] = (4 g I
£ B i n
-
%7
)
25
1]
& e o
& o 5
[ 1?';1‘-'
Luwation
Mg 4 AFIY ndcel werogieg sty (ARSA, W) of
modeecls odrecl i Teros (LWE) and fowors (FME) of
Halisprlr ionglysr. Fawlis ow ploted w mesn <+ sded
drvieiios THfess lsbers dedlexts spuifie  Hifresces
(P08

I e presend sindy, siilscides wes fooad Bn e
phenolic conpoonds conbnt In e ximol (LME md
FuA) fhom K lseglpor with pler traditors] modiciml
plarin Erond fn. tha s holenical Borvily (Axerece], s i
paies e other foviles such W Amereothecoss,
LiNwosms and Covhddessss . The lart deaoratrated that the
nseration (aasisted by oltmsoond) ating el ia
officent meivod in the phanoliv corpoeonts axteciion, ot
biloe it em hesn docwwsnim] in e scEnbiflc Sesirmn
Clovenoril of of 1017, Ecdcows-Minde: o o 2018
Bl w of, 2012, Mmoot of of. 2015,

Diverss stuckin hove reporied eat B nivyiockervies]
cnmpogttion of the pleme i inflgencad for morwmogy Theinm
o the sofl, altinds, eovimomental condltiom of growth,
sirend (blotls ed slkotic), phanclogiaal rtage, anong athir
(Prxtii af of. 201N, Giror- Sock of ol 2017, Li of of. 2025)
In tim sudy, it wan denoncrosd thet e phanolic
corrpoondy conkert (TPC, TRC i CTC) in the medhpnadic
extroch of B iogipe meriss oonaldemably mmamy the
wolloothon st (Cotent, BTB wnd Breliran) and the ongan (oul
el flower) of the plart Bessd on the roeolie, the groxiest
coniont of polyphonnls, Gorscids el S .
cbperyed in LIAA mud FME fiem Faliren, Locwilon Swnd dn
s dferent monbipality, of 2 bigher aitinds ol with
Eifewent oliniatio oaaiithons, neepoet to the ofe Losstion
(Conoa wned BIB). In this scmn, the plnis B baglzay from
Bcliren e oxpoacy] tn & brighor nlmviodet ([ITV) radistion,
lowawr e tevpayigre wnd  ominer  aoooergleted
prociptetion, arvimomaria] Barton thit Ty JalafEte EToa
i the planhl wed ftesr e poodostion of aeootdely

Lacatien Mathanalle suiract

ARTHE amxy
TEAC el TER) Ei, (apfel) TRAC (el TEN) EL, fagml)
Cxnos. LME ANI 10 1M EMOIT MATIELE M1z DBLLP
.11 ATADE 11T MR TR 121 LAMA=ITN
Haliven SSEIEALI  TRASEE12ZIM TR ABT LT & S
o, FNIR WEMHILE 1 NuM2]+ATF TR0 SR LIIZLAS + 4517
] B2 ML TS 25091 + B
Bolizen AATTEIZAS LM ML E1E PRV LU 1
Enlwncs cormprond
Tealax 15 Wk 501" NEIT k1T

BB (4t Joith Bytisrmtcipry): TINE { Lol ipflngein il uctrpfy: FUIE (Flimprg sl extepol),
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Tl 4. Flamolls proffls: off motesslle extrects e bonss: ol Sowon of Hidiqals kapiper.

ivibanlic wtoac
Ke. Comped _‘ﬂ'— LME ipg'gt THE ipg'pd
[+ ] [ &1 ] aliren Camas '] INETAE

Flrnnlin sabin
1 Bkl sl LE | Lt + 14 50 AL T+ 4510 L] AN M 1A £ 1T MAST 4155
1  Ghlsrngelesald FT ) L= LITE: 1406 SBALESIT AR E5LT] LOmEDE 177358
¥ Calffice wld L L | =1 [ T wl 1 PHANT e LK LOGALNG & 2ELTT 9729k 1041
i Cosssrie wid Lk =d [ 1] wl LY-PLr | 2041 &9 A5TT b 35T

