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RESUMEN

Este estudio evalu¢ el incremento de vinblastina y vincristina en plantas micorrizadas de
Catharanthus roseus (L.) G. Don., establecidas en invernadero, sometidas a estrés
abidtico causado por aplicaciones de bicarbonato de potasio (2.5 y 7.5 mM) y cloruro de
sodio (40 mM). El presente trabajo fue dividido en tres fases experimentales. La
primera fase describe la propagacion de consorcios e identificacion de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) obtenidos de la rizésfera de plantas medicinales
recolectadas del Parque Nacional Iztapopo, Zoquiapan y Anexas. En la segunda fase se
realiz6 una seleccion de consorcios de HMA con base en la promocion del crecimiento
en C. roseus. Finalmente, en la tercera fase se realizd una aplicacion de bicarbonato de
potasio (KHCOs3) y cloruro de sodio (NaCl) en plantas micorrizadas de C. roseus, para
evaluar su efecto en el contenido de los alcaloides vinblastina y vincristina. Como
conclusiones generales, se tiene que en los consorcios obtenidos de plantas medicinales,
los géneros de HMA predominantes fueron Acaulospora y Glomus. El consorcio de
Rumex mexicanus Meins fue el consorcio mas efectivo en la promocion del crecimiento
en plantas de C. roseus y en el incremento del contenido de ambos alcaloides en
ausencia del KHCO; y el NaCl. La aplicacion de KHCO; (7.5 mM) incremento6 la
concentracion de vinblastina y vincristina, mientras que el NaCl no produjo incrementos
significativos en el contenido de estos metabolitos secundarios. Por otra parte, la
aplicacion de KHCO; y/o NaCl disminuy6 significativamente la colonizacion
micorrizica. Las plantas no micorrizadas a las que se les aplico KHCO; (7.5 mM)
tuvieron mayor presencia de metabolitos de interés bioldgico y un mayor poder
reductor.
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ARBUSCULAR MYCORRHIZA AND ABIOTIC STRESS ON THE CONTENT
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SUMMARY

This study evaluated the content of vinblastine and viscristine of mycorrhizal
Catharanthus roseus (L.) G. Don., under greenhouse conditions, subjected to abiotic
stress induced by potassium bicarbonate (2.5 and 7.5 mM) and sodium chloride (40
mM). The study was divided in three experimental phases. The first phase describes the
propagation and identification of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) of consortia
obtained from medicinal plants collected from Parque Nacional Iztapopo, Zoquiapan y
Anexas. In the second phase, a mycorrhizal consortia selection was performed based on
their ability for promoting the growth of C. roseus. Finally, the third phase evaluated the
effects of potassium bicarbonate (KHCOs3) and sodium chloride (NaCl) on mycorrhizal
C. roseus on the total content of the alkaloids vinblastine and vincristine. As general
conclusions, it was observed that Acualospora and Glomus were the predominant AMF-
genera at consortia from medicinal plants. The consortium from Rumex mexicanus
Meins was the most effective on enhancing both growth and total content of both
alkaloids in C. roseus, regardless KHCOj; or NaCl application. In addition, KHCO; (7.5
mM) resulted on significant increases of vinblastine and vincristine, whereas NaCl had
no significant effects on both alkaloids. Either KHCO; or NaCl significantly reduced
mycorrhizal colonization. Non-AMF plants with 7.5 mM of KHCO3 had high content of
secondary metabolites and Fe-reducing potential.

Key words: medicinal plants, vinca, secondary metabolites, alkalinity, salinity
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CAPITULO I
INTRODUCCION

Latinoamérica constituye la region mas rica en diversidad vegetal a nivel mundial,
Brasil, Colombia, Perti, Venezuela y México se destacan por presentar el mayor numero de
especies. Aproximadamente, el 50 % de esa diversidad se emplea para satisfacer alguna
necesidad humana, y desde luego, las plantas medicinales (PM) ocupan el principal
porcentaje (Estrada, 2002a).

Las PM son parte de nuestra historia, el ser humano desde su origen tuvo que
aprender a cazar, vestirse y curarse (desde una perspectiva “espiritual o cientifica”) para
obtener su bienestar. Es evidente que esta tendencia, inherente al ser humano, esta presente
en todo momento y en donde ha existido alguna sociedad, por primitiva que ésta parezca.
Estas sociedades practicaban de manera empirica y a base de prueba y error, muchas de las
disciplinas cientificas actuales, entre ellas la medicina. Nuestros ancestros para sobrevivir
tenian que ser espectadores cuidadosos de la naturaleza, de la cual pudieran seleccionar
vegetales que tenian la propiedad de sanar o mitigar el dolor, pero también de sustancias
toxicas que le podian producir alucinaciones o incluso la muerte. Con el paso de los afios y
el cambio de las tribus ndmadas a sedentarias, esos conocimientos, entre otros, se
consolidaron y, el desarrollo de un lenguaje estructurado permitié su difusiéon con mucha
mayor eficacia. La jerarquizacion de labores en las sociedades primitivas permitid que
algunos integrantes del grupo comenzaran a especializarse en el manejo y utilizacion de
plantas con fines curativos, estableciendo una incipiente ciencia médica que qued6 en
manos del llamado ‘“chamén” o brujo. Los conocimientos generados fueron pasando
verbalmente generacion tras generacion, hasta consolidarse como una materia de estudio

con la finalidad de mantener el bienestar del ser humano y obtener materias primas
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naturales que le proporcionaron mejor calidad de vida. Es aqui donde inicia de manera
primitiva el progreso del estudio de las plantas medicinales hasta llegar a nuestros dias
como una ciencia consolidada (Cortez-Gallardo et al., 2004).

Actualmente, las plantas son fuente de una amplia variedad de compuestos
quimicos, conocidos como metabolitos secundarios, que son utilizados como farmacos,
colorantes, saborizantes y fragancias, entre otros. Cominmente, estos compuestos se
extraen de plantas silvestres o cultivadas, lo que tiene una serie de desventajas, por ejemplo
su acumulaciéon en las plantas es baja y lenta, ya que estd regulada espacial y
temporalmente. Es decir, ocurre en células, 6rganos y tejidos especificos, en fases
determinadas del ciclo de vida de la planta, bajo condiciones estacionales o de estrés, etc.
(Trejo y Rodriguez, 2007).

Por otro lado actualmente, los microorganismos benéficos del suelo juegan un papel
fundamental en el desarrollo de las plantas; entre ellos, se destacan los hongos formadores
de micorriza arbuscular, los cuales han sido reportados por contribuir en el crecimiento de
la planta hospedante y en la sintesis de algunos metabolitos secundarios (Guerra, 2008;
Toussaint et al., 2007).

Por lo anterior, el estudio cientifico de la acumulacion de metabolitos secundarios
en las plantas es fundamental, y en el cual la micorriza arbuscular juega un papel
determinante, siendo su presencia de suma importancia en la sintesis, acumulacién y

calidad de los metabolitos secundarios (Khaosaad et al., 2006; Kapoor et al., 2007).



CAPITULO I
JUSTIFICACION

La tendencia a utilizar plantas como medicina alternativa se ha incrementado
actualmente de manera significativa. Sin embargo, a pesar de que las plantas son fuente de
una enorme variedad de compuestos quimicos (metabolitos secundarios), tienen la
desventaja de acumularlos en baja proporcion, ya que su sintesis esta regulada espacial y
temporalmente por diversos factores. La produccion de los farmacos como la vinblastina y
la vincristina, derivados de Catharanthus roseus (L.) G. Don., son de alta demanda por su
actividad en el tratamiento contra la leucemia linfobldstica aguda y los mielomas. La
demanda de estos compuestos es dificil de abastecer, ya que para obtener 1 g de vinblastina
por ejemplo, se necesita media tonelada de hojas secas de la planta. Actualmente diversos
trabajos muestran que la aplicacion de algin factor de estrés en la planta medicinal puede
influir de manera directa en la sintesis del metabolito secundario. Por otro lado, existen
numerosos informes acerca del efecto positivo que ejerce la inoculacion de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) en el crecimiento de las plantas. Sin embargo, no hay
reportes que indiquen el efecto de HMA aplicados solos o en combinacion de algin estrés
abidtico, en la concentracion de vinblastina y vincristina en C. roseus. Por lo anterior, este
trabajo evalud el efecto del bicarbonato de potasio, cloruro de sodio y la interaccion de
HMA en el contenido de vinblastina y vincristina en C. roseus. Este estudio generd
informacion bésica relacionada con la utilizacion del bicarbonato de potasio y/o cloruro de
sodio como compuestos alternativos para estimular la sintesis de uno o ambos alcaloides.
Ademas, se aporta mayor evidencia de los HMA como elementos bioldgicos dirigidos al

estimulo de la produccion de vinblastina y vincristina.



CAPITULO 111

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

e Determinar el efecto de la inoculaciéon con hongos micorrizicos arbusculares y
estrés abidtico inducido por la aplicacion de cloruro de sodio y/o dosis de
bicarbonato de potasio en el crecimiento y contenido de alcaloides (vinblastina y

vincristina) en plantas de Catharanthus roseus (L.) G. Don.

Objetivos especificos

e Identificar a nivel de género los grupos taxonomicos de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) de consorcios obtenidos de la rizésfera de plantas medicinales
y propagados mediante cultivo trampa en invernadero.

e Realizar un estudio comparativo del comportamiento de ocho consorcios de HMA
en el crecimiento de Catharanthus roseus (L.) G. Don.

e Evaluar el efecto del estrés inducido con la aplicacion de dos dosis de bicarbonato
de potasio y la aplicacién de cloruro de sodio en el contenido de vinblastina y
vincristina de Catharanthus roseus (L.) G. Don., inoculadas con HMA previamente

seleccionados.



