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RESUMEN

La higuerilla (Ricinus communis L.) es una especie nativa de Africa tropical y se
distribuye ampliamente alrededor del mundo. Sus semillas se utilizan para producir
aceite de ricino, que tiene caracteristicas unicas para la fabricacion de productos de
base bioldgica y materia prima de muchos otros. Razon por la que se busca mejorar su
rendimiento, lo cual puede realizarse mediante distintas técnicas. Por ejemplo, con el
uso de elicitores, que son sustancias que pueden inducir una mayor productividad,
cuando se aplican a las plantas. El acido salicilico (AS) es un compuesto fendlico y
constituyente natural de las plantas, y cuando se aplica de manera exdgena actua
como un elicitor. El objetivo de este trabajo fue evaluar el contenido de aceite, acido
ricinoléico vy ricinina de las plantas de higuerilla tratadas con diferentes dosis de acido
salicilico (100, 300, 600 y 900 pM). La aplicaciéon del elicitor se realizé foliarmente y
aplicacion directa, esta aplicacion se efectu6 60 dias después de la siembra. Se
midieron las caracteristicas morfoldgicas altura de planta, grosor del tallo y numero de
racimos de Ricinus communis L. cada 7 dias hasta el dia 42 para ver la homogeneidad
del crecimiento. El contenido de aceite aumentdé en un 39% cuando se aplicé AS 900
MM en comparacion con el control. Por otro lado, el contenido de acido ricinoléico tuvo
una disminucioén del 4% en comparacion con el control, y el contenido mas alto de
ricinina se obtuvo a una concentracion de 300 uyM AS. El uso de AS a una
concentracion de 900 uM puede ser un método eficaz para aumentar el contenido de
aceite, mientras que la concentracion de 300 yM para ricinina en las plantas de ricino.

Por otra parte, el AS no fue eficaz para aumentar el contenido de acido ricinoléico.

(Palabras clave: Ricinus communis, aceite de ricino, elicitor, acido salicilico, acido

ricinoléico, ricinina.)
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SUMMARY

Castor bean (Ricinus communis L.) is a native species of tropical Africa and is widely
distributed around the world. Its seeds are used to produce castor oil, which has unique
characteristics for the manufacture of bio-based products and raw materials for many
others. Reason for improving their performance, which can be done through different
techniques. For example, with the use of elicitors, which are substances that can induce
greater productivity, when applied to plants. Salicylic acid (SA) is a phenolic compound
and a natural constituent of plants, and when applied exogenously it acts as an elicitor.
The objective of this work was to evaluate the oll, ricinoleic acid and ricinine content of
castor plants treated with different doses of salicylic acid (100, 300, 600 and 900 uM).
The elicitor was applied by foliar and direct application; this application was carried out
60 days after sowing. The morphological characteristics as tall, stem thickness and
number of brunches of Ricinus communis L. were measured every 7 days until day 42
to see the homogeneity of the growth. The oil content increased by 39% when SA 900
MM was applied compared to the control. On the other hand, the ricinoleic acid content
had a decrease of 4% compared to the control, and the higher ricinine content was
obtained at a concentration of 300 uM AS. The use of AS at a concentration of 900 uM
can be an effective method to increase the oil content, while the concentration of 300
MM for ricinine in castor plants. On the other hand, SA was not effective in increasing

ricinoleic acid content.

(Keywords: Ricinus communis, castor oil, elicitor, salicylic acid, ricinoleic acid, ricinine.)
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1. Introduccion

La produccion de metabolitos primarios y secundarios en plantas se puede llevar a
cabo mediante distintas técnicas como, por ejemplo: la elicitacion, que es la induccidn
del sistema inmune que mejora la proteccion de las plantas, la productividad y la
calidad después de la aplicacion de elicitores (Luciano et al., 2017). Los elicitores son
sustancias que pueden inducir el incremento de productividad, respuestas defensivas,
activar el sistema bioquimico entre otras actividades reportadas, cuando se adicionan
en tejidos o en células de plantas (Falcon Rodriguez et al., 2015). También su
aplicaciéon en algunos cultivos ayuda a incrementar la produccion de metabolitos
primarios y secundarios (Garcia-Mier et al., 2015). Existen diversas sustancias que
pueden ser utilizadas como elicitores, por ejemplo, el acido salicilico, acido jasmonico,

peréxido de hidrogeno, entre otros (Jiménez-Garcia et al., 2013).

El acido salicilico (AS) es un compuesto fendlico y constituyente natural de las plantas
(Mady, 2009). Puede actuar como un regulador sobre el balance 6xido/reduccién de las
células vegetales, induce respuestas adaptativas, fisiologicas y morfologicas, participa
en la actividad de las catalasas y otras enzimas encargadas de controlar la oxidasa en
mitocondrias (Singh & Gautam, 2013). Ademas, se considera como biorregulador de
crecimiento y su aplicacién en plantas favorece el aumento en la produccién de
biomasa foliar, en raiz y frutos. También se ha documentado que el AS esta
involucrado en respuestas a distintos tipos de estrés (bidtico y abidtico) y de defensa en
plantas contra el ataque de patdgenos (Xuet al., 2009). Se ha demostrado que la
aplicacidon del AS en Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) incrementa la produccion de
acidos grasos (Mahalaksmiet al., 2013); la higuerilla es una Euphorbiaceae de la cual
se obtiene aceite de ricino, el cual es uno de los que genera mayor rendimiento en
peso, con alrededor del 50% en relacion al peso de semilla, este aceite esta constituido
de los acidos grasos: acido ricinoléico 82%, acido linoléico 6%, acido oleico 5%, acido
estearico 3%, acido palmitico 2% y acido linolénico 2% (Singh & Shukla, 2016). Esta

caracteristica hace deseable que el establecimiento del cultivo de higuerilla en México
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se incremente, debido al alto precio que tiene en el mercado nacional e internacional,
en el 2017 se exportaron 626,547 Kg y se importaron 3,868,971 Kg, la demanda
nacional de este aceite se provee principalmente de Brasil, Espafia y la India, lo que

encarece este producto el cual es de 2.5 dolares por Kg (SIAVI, 2017).

Se han realizado estudios donde se aplico AS como elicitor, Vazquez Diaz et al. (2016)
reportaron que incrementé el rendimiento y calidad nutracéutica de los frutos de tomate
producidos en condiciones de invernadero. Saw et al. (2010) mencionan que el peso de
células frescas en uvas incrementd y mejoro la sintesis de antocianinas, a cultivos de

células.

La higuerilla Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) es una especie procedente de
Africa tropical (Sanchez et al., 2015). Paises como la India y China la han cultivado
desde hace mas de 3,000 afos (Shahet al., 2017). Este cultivo ha sido introducido

principalmente en zonas calidas en casi todo el mundo (Vazquez-Martinez, 2015).

En el territorio mexicano la higuerilla existe de manera silvestre y se distribuye
ampliamente en los diferentes estados (INIFAP, 2018). De acuerdo con Espinoza et al.
2013 los requerimientos agroecologicos para el cultivo de la higuerilla se presentan en
el Tabla 1.

Tabla1. Requerimientos agroecolégicos para el buen potencial productivo de higuerilla

Alto Medio Bajo
Altitud (msnm) 0-1800 1800 — 2500 >2500
Precipitacion (mm) 400 — 1000 1000 — 1500 <400y >1500
Temperatura (°C) 15-30 15-19 y 30-35 <15y >35
Textura de suelo Media gruesa  Media gruesa Fina

Fuente: elaboracion propia.

De Ricinus communis L. se conocen alrededor de 700 aplicaciones en el uso industrial

debido a su alto contenido de nitrégeno y otros compuestos y su aprovechamiento
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sigue incrementando (Mubofu, 2016). Los tallos de esta planta pueden utilizarse para la
fabricacion de papel, mientras que de las semillas se extrae el aceite de ricino que tiene
usos farmacéuticos y también puede utilizarse como lubricante y para la fabricacion de
jabones y pinturas, entre otros (Rzedowski & Rzedowski, 2001; Vasco-Leal et al.,
2017). Se estima que para el afio 2020 el mercado global de aceite de ricino y sus

derivados alcance los 1.81 billones de délares (Mubofu, 2016).

Actualmente se ha observado una mayor demanda en el uso del aceite de ricino, el
desplazamiento en el precio y la alta demanda han generado entre los investigadores la
necesidad de encontrar una técnica para lograr incrementar la produccién de este
aceite en plantas de Ricinus communis L. El acido ricinoléico tiene gran importancia
como materia prima para la industria quimica gracias a los triglicéridos, que son sus
principales componentes, los cuales pueden funcionalizarse en distintas reacciones

quimicas (Sinadinovic-Fiser et al., 2012) haciéndolo de gran interés para su estudio.

En este trabajo se pretende generar condiciones de manejo de higuerilla bajo
condiciones de invernadero y utilizar acido salicilico a diferentes concentraciones para

incrementar la cantidad de acidos grasos contenidos en su aceite.
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2. Antecedentes

2.1.Higuerilla (Ricinus communis L.)

La higuerilla (Ricinus communis L.) es un arbusto de 2 a 5 m de altura; de tallo grueso,
lefioso y hueco, puede tomar un color purpura oscuro. Las hojas son de gran tamano,
de bordes irregularmente dentados, como se muestra en la figura 1. Las flores estan
dispuestas en inflorescencias al final de los tallos; las flores masculinas estan en la
parte inferior de las mismas, y las flores femeninas se encuentran en la parte superior
de la panicula. Tiene frutos globulosos, y generalmente cubiertos de espinas, que le
dan un aspecto erizado; tiene tres cavidades, cada una con una semilla, de superficie
lisa y brillante, rematada por una excrecencia y contiene una proteina toxina llamada
ricina (Rico et al., 2011; FAO, 2018). Segun la literatura, por tonelada de higuerilla se
produce 468 kg de semillas, 388 kg de tallos y 144 kg de hojas (Kaur & Bhaskar, 2019).

-l

4 < e

Figura 1. Imagen de la higuerilla. Fuente: Elaboracion propia.

De la variedad Ricinus communis L. se conocen alrededor de 700 aplicaciones en el
uso industrial, por su alto contenido de Nitrogeno y otros compuestos (Baladhiya &
Joshi, 2016), y su aprovechamiento sigue incrementando (Mubofu, 2016). Los tallos de
esta planta pueden utilizarse para la fabricacion de papel, mientras tanto de las

semillas se extrae el aceite de ricino que tiene usos farmacéuticos y también puede
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utilizarse como lubricante y para la fabricacion de jabones y pinturas, entre otros
(Rzedowski & Rzedowski, 2001; Vasco-Leal et al., 2017).

Ademas, Ricinus communis L. esta entre las plantas con la mayor producciéon de
aceite, lo que lo convierte en un cultivo rentable, con la ventaja de no ser comestible y
no competir con los cultivos de campo tradicionalmente utilizados para la alimentacion
(L6pez-Ordaz et al., 2019).

2.2.Manejo del cultivo

El INIFAP (2018) reporté 10, 286,201 hectareas con potencial para el cultivo de
higuerilla en México. Rico et al. (2011) mencionaron que para cultivarlo es
recomendable si el terreno lo per mite el uso de maquinaria agricola para realizar las
siguientes labores: barbecho, rastreo, nivelacion y surcado. El monocultivo de esta
especie se considera el sistema de mas facil manejo agronémico y con mayor
rendimiento de semilla, por lo que se recomienda sembrar cuando esté bien
establecido el temporal de lluvias y el método de siembra puede realizarse en forma
mecanizada con el uso de la sembradora de maiz o de forma manual depositando 3

semillas por golpe (Goytia-Jiménez et al., 2011).

La semilla puede ser tratada para protegerla de dafios por hongos como Fusarium ricini
L. o por Phymatotrichopsis omnivorum D. (Hernandez-Martinez et al., 2013). La
cantidad de semilla requerida por hectarea (ha) depende de la densidad de siembra
que se pretenda establecer, aunque generalmente se requieren de 7 a 10 kg de
semilla/ha para plantaciones con baja densidad inferior a 2, 500 plantas por ha. El
arreglo topoldgico para el cultivo de higuerilla se sugiere de 1m x 2m debido a que
representa la mejor opcidn de plantacion para lograr mayores rendimientos de semilla

por ha (Maciel-Torres et al., 2017).