Fiyronhis.
5 Emth L =l ul Lhilie- 1359 1450 & 190 nd EL- oS - X1 ]
B Apipads - =1 ul wl - i s, ) ALY 1309128
T Cusisinle m AT w300 ul wl Bl TP T - NOLlwlI? MW HaHL
LI 1 =] =y L | AL AT TLARELPE  ATALE]M
! Fahguia 1o ad ol nd s =g MITELAT A AR

A5 (B Joun msmwrmriars), md — met dsmcind

oaatzhaFes. hmach of of (041 pobet thet e phanche
compovnds e mcondary meliboRee mminty iovobed in
s adaptive responss of the plents to te TTV redlation
Mearrwhik, Vieaims-Horitds o o, GRO19) deerihe Bt
mpreanting an ndorer affct on ta secandxry methalise
of the platy. Additomelly, previom sndios perfomed in
meRtionsl madicingl plani  Brve repored  poaitire
oorroitioni bobwest e devrosit i Gniponsiare ol
cormponnds. (Boorsin o af MI1, Bt o el 2010
Thomiwe, the dHiwecy o dw aoirooomisl facom
(aldiode, cimatie clamification and famperahina) among the
|outiorn of B Lwgioen signifienfly inflosmed tn the
phonolin oospoords owywthesiv, B hs hoos dooomesind
that seme matsholic snd phyxdolngic processss of the plars
e relpted with G chemical crenposition of Ge s,
muirjart evallsbiliy snd shinity conEtions {Thpls o of.
2009y, Tha sell in the Baliren koouthon Highlighied for Ha
high ooniont of celoium, plewphons vl Tsproshen,
mxnts] compavis b the powih od  devslyeest
mguindon of the sedsl paxt of G pleet (L] ot of 2019
Likvwrias, the sodl in thia iooxtion presanted o Righer sadinm
wotiiart, whiah foethons b caothy aperd et Soeon the

138

140

taa padl i tirix Jncxtirm i bowm typm, differnt tn Cones end
B dust is cluyey type. Tiple af ol (2010) seport that the
btm solla fever G water retention in G probanged
potfods, fudBtating w the platy e Sobient shd woela
of trfs. Dn the pther sids, tha il in e Incetions thowd
s pH milfly viabor wd bw clecidc condocvity,
clumifying tham o solla with Jeparesoiihle offecs of
sintty. Zheo o of (GO0 desedbe Sut bigh saioby
oovelitioem in tha sail may cama affecls in ha growth af the
plart dow 0 e Talmlencs in the mridest sherption, I ids
sady, &w loam (ype soll with bigh pesmce of calchen,
phaspheims, Tegneshin and potassinm soggess & poalthre
inflowwes o B phomobe soncpoonls mesbalen s
H. boagipes, mainhy polypheols sl flaronoide.

Ax mwviomly mantioned, the TME fom 5 baghvo
(fom e thrwe Lecations) praseoted & bigher comet of
phenctls componiads, kolig the flevonolds and maxins, the
oonponnds tht differ the mest Thess mewboBied wre
wmlly txreperied from the ooty o fhe o od keves,
via xylem or phinem, el s In eerodociie oo,
sk as flowers, 00 that ther can e fivund ka3 et parie
of the plant (Ll of of. 2015). In this scrtert, frwonolds
et ocaloar or e bt and flowee, alihoogh they tend
forom mainly in leaven, whiln the amine scormolein metrly
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in the mot, lave, Suit ol soode (Rianach af al 2004

that peniacts the plort fren o pressace of fes oudicsls
(Tkinm o i, 2576} O the odusr hared, both the polyphencls
aod] tannlia ey ocnitribate in e tesue profection when
iy it cochionien] ey paktiwagoann, prexistors el UV rafiadion,
m o firvew the tiuoe boating (Brillouct o of, 20130, It &