Hipotesis general

e La inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares en combinacion con la dosis
mas alta de bicarbonato de potasio favorecerd el crecimiento y contenido de

alcaloides (vinblasina y vincristina) en plantas de Catharanthus roseus (L.) G. Don.

Hipotesis especificas

e Los consorcios obtenidos de plantas medicinales, expresaran variabilidad en la
riqueza taxondmica de hongos micorrizicos arbusculares.

e De los consorcios micorrizicos a evaluar existird variacion en la compatibilidad y
efectividad en el crecimiento de Catharanthus roseus.

e La inoculaciéon de plantas de Catharanthus roseus con hongos micorrizicos
arbusculares y la aplicacion de bicarbonato de potasio y cloruro de sodio
estimularan el contenido de alcaloides (vincristina y vinblastina) en hojas de la

planta.



CAPITULO IV
REVISION DE LITERATURA
LAS PLANTAS MEDICINALES Y SU RELACION CON LA MICORRIZA
ARBUSCULAR

Las plantas medicinales

Dia a dia se presta mas atencion al estudio de las plantas medicinales, de forma tal
que varias disciplinas como la etnobotanica y la fitoterapia, por ejemplo, estan tomando
gran importancia, tanto en la medicina aplicada como en la investigacién experimental.
Aproximadamente el 80 % de la poblacion mundial, utiliza plantas como principal remedio
medicinal en muchos de sus malestares. Llama la atencion la creciente demanda de estas
plantas sobre todo en los paises desarrollados donde resurge la necesidad de lo natural y el
rechazo a la medicina de patente. Por otra parte, en los paises de menor desarrollo, las
plantas constituyen un recurso ancestral transmitido de generacion en generacion
(Martinez, 2000).

Definicion

Una planta medicinal es todo aquél vegetal que en uno a mas de sus 6rganos,
sintetiza o almacena productos denominados principios activos. Su utilidad es de servir
como droga (parte de la planta medicinalmente utilizada como medicamento) que alivie o
neutralice el desequilibrio orgénico generado por una enfermedad (Ratera y Ratera, 1980;
Muiioz, 2002; Vidal, 2003).

Antecedentes historicos del uso de plantas medicinales

Desde los tiempos mas remotos el hombre ha utilizado las plantas, ya sea para
alimentarse y para otros muchos usos como: medicinales, aromatizacion de alimentos, para

cosméticos, entre otros (Villarino, 1999).



Los textos que se refieren a la historia de la medicina nos dice que el uso de las
plantas medicinales se remonta a los tiempos mas antiguos de la humanidad. Es probable
que las propiedades medicinales de las plantas fueran aprovechadas desde la época de
Neardenthal (hace 60. 000 afos), ya que en los yacimientos arqueologicos de esa época en
Shanidar, Irak, se ha hallado polen de plantas medicinales, pudiendo citarse la milenrama,
el malvavisco, la centaurea y la efedra (Ratera y Ratera, 1980; Villarino, 1999)

Uno de los manuales de medicina mas antiguo que se conoce, fue escrito hacia el
final del tercer milenio antes de Jesucristo, y se hallo enterrado entre las ruinas de Nippur,
desde hacia mas de 4,000 afos. Este manual consiste en una tableta de arcilla en la que
habia inscritos nombres de una docena de remedios. También desde épocas muy remotas,
datan los famosos papiros hallados en el antiguo Egipto. Estos papiros (Papiro de Kahun,
1900 a. de J.C.; Papiro de Ebers, 1500 a. de J.C., y otros) contienen instrucciones
terapéuticas. En la medicina asirio-babildnica, se empleaban alrededor de 250 especies de
vegetales con fines curativos. Los pueblos asirio-babilonios encontraron mas de 800
tabletas médicas escritas con indicaciones sobre remedios y plantas medicinales, destinados
a curar diversas enfermedades (Ratera y Ratera, 1980).

En la Edad Media, los arabes perfeccionaron la destilacion de las plantas
aromaticas, favoreciendo asi el desarrollo de la naciente y rudimentaria farmacia. En el
siglo XIII los alquimistas vendian aceites esenciales, siendo la esencia de romero una de las
primeramente aisladas (Mufioz, 2002).

Con los avances en quimica analitica, en el siglo XIX se practicaron los primeros
analisis quimicos de las esencias y de otros principios activos de los vegetales, naciendo asi
la farmacoquimica. A comienzo de ese mismo siglo, en 1811, se produjo un hecho

importante, el aislamiento de la morfina, alcaloide del opio, al que posteriormente siguieron
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el aislamiento de otros principios activos (Villarino, 1999; Muifioz, 2002). Todo ello
promovi6 el desarrollo de la investigacion, a escala mundial, para conocer la composicion
quimica de los vegetales. A finales del siglo XIX y principios del XX se inicio la
produccion general de medicamentos sintéticos y con ello, la base de la industria
farmacéutica. Ante tal desarrollo tecnologico, parecio entonces que las plantas medicinales
iban a caer en desuso. Pero al constatar los efectos secundarios de los farmacos sintéticos,
se recuperd el interés por la terapéutica vegetal con investigaciones continuadas y cada vez
mas profundas (Villarino, 1999).

Gran parte del conocimiento de la flora medicinal se encuentra en las obras
historicas hechas por los indigenas de las diferentes culturas de México y en las crénicas y
escritos elaborados por algunos espafioles. De la variedad de documentos inmediatos a la
conquista, destacan tres obras fundamentales en la bibliografia médica mexicana: El Cddice
Florentino, El Cédice de la Cruz-Badiano y Obras completas del Protomédico espaiiol
Francisco Hernandez. Cronologicamente pertenecen al siglo XVI, y estas tres obras son
conocidas como la farmacopea nahuatl (Estrada, 2002b).

Codice Florentino

Dentro la cultura Azteca o Mexica y con la llegada de los espafioles fue que se
origin6 lo que hoy conocemos como el “Coédice Florentino” o “Historia General de las
Cosas de Nueva Espana” (Figura 4.1). La edicion facsimil revisada del Coédice Florentino,
obra escrita entre los afios de 1548 a 1585 de Fray Bernardino de Sahagun, comprende
todas las materias fundamentales del pensamiento indigena. El Codice esta escrito en dos
columnas, una en nahuatl y otra en caracteres latinos, presentada en tres tomos, conteniendo

12 libros. El Cédice Florentino en varias de sus partes contiene informacion etnobotanica,



ya que proporciona los nombres, las descripciones y las caracteristicas de muchas plantas

mesoamericanas desde el punto de vista indigena (Codice Florentino Estrada, 1990).

,yf..‘."'.r S

et gy (718,

7 Ui g

PR :rrm_f.:*:

e vae

ey g

I ¥ 1E BT 3

Find Gree aﬁ"f

P sbited re

Jeidle s an iy

o it

- = 1 g o i e

E Fdor oarales falen { _"-‘"P“""“”.‘“" Siom e 2, s
hri*i“ffmjjzf’, s lgves oot U 13 207 GEY%. 5 g
& fpra s qpaity janart < A3 g e fnf : ﬁ“' A
udidf g dlay. EATE ‘]
i = Jeel i 4G =3
#MM 4

10. 1 255 | o Ir_. ::- 4

(md )::”,’)-'JLE .t_l-' M}Ylﬁ

0 PARAGH, s _’f“__ ‘_

shba A, ~_i. e _m

: fofowarsar .

Md‘;ﬂ A/ Ll # = ;

o ol IR (| i
= . ; Lot w 4:
= ==} [P - & mﬁ;‘?ﬂ;¢:

Figura 4.1. Cédice Florentino. Capitulo de las Hierbas Medicinales (Cddice Florentino)

El Codice de la Cruz-Badiano
Martin de la Cruz redactdé un herbario y probablemente, ¢l pudiera haber sido el
autor de las pinturas de las plantas que ilustran el manuscrito y tener asi una razén valida
para darle la responsabilidad de escribir el documento ordenado por Francisco de Mendoza,
hijo del primer virrey de Nueva Espafa, para regalarlo al Rey de Espafia. Este regalo
aparentemente tenia el proposito de reconciliar ante el monarca a los indios que se
educaban en el Colegio de la Santa Cruz de Tlatelolco, instituciéon muy atacada por algunos
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espaioles a mediados del siglo XVI. En el campo de la botanica medicinal el manuscrito
contiene informacion sobre 251 plantas, de las cuales 185 fueron ilustradas, a partir de
aquellas que fue posible obtenerlas frescas y en floracion, cuando se trataba de
fanerogamas. La obra recibid el titulo de Libellus de medicinalibus Indorum Herbis y
quedo concluida en 1552 (Figura 4.2). La division de los capitulos del Libellus muestra un
intento de clasificacion basada en la localizacidon anatomica donde se situaba la enfermedad

(De la Cruz, 1964; De la Cruz, 1996).
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Figura 4.2. El Cédice de la Cruz-Badiano (De la Cruz, 1964)
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Obras Completas del Protomédico Espaiiol Francisco Hernandez

Esta obra se inicia cuando Felipe II ordena a Francisco Herndndez que parta a la
Nueva Espana, porque se sabe que existe una enorme biodiversidad en plantas medicinales.
Para dicha tarea reine a personal calificado que proporcione informacion interesante. Al
llegar Hernandez a América comienza a recabar informacion de las plantas medicinales que
se localizaban en el lugar, dentro de esta informacién estaba la localizacion de donde
crecian, el clima, la forma de cultivo, su uso, la forma de empleo, via de aplicacion, etc.
(Estrada, 2002b).