2.3. Aceite de Ricino

La extraccion de aceite de semillas de ricino se lleva a cabo en diversas acciones

preliminares tales como limpieza, pelado, secado y fresado (Chino et al., 2079).
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Ademas, puede llevarse a cabo mediante diferentes estrategias, la extraccién mecanica
o la extraccidon con solventes, estudios previos, han demostrado que el método con
solvente produjo el maximo rendimiento de aceite en comparacion con el método de
extraccion mecanica (Naveenkumar & Baskar, 2019). Pero la cantidad total de aceite
extraido depende principalmente del tiempo de extraccidon, temperatura, contenido de

humedad y solvente utilizado (Chino et al., 2079).

El aceite de ricino es un producto natural y amigable con el medio ambiente. Este
aceite es viscoso, color amarillo palido, no volatil, de sabor suave y se utiliza como un
purgante (Panhwar et al., 2019). Hay diferentes variedades de semillas de ricino, pero
en promedio, contienen aproximadamente 46-55 % de aceite en peso y es mas versatil
que otros aceites vegetales, debido a su estructura unica por la presencia de acido
ricinoléico, que contiene tanto un doble enlace como un grupo hidroxilo, los cuales le
imparten una mayor lubricidad al aceite de ricino y sus derivados en comparacion con

otro aceite vegetales (L6pez-Ordaz et al., 2019).

El aceite de ricino es ampliamente utilizado como materia prima para la produccion de
distintos productos quimicos como: pinturas, recubrimientos, tintas, lubricantes y una
amplia variedad de otros productos (Ogunniyi, 2006). El aceite esta constituido de
aproximadamente 80-90 % de acido ricinoléico, 3 — 6 % de acido linoleico, 2 — 4 % de
acido oleico y 1 — 5 % de acidos grasos saturados (Lépez —Ordaz et al., 2019). En los
ultimos anos se ha utilizado para la produccion de biocombustibles como: bioturbosina,

biodiesel y bioetanol (Amaral et al., 2019; Baskar et al., 2018).

Los principales productores de aceite de ricino a nivel mundial son Brasil, China y la
India con aproximadamente el 90% de produccion a nivel mundial (Naveenkumar &
Baskar, 2019), la superficie cultivada con higuerilla alrededor del mundo en 2017 fue de
1,473,751 hectareas y en México se reportd una superficie cercana a 500 hectareas. La
produccion de semilla de higuerilla a nivel mundial fue de 1,499,111 toneladas y
mientras que en el territorio nacional se reportaron unicamente 100 toneladas (Rico et

al., 2011; Shah et al.,2017). Estas semillas son venenosas para los humanos y los
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animales debido a que contienen ricina, ricinina y ciertos alérgenos que son toxicos,
ademas de obtenerse el aceite de ricino por medio de su extraccién (Whitfield et al.,
2017).

2.4.Eustresores

El estrés de las plantas se puede clasificar como “interno” que provienen del interior de
la planta y “externos” que existen fuera de la planta. Las tensiones externas e internas
suelen denominarse "factores de estrés" y "factores de estrés", respectivamente
(Kranner et al., 2010). En practicas horticolas y agricolas en todo el mundo, las plantas
estan expuestas a diferentes factores de estrés (estresores) que limitan el rendimiento,
el crecimiento, la calidad y el rendimiento. Estos pueden clasificarse segun su origen, y
se dividen en: bidticos, por ejemplo: patdgenos, insectos y abioticos, por ejemplo.

sequia, temperaturas extremas, salinidad, etc.

Por lo tanto, el balance entre la respuesta de la planta (rendimiento, crecimiento,
calidad, defensa o tolerancia) y la sensibilidad puede determinar si un estresor tiene un
efecto positivo (eustrés) o negativo (distrés) en el metabolismo de la planta y, por lo
tanto, en el crecimiento (Hideg et al., 2013). Con base en este enfoque, un factor de
estrés puede llamarse eustrésor si la respuesta de la planta en términos de
rendimiento, crecimiento, calidad y resistencia a enfermedades/plagas o tolerancia a
factores abidticos es positivo (eustrés) o si la respuesta es negativa (distrés) (Vazquez-
Hernandez et al., 2019).Por ejemplo, las bajas temperaturas causan malestar en los
tejidos vegetativos de las plantas vasculares y son letales para muchas especies de
plantas por debajo del punto de congelacion. (Schwarz et al., 2010), mientras que baja
temperatura durante un periodo corto en la manana induce el endurecimiento y tiende a

mejorar el crecimiento a favor de los productores (Kalberer et al., 2006).

Por otra parte, la hérmesis se define actualmente como una respuesta bifasica en la
que altas dosis de un agente toxico podria causar inhibicion, es decir, angustia,
mientras que una dosis baja de la misma toxina puede causar estimulacion, es decir,

eustrés (Vazquez-Hernandez et al., 2019).
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Una variedad de estresores biolégicos desencadena respuestas de defensa inducibles
después de ser reconocidos por la planta, proporcionando asi una resistencia eficiente
contra los patogenos no adaptados (Wiesel et al., 2014). Estos eustrésores se
denominan "elicitores" y pueden ser una variedad de estresores biologicos, debido a
que su aplicacién en la superficie de estas activa multiples senales de defensa
intracelular (Jiménez-Garcia et al., 2013). Para la utilizaciéon de elicitores se deben
evaluar los efectos de las respuestas inducidas sobre la productividad agricola. La
aplicacion de elicitores como estrategia biotecnologica es de importancia en el estudio
de los procesos relacionados con el cultivo de material vegetal, lo que permite alcanzar
una mayor productividad de metabolitos primarios y secundarios ademas de generar
conocimiento sobre las respuestas fisiologicas de las plantas (Yakhin et al., 2017). Asi
mismo, la elicitacion es una alternativa prometedora a otras técnicas biotecnologicas
convencionales utilizadas para mejorar los compuestos bioactivos en los cultivos (Liu et
al., 2019).de forma similar a lo descrito para los bioestimulantes de plantas (Naik y Al-
Khayri, 2016).

Los euestresores son factores de estrés bioldgicos, quimicos o fisicos que cuando se
aplican en dosis horméticas/duracion mejora el rendimiento de la planta aumentando
varias vias fisiologicas que pueden o no incluir defensa vegetal. Ademas de los
euestresores bioldgicos, los quimicos de origen no biolégico y los euestresores fisicos
también han demostrado ser util potenciando la produccién horticola provocada por

diferentes mecanismos.

2.4.1. Eustresores de origen bioldgico

Los elicitores bioticos tienen origen bioldégico y pueden ser células completas,
fracciones celulares o moléculas que son producidas naturalmente por las plantas o se
encuentran naturalmente en el suelo de cultivo, por ejemplo: fitoalexinas, acido
salicilico, acido jasmonico, acido giberélico, peréxido de hidrégeno entre muchas otras

(Alvarado et al., 2018). Son comunmente aplicados para mejorar la composicion
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fitoquimica de plantas y dependiendo del tipo de compuesto, la planta activa diferentes

vias de sefalizacion para sintetizar una mezcla 6ptima de metabolitos defensivos.

La composicion de los elicitores bidticos es muy compleja y su origen se considera
enddgeno. Ademas, una gran cantidad de compuestos distintos, como oligosacaridos,
lipo y glicoproteinas se consideran bi6ticos (Chialva et al., 2018; Joo et al., 2018). La
sefalizacion de hormonas de defensa de las plantas, tales como acido salicilico y acido
jasmonico fluctua con la aplicacion de enddfitos unicos o combinados en las plantas
enfermas y juegan un papel esencial en la ignicién de las cascadas de sefalizacion que
inducen la produccién de metabolitos secundarios para servir como una defensa a las
plantas (Talebi et al., 2018). También puede simular defensa de planta inducida por
patdgenos y conducir a la produccion de metabolitos secundarios a través de varios

mecanismos (Baenas et al., 2014).

2.4.2. Eustresores de origen no biolégico

Los elicitores abioticos son de origen no bioldgico, incluyen metales, luz, osmatica,
sequia, salinidad, por mencionar algunos ejemplos. Tienen diferentes efectos sobre los
procesos celulares en el sistema de la planta, como el crecimiento, la fotosintesis, el
reparto de carbono, el metabolismo de carbohidratos y lipidos, la homeostasis

osmotica, la sintesis de proteinas y la expresion génica (Naik & Al-Khayri, 2016).

Los elicitores abioticos tienen un amplio rango de efectos en las plantas y en la
produccion de metabolitos secundarios. Su uso en cultivos de células vegetales ha
recibido menos atencién en comparacion con los elicitores bidticos (Radman et al.,
2003). Rodziewicz et al. (2014) menciona que trabajos de investigacion recientes
explicaron las funciones de muchos genes clave, proteinas, metabolitos y redes
moleculares involucradas en las respuestas de las plantas a metales pesados, luz,

sequia, salinidad, térmicos, hormonales y otros elicitores abioticos.
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2.5. Acido Salicilico

El acido salicilico (AS, acido 2-hidroxibenzoico) es uno de un diverso grupo de
compuestos fendlicos sintetizados por plantas (enddégenos). Juega un papel en
multiples procesos fisiolégicos de las plantas, incluido el crecimiento, la absorcion de
nutrientes, la induccion de flores, los movimientos estomaticos, actividades
enzimaticas, fotosintéticas, asi como contribuyendo al aumento de resistencia a los
efectos de la sequia al reducir generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (ljaz
et al., 2019; Nada y El-Hady, 2019). Regula diferentes aspectos del crecimiento y
desarrollo de las plantas (Estaji & Niknam, 2020). Es un conocido inductor de la
resistencia sistematica adquirida de las plantas (RSA) en la interaccion planta-
patdégeno, pero no es un inductor universal para la produccién de metabolitos de
defensa de las plantas (Ho et al., 2018). El AS se acumula rapidamente en el sitio de
infeccion durante el ataque de patdégenos y la reaccion de hipersensibilidad de la
planta, y se propaga a otras partes de la planta para inducir una amplia gama de
respuestas de defensa (Papadopoulou et al., 2018). También interviene en las vias de
los fenilpropanoides y es eficaz para desencadenar la respuesta al estrés a través de la
elicitacion y desempefia un papel importante en los procesos bioquimicos y cuando se
aplica exégenamente, causa la acumulacién de peréxido de hidrégeno. Su aplicacion
exdégena influye en las funciones de la planta de una manera dependiente de la dosis
aplicada, por ejemplo, Khan et al. (2015) mencionan que en Matricaria chamomilla L.,
se informé que las concentraciones de 50 y 250 pM de AS, respectivamente,
promueven e inhiben el crecimiento. A concentraciones de 0.1 y 0.5 mM el AS

promovié la fotosintesis y el crecimiento de Vigna radiata L.

Ademas, Figueroa-Pérez et al. (2018) reportaron que la nefropatia diabética se mejora
con infusiones de menta piperita (Mentha piperita L.) preparadas a partir de plantas
estimuladas con acido salicilico. Hayat et al. (2010) menciona que el AS es conocido
por la resistencia sistémica adquirida que induce en la respuesta de la planta para
muchos patogenos, también puede provocar la produccidon de metabolitos secundarios
en las plantas. Evidencia reciente ha demostrado que las concentraciones adecuadas

de AS también pueden promover la produccion de monoterpenos (Xu et al., 2012).
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2.6.Variables asociadas al incremento de acidos grasos

Mahalakshmi et al. (2013) reportaron que al elicitar Jatropha curcas L. con 200 yM de
AS, incrementd la produccidn de acidos grasos y alcanos. Jadhav et al. (2013)
encontraron que al aplicar AS foliarmente a 200 ppm en cacahuate (Arachis hypogaea
L.) incremento el contenido de acidos grasos ademas de aumentar la vida de anaquel
del aceite. Por otra parte, Xu et al. (2017) reportaron que al adicionar AS a
Phaeodactylum tricornutum L. tuvo un incremento de amino acidos, acidos grasos y

carbohidratos.
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3. HIPOTESIS

La produccidon de acidos grasos y el alcaloide ricinina en la semilla de higuerilla bajo
condiciones de invernadero, se incrementa cuando se elicita con acido salicilico la raiz
y por aspersion a punto de goteo al momento de antesis, en comparacion con sistemas

de produccién sin elicitacion.