141

of e Eforewt lomtioey coniribein in the eotiedio]
oxmcity. LME snd FME of Beltran cxhilvics the gresiest
il DFFH snd ARTE* evmging affert, phowing the
kowmet EC,, valnas, which sogpesty tht It muy T relsbed 1o
s bighar coatent of phasolle componnds. {TPC, THC and
CTC) in the extrts, waindy with TFC. Ireltl o of, £2016)
with the mdecing capacily of DFFH mnd ABTH of sctracly
om I, diversioRs (specios belonging to e mene Sanlly of
B, fongipod). On fho ofier hand, io wcimols <bisdned frem
othar hotaieal fcndHen (Aonscritiarees ol L), the
contart of fevancids {Rieid o of 2019, Moveul of of

fTrn e crgraniam: (Bogvonl of f. S010). Ths pronecis
of the phesots compounds have bemn miivigied to the
mnthoxtiant affert cxorind i Jiroct o a0 s oediod

sowroongen {Lin ot ol, 20150, Getodlen-Agallar ot of. G014
mcxtion Bt fo ACy of the phosalio compounsds doporsd on
thoir draciare, pariasiledy the ndwoayiation degree of the
eomatic rinps =l the posttion of e kydooyl groom
Ot studles have also proposed that exisis w ccoelstion
betwreen Alx and the polyphasch, ficvoaolds aod teonise
eonkatt i fwe diorard parin of the phovis {Cusitlol] of of,
2017, Bt et af 2018, Morruf o al, 2019)

Acconfiug tp the UFLC masbyyly, in IMB thy men
olemm of idwtifinl phosofir corpanss  wom
Indonybenaols sl a0l lomgeode i, whisk ware
axistng in tha sxirecin foor S three kocabions; m addition
& flavoncls {rating and lecflewess (gpandstaln) exiating oty
in the moack of Balvan snd Conee, regpacthly. Ou the
pixer hael, I FMA of ol looulition, in whiition fo the
oompomds Mentifiad bn LME, theee war also the presasos
of pivr phesalic o {oxdttic s cowric’, spiperin
(Hevone), saringeidn {Aevanoss) aod quarcetis (favoool).
The Hilerwrwss haiwem [MFE enj FME caon be sitrdlngiag
ot b the bype of arjpcs sl e prewth somdites of
H. ioxgipes, sa dmocibed shove. Both phannlic acids ind
Tiwvoncide eprerent pacondery mastzbollivs et imrvmne dn
defomse mochanlems of plaxts (Manech 2004, In thia sanse,
tothy and geeseledy comld be chareieeicthe faoronclds of
Boltram wl Czmos kv, rovpectiroly. Andrade-Andode o
EL (2011 rentiormd that this typa of Bnesoids el
At qxidothyn st snd 22t we & Erowth reglsion. Do the
ofwr mmd G Soweay preamted presker dveity of
meaboBica, which may soggest thet s B kg thia
ol beid high techibaBe ativily do b the grewdh
ooritioms. In mhitine, fireom conteie foveaid g orie
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in thor srosher The phowlic sl sed fevoside
identified in LAAF xad FIME e heon previously reparted
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ANEXO 8 Articulos indexados y memorias de congresos

EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
DIFERENTES ORGANOS DE LA PLANTA
DEL CHILCUAGUE (Heliopsis longipes} EN
GORGOJO (Sitophilus granarius)

Effect of the ethanalic sxtract of different organs of the chilouagus plant
{Helicpsls langipey on weevll [STaphikis grananius)

kechel Panola-Contreras, Juan Antonio Valencix-Heméndez,
Mallaly Solano-Ahanez, Rembn G. Guemn-lonzkler

Universidad Autdnoma de Cuendtansy
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Management of stress factors (eustressors) in
medicinal plants as an alternative for production of
secondary metabolites

L Farola-Clontrorss, L. M. Moaloya-imez, E. A Dehix Hechavarria, A Excamills Garcle, B Q. Cuevers-Genzdles®
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Growth modelling of chilcuage (Heliopsis longipes)
plant