La obra de Francisco Hernandez, incluye 3076 plantas, y se trata de una
descripcion exhaustiva, producto de siete afios de estudio y viajes por diversas regiones de
la Nueva Espana. Incluye plantas sin utilidad médica o de otro orden, pero a la mayoria de
ellas se les atribuyen propiedades medicinales. A pesar de la gran influencia espafiola que
tiene esta obra, es importante porque nos proporciona los productos naturales del Nuevo
Mundo y sus aplicaciones medicinales, ademas de las caracteristicas vegetativas de las

plantas mencionadas (De la Cruz, 1996; Estrada, 2002b).

Naturaleza de los componentes quimicos de las plantas medicinales
Los componentes quimicos de las plantas medicinales son generalmente abundantes
y de estructura quimica diversa. Segun su naturaleza quimica se pueden clasificar en
Inorganicos y organicos.
Inorganicos
El agua es un componente inorganico, el cual estd presente en cantidades variables,
en funcién del 6rgano donde se encuentre, generalmente las hojas y los tallos contienen

mas cantidad de agua, en comparacion con las semillas. El otro componente inorganico son
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los minerales, algunos se encuentran en forma de sales solubles (cloruros, sulfatos, nitratos,
fosfatos, etc.), otros formando sales cristalizadas (carbonato de calcio, oxalato de calcio,
etc.) y ciertos oligoelementos (magnesio, manganeso, silicio, hierro, yodo, fluor, etc.) se
encuentran combinados con sustancias organicas presentes en el vegetal (Kuklinski, 2003).
Organicos

La diversidad de compuestos organicos presentes en las plantas son producto del
metabolismo primario y secundario (Cuadro 4.1). Los metabolitos primarios como
carbohidratos, aminoacidos, acidos grasos, y acidos organicos estan implicados en el
crecimiento y el desarrollo, la respiracion, la fotosintesis, y la sintesis de hormonas y
proteinas. Los metabolitos secundarios, se distribuyen entre varios grupos taxondmicos
dentro del reino Plantae. Dentro de sus funciones principales se tiene que determinan el
color de la planta, protegen a la planta contra herbivoros y microorganismos, atraen a
polinizadores, animales dispersores de semillas, y actian como indicadores cuando la
planta se encuentra bajo tensidn; sin embargo, muchas de sus funciones siguen siendo

desconocidas (Hounsome ef al., 2008).

Cuadro 4.1. Compuestos organicos presentes en las plantas medicinales (Kuklinski, 2003).

Compuestos procedentes del metabolismo Compuestos procedentes del metabolismo

primario secundario
a) Glucidos (aztcares simples, a) Isoprenoides: terpenos, aceites
oligosacaridos, polisacaridos) esenciales, saponinas, cardiotonicos
b) Lipidos y ceras vegetales b) Derivados fendlicos:
¢) Aminodcidos y proteinas 1.-Shikimatos: Fenoles y
d) Acidos nucleicos acidos fenolicos, cumarinas, lignanos,
e) Compuestos nitrogenados: glucosidos flavonoides, antocianinas, taninos
cianogenéticos, glucosinolatos, enzimas c) Acetatos: Quinonas, antracenosidos
d) Alcaloides
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Principio activo

Los principios activos de las plantas medicinales son sustancias que son sintetizados
y almacenados en el curso de su crecimiento a través de su metabolismo. Sin embargo, no
todos tienen un valor medicinal directamente aprovechable. En todas las especies estan
presentes al mismo tiempo, principios activos y sustancias acompafiantes. Casi siempre en
una misma planta existen varios componentes medicinalmente activos, de los cuales uno de
ellos, el principal, determina las aplicaciones que tendra la especie en cuestion. Sin
embargo, el grado en el que los componentes secundarios influyen sobre la accion queda
manifestado al aislar el principio activo principal. Es muy frecuente que su efecto sea
entonces totalmente distinto. Los principios activos no se distribuyen de una manera
uniforme por toda la planta. Se concentran preferentemente en las flores, las hojas, las
raices, los frutos, la corteza y/o a veces en las semillas. El contenido en principios activos
en una planta medicinal oscila dependiendo del habitat de la misma, de la recoleccion y de
la preparacion (Rizk, 1987; Pahlow, 1994; Alvarez, 2007; Arroyo et al., 2007).

Definicion

Los principios activos son metabolitos secundarios del vegetal y no tienen un papel
esencial en los fenomenos vitales de las plantas. Sus estructuras quimicas son muy diversas,
pudiendo tratarse de compuestos bien definidos (alcaloides, flavonoides, etc.) o de mezclas
complejas. Su utilidad primordial es servir como medicamento que alivie el malestar y

restablezca la salud (Villarino, 1999; Muiioz, 2002).

Métodos generales de obtencion de principios activos
Hay varios métodos extractivos para aislar los principios activos directamente de la

planta, de los cuales se pueden mencionar los siguientes (Kuklinski, 2003):
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a) Extraccidn mecanica. Esta técnica permite obtener los principios activos disueltos

en los fluidos propios de la planta. La extraccion mecanica se realiza ejerciendo una presion
sobre la planta con calor y mediante incisiones por las que fluyen los fluidos de la planta.

b) Destilacion. Esta técnica se basa en la diferente volatilidad de los componentes de
la planta, lo cual permite la separacion de componentes volatiles de otros que son menos o
nada volatiles. Se suelen hacer destilaciones por arrastre de vapor o hidrodestilaciones que
facilitan la extraccion de principios activos volatiles. La destilacion permite obtener por
ejemplo, las esencias de la planta, y se basa en la utilizacion de una fuente de calor por lo
que solo es aplicable a principios activos termoestables.

c) Extraccion con gases en condiciones supercriticas. Para tal fin, se trabaja con

dispositivos especiales donde es posible controlar la presion y la temperatura. La extraccion
con gases suele ser muy selectiva y posteriormente, es relativamente sencillo eliminar el
gas extractor, pero resulta muy cara y es dificil encontrar las condiciones Optimas de
presion y temperatura.

d) Extraccién con disolventes. Este proceso consiste en poner en contacto la planta

con un disolvente capaz de solubilizar los principios activos. Los principios activos deben
pasar de la planta al disolvente de manera que se obtenga un extracto liquido.
Posteriormente, dicho extracto se puede concentrar eliminando mayor o menor cantidad de
disolvente. La extraccion con disolventes es uno de los métodos que se emplean con mas

frecuencia para la obtencidn principios activos.
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Micorriza arbuscular

Definicion

El término micorriza literalmente significa “raices fungosas” y fue utilizado por
primera vez en 1885 para describir la intima asociacion entre hongos micorrizicos y las
raices de las plantas, que se caracteriza por no ser patdégena (Frank, 2005; Bucher, 2006).
La micorriza arbuscular (MA) se define como una estructura especializada, la cual se
origina al asociarse mutuamente diversos grupos de hongos especificos con la raiz de las
plantas vasculares (Alarcon, 2007).

Tipos morfologicos de la micorriza arbuscular

Los hongos micorrizicos arbusculares forman simbiosis con el 85% de las plantas
terrestres. Dos clases morfoldgicas importantes de esta simbiosis fueron identificadas por
Gallaud en 1904, las cuales fueron nombradas micorrizas tipo-Arum Yy tipo-Paris
(Figura 4.1), cuyos nombres estan relacionados con las plantas donde fueron encontradas.
La mayoria de las plantas cultivadas poseen micorriza tipo Arum, que consiste en
asociaciones que crecen de manera intercelular a través de la corteza externa, aunque una
hifa atraviesa la célula directamente. Una vez dentro de la corteza interna, el hongo forma
las hifas dicotomicamente ramificadas (arbusculos) dentro de las células corticales
(Dickson, 2004; Harrison, 2005). Muchas especies herbaceas y arboles silvestres forman
micorriza tipo Paris, la cual se caracteriza por la ausencia o escaso desarrollo de hifas
intercelulares, y en lugar de arbusculos dentro de las células corticales, se presenta el

desarrollo de enrollamientos (Smith-Smith, 1997; Dickson, 2004).
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Figura 4.3. Diagramas de los tipos de micorriza arbuscular, en las raices de la planta

hospedante. (a) Paris, (b) Arum'y (c) Paris y Arum (Dickson, 2004).

Caracteristicas morfologicas de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

La MA se caracteriza principalmente por formar estructuras tanto extramatricales
como intrarradicales (Alarcon, 2007). Cuyas estructuras se describen de manera general a
continuacion.

Son nombrados HMA porque dentro de las células corticales de las raices forman
estructuras ramificadas llamadas arbusculos (Figura 4.2). Los arbusculos son estructuras
hifales, ramificadas en la parte final, que pueden llenar la mayor parte del lumen de las
células de la corteza, y proporcionan una superficie de transferencia nutrimental entre la
planta y el hongo, principalmente carbono y fosfato (Harrison, 2005; Sekhara et al., 2007).

El establecimiento del arbusculo dentro de las células, es acompanado de cambios
en la organizacion celular de la célula hospedera, dentro de éstos cambios se encuentran la
fragmentacion vacuolar, migracion del nucleo de la periferia al centro y reorganizacion del
citoesqueleto (Strasburger et al., 2004; Reinhardt, 2007; Uehlein et al., 2007). Sin embargo,

después de 4 a 10 dias los arbusculos se colapsan, producto posiblemente del ambiente
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continuamente agotador de la célula del hospedante. Cuando el hongo deja de vivir en la

célula ésta vuelve a su estado inicial (Strack et al., 2003; Paszkowski, 2006).

Figura 4.4. Desarrollo del arbusculo en la célula hospedante. Durante la colonizacion
fragmentos de la vacuola (V) y los nlcleos migran a posicion central (N). Los plastidios (P)
forman estructuras tubulares que se asocian con finas hifas del arbusculo. Estas quedan
rodeadas por la membrana periarbuscular (PAM), la cual es continua con el plasmalema. El
espacio entre la PAM vy el plasmalema del hongo se denomina interfase simbidtica (IS), la
cual consta de restos de la pared celular del hongo y material apoplastico de la planta.