4. OBJETIVOS

4.1.Objetivo general

Determinar el efecto del acido salicilico sobre la produccién de acidos grasos y el

alcaloide ricinina en semilla de higuerilla.

4.2.Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del acido salicilico sobre la produccion de acidos grasos en
semillas de higuerilla cultivada en invernadero.

e Analizar el contenido de acidos grasos del aceite de higuerilla.

e Determinar el contenido del alcaloide ricinina en el bagazo de semilla de

higuerilla.
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5. METODOLOGIA

Esta investigacion se hizo en cuatro etapas, con la finalidad de poder llevar a cabo la

integracion de la informacion disponible.

Etapa 1
Se realizd la seleccién de la especie a trabajar en el invernadero entre la variedad
Guanajuatoil e Israeli; se cultivd en primer instancia la variedad Israeli, al no obtener un

porcentaje adecuado de germinacion, se decidié cambiar de especie.

En esta etapa se llevd a cabo el acondicionamiento del invernadero, siembra,
mantenimiento, monitoreo del cultivo y finalmente la cosecha; todo esto se realizé en el
Campus Amazcala de la Universidad Autonoma de Querétaro en la Facultad de

Ingenieria.

Etapa 2

Una vez llevada a cabo la cosecha, se acondicionaron los frutos obtenidos para extraer
las semillas. Esto se llevd a cabo en el Laboratorio de Compuestos Naturales e
Insecticidas de la Facultad de Quimica en Ciudad Universitaria en la Ciudad de

Querétaro.

Ya teniendo las semillas secas e identificadas, se realizaron dos métodos para
extraccion de aceites, eligiendo con el que obtuvo mayor rendimiento: el Método
Soxhlet.

Etapa 3
En esta fase, se utilizaron equipos de Cromatografia de Gases y Liquidos para la

cuantificaciéon de ricinina.

Se trabajaron las muestras en el Laboratorio de Metabolitos y Nanocompositos del
Campus Aeropuerto de la Facultad de Ingenieria y Laboratorio del Posgrado de

Ciencias Quimicas y Biolégicas de la Facultad de Quimica en Ciudad Universitaria.
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Etapa 4
En esta etapa, se analizaron los resultados obtenidos en las etapas previas para
posteriormente utilizarse en la publicacion de articulos cientificos. En la Figura 2, se

muestra el cronograma de las etapas realizadas en esta investigacion.

<> Siembra
* Cosecha
Acondiconamiento
44— Etapad —p de semillasy
Etapa3 extraccion de aceite
] Etapa2 Cuantificacidny
. Etapal b M caracterizacién
® % Y/ o @ s
i

i L i [l i

I | 1 1 1 L
lunio Julie Diciembre Agosto Agosto Junie
2018 2019 2019 2020 2021 2022

Figura 2. Cronograma de actividades realizadas. Fuente: elaboracion propia.

5.1.Preparacion del area experimental

La experimentacion se llevé a cabo en la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Autonoma de Querétaro Campus Amazcala en un invernadero de 432 m?, de paredes
rectas de policarbonato y techo de plastico tricapa con una difusion del 10% de 800

galgas de espesor. En la Figura 3, se muestra la ubicacion del Invernadero utilizado.



15

Figura 3. Invernadero utilizado para investigacion. Fuente: Elaboracion propia obtenida

de Google Maps.

5.2. Analisis de suelo

La muestra para analizar fue tomada en seis puntos del invernadero de 1 Kg de cada
punto seleccionados al azar. Se efectué una mezcla de estas y se tomé un Kg, se
realizd el analisis fisico-quimico, el cual fue realizado por Fundacién Produce A.C.,

para comprobar que el suelo fuera apto para la siembra de Ricinus communis L.

5.3.Diseno de experimentos

El disefio experimental consisti6 en bloques completamente al azar con 3
repeticiones, 5 plantas por unidad experimental, 5 tratamientos (4 concentraciones de

acido salicilico, y un control sin elicitor).
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5.3.1. Esquema del disefo

El invernadero se dividié en cuatro bloques totalmente al zar con ayuda del software
de excel, para evitar tendencia en los resultados, el esquema obtenido de la

distribucion se puede observar en la Figura 4.

Figura 4. Disefio experimental de bloques al azar del invernadero. Fuente:

Elaboracion propia.

Como se puede observar en la Figura 4, cada color representa un bloque al cual se
le aplicaron los diferentes tratamientos de elicitacion. El tratamiento uno para todos
los bloques representa el control el cual utiliz6 un blanco de agua destilada al

momento de la elicitacion.
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El invernadero se dividio en 10 lineas de cultivo en las cuales se colocaron 30

plantas por linea. Cada bloque contenia 15 plantas de cada tratamiento.

5.4. Material vegetal

La planta modelo seleccionada en este estudio fue la higuerilla (Ricinus communis L.).

Se utilizaron 2 variedades de semilla:

= La variedad Israeli: la semilla fue donada por el M. en C. Juan Fernando
Rocha Mier coordinador de la Universidad Auténoma de Querétaro
campus CONCA. (Figura 5)

» La variedad Guanajuatoil: la semilla fue proporcionada por el Dr. Miguel
Hernandez Martinez del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,

Agricolas y Pecuarias (INIFAP) campo experimental Celaya. (Figura 6)

Figura 5.Semilla de variedad Israeli. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 6. Semilla de variedad Guanajuatoil. Fuente: Elaboracion propia.

5.5.Cronograma de parte experimental

A continuacién, se muestra en la Figura 8, el cronograma de actividades realizadas
una vez que el disefo de bloques se llevé a cabo en el invernadero y fue seleccionada
la variedad de semilla a utilizar. El tiempo total de la parte experimental en invernadero
fue de 138 dias a partir de la siembra, la cual se realiz6 en julio del 2019. En la cual se
sembraron 600 semillas, una vez transcurrido el periodo de aclimatacion, se realizaron
las mediciones de las caracteristicas morfoldgicas de las plantas: altura, diametro de
tallo cada siete dias hasta el dia 42 y el numero de racimos una vez que se

observaron frutos.

En el dia 60 se realizé la elicitacidon de las plantas, la cual se llevé a cabo a través de
aplicacion foliar a punto de goteo y aplicacion directa a raiz.

Finalmente, la cosecha de los frutos se realizé al dia 138 para proceder con la parte

de extraccion de aceite en el laboratorio.
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Figura 7. Cronograma de la parte experimental. Fuente: Elaboracion propia.

5.6.Siembra y germinacién

La siembra se realizé el 15 de julio de 2019. Se sembraron en total 600 semillas, dos
por cada cavidad, a una profundidad de 30 cm, con distancia de 0.7 metros entre cada
surco. El invernadero disponia de 10 lineas, con una separacion de 1 m entre lineas,

donde se colocaron 30 semillas por linea como se observa en la Figura 8.

Figura 8. Siembra en invernadero. Fuente: Elaboracioén propia.

La germinacion de la higuerilla se realizé en semillero de plastico de 68 cavidades y
directamente en el invernadero (Figura 9). Para el semillero se utiliz6 como sustrato
una mezcla de peatmoss y vermiculita 4 a 1 respectivamente. Se llenaron las
charolas con el sustrato humedecido y se sembraron las semillas a 0.5 mm

profundidad para favorecer la germinacion. De las plantas que no germinaron se
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realizo el trasplante de los semilleros al invernadero cuando present6 de 3 a 4 hojas

verdaderas, asi como de las plantas donde hubo dos emergencias en el invernadero.

Figura 9. Germinacion. Fuente: Elaboracion propia.

5.7.Mantenimiento del cultivo invernadero

Se realiz6 una poda de las plantas debido a que se observo heterogeneidad en el
crecimiento, ademas de las plantas que presentaron una emergencia de una segunda

planta, se realizé una separacion y se trasplanté en donde no hubo emergencia.

Se realizaron actividades de deshierbe y limpieza del area de invernadero cada 2

dias para evitar la proliferacion de malezas.

Para la fertilizacion se utilizo6 una dosis de NPK 60-40-00 la cual el INIFAP (2018)
reporta, se aplicé la mitad del nitrégeno y todo el fésforo al momento de la siembra y
el resto del nitrégeno a los 35 dias después de la emergencia. Se utilizd nitrato de

amonio y acido fosforico grado técnico para la fertilizacion.

El sistema de riego se realizé por goteo con 2 mangueras ciegas marca Toyodrip de
16 mm, con un flujo de 1.0 L x h por hilera, para distribuir el agua de mejor manera

para las raices de la planta (Figura 10).
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Figura 10. Sistema de riego. Fuente: Elaboracion propia.

5.8.Mediciones morfolégicas de las plantas.

Una vez que se arrojaron hojas verdaderas y después de un periodo de a climatizacion
de 15 dias, se inicidé la medicion morfolégica de las 300 plantas sembradas (altura,
grosor de tallo y numero de racimos) las variables altura y diametro se llevé a cabo con
ayuda de una cinta métrica cada siete dias durante 42 dias, el numero de racimos se
cuantificé a los 28 y 42 dias. Las mediciones morfologicas se llevan a cabo para

evaluar la homogeneidad del cultivo.

5.9.Elicitacion

La elicitacion se realizd6 simultaneamente a punto de goteo y de manera directa 50
mL, por aplicacion foliar utilizando un tanque de fumigacion en el cual, se colocaron
de forma independiente las diferentes soluciones de acido salicilico a evaluar: 0, 100,
300, 600 y 900 uM., correspondiente a control, T1, T2, T3, T4 respectivamente; la
aplicaciéon se realizé a los 60 dias. La elicitacion directa se aplico con las mismas
soluciones de acido salicilico directamente a la raiz con ayuda de un vaso de
precipitado de 50 mL (Figura 11). La elicitacién se llevé a cabo antes del proceso de

floracion.
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Figura 11. Elicitacion a punto de goteo. Fuente: Elaboracion propia.

5.10. Evaluaciéon morfolégica de las semillas

Una vez recolectadas los frutos, se pusieron a secar al sol en el Laboratorio de
compuestos naturales e insecticidas de la Universidad Autébnoma de Querétaro
durante dos semanas; posteriormente se colocaron en bolsas de papel estraza
perfectamente identificadas y se colocaron en un secador solar en el mismo

laboratorio durante una semana, se pesaron los frutos secos obtenidos.

Finalmente se extrajeron las semillas de los frutos secos con guantes de carnaza y
pinzas, nuevamente se colocaron las semillas en bolsas de estraza identificadas
previamente, la evaluacion del tamafio de semilla se realiz6 tomando una muestra al
azar de 30 semillas por lote de plantas obteniendo asi un total de 180 semillas
completamente maduras, esto nos garantizé contar con la mayor diversidad de pesos
y tamanos de semillas. Se midieron las siguientes variables en las semillas: grosor,
largo de extremo a extremo y el ancho en la parte central, ambas medidas se tomaron

con un vernier (mm) (Rodriguez et al., 2001) como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Proceso de extraccion de semillas desde la cosecha. Fuente: Elaboracion

Recoleccion
de frutos

propia.

Se determiné el peso de las semillas en gramos tomando al azar 100 semillas
correspondientes a cada lote (tratamiento) y para el peso volumétrico se utilizd una
probeta de 100 mL, la cantidad de semilla contenida en esta se pesé en una balanza
analitica y el valor del volumen se expresé en gramos por hectolitro (g HL™") (Gonzalez-

Torres et al., 2008) Como se muestra en la Figura 13.

Figura 13.Determinacion de peso volumétrico de semillas. Fuente: Elaboracién propia
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5.11. Obtencién y evaluacion del contenido de acidos grasos del aceite de
higuerilla

Las semillas recolectadas se secaron en una estufa para reducir la humedad a un
valor adecuado para la extraccion. Posteriormente se calcinaron 100 g de semilla a
500 °C para obtener un mayor rendimiento al realizar la molienda. Finalmente, las
semillas de higuerilla se molieron utilizando un molino y se extrajeron utilizando un
equipo Soxhlet a una temperatura de 45 — 50 °C en un tiempo de 6 - 8 horas hasta
que se completd la extraccion. El contenido de aceite se determind como la
diferencia en peso de la semilla de higuerilla seca antes y después de la extraccion.
El proceso puede observase en la Figura 14. La determinacion se realizd6 por
triplicado (Negm et al., 2016; Vasco-Leal et al., 2017).