Chilcuague accession: a mathematical model

L Parola-Contreras, B. Guzman-Croz, J. D). Hemandez-Veza, E. A Dehs-Hachavama, A E. Jamo-Castaneday R G.
Guevara-Gonzalez

Absiract— The growth of a plant inclades from germination
unfil it i adult These changes are visible and guantifiable
leading to confirm that the plant has grown. In parallel, there are
qualitative changes that accompany mew morphelopical and
fumctional properties that make them differents, a5 a cell that
throngh certzsin processes is tramsformed imto smother with a
different function to the imitial ome. This sef of phenomena
coniribwies to what is called the development of a plant. Growth
is 3 quamtitative aspect while development considers qualitative
mmwn-mmmmmm

3 condiment amd seothing moscle
phmhgxlﬂrhshmprmneﬂucﬁuuuﬁ-
inflammatory, amalgesic, amesthetic amd wasedilater. The
economic imporfance that has taken fhis medicinal plant has
redwced ifs pepulations when eviracted from its habitat That s
ﬁermfﬂrﬂumﬂu’uﬂudﬁmpﬂpﬂhﬂmbm

fhe genefic variability as well as fhe plant species itself. The aim
ntthlsrmhtlshdﬂga:udﬂtiﬂﬁmrhﬁ the growth
behavior of the Heliopsrs longipes plant.

Eeywords—chilcaague; stem lengih and width, prediciion
L INTRODUCTION (Higanmwed)

Through the accession monitorning aod its comesponding
mapping, it cin be determined if the planf is growing and
fructifying properly, also, the plant mrowih is influenced by
temperature [1]. For that reasony & is mmportant monitoring the
growth of wild planrs as* Helfopsis longipar. This is =n
berbaceous plant, with a mean dismeter of 1.9 mm and 8 knots.
The leaves are 4 om long and 2.9 cm wide The root has a
thresdlike appesrsnce with mean average of 33 fibvous roots.
The roots have ‘gverage length of 38 cm and 4.1 mm in
dismeter [2]. Phenological stages of H  longiper are:
wvegetative, appearance of the reproductive stouchares, Lignlate
flowess anteesicoand the disc; Figure 1 shows presence of
achenes mnd loss of foliage [3]. The represemtatives of
Heflapsis species are pereomial plants except for five snomal
species (H anmua, H anomala, H. filjfolia, H parviceps and
H_ zinaloensiz) endemic to Mexico [4].

H longipes be considered as economic importance, also ot
1= highly demanded by itz medicinsl snd pharmacological
properties [5], and currently domesticated wild plants possess a
wide penetic diversify nseful o develop more productive,

&

Fig. 1 Hallopsir lonpipes sccession = granhroce flowsnng stegs.

mnirinions and disease resistanmt crops. However, the state of
conservation of these in their environment and their availability
for wse in varous activities are stll under development, so it is
fezzible to identify the prowth model thar has onder greenhouse
conditions for propagation and cultivation [§]

Modifications to the root system are given in response fo
the svailability of suitable conditons mmpact on the plant
adapmation to its eoviromment [7]. The root archisecmze
zdapraton m the subsoate is detepminant for the efficient
acquisition of mirients and reflects that development plasticity
[E]- The root growth is divided mto: 1) "indeterminate growth
phase” and &) "growth termunanon phase” [¢]. The root growth
snd development are an mportant factors for the astablishment
md accession survival, these depends on the absorption of
wmandﬁmlmmﬁ::musphymlugcﬂmm

Growth is 3 constant increase and rmreversible in the vohume
nfmmgnﬂm;ﬁsmmmﬂdﬂpmﬂhgmmsﬁof
morphological characters and cell differentianon [12]. Also
ﬁegmﬂlufphﬂmgmuaml&physm!ﬂgﬁcalm
which depends oo varows processes such as respiration and
cell division, photosynthesis. elongsdon, snd which is
influenced by the abiotic characteristics where it develops [13].
Growth has rwo directons in space: prowth in length and