Finalmente, el arbusculo ocupa una gran parte del volumen celular (Smith-Smith, 1997).

Junto con los arbusculos, la micorriza arbuscular se caracteriza por presentar otras
estructuras denominadas vesiculas. Las vesiculas contienen lipidos y son probablemente las
estructuras donde se almacenan compuestos de carbono, y su formacion depende del
simbionte fingico asi como de las condiciones ambientales (Hodge, 2000).

En la simbiosis micorrizica se desarrolla una extensa red de hifas extramatricales
(Figura 4.5) constituida por hifas exploradoras primarias, encargadas de comenzar un

desarrollo abundante en el medio, las cuales dan origen mediante ramificaciones, a hifas
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exploradoras de ordenes superiores (secundarias, terciarias, etc). Cuando la planta se asocia
con el hongo para formar la micorriza arbuscular, se incrementan los nutrientes absorbidos
de la solucion del suelo por las plantas hospedantes, debido a que el micelio extrarradical
proporciona un camino directo para el desplazamiento del carbono derivado de la
fotosintesis, estableciéndose una ruta de transferencia de fotoasimilados (Bago et al., 2000;
Toljander et al., 2007).

En la actualidad, se discute, como las hifas exploradoras de orden secundario, poco
después del apice, forman unas ramificaciones cortas que a su vez se ramifican de manera
dicotomica para dar lugar a estructuras con apariencia de arbol, denominadas estructuras
ramificadas de absorcion (branched absorbing structures, BAS). La funcion de estas BAS
puede estar relacionada con la absorcion de nutrimentos como fésforo y nitrégeno, pero no

de carbono, lo que las diferencia de los arbusculos (Bago et al., 2000).

i Hifa exploradora

R / g

Figura 4.5. Diagrama de hifas extramatricales del hongo micorrizico arbuscular (Brundrett

y Abbott, 2002).
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Por otro lado, las hifas intrarradicales o internas (Figura 4.6) permiten la dispersion
de la asociacion dentro del sistema radical, la cual estd regulada de tal forma que su
colonizacién so6lo comprende las células del cortex de la raiz (Alarcon, 2007).

Finalmente las esporas, que son estructuras de propagacidon, son generalmente
producidas en el suelo, aunque algunas especies de Glomus tienen la capacidad de
formarlas en el interior de la raiz. En su interior contienen sustancias lipidicas. El ciclo de
vida del hongo formador de micorriza arbuscular se inicia con la germinacion de las
esporas, las cuales, pueden ser solitarias o agrupadas en esporocarpos (Maia y Yano, 2001;

Strack et al., 2003).
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Figura 4.6. Esquema del desarrollo de hifas intramatricales y estructuras del hongo

micorrizico arbuscular en la raiz (Brundrett y Abbott, 2002).
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Las esporas poseen un valor taxonémico, ya que las especies de HMA a menudo se
identifican basandose en la interpretacion de las caracteristicas morfologicas de las esporas
como las caracteristicas de la pared, cuyo nimero y posicion de capas son de suma
importancia (Alarcén, 2007; Rosendahl, 2008).

Las esporas son los propagulos mas importantes para el hongo micorrizico
arbuscular ya que el impacto que estos organismos producen en su hospedante dependera
de la capacidad de germinacion y colonizacidn en el sistema radical. La germinacion de la
espora se puede ver afectada por muchos factores, tales como: a) la necesidad de un periodo
de inactividad, b) exudados de la raiz y/o de compuestos volatiles, ¢) humedad del suelo,
d) temperatura, ¢) pH, f) luz, g) CO,, h) flavonoides y ¢) la presencia de bacterias (Maia y
Yano, 2001).

Desarrollo de la simbiosis

El desarrollo de la simbiosis requiere que ambos simbiontes experimenten cambios
morfologicos significativos los cuales son coordinados por un intercambio reciproco de
sefales. Poco se sabe sobre las interacciones moleculares antes y durante del contacto entre
el hongo y las raices de la planta, debido principalmente a las dificultades en Ia
sincronizacion del desarrollo en los dos simbiontes (Balestrini y Lanfranco, 2006; Herrera-
Medina et al., 2007). Sin embargo, durante la formaciéon de la micorriza arbuscular, el
hongo experimenta varias fases de desarrollo (Balestrini y Lanfranco, 2006), la fase
asimbidtica, la fase presimbiotica y la fase simbiotica (Figura 4.7).

La fase asimbidtica fingica se restringe a la germinacion de la espora y a la
produccion de una cantidad limitada de micelio, lo cual ocurre en ausencia de la planta
hospedante (Balestrini y Lafranco, 2006; Bucher 2006). En esta fase la espora tiene

diametros medios entre 50 y 100 um y una pared celular gruesa, ademas de un niimero
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grande de nucleos (hasta 2000 por espora). Durante la fase asimbiotica el hongo vive
principalmente de sus reservas de triacilglicéridos, ya que las fuentes de carbono y
nitrogeno en el medio en el que se localiza, tienen poco efecto sobre su desarrollo (Requena
etal.,2007).

En presencia de raiz, los exudados estimulan a la etapa presimbidtica que es
caracterizada por una ramificacion extensa de las hifas, mediante la cual el hongo entra en
contacto con la superficie de la raiz, formando un apresorio en la epidermis, previo a la
penetracion hifal (Bucher, 2006; Requena et al., 2007). Los apresorios son estructuras
responsables del contacto y la penetracion del tejido radical. El desarrollo del apresorio se
acciona por la topografia de las células epidérmicas, aunque es necesario que las células
estén vivas e intactas para la colonizacion (Balestrini y Lafranco, 2006).

En un trabajo reciente, se demostré que las células epidérmicas de la planta
hospedante reorganizan profundamente su citoplasma cuando el hongo se adhiere a la
superficie de la raiz. La célula de la planta construye un compartimiento apoplastico,
organizando un aparato de la pre-penetracion (PPA), en donde el hongo se prepara para

penetrar (Balestrini y Lafranco, 2006).
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Figura 4.7. Etapas en la formacion de la micorriza arbuscular (Balestrini y Lafranco, 2006).

Después de la formacion del apresorio, se continia con la etapa simbidtica en las
células corticales de la raiz, que implica la formacion de arbusculos intracelulares
(estructuras  abundantemente ramificadas) o los enrollamientos hifales, vy
concomitantemente, la producciéon de micelio extraradical esporulativo. Finalmente, la
colonizacion fingica de una célula cortical de la raiz lleva al desarrollo del arbtisculo que
se caracteriza por ser la interfase raiz-hongo, sitio donde ocurre el mutuo intercambio de

nutrientes y metabolitos (Bucher, 2006).

Taxonomia de los hongos micorrizicos arbusculares
El registro fosil y los datos moleculares demuestran que la historia evolutiva de los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se dio por lo menos en el periodo Ordovicico
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(hace 460 millones de afios), coincidiendo con la colonizacion del ambiente terrestre por las
primeras plantas. En aquél momento, la flora de la tierra consistia solamente en plantas
briofitas. (Redecker, 2002; Sanchez, 2005). Los HMA, con cerca de 157 especies descritas,
establecen la asociacion simbiodtica mas distribuida entre las plantas (Da Silva et al., 2006).
Los HMA se agruparon inicialmente en el Phylum Zygomycota y originalmente
habian sido clasificados en la familia Endogonaceae, en el orden Mucorales, debido a la
semejanza superficial entre las esporas de las especies del género Endogone y las de las
especies Glomus esporcarpico. Esta semejanza no tuvo validez, como criterio de grupo,
debido a que Endogone spp., forma zigosporas sexuales, mientras que los HMA producen
unicamente esporas asexuales. Mas tarde, los HMA se agruparon en el orden Glomales. Sin
embargo, la evidencia molecular (basada en la secuencia de la subunidad pequefia de ARN)
complement6 la evidencia morfologica que afirma que este grupo tiene un linaje distinto y
es un grupo supuestamente hermano de Basidiomycota y Ascomycota (Guerra, 2008).
Actualmente, las secuencias ribosomales del ADN indican que la diversidad dentro los
HMA es mucho maés alta que aquella basada solamente en la taxonomia tradicional, donde
la interpretacion de las caracteristicas morfologicas de las esporas es muy importante
(Redecker, 2002; Rosendahl, 2007). Actualmente, los HMA se agrupan en el Phylum

Glomeromycota y en la clase Glomeromycetes que incluye a 13 géneros (Cuadro 4.2).
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Cuadro 4.2. Clasificacion actual de los hongos micorrizicos arbusculares

(http://www.lrz-muenchen.de/~schuessler/amphylo/).

Ordenes Familias Géneros

Glomerales Glomeraceae Glomus

Diversisporales  Gigasporaceae Gigaspora 'y Scutellospora
Acaulosporaceae Acaulospora y Kuklospora
Entrophosporaceae Entrophospora
Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Diversispora

Paraglomerales = Paraglomeraceae Paraglomus

Archaeosporales Geosiphonaceae* Geosiphon *
Ambisporaceae Ambispora
Archaeosporaceae Archaeospora e Intraspora

*Familia y género que no corresponde a hongos micorrizicos arbusculares.