Determinacion
de aceite

Molienda de

Peso base seca . Soxhlet
semillas

Figura 14. Proceso extraccion de aceite en semillas por método Soxhlet. Fuente:

elaboracion propia

La determinacion de acidos grasos se realizé utilizando un equipo de cromatografia
de gases acoplado a masas marca Agilent, el cual esta equipado con biblioteca de
referencia NIST (National Institute of Standards and Technology). Se utilizé una
columna DB-5MS, utilizando una temperatura de la columna de 80 °C durante 0 min,
aumentando a 150 °C a 10 °C /min, posteriormente 250 °C a 5 °C /min, finalmente se
subio a 270 °C a 20 °C mantenido la temperatura durante 6 min. La temperatura del
inyector fue de 270 °C, el modo de inyeccion fue por split; utilizando un split 1:20; se
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inyecté un volumen de 2ul del aceite. Como gas portador se utilizé Helio; con una
temperatura de la interfaz 270 °C; adquisicion de masa rango, m / z 55-550. Los
compuestos se identificaron comparando sus indices de retencion con los de la
biblioteca NIST (Mahalakshmi et al., 2013).

5.12. Cromatografia en columna abierta y cromatoplaca para la identificacién de
ricinina
La identificacion de los cristales se realizd por cromatografia empacada con silica gel

60, usando como eluyente metanol para conocer su composicion quimica. El sistema

de solvente utilizado fue Metanol:Cloroformo utilizando un agente revelador.

Para llevar a cabo el proceso, se pesaron 2 g de extracto en caja petri, se redisolvieron
en 20 mL de metanol y se colocaron en el ultrasonido por 30 minutos a 35 °C, el
extracto obtenido se colocé en una caja petri, la cual contenia silica gel 60,
posteriormente se coloco en la estufa a 60 °C para secarla, se degasificé la silica con
ayuda de la bomba y matraz Kitazato y cloroformo durante 5 minutos. Se llend la
columna con silica y cloroformo y se rellendé dos veces. Posteriormente se hizo una
mezcla de Metanol:Cloroformo con el objetivo de separar las fracciones, las cuales

fueron de 150 mL como se puede observar en la Figura 15.

Se realizaron las siguientes fracciones: 3%, 5%, 10%, 20%, 25%, 30%, 35% y 65%. A
las fracciones colectadas correspondientes al 20%, 25%, 30% y 35% se les realizaron
3 lavados, para posteriormente calentarlas y agitarlas. Para clarificar la muestra, se le

adicion6 carbon activado.
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Obtencidn Extraccidn Separacion Recuperacién Cromatografia

del extracto de ricinina a de fases de Ricinina de capa fina
travaes de
columna de
silica

Figura 15.Proceso de extraccion de muestra para andlisis de cromatografia de
columna abierta y cromatoplaca para identificacion de ricinina. Fuente: Elaboracion

propia.

5.13. Cuantificacion del alcaloide ricinina en semilla

Para determinar la presencia de ricinina, se trabajé con el residuo de la semilla
resultante de la extraccion del aceite, se realizd la extraccion en un matraz
erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de metanol, se calenté a una temperatura de 50
°C con un sonicador marca Elma, modelo EImasonic S 40 H por 30 minutos y con la
funcién sweep, posteriormente se elimin6 el disolvente a presién reducida en un

evaporador rotatorio.

Se pesaron 5 mg de la muestra y se disolvieron en 5 mL de metanol, luego se tomé
en un vial una muestra de 50 yL de cada muestra y se procedié a realizar una
cromatoplaca con las muestras y con una muestra de ricinina estandar. Como
eluyente se us6 mezcla de cloroformo:metanol 50%:50% V:V. como se puede
observar en la Figura 16.
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Figura 16. Obtencion del extracto metandlico de ricinina. Fuente: Elaboracién propia.

5.14. Analisis estadistico

Los datos de los rendimientos de aceite, ricinina, mediciones morfolégicas de plantas,
mediciones morfologicas de semilla se analizaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA) de una via con prueba post- hoc Tukey con un intervalo de confianza del 95%

con el software Minitab version 17.1.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.Preparacion del area experimental

Previo a la siembra se realiz6 el acondicionamiento del invernadero para lo cual se
llevo a cabo el retiro de maleza y un deshierbe cada dos dias para evitar el crecimiento
de la misma maleza, adicionalmente se aplic herbicida a los extremos del invernadero.
Se compré cintilla marca Toyodrip para facilitar el riego por goteo; se repararon vy
cambiaron las valvulas que ya no servian y se cambi6 el techo en las partes dafiadas
con el objetivo de mantener todas las plantas bajo las mismas condiciones climaticas.
Para evitar la proliferacion de plagas se utilizaron trampas cromaticas.

En la Figura 17 se muestran los pasos que se realizaron para llevar a cabo el

acondicionamiento del invernadero.

g

< »7;’

=

Aplicacidn
de
Herbicida

Cambio
de techo

Retiro de
maleza

Deshierve

Figura 17.Acondicionamiento de invernadero. Fuente: Elaboracion propia.

6.2. Analisis de suelo

Los resultados obtenidos por el Laboratorio Fundacién Produce A.C. indicaron que el
suelo del invernadero podria ser utilizado para la siembra de Higuerilla. EI pH obtenido

fue de 7.69 lo cual es medianamente alcalino. De acuerdo con Reed (1976) el pH
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optimo de crecimiento de la planta es de 4.5 a 8.3, demostrando la viabilidad de cultivo

en el invernadero.

El contenido de nitrégeno del suelo que reporta Campos, et al. (2014) en su estudio
realizado en Oaxaca fue de 4.3 mg Kg'1, mientras el reporte realizado en el

invernadero fue de 6.3 mg Kg'1

El invernadero esta localizado a una altitud de 1900 msnm, Hernandez Martinez y
Montes Hernandez (2018) reportan que el potencial productivo de la Higuerilla

variedad Guanajuatoil es medio en una altura de 1800 — 2500 msnm.

Se monitoreo la temperatura durante los 138 dias, obteniendo un promedio de 27.8 °C
+/- 4.7 °C, el potencial productivo reportado por Hernandez Martinez y Montes

Hernandez (2018) en un rango de 15 a 30 °C es alto.

Contrastando los resultados obtenidos en los andlisis realizados versus la bibliografia,
se demostrd que el suelo del invernadero era viable para la realizacién del cultivo de
Higuerilla (Ricinus communis L.); los resultados obtenidos del analisis de suelo

utilizado para esta investigacion se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Comparacion del suelo de invernadero vs condiciones 6ptimas para cultivo de

R. communis L.

oH 7.69 45-83 Reed (1976)
Nitrégeno 4.3 mg Kg” 6.3mg Kg'  Campos et al. (2014)

Temperatura 27.8°C +/-4.7°C 15a30°C Hernandez Martinez & Montes
Hernandez (2018)

Recomendacion: El suelo es éptimo para su uso.

Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados obtenidos del analisis de suelo utilizado para esta investigacion se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de analisis de suelo de invernadero.

Parametro Resultado Unidades Interpretacion
pH (En relacion 1:2) 7.69 Unidades  Medianamente
alcalino
Conductividad eléctrica 0.093 dSm™ Efectos
imperceptibles
de
salinidad
Materia Organica 3.65 % Alta
Nitrégeno Mineralizable 63.88 KN/Ha Aporte por
ciclo (**)
Textura Arena 32.36 % Arcilloso
Arcilla 45.64
Limo 22.00
Capacidad de Intercambio 25.66 Cmol(+)/Kg Alta
Catidnico
(CIC)
Capacidad de campo 34.08 % No
especificado
Punto de marchitez 18.52 % No
especificado
Parametro Cmol(+)/Kg mg/Kg Interpretacion
Calcio (Como Ca) 16.96 6,797.51 Alto
Magnesio (Como Mg) 4.65 1,130.87 Alto
Potasio (Como K) 244 561.75 Alto
Sodio (Como Na) 1.61 627.78 Alto

Fuente: Elaboracion propia basado en Fundacioén produce A.C., 2019.

6.3.Diseno de experimentos de siembra bloques al azar.

De acuerdo con Martinez Rueda (2015) el disefio de bloques completos al azar es uno
de los métodos experimentales que han presentado mayor factibilidad y aplicacion
dentro de la investigacion agrondmica debido a que es de gran utilidad para
experimentos de campo donde no es muy elevado el numero de tratamientos y el area
experimental presenta un gradiente de productividad predecible, por esta razén el

invernadero se dividié en cuatro bloques con el objetivo de tener una mayor muestra
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representativa del andlisis realizado, tratando de evitar sesgos por efectos de la luz
solar. La distribucién de la dosificacion de los tratamientos, también fue realizada al

azar.

Una de las principales caracteristicas de este disefio es la presencia de bloques o
franjas de las mismas dimensiones el cual debe contener todos los tratamientos a
analizar; el uso de bloques nos ayuda a reducir el error experimental de fuentes de

variacion conocidas sobre las unidades experimentales.
Se observo una variacion significativa entre bloques, pero no asi entre tratamientos

6.4. Material vegetal utilizado

Inicialmente se habia seleccionado la variedad Israeli para realizar el trabajo de
campo, sin embargo, no se obtuvieron resultados satisfactorios con esta especie
debido a que el porcentaje de germinacion fue menor al 5%, esto se pudo deber a que
las semillas utilizadas no se encontraban en las condiciones mas apropiadas de

almacenamiento, humedad y vida util como latencia impuesta y latencia innata.

Estas semillas se utilizan en el estado de Querétaro para su investigacion en el
Campus Conca en el Municipio de Jalpan de Serra cuyas condiciones climaticas de
acuerdo a lo reportado por INEGI (2018) presentan una temperatura promedio de 23
°C con una altura de 760 msnm y una Humedad Relativa promedio de 83%. En
contraste con el Municipio del Marqués, donde se encuentra ubicado el invernadero,
donde se presenta una temperatura promedio de 18 °C a una altura de 1920 msnm y

una Humedad Relativa promedio de 43%.

Se realizé una investigacion de qué variedad de Higuerilla era mas factible que
germinara bajo las condiciones climatoldgicas y de terreno disponibles en nuestra area
de trabajo, encontrando asi, que la variedad Guanajuatoil cumplia con las
caracteristicas optimas para ser sembrada en el invernadero. Esta especie ha sido

altamente estudiada por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
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y Pecuarias (INIFAP) del estado de Guanajuato, Estado colindante con Querétaro y

que presenta caracteristicas similares de terreno y clima.

6.5.Cronograma de parte experimental

De acuerdo con Hernandez Martinez y Montes Hernandez (2018) el tiempo de
cosecha de la higuerilla variedad Guanajuatoil es de 135 a 145 dias después de que
ha sido sembrada. La siembra realizada en el invernadero del campus Amazcala fue
cosechada a los 138 dias a partir de la siembra. Como menciona Llaven Valencia, G.
et al. (2019) el tiempo de cosecha varia dependiendo de la variedad utilizada,
oscilando entre los 138 a 166 dias resultado que obtuvo después de sembrar ocho

variedades en el Estado de Sinaloa.

Por su parte, Barrios-Gémez et al. (2018) evalud los ciclos de crecimiento de 16
genotipos de higuerilla provenientes de los estados de Chiapas, Morelos y Jalisco y el
estudio fue llevado a cabo en el estado de Morelos en el cual se observo que el
tiempo de cosecha fue entre 120 y 150 dias, similar a lo que se obtuvo en esta

investigacion (138 dias).