(ch::lwlm H @ e BN ] ™ _L}
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Chitosan triggers affinin content in Heliopsis longipes
Sucesfull elicitation in a medicinal plant

I Parola-Contreras, E. . Tovar-Perez, E. A. Delis-Hechavaima, A. E. Jammo-Castafeda, L. Felix-Coencas, A
Ezcamilla-Garciz, B. G. Guevara-Gonzalez*®

Cueretaro, Mexico

* ramonggsfbia smal.com

Absirac—Heltopsis  longipes 15 a2 medicmal plant that
synilvesizes specialized compoumds. The plant grown in matural
conditions and produces affinin n fhe roots. These conditions
fomction as stress factors (stressors) for the plant. The controlled
elicitation is a technigue fhat applied a siresser im dese amd
periodicity, camsing positive (emsiressar) or nezative impact
(distressor) in plants. The ewstressors conld provole incressing
in prowth, performance amd yield being called biostimmlamt.
Chifosan is a biefic compasife that activates a lot of defensive
responses in plants. This study aimed to show the effect of two
doses of chitesan (QX) in & longipes plants en plant morpholosy
and affimim content. As resulis, the affinim content enhanced with
QN 1,000 pg'mL (102.01 %) and QN 600 pg'ml (1551 W)
treatments respect to comtrol Aboe, QN 670 mp'ml showed
biestimulant achivity in the roots. The immunity plant activation
was given by controlled elicitation nsing chifesan, and it showed
fo be a usefnl fool to trizger the components of specialized
metsbolites in B longipes plants.

Keywords—chilcuagne; qfffnin content, siem lengsh and wrdth,

morpkology
L INTRODUCTION

The hshitar in which plants development activates the
immmne response system.  These exgermal siess m o a
concentraton  and pernodicity | mEgers the secondary
metabolism [1]. These sressors can be positive (eustress) if the
effect is positive over qualify, yield, srowth and tolerance to
abiofic sress orf wegative (dismess) [2]. The secondary
metsbolism biosynthesizes specialized compounds with special
characteristics of agro-ecological, medicinsl phammacological
and industrial inserest [7}-[4] In the Sierra Gorda Bicsphere
REM{EBSG},MmmmeEErnphuarﬂnmal
level in eco-hi . 15 types of vegetation can be found
muh;hLTlSspeuuntt’ﬂsmlarplamsmmpuseduf
EVIIMIO0SDErTs, and Angiosperms have been
recorded; of which 45 species are endemic withm the limifs of
the state of Querstaro. One of thess wild plants is Hellopsis
longipes, In its oot 15 condensed the alkamide called affimin
(M-isobmeyl-2E, 6Z, BE-decatriencamide - C3 HxuMO) [5].
Controlied elicitation could be another resowrce (0 menaze
plants as H longiper and maintain genstic diversity, s well as
rise affinin content [§], [7].

&
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Fig. 1 Haliopsis kompipes scosssion = a greanhouss,

A swess factor can induce genetic defence, transcription,
tolerance, phytoalexin synthesis and defence pene expression;
afl of the zbhove leads the plant to resistance, which translates
into its survival [E]. Chitosan is 3 patoral compound in
agricnlnme, it bheas been proved confrol plant disesse as
antimicrobial propertes, accunmlates phytoalexins, lignin
synthesis, generation of reactive oorypen species and callose
fnrmnnm[ﬂ].Fnlu:amhcmufﬂm:ﬂnmmmm
soybean affected the photosynthefic rate, inressing stomatal
conductance and ranspiration rate; however, these applications
did mot modify leaf area root length total dry mass or height
[10].