Beneficios de la micorriza arbuscular

La micorriza arbuscular es la simbiosis mas estudiada debido a la variedad de
habitats donde se encuentra y la cantidad de especies vegetales en las que se establece. Sus
beneficios son multiples como por ejemplo:

a) Incremento en la absorcién de nutrimentos. La principal funcion de la micorriza

es el incremento en el volumen del suelo explorado, para favorecer la eficiencia de
absorcion de nutrimentos por la planta a partir de la solucion del suelo. La explicacion de
esta eficiencia de la utilizacion de nutrientes es que las hifas fungicas que se extienden de la

raiz son capaces de absorber y transportar fosfato (u otro nutrimento) desde el suelo a la
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raiz hospedante. La superficie de absorcion ofrecida por la ramificacion del micelio externo
alrededor de las raices micorrizadas permite a la planta aprovechar el nutrimento en el suelo
mas alla de la zona de agotamiento en la superficie radical. Se reconoce actualmente que la
respuesta en crecimiento de la planta es a menudo resultado del incremento en nutricion de
P y otros nutrimentos como Cu, Zn, Mg, Mn, Ca y N (Douds-Schenck,1990; Gonzalez-
Chavez et al., 1998; Velasco et al., 2001; Cordeiro et al., 2005; Robertson et al., 2007).

b) Proteccion contra el estrés hidrico. La micorriza arbuscular promueve la

resistencia a deficiencias hidricas en la planta por medio de diferentes mecanismos que van
desde una respuesta fisica hasta una bioquimica. Uno de los mecanismos que explica este
hecho es que el micelio de los HMA influye en el ambiente edafico previniendo la
formacioén de claros entre las raices y el suelo, lo que mantiene la continuidad del liquido en
la interfase del suelo y la raiz. Ademas, las hifas extrarradicales incrementan la zona de
captacion de agua e incluso pueden tomarla del suelo cuando el agua se encuentra con un
potencial hidrico que no permite que sea extraida por las raices de las plantas (Guadarrama
et al., 2004; Panwar ef al., 2008).

c) Proteccion contra la herbivoria. Las micorrizas aumentan la capacidad

compensatoria de crecimiento en plantas que son consumidas por herbivoros. Este
fenomeno a nivel comunidad fue observado principalmente en plantas C4, donde las
plantas micorrizadas expresaron mayor biomasa final atn cuando éstas fueron
sometidas a pastoreo. Uno de los mecanismos que explica ese hecho es que la micorriza
arbuscular proporciona los nutrimentos que son limitantes después de que es retirado el
tejido fotosintético por los herbivoros (Kula et al., 2005).

d)_Proteccién contra patdégenos. La proteccion ejercida por las micorrizas se traduce

en la reduccion en el dafio causado por los patdgenos en las plantas que afectan el sistema
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radical. Sin embargo, este beneficio no se puede generalizar para todas las plantas, ni frente
a todos los patogenos. Entre los mecanismos descritos se incluyen indirectos y directos.
Dentro de los mecanismos indirectos se pueden mencionar aquellos derivados de la mejora
en la nutricion de la planta, la compensacion de los dafios producidos por el patdégeno o la
competencia entre HMA y organismos patdgenos por fuentes de carbono y/o por sitios de
colonizaciéon. Como mecanismos directos estan la inducciéon de cambios citologicos o
histolégicos en la raiz (que van desde un incremento en la lignificacion de las células de la
endodermis, estableciendo una barrera entre el patégeno y el cilindro vascular, hasta
cambios en las células epidérmicas), cambios en la arquitectura radical de la planta (mayor
ramificacion), cambios en la exudacion radical de las plantas que pueden favorecer el
desarrollo de microorganismos antagonistas hacia el patégeno, y finalmente, la activacion
de mecanismos de defensa de la planta como consecuencia de la colonizacion micorrizica
(Azcon-Aguilar et al., 2004; Pozo y Azcon, 2007).

e) Tolerancia a elementos toxicos. Diversos reportes mencionan la tolerancia de los

HMA a metales pesados. Como ejemplo, se considera la influencia de los HMA en el
incremento en la tolerancia en ciertas plantas al arsénico. Se reporta que la presencia de
estos hongos disminuy6 la captacion y la traslocacion de arsénico a la parte aérea, debido a
que el micelio externo de estos hongos tiene mecanismos para secuestrar al metaloide y
podria estar involucrado en procesos especificos de bombeo hacia el exterior de las células

(Gonzalez-Chavez, 2004).

Las plantas medicinales y la micorriza arbuscular
Actualmente existen pocos trabajos relacionados con el estudio de la interaccion

micorriza arbuscular y plantas medicinales, enfocado al incremento de sus metabolitos
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secundarios. La mayoria de éstos se enfocan principalmente a analizar el incremento en el
crecimiento en estas especies vegetales. Como ejemplo, se tiene a Dodonaea viscosa (L.)
Jacq., (familia Sapindaceae) la cual es una planta caracteristica de las zonas aridas de
México, conocida también como Chapulixtle, Ocotillo o Jarilla. Dodonaea viscosa, se
emplea en medicina tradicional contra problemas gastrointestinales, enfermedades de la
piel, gota y reumatismo y en enfermedades venéreas, fiebre y colicos. Los HMA (Glomus
sp. Zac-6 y Glomus sp. Zac-2) probadas en esta planta produjeron mayores rendimientos de
biomasa aérea, en comparacion con el testigo (Gardezi et al., 2000).

También se puede mencionar un estudio realizado en Carica papaya L. (Familia
Caricaceae) la cual es empleada en medicina tradicional, donde altura, diametro del tallo,
nimero de hojas, floracion y fructificacion fueron estimuladas por efecto de la inoculacion
con HMA (Escalona et al., 2000).

Rubus es una planta empleada como astringente por algunas comunidades. Carre6én
et al. (2000) reportan que plantas micropropagadas de zarzamora inoculadas con la cepa
TIR-1 aislada de rizosfera de maiz cultivado en la localidad de Tiripetio, Michoacéan,
presentaban significativamente mayor crecimiento, biomasa, contenido de fésforo en hojas
y tallos, y mayor porcentaje de sobrevivencia en condiciones de invernadero. Estas
observaciones sugieren que dicha asociacioén ayuda a incrementar el potencial de las plantas
micropropagadas para tener éxito al ser transplantadas.

En la actualidad se observa un aumento en la demanda de las plantas medicinales.
Lo anterior ha motivado el desarrollo de estrategias para la produccion de este tipo de
plantas, que a diferencia de las alimenticias en donde lo que importa son los kilos por
hectarea, en las medicinales lo que se busca es una mayor concentracion de las sustancias

activas (principios activos) (Estrada, 2002a).
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Con base en lo anterior, actualmente se realizan evaluaciones de la respuesta en el
incremento de la concentracién de principios activos en plantas medicinales cuando son
inoculadas con HMA. Al respecto Khaosaad et al. (2006) reportaron el efecto de Glomus
mosseae en la calidad y cantidad de aceite esencial de tres genotipos de orégano. Dicho
trabajo demostrd que la micorrizacion incrementa la concentracion del aceite esencial en
Origanum vulgare var. Cona y Origanum vulgare bl3/2 en comparacion con los
tratamientos no micorrizados. En términos de composicion del aceite esencial en los tres
genotipos, el HMA no produjo cambios significativos. Por otra parte, Morone y Avato
(2008) reporta un aumento en la produccion de glandulas secretoras en plantas
micropropagadas de O. vulgare L. ssp. Hirtum (Link), al ser inoculadas con Glomus
Viscosum.

Toussaint et al. (2007) mostraron resultados sobre el incremento en la produccion
de antioxidantes (acido cafeico y acido rosmarinico) en la parte aérea de Ocimun basilicum
al ser inoculadas con Glomus caledonium y Glomus mosseae. Posiblemente el mecanismo
por el cual Glomus caledonium y Glomus mosseae incrementaron la concentracion de estos
fitoquimicos esta relacionado con el suministro de nitrogeno. Una alta asimilacion de
nitrogeno en las plantas micorrizadas contribuye a la produccién de aminoacidos como la
tirosina y la fenilalanina, aminoacidos que resultan importantes en la produccion de acido
cafeico y rosmarinico. De esta forma, al incrementarse estos aminoacidos,
subsecuentemente, existe una alta produccion de enzimas importantes en la sintesis de estos
antioxidantes.

Kapoor et al. (2007) evaluaron el efecto de la micorrizacion y el incremento del
contenido de artemisina en Artemisia annua L. Los resultados muestran que los dos hongos

micorrizicos inoculados (Glomus macrocarpum y Glomus fasciculatum) incrementaron
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significativamente la concentracion del terpenoide artemisina en la planta. Lo anterior
sugiere que el incremento de artemisina esta relacionado con la alta densidad de tricomas
glandulares foliares (sitio en donde se desarrolla la sintesis de artemisina) encontrados en

las plantas micorrizadas, en comparacion con las plantas no micorrizadas.

Catharanthus roseus (L.) G. Don.

Taxonomia y sinonimia

La especie conocida comtinmente en los paises de habla inglesa como periwinkle o
pervinca de Madagascar, ha recibido los siguientes nombres cientificos: Vinca rosea,
Lochnera rosea, Catharanthus roseus, razoén por la que en 1966 Stearn realizd una
investigacion para determinar cual de ellos era el nombre correcto, y encontré que desde
1920 los botanicos habian convenido adoptar el nombre de Catharanthus roseus (L.) G.
Don., para la flora de las Apocinaceas de las Indias Occidentales (Acosta y Rodriguez-

Ferrada, 2002; Gordon y Newman, 2005).

Origen y distribucion

Catharanthus roseus (L.) G. Don, es una especie originaria de Madagascar. Se
distribuye en numerosos paises tropicales y subtropicales como en Africa del Sur, Asia del
Sur, América del Sur, y Australia como planta decorativa; ademas, se ha reportado en la
India, en Sri-Lanka, Israel y Mozambique. En Cuba se cultiva en patios y jardines como
planta ornamental y medicinal, hallandosele en las costas (Levéque et al., 1996; Acosta y

Rodriguez-Ferrada, 2002). Su distribuciéon en México se registra en Baja California Sur,
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Campeche, Chiapas, Morelos, Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco, Veracruz y Yucatan

(Villasefior y Espinosa-Garcia, 1998).