6.6.Siembra y germinacién

La siembra se realizé de manera tradicional colocando dos semillas por orificio a lo
largo de cada hilera del invernadero, sumando un total de 600 semillas sembradas. De
manera paralela se realiz6 una siembra en semilleros con el objetivo de tener
plantulas disponibles para trasplante en caso de que no germinaran en su totalidad las
sembradas en el invernadero. Se utilizaron 15 de estas plantas para trasplantarlas al
invernadero. Asi mismo, de las plantas sembradas en invernadero inicialmente, 20
germinaron doble, las cuales fueron retiradas para ser trasplantadas donde no hubo

germinacion, como se muestra en la Figura 18.



Figura 18.Trasplante de Higuerillas con doble germinacion. Fuente: Elaboracion

propia.

6.7.Mantenimiento del invernadero

Durante el tiempo de cultivo, se monitorearon las condiciones climaticas y de
Humedad Relativa del invernadero, con el objetivo de evaluar si hubiese existido
alguna anomalia en ellas, que afectaran el desarrollo de las plantas. El monitoreo de
la Humedad Relativa y Temperatura del invernadero durante esta investigacion se

muestran en la figura 19.

Monitoreo de Temperatura (°C y %HR)
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Figura 19.Monitoreo de Temperatura y Humedad Relativa. Fuente: Elaboracion

propia.
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En la Tabla 4 se muestran los resultados de la temperatura y Humedad Relativa del
invernadero, de acuerdo con Lobato (2008), la Higuerilla se adapta a zonas con un
fotoperiodo mayor a 12 horas, con humedades < 50% su adaptacién es Optima en
climas templados y tropicales, donde las temperaturas favorecen su crecimiento
durante todo el afio. En regiones humedas, frias y costeras la especie no se desarrolla
adecuadamente, debido al ataque de enfermedades provocadas por hongo que se

desarrolla en Humedades Relativas altas.

Tabla 4.Comparacion de condiciones climaticas obtenidas en el invernadero.

Temperatura 27.8 °C 15-28°C
Humedad Relativa 43 % <50 %
Fotoperiodo 14 h luz / 10 h oscuridad 12 h luz / 10 oscuridad

Fuente: Elaboracion propia basado en Hernandez Martinez & Montes Hernandez
(2018).

Como se puede observar en los resultados del monitoreo de condiciones climaticas
realizado, las condiciones de trabajo fueron adecuadas para el buen desarrollo de las
plantas, comprobando que la zona de Amazcala, ubicado en el Municipio del Marqués,

Querétaro es apto para el desarrollo de la especie Guanajuatoil y su explotacion.

6.8. Mediciones morfolégicas de las plantas.

Para tener un correcto monitoreo del crecimiento de las plantas es necesario medir las
caracteristicas morfolégicas de las plantas como es el diametro de los tallos, altura y
numero de frutos. Como reporta Mostacedo, B., & Fredericksen, T. (2000), la altura es
uno de los parametros principales que se mide como caracteristica de crecimiento en
una vegetacion en estudio, esta altura se puede medir dependiendo del interés que se
tenga, puede ser cualitativa o cuantitativa, para fines de este estudio, las mediciones
realizadas fueron cuantitativas con el objetivo de tener un analisis estadistico del

mismo.
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La medicion del diametro de tallo es uno de los principales parametros de mayor uso
para el estudio de ecologia vegetal; Roman de la Vega, et al. (1994), expone que el
diametro consiste en determinar la longitud de la recta que pasa por el centro del
circulo y termina en los puntos en que toca toda la circunferencia. Es a través del
diametro que es posible medir el crecimiento de las plantas gracias al desarrollo de la
circunferencia del tallo que se monitorea peridodicamente; la medicion del diametro
puede llevarse a cabo mediante una forcipula o una cinta métrica. En el caso de
nuestro estudio realizado, se llevé a cabo la medicion del diametro con ayuda de una

cinta métrica.

Como se puede observar en la Tabla 5. Los resultados del diametro son el promedio de
60 plantas * desviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencia estadistica

entre columnas a través de la Prueba de Tukey, p = 0.05.

Se puede concluir que no existid diferencia estadisticamente significativa en el

crecimiento del diametro de las plantas entre bloques.

Tabla 5. Diametro del tallo de las plantas de Ricinus communis L. antes del tratamiento

con acido salicilico a los dias 7, 14, 21, 28, 35 y 42 después de la siembra.

900 4.36+0.81a 5.92+1.10a 6.56+0.95a 7.12+0.87a 7.95+0.90a 8.84+0.76a
600 4.09+0.65a 5.71+0.66a 6.33+0.55a 7.19+0.46a 8.09+0.45a 8.83+0.33a
300 4.42+0.95a 6.05+0.95a 6.74+0.92a 7.45+0.89a 8.29+0.97a 9.11+0.82a
100 4.63+0.71a 6.14+0.66a 6.75+0.68a 7.31+0.61a 8.26+0.80a 9.19+0.88a

0 4.89+0.51a 5.60+1.45a 6.42+0.97a 7.07+0.97a 7.83+0.90a 8.65+0.71a

Fuente: Elaboracion propia
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El diametro de tallo es el promedio de 60 mediciones. Letras diferentes indican
diferencia estadistica entre columnas Prueba de Tukey, p = 0.05. Fuente: elaboracién

propia.

En la Tabla 6, se presentan las mediciones de altura realizadas cada siete dias. Los
resultados son el promedio de 60 plantas + desviacion estandar. Las letras diferentes

indican diferencia estadistica entre columnas a través de la Prueba de Tukey, p = 0.05.

Por otra parte, se puede observar en los resultados que no existid diferencia

significativa en la altura entre los bloques.

Tabla 6. Altura de las plantas de Ricinus communis L. antes del tratamiento con acido
salicilico a los dias 7, 14, 21, 28, 35 y 42 después de la siembra.

900 58.21+16. 98.28+17. 116.85+ 140.74+ 161.28+ 195.68+

06 a 19 a 18.74 a 22.06 a 19.51 a 26.92 a

600 51.05+11. 91.17+15. 11497+ 146.69+ 17142+ 216.27 +
15 a 37 a 16.56 a 17.82 a 15.00 a 16.77 a

300 57 96.00+14. 11813+ 14726+ 193.04 + 210.64 +
00+9.44 a 72 a 16.04 a 18.96 a 43.10 a 27.09 a

100 54.70+8.3 93.54+8.7 11572+ 143.37+ 168.76 + 209.39 +
8a 1a 9.10 a 14.39 a 13.47 a 23.22 a

0 58.31+13. 96.8+13.9 11522+ 14553+ 17014 + 207.38 +
80 a Oa 13.69 a 14.51 a 12.11 a 26.58 a

La altura es el promedio de 60 mediciones. Letras diferentes indican diferencia

estadistica entre columnas Prueba de Tukey, p = 0.05. Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 7 se muestran los datos con el analisis del numero de racimos antes de la
adicién del tratamiento, los resultados son el promedio de 60 plantas £ desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencia estadistica entre columnas Prueba de
Tukey, p = 0.05.
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Los resultados arrojados demuestran que no existié diferencia significativa entre

muestras y bloques.

Tabla 7.Numero de racimos a los dias 28 y 35 dias después de la siembra antes del

tratamiento con acido salicilico en plantas de R. communis L.

900 5+3a 5+3a
600 4+3a 4+3a
300 4+2a 5+3a
100 4+3a 4+3a
0 4+3a 4+3a

El nimero de racimos es el promedio de 60 mediciones. Letras diferentes indican
diferencia estadistica entre columnas Prueba de Tukey, p = 0.05. Fuente: Elaboracién
propia.

6.9. Evaluacion morfolégica de las semillas

De acuerdo con la SAGARPA (2018) El analisis de peso de 100 semillas se realiza con
base a las reglas vigentes de la Asociacién Internacional de Pruebas de Semillas
(ISTA) para poder realizar esta prueba, las semillas deben estar puras, retirando

cualquier impureza (maleza, cascarillas, otro tipo de semillas, entre otras).

En la Tabla 8 se muestra el analisis de resultados del peso total de las semillas por
tratamiento, como se puede observar existe una diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos de acuerdo con la Prueba de Tukey, p = 0.05 donde

letras diferentes indican diferencia estadistica.

Se puede analizar en los resultados que, a mayor concentracion de acido salicilico
adicionado en los tratamientos, el peso de 100 semillas aumento, sin embargo, a la
concentracion de 100 uM existié un efecto eustrésico, pero a concentraciones mayores

de 300 uM, la elicitacion tiene efecto positivo en el peso de las semillas.

Para las mediciones de la morfologia de las semillas (largo, ancho y grosor) no hubo

diferencia significativa entre tratamientos. Sin embargo, para el peso de 100 semillas,
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las concentraciones de 600 uM y 900 uM tuvieron un peso superior en 25 % y 14 %

respecto al control. Lo cual se reflejé en un mayor contenido de aceite.

Tabla 8. Peso total de semillas de Ricinus communis L. por tratamiento.

900 24.70+2.89 a
600 22.33+3.12 ab
300 21.50£1.15 bc
100 17.97 +1.58 d

0 19.65+2.10 cd

El peso de semillas es el peso total de las semillas por tratamiento Letras diferentes
indican diferencia estadistica Prueba de Tukey, p = 0.05. Fuente: elaboracién propia.

En la Tabla 9 podemos observar el anadlisis de las caracteristicas morfolégicas
(Longitud, Ancho y Espesor) de las semillas por tratamiento, como se puede observar
no existe una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de acuerdo

con la Prueba de Tukey, p = 0.05.

Tabla 9. Caracteristicas morfolégicas de semillas de plantas de R. communis L.

900 14.37 +0.13 a 9.10+0.09 a 6.66 + 0.06 a
600 14.23+0.12 a 9.03+0.14 a 6.64 +0.07 a
300 14.37 +0.12 a 9.08+0.10 a 6.64 + 0.06 a
100 14.30+0.10 a 9.10+0.06 a 6.60 + 0.06 a

0 14.39+0.30 a 9.07+0.08 a 6.65+0.11a

La longitud, el ancho y el grosor de la semilla son el promedio de la medida de 100
semillas. Letras diferentes indican diferencia estadistica entre columnas Prueba de

Tukey, p = 0.05.Fuente: Elaboracién propia.

Los resultados obtenidos en la medicion de semillas demuestran que no existe
diferencia significativa entre muestras y tratamientos en ninguna de las caracteristicas

de longitud, ancho y espesor.



PRODUCCION DE ACIDOS GRASOS EN HIGUERILLA..... 39

6.10. Elicitacion

El proceso de elicitacién utilizando Acido Salicilico a diferentes concentraciones se
aplicé basado en el estudio realizado por Mahalaksmi et al. (2013) quien trabajé con
Jatropha curcas L., perteneciente a la familia Euphorbiaceae misma que pertenece
Ricinus communis L. Diversos autores han reportado que la aplicacion exdégena de este
compuesto ha tenido un efecto positivo en el incremento de metabolitos secundarios en
distintas especies, por ejemplo, jitomate y uvas (Saw et al., 2010; Vazquez Diaz et al.,
2016).

6.11. Obtencién y evaluacion del contenido de acidos grasos del aceite de
higuerilla

Una vez realizada la cosecha y el tratamiento de secado de los frutos, se obtuvieron las
semillas. Originalmente la técnica de extraccién de aceite que se implementé fue a
través de sonicacién con el uso de un ultrasonido, dicha técnica se realizé de acuerdo
a lo citado por Gonzalez Molina (2013); sin embargo, los resultados obtenidos no
fueron satisfactorios debido a que el rendimiento obtenido no superd el 20%; por esta
razon se buscod una técnica de extraccion tradicional y mas compleja como fue el
Soxhlet, donde se obtuvo un rendimiento del 41%, cuyo principio de extraccidn esta
basado en la solubilidad de las grasas, las cuales se disuelven en disolventes no
polares, como el hexano, éter de petréleo entre otros, haciendo entonces una
extraccion solido-liquido para posteriormente recuperarse con ayuda de un evaporador
rotatorio con el cual se destil6 la muestra bajo el principio de diferentes puntos de
ebullicion. Una vez recuperado el aceite, se elimind el exceso de solvente en la
muestra con ayuda de un bafo Maria; cuando la muestra quedé libre de solvente, se
cuantifico el contenido de aceite en base seca peso/peso. El proceso de extraccion se

muestra en la Figura 20.
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Extraccion Soxhlet Evaporador Rotatorio Aceite obtenido

Figura 20. Proceso de extraccion de aceite en semillas. Fuente: Elaboracion propia.