Affinm is the major compound in the Helfopsis longipes
roots. This alkanmide has anG-inflammatory, analgecic,
vaspdilatation and mmti-arthritic [2]. It kas been purified by the
roots, in fresh and dred, it has been obeained 0.085 gz [11]
md 0019 gz (dichloromethane exract) and. QU017 g
ethanolic exiract [2], respectively. Distinct anthors are sedying
the dosesTesponse of eustressors and have shown themr
effactiveness in the produrtion of specialized metabolizes [1],
[71. [17]. The aim of this experiment was guanfifying the
concentration of affimin m ootz of H jongiper with two
chitosan (M) concenfrations without changes in plant

morphology.

conn H 2 % .5
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ANEXO 10 Participacion en capitulos de libros

Influence of Elicitors and Eustressors 1 1
on tha Production of Plant Sacondary
Metabolites

Aurora Mariana Aharada, Humberto Aguirre-Becerra,
Ma. Cristina Vdzquer-Hemiandez, Ermesto Magafia-Lopez,
lxchel Parola-Contreras, Laura Helena Caicedo-lopez,
Luis Miguel Comtreras-Medina, Juan Femando Garcia-Trejo,
Ramon G. Guevara-Gonzalez, and Ana A. Feregrino-Perez
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Avances y Desarrollos de la
Didactica y las Aplicaciones de
las Matemaéticas en Querétaro

Victor Larios Osorvio
Coordinador

Universidad Auténoma de Querétaro
2018
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DE COVID-19 EN QUERETARO
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CAPITULO XiI

LCOMO ESTAMOS EN SEGURIDAD ALIMENTARIA
EN QUERETARO Y DE QUE MANERA
HA IMPACTADO LA COVID-197?

Rossifa V. Ocampo Velizguez, Christopher A. Cedifio Jiménez,
Juana E Efton Pusnts, Ramén G. Guevars Gonzdlez, Addn Mercado Luna,
Wilirido J. Paredes Garcia, bichel Parols Contreras.

1. Introduccién

Lno de los mayores retes en la-actualidad son la reduccion del Impacto amblen-
tal, lograr |a seguridad allmentaria y mejorar la sostenlbllidad agricola bajo las
condlclones meteorolégicas del camblo climético, para satisfacer las neceslda-
des de una poblacidn que esta sn aumento.

El concepto de seguridad allmentaria surge en la década del 70, basado en la
producclén y disponibliikdad allmentaria a nivel globel v naclonal. En kos afios 80,
se gfiadld|a ldea del acceso, tanto econdmico como fiskco. Y en la década del
80, se llegd-al concepto actual que Incorpom |a Inoculdad vy les preferencias cul-
turales, ¥ s= reafima la sequridad almentaria come un derecha humano (FAQ,
2011). El concapto que o Instiute de Nutrclén para Centroamiérca y Panamé
(INCAF) da a |a Seguridad Alimentaria Mutriclonal {SAN) es “un astado en el
tual todas las parsonas gozan, en forma oportuna ¥ pamanents, de acceso
fislca, econdmico v soclal a los allmantas que necaslian, en cantldad y calldad,
para su adecuado consumo y utliizackin bioldglea, garantizdndoles un astado
de blanastar geneml que coadyuva al logro de su desarmolio®. Por otra parts,

156



ANEXO 11 Organizacion de Simposios y ferias

La Sociedad Cientifica Mexicana de Ecologia
y la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Auténoma de Querétaro

otorgan la presente

CONSTANCIA

Ixchel Parola Conireras, Ana Angélica Feregrino Pérez,
Ramon Gerardo Guevara Gonzalez
y Rosalia Virginia Ocampo Velazquez

por la ofgadizacion del simposio titulado

Posibilidades de uso indusirial para planias de Mexico:
actividades hiologicas de interes y su manejo durante su cultivo.

en-ol VIl CONGRESO MEXICANO DE ECOLOGIA
colebrado del 29 de septiembre al 4 de octubre de 2019

oo -
e 3 e
A o
oA

Dr. Pedro Luis Valverde Padilla Dr. Humberto Suzan Azpiri
Presidante de ia Presidente def
Sociedad Cientifica Mexicana de Ecologia Comité Organizador Local
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MARCH FOR SCIENCE