Descripcion botanica

Es una hierba anual, lefiosa en su base y muy ramificada, que puede alcanzar hasta
80 cm de altura. Presenta hojas opuestas, oblongas, simples, enteras, de color verde oscuro,
brillantes en el haz y cortamente pecioladas. Sus ramas pueden ser erectas o decumbentes y
sus flores relativamente grandes son axilares, solitarias, de pedunculo corto. Existen varias
formas diferentes por la coloracion de las flores que van desde el blanco, blanco con centro
rojo, blanco con centro disperso hasta el rosa violeta. Su fruto es un foliculo dehiscente que
contiene numerosas semillas (mas de 20) de color negro (Acosta y Rodriguez-Ferrada,

2002).

Cultivo y nutricion mineral

Catharanthus roseus (L.) G. Don, es una planta que se desarrolla en climas
tropicales, Su propagacion puede ser posible por medio de semillas y/o cortes. Sin
embargo, la siembra directa de las semillas en el campo no es aconsejable, pues se afecta
su germinacion de forma considerable, por lo que se recomienda hacer semilleros en naves
techadas. La temperatura adecuada para su crecimiento oscila entre 25 y 30 °C. Las fechas
aconsejables para su siembra son entre noviembre y mayo, aunque parece que la mejor
fecha resulta el mes de enero. Las plantas de C. roseus son tolerantes a rangos amplios de
salinidad y pH. En cuanto a su nutricién mineral son altamente demandantes de nitrogeno

(Acosta y Rodriguez-Ferrada, 2002; Lata, 2007).
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Composicion quimica

Historicamente, el descubrimiento de los alcaloides de Catharanthus roseus,
tuvieron sus origenes dentro de la medicina tradicional, los cuales eran extraidos de las
hojas de esa planta tropical, para su uso en el tratamiento contra la diabetes. Las
propiedades pseudoantidiabéticas de esta planta motivaron la investigacion de sustancias
hipoglycémiantes. Estos primeros trabajos permitieron que a finales de 1958 se aislard un

alcaloide llamado vincaleucoblasina, y después renombrado como vinblastina (Levéque et

al., 1996; Kruczynski y Hill, 2001; Shasany et al., 2007).
Investigaciones posteriores permitieron aislar mas alcaloides:_leurocristina llamada

después vincristina, vindesina la cual fue originada semi-sintéticamente a finales de los

afios 70 a partir de la vinblastina y finalmente, la vinorelbina otro compuesto sintético,
formado por el equipo del profesor Potier del Instituto de Quimica de Sustancias Naturales,
en Francia. A partir de investigaciones quimicas y farmacologicas se logré identificar un
nuevo alcaloide semi-sintético, denominado vinflunina. En sus raices destacan los

alcaloides: ajmalicina y reserpina de efecto hipotensor (Levéque et al., 1996; Acosta y

Rodriguez-Ferrada, 2002; Kruczynski y Hill, 2001; Shasany ef al., 2007).

Las moléculas de vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina son moléculas
diméricas unidas por una relacién carbono-carbono, formadas por una unidad de catarantina
y una unidad de vindolina, esta ultima a su vez, es sintetizada en seis pasos a partir del
alcaloide tabersonina. Mientras que la catarantina se encuentra en cualquier 6érgano de la
planta, la vindolina es sintetizada Uinicamente en las hojas y el tallo. La vindolina y la

catarantina son sintetizadas en el citosol, pero su condensacion para dar lugar a la
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vinblastina por ejemplo, ocurre en la vacuola (Trejo y Rodriguez, 2007; Levéque y Jehl,
2007; Verma et al., 2007).

La vinblastina, la vincristina y la vindesina difieren estructuralmente solamente en
un grupo funcional (Figura 4.8). Contrariamente a sus andlogos, la vinorelbina presenta una
modificacion en la unidad de catarantina sobre la parte de un 4tomo de carbono en donde se
establece un doble enlace. Finalmente, estos alcaloides son compuestos lipofilicos, basicos

y de peso molecular elevado (Levéque et al., 1996; Shasany et al., 2007).

VINCRISTINA VINBLASTINA

Figura 4.8. Estructura quimica de cuatro alcaloides inddlicos presentes en Catharanthus

roseus (L.) G. Don (modificado de Kruczynski y Hill, 2001).
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Usos y propiedades terapéuticas

Los alcaloides de Catharanthus roseus, en combinacién con metabolitos de otras
plantas, son utilizados para el tratamiento de una variedad de canceres, incluyendo
leucemias, linfomas, cancer testicular avanzado, cancer de seno y de pulmén (Gordon y
Newman, 2005).

Por mas de cuatro décadas, los compuestos vinblastina y vincristina han sido
reconocidos por su importancia como agentes antitumorales, ya que éstos presentan una
fuerte actividad antineopldsica contra un amplio espectro de tumores en humanos. Estos
dos alcaloides aunque estructuralmente casi idénticos (Figura 4.8), difieren marcadamente
en el tipo de tumores que pueden afectar y en sus propiedades toxicas. En particular, el
alcaloide vinblastina es usado en el tratamiento de la enfermedad de Hodgkin’s (la cual
consiste en un cancer en el sistema linfatico), mientras que la vincristina se emplea de
manera general o bien, es considerado un medicamento selecto en el tratamiento de la
leucemia infantil aguda. Los alcaloides vinblastina y vincristina son medicamentos
potentes, sin embargo, también tienen severos efectos secundarios, especialmente en el
sistema neurologico. Por lo anterior se realizaron modificaciones estructurales que
produjeron analogos mas efectivos y menos toxicos (Carretero, 2001; Chen y Hong, 2006;

Shasany et al., 2007).
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CAPITULO V
Propagacion de consorcios e identificacion de hongos micorrizicos arbusculares
obtenidos de la rizosfera de plantas medicinales

RESUMEN

En este capitulo se hace la descripcion de la propagacion e identificacion de 13
consorcios de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) colectados de la rizosfera de
plantas medicinales, en Areas Naturales de Bosques mixtos. Para dicho fin, se tomaron al
azar las raices de cada planta medicinal, ademés de suelo rizosférico. En las raices
recolectadas de campo se evalto el porcentaje de colonizacion, mientras que una parte del
suelo colectado se utilizd para la extraccion y cuantificacion de esporas. El resto del suelo
fue utilizado para establecer cultivos trampa, utilizando Bracharia brizantha Hochst, en
condiciones de invernadero. Después de diez meses las plantas fueron cosechadas para
determinar el porcentaje de colonizacion y hacer la identificacion de géneros de HMA. Los
resultados muestran que todas las plantas medicinales en su condicion natural, presentaron
micorriza arbuscular, presentando cierta diversidad, integrada por cinco géneros
predominantes: Glomus, Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora. Con base en la
colonizaciéon micorrizica (CM) se realizO una seleccion de ocho consorcios
correspondientes a aquellos recolectados de: Adiantum capillus-veneris L. (50% CM),
Castilleja tenuiflora Benth. (84% CM), Erigeron karvinskianus DC. (94% CM), Pimpinella
anisum L. (85% CM), Plantago major L. (87% CM), Ricinus communis L. (44% CM),
Rubus fruticosus L. (98% CM) y Rumex mexicanus Meisn. (40% CM), para su uso en las

siguientes fases experimentales.

Palabras clave: colonizacidon micorrizica, suelo, cultivos trampa.
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INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) no son capaces de crecer en ausencia
de una planta hospedante, por lo que son considerados simbiontes obligados, lo cual
representa mayor dificultad para producir un inodculo en cantidades industriales. Esto a su
vez ha sido el principal impedimento de la difusion del uso de los HMA entre los
productores. La manera mas comun de propagarlos consiste en colocar sus esporas o
propagulos en un suelo previamente esterilizado y sembrar luego la semilla pregerminada
de una planta micorrizica. Al cabo de 3-4 meses, el suelo y las raicillas de la planta trampa
pueden utilizarse como un inoculante de HMA (Blanco y Salas, 1997; Cuenca et al.,
2007).

La planta trampa debe de tener caracteristicas especiales como: 1) ser micotrofa
obligada y no selectiva a las diferentes especies de HMA; 2) adaptarse a un rango amplio
de condiciones de suelo y clima; 3) de facil mantenimiento; 4) que no requiera mucho
espacio en el invernadero o en laboratorio; 5) puede ser perenne y soportar podas
periddicas, si se desea mantener cultivos por mucho tiempo en macetas; 6) con semillas de
alto porcentaje de germinacion, sin necesidad de procesos de escarificacion complicados; y
7) no debe ser altamente susceptible a enfermedades comunes con las plantas en las cuales
se utilizara el inoculo (Salas y Blanco, 2000).

El in6éculo de HMA obtenido a partir de “cultivo en maceta”, usualmente es
incorporado al sustrato mediante dos métodos. En el primer método, el indculo es mezclado
uniformemente con el sustrato, previo al llenado de los recipientes o macetas. En el
segundo método, el indculo es colocado en forma de bandas, de 3 a 5 cm bajo la superficie

del sustrato. Aunque este método puede ser muy laborioso, se asegura un rapido contacto

35



entre las raices y el hongo, a medida que las raices crecen hacia las bandas de inoculo
(Castellano y Molina, 1989).

Un inoculo es definido como un producto bioldgico (puede ser liquido o sélido) que
facilita la introduccion de microorganismos con una gran variedad de actividades
fisiologicas que auxilian al crecimiento y desarrollo de las plantas. En el caso de los HMA,
el inoculante suele consistir ya sea de esporas, hifas, fragmentos de raices colonizadas o
suelo rizosférico donde se detecte una abundancia de hifas de HMA (Alarcon et al., 2004).