El analisis de acidos grasos se llevé a cabo en un Cromatégrafo de Gases acoplado a
Masas de la serie Agilent 7890A (Wilmington, DE, EE.UU.) y un detector Agilent simple
cuadrupolo MS (modelo 5975C), con set de energia de electrones a 70 eV y el intervalo
de masas 50-700 m / z. Una columna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm de diametro
interno x 0.25 Im) y un inyector splits/splitless (2 mm de diametro). El inyector tenia una
temperatura 250 °C. Se utilizé el cromatégrafo en modo splitless con un tiempo de 2.5
minutos sin splitless. La temperatura inicial del horno fue 100 °C durante 1 min y se
elevo a 220 °C a 6 °C/min, se mantuvo durante 1.23 min, posteriormente se elevo a
290 °C a 10 °C/min, y luego se elevé a 310 °C a 40 °C/min, se mantuvo durante 7.5
min. La velocidad de flujo de gas acarreador (Helio) se mantuvo a 1 mL/min. El control
de GC-MS vy el procesamiento de datos se realizaron con ayuda del software Chem-
Station (Agilent Technologies). Se utiliz6 como agente de derivatizacion, BSTFA (N, O-
bis  [trimetilsilil] trifluoroacetamida), se agité durante 2 minutos a temperatura

ambiente. El volumen de inyeccién fue de 200 pL
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Figura 21. Cromatograma de estandar de acido Ricinoléico. Fuente: Elaboracién

propia obtenida a través del Software Chem Station, 2021.
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Figura 22. Cromatograma de muestra de acido Ricinoléico. Fuente: Elaboracion propia

a través del software Chem Station, 2021.

El efecto que produce la aplicacion exdgena del acido salicilico en plantas en los
metabolitos primarios y secundarios puede ser indirecto al alterar la sintesis de acidos
grasos como lo hace con la sefalizacion de fitohormonas como el acido jasmoénico y las

auxinas (Sanchez et al., 2010).

Otras investigaciones se han aplicado a distintas especies vegetales con el objetivo de
estudiar las vias de sintesis de algunos metabolitos, Gutiérrez-Carbajal et al. (2010)

sugiere que la aplicacion exdgena de acido salicilico en concentraciones de .0001 a 10
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uM incrementa el contenido de capsaicinoides en Capsicum chinense Jacq. y a su vez,
esta involucrada en la ruta de biosintesis de los fenilpropanoides ademas de estar
acompanada de una gran actividad fotosintética y una variabilidad en el contenido de

clorofila.

En la Tabla 10se presentan los resultados obtenidos del contenido de aceite, asi como
el porcentaje de los diferentes acidos grasos. Observandose que el acido graso de
mayor abundancia es el acido ricinoléico, como lo describen Karleskind & Wolff (1996),
Geethanjali et al. (2016), Roman — Figueroa et al.(2020), Zavala-Gémez et al.(2021)De
la misma manera se observa que la variedad Guanajuatoil utilizada en este estudio
tiene un porcentaje menor de acido ricinoléico, comparado con el reportado en la
bibliografia del 80% y 90%. Esto se puede deber al estrés generado al ser cultivado en
invernadero, debido a que ésta es una especie la cual se desarrollé6 para su cultivo a
cielo abierto. Ademas del estrés el cual se generd por el uso de acido salicilico, estos
dos tipos de estrés pudieron generar que la cantidad de acido ricinoléico fuera menor, a

la reportada por otros autores.

Tabla 10. Contenido de aceite y composicion de acidos grasos de plantas de Ricinus
communis L. tratadas con diferentes concentraciones de acido salicilico.

900 50.23 + 7172 + 13.89 + 6.61 % 2.28 + 3.26 222 +
1.55a 258 a 2.25a 0.81a 0.35a 0.46 a 0.68 a
600 43.75 + 71.96 + 12.49 + 7.65 + 241+ 291+ 2.57 +
2.36b 2.62 a 0.74 a 3.07 a 0.65 a 0.36 a 1.27 a
300 38.11 + 74.39 + 12.09 + 6.20 + 245+ 3.00 + 1.87
0.78 ¢ 1.25a 0.57 a 0.68 a 0.39 a 0.22 a 0.22 a
100 34.89 + 74.40 + 12.02 + 6.27 2.39+ 3.02 + 1.91 %
5.98 ¢ 1.24 a 0.51a 0.49 a 0.56 a 0.51a 0.21a
0 36.23 + 74.74 + 116 + 581+ 311+ 2.82 + 1.90 +
417 c 432 a 2.08 a 243 a 0.28 a 1.34 a 0.86 a
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El contenido de aceite y la composicion de los acidos grasos es el promedio de 3
repeticiones. Letras diferentes indican diferencia estadistica entre columnas Prueba de

Tukey, p = 0.05.Fuente: Elaboracién propia.

Se puedo observar que existié diferencia en el contenido de aceite bajo el efecto del
acido salicilico aplicado exégenamente como elicitor, observandose que existio mayor
rendimiento en la produccion de aceite conforme se incrementd la concentracién de
acido salicilico, a una concentracion de 900 uM se reporté el mayor rendimiento
incremental del 39%.Wei et al. (2022) reporté en su investigacién que la aplicacién
exogena de un elicitor como el acido ascoérbico incremetd la produccion de acidos
grasos saturados/ insaturados en un 17% al activar el Ciclo de Krebs dando por
resultado menor produccién de malonil CoA, lo cual condujo a la reduccién de la
sintesis de citrinina, esta reaccion bioquimica pudo ser similar a la encontrada en esta

investigacion con la disminucion del acido ricinoléico.

Por otra parte, no se observa diferencia significativa entre tratamientos en el contenido
de los diferentes acidos grasos caracteristicos del aceite de ricino (acido Ricinoléico,

Linolénico, Oleico, Linoleico, Estearico y Palmitico).

Sin embargo, el contenido de los &acidos grasos fue distinto a lo reportado por
Geethanjali et al. (2016) y Roman-Figueroa et al. (2020), los cuales reportan que los
valores del acido ricinoléico son aproximadamente del 90%, comparado con los

obtenidos en este estudio, los cuales fueron ligeramente superiores al 70%.

De acuerdo a lo reportado en las referencias, los resultados del acido ricinoléico mas
comunmente encontrados para la variedad Ricinus communis L. oscilan entre el 80 y
90%; sin embargo, estudios realizados por Jachmanian et al. (2009) en Costa Rica y en
Uruguay reportan valores del 72%,similaresal obtenido en este estudio (Rivera-Brenes

y Hernandez-Lopez, 2016).

6.12. Analisis de ricinina
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Se realizé una cromatografia en columna abierta y cromatoplaca para la identificacion
de ricinina. Los cristales obtenidos de las fracciones metandlicas del 20%, 25% y 30%
se les midio el punto de fusién con ayuda de un medidor de punto de fusion marca
Stuart modelo SMP11, obteniendo como resultado un punto de fusion de 204 °C el cual
se encuentra por encima de lo reportado en la hoja de especificacion del estandar por
Sigma Aldrich (2021) de 201 °C, esto se pudo deber a algunas impurezas presentes en

las muestras.

Los analisis de HPLC se realizaron en un equipo de la marca Waters modelo Alliance
(Milford, MA, USA) compuesto por una bomba cuaternaria modelo €2695 y un detector
de arreglo de diodos modelo 2998. El manejo del equipo, la adquisicion de los datos y

el procesamiento de estos se realiz6 utilizando el software Empower3.

La identificacion y cuantificacion de la ricinina se realizd utilizando como fase
estacionaria una columna C18 (5 ym, 150 x 4.5 mm); como fase mévil se utilizé6 agua
acidulada con &acido acético a una concentracion 0.0125N y acetonitriio (CH3CN),
utilizando el gradiente mostrado en la Tabla 11. El flujo de la fase mévil fue de 1.0
mL/min. La longitud de onda de deteccién fue a 310 nm, se utilizé un volumen de

inyeccion de 20 L y un tiempo de analisis de 25 minutos.

Tabla 11. Gradiente de elucion para el analisis de ricinina.

95% 5%

2 95% 5%
5 85% 15%
20 50% 50%

25 95% 5%

Fuente: Elaboracion propia.
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Para la realizacion de la curva de calibracion del estandar de ricinina se utilizaron las

concentraciones mostradas en la Tabla 12.

Tabla 12.Datos de concentracion y areas bajo la curva para la ricinina.

0
425421
608784
16 1177116
20 1930221

Fuente: Elaboracion propia.

La Figura 23 muestra el cromatograma de HPLC del estandar de ricinina y su espectro
de absorcion en UV-Vis. El tiempo de retencion de las diferentes concentraciones de
estandar de ricinina oscilé entre 8,797 min y 8,814 min. Las areas bajo la curva
oscilaron entre 425,421 para las muestras de 6 ug mL™’ y 1,930,221 para las muestras
de 20 uyg mL™" (Tabla 12).
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Figura 23. Cromatograma del estandar de ricinina y su espectro de Absorcion en UV-

Vis. Fuente: Elaboracién propia.
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Se alcanzé una alta linealidad de R? = 0,9618, lo que permiti® su uso para la
cuantificacion de extractos de ricinina (Figura 24). Los limites de deteccion y
cuantificacién para la curva de calibracion fueron 3,2 yg mL™ 'y 5,3 pug mL™ ",

respectivamente.

Curva de calibracion de ricinina

2.5

2
y = 91585x - 87537 ®
R?=0.961

15 e

Milliones

0.5

-0.5

Figura 24. Curva de calibracion de ricinina. Fuente: elaboracion propia.

Los limites de deteccion y cuantificacion para construir la curva de calibracion fueron
3.2 y 5.3 yg/mL respectivamente. Todas las muestras presentaron concentraciones de
ricinina entre 0.92 mg g~ ' (0 pM) y 1.58 amg g™ (600 uM) de extracto como se observa
en la Tabla 13, que se exhibe como una curva de hormesis para este alcaloide usando
acido salicilico. La concentracion maxima de esta curva se encontré a 300 uM de acido
salicilico y luego disminuyd a medida que aumentaba la concentracion de acido

salicilico, como se ve en la Figura 25
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La concentracién de ricinina en el grupo control fue similar a la reportada por Nebo et
al. 2019 (1,3921 a 1,442 mg g'1) en hojas del extracto metandlico de R. communis L.
Por otro lado, Flores-Macias et al. 2016 encontraron concentraciones en los extractos
metandlicos de partes aéreas de R. communis (894, 101, 103 y 104.2 ug mL-1). En este
trabajo, las concentraciones de los extractos metandlicos fueron similares a las
reportadas por Nebo et al 2019, las concentraciones variaron de 0.92 a 1.58 mg g'1. Si
bien los valores para las concentraciones de este trabajo fueron inferiores a los

informados por Flores-Macias et al. 2016 que estuvieron entre 9.17 a 18.25 g mL™".

Tabla 13. Concentracion de ricinina y area bajo la curva de los extractos metandlicos
de plantas de Ricinus communis L. tratadas con acido salicilico.

Tratam Peso dela Volumen Area bajo Tlemp(’)’de Concentracion( Concentracion

iento muestra Final (mL) la curva retencion ugmL?)  (mg g extracto)
(mg) (minutes)

900 uM 115 1 1,449959  8.790 16.78 1.46 £0.08

600 pM  10.2 1 1,301,895  8.739 15.17 1.48 £0.05

300 pM 115 1 1,584,532  8.823 18.25 1.58 £0.07

100uM  10.2 1 1,091,388  8.868 12.87 1.26 £ 0.06
OouM 100 1 752,871 8.926 9.17 0.92 £0.05

Fuente: Elaboracion propia.



PRODUCCION DE ACIDOS GRASOS EN HIGUERILLA..... 48

Los datos de concentracion son el promedio de 3 medidas + desviacion estandar con
una Prueba de Tukey, p =0.05.

Concentracion de ricinina en bagazo de R. communis

Concentracion de ricinina (mg g1 extract)
© ° o o = =
N ~ (o)) [o0] = N ~

o

0 100 300 600 900

Concentracidon de acido salicilico (uM)

Figura 25. Comparacion de ricinina en muestras de Ricinus communis L. tratadas con
diferentes concentraciones de acido salicilico. Fuente: Elaboracion propia.