M E X | C Oohf—-—

THIS CERTIFICATE IS AWARDED BY

Ixchel Parola Contreras

FOR COLLABORATING AND ORGANIZING THE SATELLITE MARCH EVENT
THIS 14 OF APRIL 2018 AND 1S HEREBY PRESENTED WITH THIS

CERTIFICATE OF ACHIEVEMENT

GIVEN THIS 14 OF APRIL 2018

/;/ ./

MARCH FOR SCIENCE MARCH FOR SCIENCE MEXICH
Valerie Groover Padro Camilo Alcantara C. 4
Satellite Resources Coordinator Mexican Satellite Resources Coord
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L4 ® . \‘
Movimiento por la Ciencia

Querétaro

Otorga la presente constancia a:

Ixchel Parola Contreras

Por su participacion eomo STAFFenla
2da. FERIA DE ARTE, CIENCIA Y TECNOLOGIA

Santiago de Querétare,/Qro., a 4 de mayo del 2019
& /

N

v o

M..'en C. Christo;he{ Alexis Cedillo Jimenéz
Coordinador general de
Movimiento por la Ciencia

Querétaro
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ANEXO 12 Acta de Clase
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ANEXO 13 Participacion en ponencias y congresos

+1]
z XVII National Congress of Plant Biochemistry and Molecular Biology&
7)) X Joint Mexico-USASymposium

Sociedad Mexicana de Bioquimica A. C.

This certify that

Ixchel Parola Contreras

Attended the XVII National Congress of Plant Biochemistry and Molecular Biology
& X Symposium Mexico/USA held in Puerto Vallarta, Jalisco, México, November 13-17, 2017

On behalf
of the Organizing Committee

Dr. June Kllpétricl} Simpson Williamson

“r, &
S )
b'sf)-oogxa\N *
hl, ;\‘\
®rto vallarta »®
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13°lcomea TP
INTERNACICMAL DE |NGENIER‘A

THE STATE UNIVERSITY.OF QUERETARQ THROUGH THE |
FACULTY! OF ENGINEERING,
grant the present
to:
IXCHEL PARGLA CONTRERAS

For your partu:lpatlon

<+« - - General Conference

QUERETARO ME)( MAY 2017.

" Dr.aurelio Dominguez Gonzdlez  Dr. Gonzalg'Macias Bobadilla
- krgmesnng asulty Frncipal o . {Geveral Codroinator- CONNY 2017 .
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9 | pemsou i? FACULTAD i @ &IEEE @

§ae | AUIONGMA e | o]
b, g | Deccreiian Qﬁ DE INGENIERA CONIIN seamnausenm oo

The Querstaro State University through the Engineering
Faculty grant the present acknowledgment to:

Parola Contreras Ixchel

FUR RER COWLABORATION:

ORAL PRESENTATION:

Management of-siress factors (eustressors) in medicinal
plants as an'altérnative for production of sccondary

metzbolites S
QUERETARD, MEX oy
—7\) MAY 2018
ZX el
et
// g {) . 5
Dr. Nanwel Toledano Ayala Or, Gorzale Macias Babad lla
PRNCEZL U W= SN 00 RDAL IOR COMIR
CHGINTINAG TASULTY ENGNEZRING FACATY
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[llmcure @IEEE 0 75 ©

SESCIN DUERETARD COMACYT
CO N 1 N

XV INTERNATIONAL ENGINEERING

CONGRESS

THE QUERETARO STATE UNIVERSITY THROUGH THE ENGINEERING
FACULTY GRANT THE PRESENT ACKNOWLEDGMENT TO:

lxchel Parola-Contreras

ORAL PRESENTATION: “Growth modelliing of
chilcuage (Heliopsis longipes) plant”

CLERETARD, MEX,
Ry 2019

—
— Jp
=il
¥
Dr. Man | Toledano Ayais Dr. Gonealo Macias Bobadika
I HCIPAL CENERAL COORDINATOR COMIN
ENGINEEMNG FACLLTY ENGIMEERRIG FACULTY
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Las liceneiaturas &n