La inoculacion mediante el indculo obtenido por el método de “cultivo en maceta”
provee la mejor fuente de HMA por varias razones. Si el indculo es producido de manera
apropiada, existe minimo riesgo de introducir plagas o enfermedades. Ademas el indculo es
confiable, eficiente y facilmente puede ser incorporado en el sustrato, y lo mas importante,
el “cultivo en maceta” permite el uso de cepas de hongos seleccionados por su capacidad de
proporcionar el maximo crecimiento y desarrollo a las plantas (Castellano y Molina, 1989).

El objetivo del presente estudio fue propagar e identificar los grupos taxondémicos
de hongos micorrizicos arbusculares de consorcios obtenidos de plantas medicinales y

propagados mediante cultivo trampa.

MATERIALES Y METODOS

Se realizo un muestreo aleatorio de la rizosfera de 13 plantas medicinales en Areas
Naturales de Bosques mixtos. Para dicho fin, se tomaron al azar, muestras representativas
de las raices de cinco plantas de una misma especie en una superficie de 12 m*. Ademas se
colectdé suelo rizosférico, que comprende la cobertura de la planta medicinal,
aproximadamente 1000 gramos. Los ejemplares de cada especie vegetal fueron colocados

en una prensa botanica para determinar el nombre cientifico de la planta colectada.

36



En las raices de las plantas medicinales se evalud la colonizacién micorrizica, por el
método de clareo y tincion con azul tripano de Phillips y Hayman (1970) descrito por
Ferrera-Cerrato et al. (1993), para lo cual las raices libres de suelo se colocaron en un vaso
de precipitados al que se agregd suficiente soluciéon de hidroxido de potasio (KOH) al
10 %, hasta cubrirlas. Se procedi6 a calentar el vaso de precipitados por 10 minutos bajo 10
libras de presion. E1 KOH se retir6 y las raices se enjuagaron con agua destilada. Después
se agreg6 una solucion de perdxido de hidrogeno (H,O;) al 10%, en suficiente cantidad
para que cubriera las raices por diez minutos; pasado el tiempo se procedié a enjuagar con
agua destilada. Posteriormente, las raices se cubrieron con acido clorhidrico (HCI) al 10%
por diez minutos, se elimind el HCI y sin enjuagar, se procedid a tefiir con la solucioén
colorante (azul tripano 0.05% en lactoglicerol) para lo que fue necesario calentar por 10
minutos a 10 libras de presion.

Para determinar el porcentaje de colonizacion fue necesario evaluar
microscopicamente la morfologia interna de la simbiosis. Veinte segmentos (lcm de
longitud) de las raices tefiidas fueron colocados en portaobjetos con agujas de diseccion,
paralelamente unos a otros (Figura 5.1). Sobre las raices se adicionaron gotas de
lactoglicerol, y se colocaron cubreobjetos, se eliminaron las burbujas y cada laminilla fue
sellada con esmalte para ufias. Para realizar la evaluacion se observé al microscopio con el
aumento 20X, 40X y hasta 100X (aplicando aceite de inmersidn), se efectuaron tres pasajes
equidistantes por la laminilla, para registrar los segmentos con hifas, vesiculas y/o
arbusculos. El porcentaje de colonizacion micorrizica total se calcul6 dividiendo el nimero
total de segmentos colonizados entre el nimero de segmentos totales observados y el

resultado se multiplico por cien.
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Figura 5.1. Evaluacion de la colonizacion por hongos micorrizicos arbusculares en el

sistema radical de las plantas, con base en las raices tefiidas en el portaobjetos. a)
colocacion de las raices tefiidas en las cajas de Petri; b) montaje de raices en portaobjetos

con lactoglicerol; c) observacion de las preparaciones al microscopio (Alarcon et al., 2004).

Una parte del suelo rizosférico recolectado fue utilizado para extraer y cuantificar
las esporas presentes, utilizando el método de Gendermann y Nicolson (1963) descrito por
Ferrera-Cerrato et al. (1993), para lo cual se elabor6 una suspension con 100 gramos del
suelo en 2000 mL de agua corriente. Agitando por cinco minutos y dejando reposar 3
minutos, con la finalidad de eliminar particulas grandes por sedimentacion. La suspension
se paso a través de una serie de tamices de 500, 250 y 44 micras. Se agregd agua al
sedimento precipitado y se repitieron los pasos anteriores dos veces mds. La fraccion
obtenida de los tamices se filtr6 y se colocod en una caja Petri. El nimero de esporas se
obtuvo al contar la cantidad de éstas en la caja Petri, con ayuda de un microscopio

estereoscopico, y se reportd en nimero de esporas en 100 gramos de suelo seco.
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La otra parte del suelo se utilizd para propagar las esporas presentes en la rizosfera
de cada una de las plantas medicinales recolectadas, mediante cultivos trampa en
condiciones de invernadero (Salas y Blanco, 2000). Se colocaron 100 gramos del suelo de
cada planta que contuvo fragmentos de raices colonizadas y esporas, en una maceta con
sustrato (arena) estéril y se sembro la graminea Bracharia brizantha Hochst. Staf., como
planta trampa. A los ocho dias de la germinacion se les aplico riegos (cada tercer dia) con
solucién nutritiva de Long Ashton modificada (para adicionar 10.25 ug mL" de NaH,PO,)
(ANEXO 1) (Hewitt, 1966). Después de diez meses, a la planta hospedante se le corto la
parte aérea y fue sometida a estrés hidrico con el objetivo de estimular la esporulacion de
los HMA. En la raiz de cada una de las plantas trampa se evalud la colonizacion
micorrizica y en el suelo de cada consorcio se contaron las esporas, por las metodologias
previamente descritas.

La identificacion de los distintos géneros se baso en la caracterizacion morfolégica
de las esporas, considerando tamafio, forma, ornamentacién, nimero y grosor de capas que
conforman la pared de la espora, hifa sustentora, etcétera. Para dicho fin se realizo el
siguiente procedimiento (Gonzalez-Chavez, 1993): Las esporas del suelo sin aparente dafio
mecanico, fueron examinadas al microscopio y mediante agujas de diseccion fueron
aisladas y posteriormente, seleccionadas por tamafo, ornamentacidon, hifa sustentora y
contenido citoplasmatico. Después se elaboraron preparaciones permanentes, para lo cual
se colocaron de 20 a 25 esporas intactas en un portaobjetos, y en otro portaobjetos, un
nimero semejante de esporas sutilmente rotas, para observar su tipo de pared. Como medio
de montaje se empleo polivinil-alcohol-acido lactico (PVLG). Una vez terminadas, las
preparaciones fueron observadas al microscopio de campo claro, para realizar mediciones

de las esporas. Entre otras caracteristicas se considerd la superficie que puede presentarse
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ornamentada, lisa, rugosa, con espinas, cavidades, proyecciones de varios tipos, color,
forma, composicion de la pared. También se utilizd como método taxonomico el uso de
reacciones quimicas de la pared de las esporas con el reactivo de Melzer's. Finalmente, la
identificacion se basé en las claves de Schenck y Pérez (1990) y principalmente, en los
especimenes incluidos en la pagina web del INVAM (2008). A partir de las preparaciones,
se tomaron fotografias en en campo claro o Nomarski con el microscopio optico (Olympus,

Modelo BX5) para observar las estructuras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se recolectaron 13 plantas medicinales silvestres en Areas Naturales de Bosques
mixtos. De acuerdo a su uso medicinal, las plantas se agrupan en: 1) aquellas que se utilizan
como galactogeno (produccion de leche): Pimpinella anisum L. 'y Adiantum capillus-
veneris L.; 2) aquellas cuyo uso es como cicatrizante: Phytolacca icosandra L.; 3) las que
se utilizan como astringente: Fragaria vesca L., Rubus fruticosus L., Rumex mexicanus
Meisn. y Plantago major L.; 4) aquellas que se emplean para enfermedades renales:
Erigeron karvinskianus DC., Castilleja tenuiflora Benth., Eryngium carlinae Delar; 5)
aquellas con accion purgante: Ricinus communis L.; 6) como agentes antimicrobianos:
Baccharis conferta H.B.& K., y 7) combate a los parasitos en humanos: Tagetes lucida
Cav. Todas las plantas medicinales en su condicion natural, presentaron micorriza
arbuscular, confirmandose la ubicuidad de los HMA (Opik et al., 2008; Giasson et al.,
2008). Los porcentajes de colonizacion micorrizica total oscilaron del 14 al 84%,
presentando el valor mas alto la especie Tagetes lucida Cav. y el mas bajo Rumex

mexicanus Meisn. (Cuadro 5.1).
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Cuadro 5.1. Géneros de hongos micorrizicos arbusculares (HMA), porcentajes de
colonizacién micorrizica arbuscular y nimero de esporas presentes en la rizésfera de

plantas medicinales recolectadas en areas naturales de bosques mixtos.