En las figuras 26, 27, 28, 29 y 30 se muestran los cromatogramas obtenidos de las
muestras a las diferentes concentraciones a 0, 100, 300, 600 y 900 yM de acido

salicilico respectivamente.
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Figura 26. Cromatograma HPLC de la muestra obtenida con 0 uM &acido salicilico
Fuente: Elaboracion propia obtenida a través del Software Empower, 2021.
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Figura 27. Cromatograma HPLC de la muestra obtenida con 100 uM acido salicilico.

Fuente: Elaboracion propia obtenidas a través del Software Empower, 2021.
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Figura 28. Cromatograma HPLC de la muestra obtenida con 300 uM acido salicilico.

Fuente: Elaboracién propia obtenidas a través del Software Empower, 2021.
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Figura 29. Cromatograma HPLC de la muestra obtenida con 600 uM acido salicilico.
Fuente: Elaboracion propia obtenidas a través del Software Empower, 2021.
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Figura 30 Cromatograma HPLC de la muestra obtenida con 900 uM acido salicilico.
Fuente: Elaboracion propia obtenidas a través del Software Empower, 2021.

RESUMEN DE RESULTADOS

No hubo diferencia significativa entre tratamientos en el crecimiento de las
plantas.

La aplicacion foliar a punta de goteo y aplicacién directa de acido salicilico a
diferentes concentraciones, tuvo un efecto deseado en plantas de Ricinus
communis aumentando el contenido de aceite en las plantas.

El acido salicilico aplicado exdgenamente a una concentracion de 900 uM fue
con el cual se obtuvo mayor rendimiento de aceite del 50.23%.

La variedad Guanajuatoil al ser una variedad mejorada para ser utilizada a
campo abierto, al ser cultivada en invernadero pudo haberse estresado por lo
cual la concentracion de acido ricinoléico fue menor al reportado por la mayoria
de otros autores.

Por otra parte, en la concentracion de ricinina se observo un efecto de hérmesis
obteniéndose la concentracién mayor de 18.25 pg/mL de ricinina a 300 pM de

acido salicilico.
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CONCLUSIONES

Se acepta la hipotesis de esta investigacidon, confirmando que la elicitacion con acido
salicilico aumenta la produccion de acidos grasos en la semilla de higuerilla y el
alcaloide ricinina, bajo condiciones de invernadero, en comparacion con sistemas de

produccion sin elicitacion.
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Abstract: Castor bean (Ricinus communis) seeds contain ricinine, an alkaloid with insecticidal andinsectistatic
activities. Elicitation with salicylic acid (SA) has proven to stress R. communis and mightmodify the ricinine
concentration.The aim of this study was to evaluate the concentration of ricininein the bagasse of seeds from
with
conditions.Plantsweregrownanddividedintofivegroups,whichweresprayedwithSAanddrenchwith50 mL 60 days
after sowing with concentrations of SA (0, 100, 300, 600 and 900 uM). Clusters weremixed and separated
according to the treatment, and dried.The seeds were ground, the oil wasextracted by Soxhlet with hexane,
then the with
wasdeterminedbyHPLC.Elicitationdidnotchangetheplantheightordiameter;thecontrolgrouphad

9.17 ug mL™"of ricinine; and the concentrations followed a hormesis curve with the peak at 300 pMof SA that

had a ricinine concentration of 18.25 g mL™".  Elicitation with SA might be a cost-
effectivetechniquetoincreasericininefromR. communisbagasse.

R. communis elicited exogenous SA under greenhouse

and bagasse was extracted methanol. Ricinine

Keywords:Ricinuscommunis;elicitation;ricinine

1. Introduction

Castor bean plant Ricinus communis is a nonedible seed crop.This species is native of
tropical Africa, and due to its commercial importance, is currently cultivatedworldwide in
countries with tropical weather such as Mexico [1].This plant containsmetabolites that include
proteins, carbohydrates, minerals, albumins, ricinoleic acid, ricin,ricinine, N-demethylricinine,
kaempferol-3-0-3-D-xyylopyranoside, = kaempferol-3-0-B-D-glucopyranoside,quercetin-3-0-3-D-
xylopyranoside,quercetin-3-0-3-D-glucopyranoside, kaempferol-3-0- B -rutinoside, and quercetin-3-
0-B-rutinoside, which makes the plant func-tional in more than 700 industrial applications such as
the nradiiction of cosmetics naints hinfilelsandnesticidesl?—51
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alkaloids,anddependingontheconcentration,itcouldcauseemesis,nausea,andevendeath if
ingested [6]. This alkaloid contains a cyano group in its structure, which gives itstoxicity;
a property that suggests its use as an insecticidal, against Atta sexdenxrubropilosaand
against Spodoptera frugiperda[7,8]. It exhibits antimicrobial activity against the
bacterialspecies Staphylococcusaureus, Escherichiacoli,Klebsiellapneumoniae,
Pseudomonasaeruginosa,and the fungal species Candida albicans [9].Ricinine is
present in all parts of the plant, andits production can be enhanced by nitrogen, and
environmental factors such as salinity anddrought[10].

An additional method to enhance the production of secondary metabolites such
asalkaloids is by elicitation [11], which is the induction of the immune system of a plant
by
anexternalagent[12].Forexample,Akhgarietal.[13]increasedtheconcentrationofterpenoidin
dolealkaloidwithmethyljasmonate.TahaandTwaij[ 14]demonstratedanincreaseinpheno
lic compounds eliciing R. communis with AgNOj;.Another common compound
usedinelicitationissalicylicacid(SA),whichisaphenoliccompoundandanaturalconstituentof
many plant species [15]; it is involved in responses to different types of stress (biotic
andabiotic) and defense against pathogen attacks [16].SA affects the oxide/reduction
balanceof plant cells, and induces adaptive, physiological, and morphological
responses [17].
Itisconsideredasabioregulatorofgrowthandhasbeenshowntoincreasetheproductionof
foliar biomass in plants, roots, and fruits [18].SA has been shown to enhance
theproductionofalkaloidsindifferentplantmodels[19].

ThereisnoevidenceoftheeffectofSAonthesecondarymetabolitesofR.communis.Ho
wever, it has been shown to increase the concentration of phenolic,
flavonoid,and flavonol compounds in Helianthus annuus [20]; improve the yields
of alkaloids
andflavonoidsin/satistinctoria[2 1];andimprovetheproductionofbenzylisoquinolineal
ka-loidsinPapaverarmeniacum[22].

GiventheindustrialimportanceofR.communisandthehighavailabilityaroundthe
world, the aim of this study was to evaluate salicylic acid in the yield of ricinine
alkaloidcontained in R.communisseeds under greenhouse conditions.

2. Results

2.1. PlantMeasurementandQilContentofR.communis

Theheightoftheplantsrangedfrom51.05cmto58.31cmatday7,and195.68cmto216.27cm
atday40;thestemdiameterrangedfrom4.09cmto4.89cmatday7,and8.65cmto 9.19 cm
at day 40. No statistical differences were found in the heights and
diametersbetween the treatments (Table 1). This showed homogeneity in the growth
of all plants ofthisstudy,beforeapplyingtheelicitor(SA)atday40.

Table 1. Height of stem diameters of R. communis plants before treatment with salicylic acid at
days 7and40aftersowing.

Heightat7 Height Stem Stem
Treatment Dags(cm) at40l§ays(c Diameterat7D Diameterat40
m) ays(cm) Days(cm)
900uM 58.21416.06a 195.68+26.92a 4.360.81a 8.8410.76a
600uM 51.05¢11.15a 216.27416.77a 4.0910.65a 8.8310.33a
300uM 570019.44a 210.64427.09a 4.42+0.95a 9.1140.82a
100pM 54.7048.38a 209.39423.22a 4.6310.71a 9.1940.88a
opM 58.314+13.80a 207.38426.58a 4.8910.51a 8.6510.71a

Theresultsaretheaverageof6Oplants  +
standarddeviation.DifferentlettersindicatethestatisticaldifferenceTuke
ytest,p=0.05.

The oil content ranged from 34.89% to 50.23% between the treatments. Increments
of14%and7.5%withrespecttothecontrol(OuM)withthetreatmentsof900uMand600uMwereo
bserved.Theweightof100seedsincreased25.7%inthe900uMtreatmentand13.6%in the 600
MM  treatment as compared with the control. The treatment of 100 uM
decreasedby8.5%;however,thischangewasnotstatisticallysignificant. Therewerenostatistic
al



Plants2021,10,1902 30f10

differencesbetweenthetreatmentsinthelength(from14.30mmto14.39mm),width(from
9.03mmto09.10mm)andthickness(from6.60mmto6.66)oftheseeds(Table2).

Table2.0Oilcontent,weightof100seedsandmorphologicalcharacteristicsofcastorseedsofplantstreatedwithsalicylicacid.

Trat OilContent(%) Weightof100Seeds(g) SeedLength(mm) SeedWidth(mm) SeedThickness(mm)
900uM 50.23+1.55a 24.70%2.89a 14.37+0.13a 9.10£0.09a 6.66+0.06a
600pM 43.7512.36b 22.33%3.12ab 14.2310.12a 9.03+0.14a 6.64+0.07a

300uM 38.1140.78¢ 21.5041.15bc 14.3710.12a 9.0810.10a 6.64+0.06a

100uM 34.8945.98¢ 17.97+1.58d 14.30+0.10a 9.100.06a 6.60+0.06a
OuM 36.23+4.17¢ 19.65+2.10cd 14.3910.30a 9.07+0.08a 6.65+0.11a

Trat=Treatment.Thedataofoilcontentaretheaverageof3measurements.Seedlength,width,andthicknessaretheaverageofthemeasure
of 100seeds.Differentlettersindicatethestatisticaldifference Tukeytest, p= 0.05.

2.2. RicinineStandardCalibrationCurve
Figure1showstheHPLCchromatogramofthericininestandardanditsabsorptionspec

trum in UV-Vis. The retention time of the different concentrations of ricinine

standardranged between 8.797 min and 8.814 min The areas under the curve ranged
between 425,421for the 6 ug mL~1 and 1,930,221 for the 20 ug mL~" samples (Table
3). A high
IinearityofR2=0.9618wasreached,whichallowedittobeusedforthequantificationofricinin
eextracts(Figure2).Thedetectionandquantificationlimitsforthecalibrationcurvewere
3.2ugmL~'and5.3ugmL ™" respectively.
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Figure1.ChromatogramofricininestandardanditsabsorptionspectruminUV-Vis.

Table3.Ricinineconcentrationandareaunderthecurveofricininestandard.

[ugmL-1] RetentionTime(minutes) AreaundertheCurve
20 8.814 1,930,221
16 8.804 1,177,116
8 8.797 608,784
6 8.802 425,421

0 0 0
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2.3. RicinineQuantificationofMethanolicExtract

25

All samples presented ricinine concentrations between 0.92 mg g~! (0 uM) and 1.58
atmgg~"(600uM)ofextract(Table4),whichisexhibitedasahormesiscurveforthisalkaloidusing
salicylic acid. The peak of this curve was at 300 uM of SA and then decreased as
theconcentration of SA increased, as seen in Figure 3. The chromatogram of 300 uM of

SA isobservedinFigure4.

RicinineconcentrationinR.communisbagasse

1.8
1.6 ®

0.8
0.6
0.4
0.2

0 100 300 600 900
Salicylicacidconcentration(uM

)

Figure3.ComparisonofricinineinR.communissamplestreatedwithdifferentconcentrationsofSA.
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Table4.Ricinineconcentrationand areaunderthecurve ofthemethanolic extractsofR.communisplants
treatedwithsalicylicacid.