Gastronomia y Desarrollo Humano para la Sugttabilidad
te |3

Facultad de Filosofia

otorga la presente

CONSTANGIA

Ixchel Parola Contreras

Par su participacion en Ia mesa d= discusion Al|mgnto§ Regionales y Salud en el marco dal Segundo Coloauio
“Gastronomia y Desarrolio ReglonahSQstembIe La importancia de los alimentos regionales.”

llevado a cabchéﬂ 18 al 20 de septiembre de 2019,

Sanhago,de,ﬁﬁeretaro Qro. a 20 de septiembre de 2019.
“Wniversalidad, Diversidad ¥ Memoria™

'I.'. ; lzf‘:: &} [ Litrl l;::}
i~ o Dra. Ma. Margarita Espifiosa Blas
)ﬁﬁvﬁ%, e /

Directora de la Facultad de Filosofia

Mira. Maria éugema Barbosa'Ortega Dra. Ménica R»beuro Palac;os
Coordinadora de la Lwoncmtura en Ceoordinadora de la Licenciatura en Desarrotio
Gastronom_la Humano para la Sustentabilidad

\/\/\-/-\/\/\/\L/\s/\r/\A/\/\/\/\/\/
/\/\/'\/\/\”/\l/\o/\o/\,/\/\/\/\/\/\
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CONIIN
XVI INTERNATIONAL ENGINEERING
CONGRESS

THE QUERETARO STATE UNIVERSITY THROUGH THE ENGINEERING
FACULTY GRANT THE PRESENT ACKNOWLEDGMENT TO:

Ixchel Parola-Contreras, Efik Gustavo Tovar-Pérez, Emilic Andrés Delis-Hechavarria, Alexandra
Edileth larro-Castafteda, Leticia Félix-Cuencas, Axel Escamilia-Garciaand Ramén Gerardo
Guevara-Gonzdlez,

ORAL PRESENTATION: Chitosan triggers affinin in
Heliopsis longipes

QUERETARO,
MEXICO.
SEPTEMBER, 2020 7

= /

L
7 -
Dr. Manuel Toledano Ayala Dr. Gonzalo Macias Babadila
FRINCHL GENIRAL COORBINATGR CONIN
ENGINEERING FACULTY ENGINEERING FACIATY
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. lerCongreso Nacional .

i Politicas, Programas y Proyectos para

el Rescate del Campo Mexicano

Chapingo, Estado de México, a 20 de octubre de 2018
CARTA DE ACEPTACION

IXCHEL PARCLA CONTRERAS
PRESENTE

Por este medio le informamos que su documento titulado PRODUCCION BAJO
AGRICULTURA PROTEGIDA, SITUACION ACTUAL EN MEXICO ha sido
oficialmente aceptado por el Comité de Revision de Ponencias del “PRIMER
CONGRESO NACIONAL: POLITICAS, PROGRAMAS, Y PROYECTOS PARA
EL RESCATE DEL CAMPO MEXICANO™, por lo que esperamos contar con su
asistencia al evento del 5 al 8 de noviembre del presente afio.

Una vez aceptado su trabajo se e sugiere realizar las observaciones gue se
marcan en su documento, mismo que le sera devuelto a la brevedad, si desea
gue pueda ser considerado para una probable publicacion.

Agradecemaos su interés por participar en este evento, sin duda sus aportaciones
contribuiran en el desarrollo de las propuestas de politica del sector agropecuario
y forestal de México.

ATENTAMENTE

DR. JAVIER RUIZ LEDESMA

OR DEL CONGRESO

Km. 38.5 Carretera Mexico — Texcooo, Chapingo Estado de Meéxico C.P. 56230 Tel_: 95 2 15 D0 Ext. 5510
Emails: congreso politims2018&@email com https:/,/'www.congresopoliticas2018 com
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ANEXO 14 Manual de produccion de chilcuague (H. longipes) en

condiciones de invernadero con elicitacién controlada

Ver archivo adjunto
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