Trat WeightSample  Final Areaunderthe RetentionTi ~ Concentration(p Concentration(
(mg) Volume( Curve me(minutes) gmL-1) mgg~1Extract)
mL)
900uM 115 1 1,449,959 8.790 16.78 148+ G0
300uM 11.5 1 1,584,532 8.823 18.25 1.58+0.07
100pM 10.2 1 1,091,388 8.868 12.87 1.26+0.06
OuM 10.0 1 752,871 8.926 9.17 0.92+0.05

Thedataofconcentrationistheaverageof3measureststandarddeviation.
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Figure4. HPLCchromatogramofthesampleelicitedwith300uM.salicylicacid.
3. Discussion

3.1. ImportanceandNoveltyoftheResearch

In this study, we demonstrated the effectiveness of SA as an elicitor to increase
ricinineyieldinR.communisforthefirsttime. Thehighestyieldwasataconcentrationof300uMof
SA.

3.2. DifferenceinHeightandDiameter

In contrast to our results, other studies testing the effectiveness of SA as an
elicitorfound various results: Hasanuzzaman et al. [23] observed an increase of 15%
over thecontrol in the height of Brassica campestris plants grown in lead-amended
soils (1.0 mM)and elicited with salicylic acid (0.25 mM) 30 days after sowing. However,
after 45 days
andatharvest,thereweredecreasesof35%and26%intheheightsoftheplants,withrespectto
the control.Zamaninejad et al. [24] in Zea mays elicited with SA (1 mM)
performedbefore flowering demonstrated an increase of 15% in the height and 5%
stem diameter,with respect to the control. In addition, Tucuch-Haas et al. [25] in Zea
mays treated with
SA(1pM)measured140daysaftersowinghadanincreaseof14%intheheightand41%ofthe
stemdiameter,withrespecttothecontrol.
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Ascanbeseeninthesestudies,salicylicacidincreasedtheheightandstemdiameterofthepl
antselicitedwithSA.However,inthiswork,nodifferencewasfoundinheightandstemdiameterb
ecauseitwasnotintendedtoincreasethesevariables.lnaddition,the measurements of the
plants were taken before elicitation. @ This study aimed to test
theincreaseinthesecondarymetabolite,ricinine.

3.3. EffectivenessofSAasanElicitororSecondaryMetabolites

Similar to our findings, a broad number of studies have found elicitation to be
effectiveto increase the yield of secondary metabolites. For instance, Estaji and Niknam
[26] foundthat Silybum marianum elicited with SA (1 Mm) had an increased seed oil
content of 7%,
ascomparedtothecontrol.Safeeretal.[27]reportedanincreaseof14%intheseedoilcontentof
Helianthus annuus elicited with SA (100 mM), with respect to the control. However,
therearealsostudiesshowingconflictingevidence:UllahandBano[28]showeda6%decreasei
n the seed oil content in Carthamus tinctorius elicited with SA (1 uM) with respect to
thecontrol.In this research, it was shown that the seed oil content increased by 14%
withrespecttothecontrolafterelicitingR.communis withSA(900uM).

Forthemeasurementsofthemorphologyoftheseeds(length,width,andthick-
ness) there was no significant difference between treatments. However, for the
weightof100seeds,concentrations600uMand900uMhad25%and14%higherweightswi
threspecttothecontrol,respectively;thiswasalsoreflectedintheoilcontent.

Flores-Maciasetal.[29]obtainedalinearityofthecalibrationcurveofricininestan-dard
of R2= 0.992 by HPLC, which exhibited a high correlation with different
ricininestandard concentrations (2.0, 0.2, 0.02, 0.002, and 0 mg mL‘1). In another
investigation,Wang et al. [30] reported R? values of 0.9992 and 0.9988 with HPLC
and LC-MS, of
thestandardsolutionofricininewithdifferentstandardconcentrations(27.7,13.8,6.92,3.46,1.7
3, 0.87, 0.43, 0.22, 0.11, 0.05, and0 pg mL~") and (500, 250,125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8,
3.9,1.8andOngmL ") respectively.Isenbergetal.[31]determinedthecorrelationofricininestan
dard by HPLC, which showed a high linearity of R2= 0.996 with different
ricininestandard concentrations (200, 20.0, 0.800, and 0 ng mL‘1). In this research, a
linearityof RZ = 0.9618 was obtained with different ricinine standard concentrations
(0, 6, 8, 16,20ug L™"); weproceeded to quantifythe ricinine inthe extracts.

Thericinineconcentrationsinthecontrolgroupweresimilartothosereportedby
Neboetal.[32](1.3921to1.442mgg")inleavesofthemethanolicextractofR.commu-nis.
On the other hand, Flores-Macias et al. [29] found concentrations in the
methanolicextracts of areal parts of R. commuis(894, 101, 103 and 104.2 ug mL™"). In
this work, theconcentrations of the methanolic extracts were similar to those reported by
Nebo et al. [32],where the concentrations ranged from 0.92 to 1.58 mg g~'. However,
the values for theconcentrationsinthisstudywerelowerthanthosereportedbyFlores-
Maciasetal.[29],whichwerebetween9.17and18.25ugmL ™.

3.4. Implications

Giving the high availability of wild R. communis in Mexico and other tropical
countriesand its insecticidal activity against species such as S. frugiperdaand A. aegypti,
it has beenconsideredandusedininsecticides[8,33,34].

These results might have implications in the commercial production of ricinine, and
inthe production of secondary metabolites from R. communis. [35]. Ricinine is an
integratedpestmanagementcontrolalternativeofbiologicaloriginthatprovidesnovelmodesof
action and reduces the risk of cross-resistance [36]. The use of botanical insecticides is
anaccessible and low-cost control alternative for farmers [37]. Furthermore, obtaining
activeextractsdoesnotrequirecomplexmethodologies[38];forinstance,theextractspreparedi
nthisstudywereofthemethanolictypeandtheirpreparationwascarriedoutsimplyand  quickly
with the help of an ultrasonic bath.This technique has also been used anddescribed in
similar studies [39,40]. Another benefit of using biological insecticides such
asricinineisthatithasspecifictargets;thus,itdoesnotaffectendemicfaunal41].
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The ricinine extracts of this study were obtained from the bagasse resulting
fromthe extraction of the oil, which otherwise would have been considered as toxic
waste. Inaddition, hydrolysis of the bagasse has shown to decrease its toxicity,
providing additionalbenefits[42].

4. MaterialsandMethods

4.1. FieldConditions

Thestudywascarriedoutina432m2greenhouseattheEngineeringFacultyoftheAuto
nomous University of Querétaro Amazcala Campus in El Marques, Querétaro,
Mexico(DMS latitude: 20°42'18.576* N, longitude: 100°15°57.24“ W), during the seasons
of autumnandwinter,
2019.Weatherconditionsduringthestudywereanaveragetemperatureof
27.8°C,photoperiodof14hlight/10hdark,andrelativehumidityof43%.

The greenhouse was divided randomly into 4 blocks, with 3 repetitions, 5 plants
perexperimentalunitand4treatmentsofSAasanelicitorandacontroldistilledwater.

4.2. PlantMaterials

The seeds of the Guanajuatoil variety of R. communis were provided by Dr.
MiguelHernandez Martinez from the National Institute of Forestry Agricultural and
LivestockResearchCenter(INIFAP)ExperimentalfieldCelaya.

The greenhouse was cleaned and all weeds were removed. Sowing and
fertilizationwere carried out according to the methodology proposed by Hernandez
Martinez andMontes Hernandez [43]: 600 seeds (2 per hole) were sown, at a depth
of 30 cm, with
adistanceof0.7mbetweeneachother,across10cultivationlineswithaseparationofitmbet
ween lines. Sowing was carried out on 24 July 2019. Fertilization was performed
byfertigationwithdosesof60-40-00NPK,withapplicationsof30-40-
0Oonthesowingdayand a second application of 30-00-00 35 days after germination.
Irrigation was carried outby means of a half drip every third day for a period of 30 min.
Each group of plants waselicited with different concentrations of salicylic acid (100,
300, 600 and 900 yM) 60 daysafter sowing (21 September 2019) by foliar application,
and by drench using a
fumigationtank.Thecontrolplantsreceivedthesametreatmentwithdistilledwater.

The clusters were harvested and sun-dried for 2 weeks, and then placed in a
solardryerforonemoreweek.Finally,theseedswereextractedfromtheclusters.

4.3. PlantandSeedMeasurements

The stem diameters and heights of the plants were measured at 7 and 40 days
aftersowing with a measuring tape (Truper H-1766, Jilotepec, State of México,
Mexico).
Thestemdiameterwasmeasuredatgroundlevelandtheheightwasmeasuredfromgroundl
evel to the highest point of the plant. After harvesting with a vernier (Steren,
Azcapotzalco,Mexico City, Mexico), a random sample of 100 seeds was collected
[44], and the weight,seedlength,seedwidthandseedthicknessweremeasured.

4.4. OilExtraction

Theoilwasextractedbytakingacompositesampleof30gseedspertreatmentandbloc
k,fromwhichtheyweretakenandweighedonananalyticalbalance(OhausPA323C,Melros
e, MA, USA) Afterwards, they were ground and inserted into a Soxhlet
extractorconnected to a 500 mL flask containing 250 mL of n-hexane.The extraction was
conductedat 55°C, the boiling temperature of technical-grade n-hexane (Sigma-Aldrich,
Toluca, Stateof México, México). During the extraction, an ice bath was used to control
the temperature.After the extraction, the samples were centrifuged and separated into
layers to remove
thesolventwitharotaryevaporator:IKARV10basic(StaufenimBreisgau,BW,Germany).

4.5. SamplePreparation

The methanolic extract of R. communis was obtained from the bagasse of the
seedsaftertheoilextraction:10gofbagassewasplacedintoa250mLErlenmeyerflaskwith
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100mLofreagent-grademethanol(Sigma-

Aldrich,Toluca,StateofMexico,Mexico). Themixturewasplacedintoultrasonicbath[EIma
sonicS40(H)(Singen,BW,Germany)]foronehourat50°C.Then,theextractwasfilteredbyg
ravityintoafunnelwithaWhatmanNo 3 filter (Schenectady, NY, USA). Finally, the
solvent was eliminated by using a IKA RV10basic (Staufenim Breisgau,BW,
Germany) rotaryevaporator.

4.6. RicinineQuantificationinR.communisBagasse

HPLC analyses were performed using Waters equipment (Milford, MA, USA),
Al-liance model, composed of a quaternary pump model €2695 multi-solvent delivery
systemanda2998DiodeArrayDetector(DAD),usingaC gcolumnAgilentZorbax(5um,
150, 4.5mm)(SantaClara,CA,USA).Themobilephasewascomposedofaqueousacetic
acid 0.0125N and acetonitrile (CH3CN) in a linear gradient (as shown in Table 5) at a
flowrate of 1.0 mL min~!. The run time was of 25 min, the volume of the injection was 20
pL
andthericininewasdetectedat310nm.Dataacquisitionandprocessingofchromatographi
cinformationwereperformedbyEmpower3Software(Milford, MA,USA).

Table5.Elutiongradientforricinineanalysis.

Time(minutes) AceticAcidSolution0.0125N Acetonitrile
0 95% 5%
2 95% 5%
5 85% 15%
20 50% 50%
25 95% 5%

For the quantification of ricinine, the calibration curve was obtained using the follow-
ing concentrations (ug mL™"):0, 6, 8, 16, and 20.The areas under the curves (y)
obtainedfor each standard were plotted versus the concentrations used (x), and a linear
correlationwas established as y = mx + b. The amounts of ricinine were calculated by
interpolation inthe calibration curve. The detection limit and quantification limit were
determined by theleast-squaresmethod.

4.7. StatisticalAnalysis
Descriptive analyses of the main characteristics of the plants treated with
differentconcentrationsofSAwereperformed.Analysisofcovariance(ANCOVA)withapostho
¢ Tukey test were performed to assess differences between the
treatments.Statisticalsignificancewassetat(p<0.05).
5. Conclusions

In this research, it was found that the combination of the elicitation techniques of
foliarapplicationanddrenchwithSAwasfoundtoimproveeffectivelyricinineconcentration
sin R. communis plant seeds. Additionally, the hormesis point of salicylic acid was
foundat 300 uM to increase the concentration of this alkaloid, and start decreasing
at 600
pMandhavingthepointofleastconcentrationat900uM.Giventheindustrialimportanceofri
cinine,SAmightbeacost-effectivesolutiontoincreaseitsyieldinR.communisseeds.
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