Nombre cientifico Géneros de HMA Colonizacion Nimero de esporas
(Familia botanica) micorrizica 100 g de suelo
(%)
Adiantum capillus-veneris L. Acaulospora 65 146
(Adiantaceac) Glomus
Baccharis conferta HB.& K. Acaulospora spl 'y 70 34
(Compositae) Acaulospora sp2
Castilleja tenuiflora Benth. Acaulospora 19 146
(Asteraceac)
Erigeron karvinskianus DC. Acaulospora, 20 58
(Asteraceae) Scutellospora, Gigaspora
y Glomus
Eryngium carlinae Delar. Acaulospora 'y 72 34
(Apiaceae) Glomus
Fragaria vesca L. Acaulospora 42 62
(Rosaceae)
Phytolacca icosandra L. Glomus spl 29 186
(Phytolaccaceae) Glomus sp2
Pimpinella anisum L. Acaulospora'y 38 176
(Apiaceae) Glomus
Plantago major L. Acaulospora 'y 59 166
(Plantaginaceae) Glomus
Ricinus communis L. Acaulospora 73 130
(Euphorbiaceace)
Rubus fruticosus L. Scutellospora'y 58 168
(Rosaceae) Glomus
Rumex mexicanus Meisn. Glomus 14 30
(Poligonaceae)
Tagetes lucida Cav. Acaulospora 85 240
(Asteraceae) Glomus

41



El suelo proveniente de Tagetes lucida Cav., presentd mayor cantidad de esporas al

compararse con el resto de los tratatamientos, y contrariamente en el suelo de Rumex
mexicanus Meisn., se observo el menor nimero de esporas (Cuadro 5.1).
Al examinar la taxonomia de los suelos recolectados se aprecia cierta diversidad, siendo
los principales géneros encontrados en la rizésfera de las plantas medicinales: Glomus,
Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora (Figuras 5.2. y 5.3). Otros autores ya han
reportado la asociacion de los HMA vy las plantas medicinales, entre estos autores se puede
citar a Panwar y Tarafdar (2006), quienes al realizar un estudio donde se analiz6 la
asociacion del HMA con tres plantas medicinales (Leptadenia reticulata, Mitragyna
parvifolia, Withania coagulans), observaron una alta diversidad de HMA entre las
diferentes plantas, dicha diversidad consistia en cinco géneros, en donde predominaba el
género de Glomus, con diez especies, ademas de Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora y
Paraglomus.

De los trece consorcios micorrizicos provenientes de plantas trampa, se realizé una
seleccion, en la que unicamente aquellos que presentaron porcentajes de colonizacion
superiores a 40%, fueron considerados como indculos. El criterio de esta seleccion basada
en el porcentaje de colonizacion se justifica ya que éste es considerado como caracteristica
importante que indica el potencial de un in6culo (Salas y Blanco, 2000). Con base en lo
anterior, se obtuvieron ocho indculos procedentes de la rizosfera de las siguientes plantas
medicinales: Adiantum capillus-veneris L. (50%), Castilleja tenuiflora Benth. (84%),
Erigeron karvinskianus DC. (94%), Pimpinella anisum L. (85%), Plantago major L.
(87%), Ricinus communis L. (44%), Rubus fruticosus L. (98%) y Rumex mexicanus Meisn.

(40%).
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Figura 5.2. Esporas de hongos micorrizicos arbusculares identificados de la rizosfera de
plantas medicinales obtenidas en campo. A) Acaulospora presente en Baccharis conferta
H.B.& K.; B) Acaulospora presente en Phytolacca icosandra L.; C y D) Especies del
género Glomus presentes en Phytolacca icosandra L.; y E) Acaulospora presente en
Tagetes lucida Cav.; y F) Glomus presente en Tagetes lucida Cav. Fotos tomadas bajo

microscopio de Nomarski. Barra = 30 pm.
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Figura 5.3. Esporas de hongos micorrizicos arbusculares identificados de la rizosfera de
plantas medicinales obtenidas en campo. G y H) Especie del género Gigaspora presente en
Erigeron karvinskianus DC.; 1 y J) Especies del género Glomus presente en Rumex
mexicanus Meisn. y Rubus fruticosus L.; K'y L) Especie del género Scutellospora presente
en Rubus fruticosus L. Fotos tomadas en microscopio de campo claro (G, Ky L)y

Nomarski (H, I, y J) Barra= 30 pm.
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CONCLUSIONES

Se identific6 a nivel de género los grupos taxondémicos de hongos micorrizicos
arbusculares de los consorcios obtenidos de la rizésfera de plantas medicinales y
propagados mediante cultivo trampa, siendo los géneros predominantes
Acaulospora y Glomus.

Los consorcios obtenidos de plantas medicinales, expresaron variabilidad en la
riqueza taxondmica de hongos micorrizicos arbusculares, siendo el més diverso el
consorcio proveniente de la planta medicinal Erigeron karvinskianus DC. con
cuatro géneros (Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora 'y Glomus)

Para realizar una clasificacion completa de los HMA localizados en cada consorcio

se requiere mayor tiempo.
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CAPITULO VI
Seleccion de consorcios de hongos micorrizicos arbusculares con base en la

promocion del crecimiento de Catharanthus roseus (L.) G. Don.

RESUMEN

En este capitulo se realizé un estudio comparativo del efecto de ocho consorcios de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) aislados de plantas medicinales [Ver capitulo V],
en la promocion del crecimiento (nimero de hojas, flores y botones, peso seco de hoja,
flores y botones y area foliar) de plantulas de Catharanthus roseus (L.) G. Don, bajo
condiciones de invernadero. Después de 70 dias, de inoculacion el consorcio proveniente de
la planta medicinal Rumex mexicanus es el que produjo mas efectividad en el peso seco de
hoja, tallo y raiz asi como en el nimero de hojas y area foliar. Sin embargo para nimero y
peso seco de flores y botones no existieron diferencias significativas entre este inoculo y el
resto de los tratamientos. Ademas las plantas a las que se les aplico el inoculo proveniente
de Rumex mexicanus presentaron mayor porcentaje de colonizacion total, que el resto de los
tratatamientos.

Los resultados anteriores muestran que existen variaciones en el proceso de
colonizacidén, asi como en el grado de beneficio de las diferentes especies de HMA en las
plantas. Lo anterior denota la importancia de seleccionar HMA con alta efectividad en la

promocion del crecimiento en las plantas de interés.

Palabras clave: efectividad, indculo, planta medicinal, porcentaje de colonizacion
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INTRODUCCION

La asociacion que establecen los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) no es
especifica puesto que cualquiera de estos hongos puede colonizar diferentes plantas
susceptibles de formar esta simbiosis. Sin embargo, algunos hongos benefician en mayor
grado a un determinado hospedante en comparacién con otros y, fundamentalmente,
muestran un cierto grado de adaptacion para establecer la micorriza y funcionar bajo
determinadas condiciones edafoclimaticas. Este hecho evidencia las marcadas diferencias
no solo estructurales, sino también funcionales existentes entre especies de HMA e incluso
entre hongos pertenecientes a una misma especie (ecotipos). Lo anterior denota la
importancia de conocer estas diferencias con vistas a seleccionar HMA o consorcios de
ellos dirigidos a una planta o a una condicion muy especifica, con el fin de obtener
resultados satisfactorios en la promocion del crecimiento en las plantas a las que sera
encaminada su inoculacion (Rodriguez ef al., 2004).

Varios factores intervienen en la efectividad de la asociacion micorrizica. Por
ejemplo, el genotipo del HMA aislado, la especie de planta hospedante y las caracteristicas
quimicas, fisicas y biologicas del suelo (Brundrett y Abbott, 2002; Kosuta et al., 2005;
Baar, 2008). Por lo tanto, la investigacion y la seleccion especifica de HMA deben
preceder a la inoculacion a grandes escalas, ademas de considerar la planta hospedante y las
condiciones ambientales especificas bajo las cuales creceran las plantas inoculadas
(Cavallazzi et al., 2008).

La micorriza arbuscular es considerada como un microorganismo promotor del
crecimiento de la planta lo cual esta relacionado con la mejora en el suministro de

nutrientes minerales. Dependiendo de la planta y del HMA, la colonizacion del sistema
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radical puede incrementar la nutricion de fésforo u otro nutriente mineral. (Akhtar y
Siddiqui, 2008; Vessey, 2003).

Teniendo en cuenta estos aspectos se realizé un estudio comparativo del efecto
benéfico de ocho consorcios de HMA, aislados de plantas medicinales (ver capitulo V) en
la promocion del crecimiento de plantas de Catharanthus roseus (L.) G. Don., con el

objetivo de seleccionar el consorcio micorrizico mas promisorio para esta planta medicinal.

MATERIALES Y METODOS

Las plantulas de C. roseus Variedad Pacifica rojo cereza (Plantulas de Tetela S. de
R. L. de C. V. Cuernavaca, Morelos) con siete semanas de germinacion fueron llevadas al
invernadero para ser transplantadas a macetas que contenian un kilogramo de sustrato
constituido por peat moss y agrolita (1:1 v/v) previamente pasteurizado durante tres dias.
La temperatura y la humedad relativa fue monitoreada con dog data logger modelo 150. La
humedad relativa promedio maxima y minima fue de 82.9+ 7.0 y 25.8 +11.11,
respectivamente, y la temperatura promedio méxima y minima fue de 35.44 + 5.4y 13.7 +
1.6 respectivamente.

Las plantulas fueron inoculadas al momento del transplante con 10 gramos del
inoculo correspondiente aplicado directamente sobre su sistema radical (Alarcon et al.,
2004). Se consideraron once tratamientos, los cuales incluian al testigo, inoculos del
consorcio Glomus Zac19 y de la cepa Glomus intraradices (cepas de referencia del Area de
Microbiologia); ademas de los inoculos de los ocho consorcios obtenidos, propagados y
seleccionados [Ver capitulo V] que correspondieron a las siguientes plantas medicinales:
Adiantum capillus-veneris L., Castilleja tenuiflora Benth., Erigeron karvinskianus DC.,

Pimpinella anisum L., Plantago major L., Ricinus communis L., Rubus fruticosus L. y
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Rumex mexicanus Meisn. Cada tratamiento estuvo constituido con cinco repeticiones. Las
plantulas fueron regadas cada tercer dia con agua corriente, y cada ocho dias se les aplico
un riego con solucion nutritiva de Long Ashton modificada para adicionar 10.25 ug mL™' de
NaH,POs (ANEXO1) (Hewitt, 1966). El criterio para emplear el inoculo de Glomus
intraradices y Glomus Zac19 se justifica ya que ambos inoculos han sido empleados como
promotores del crecimiento en diversas plantas (Godoy et al., 1993; Khalil et al., 1999;
Manjarez-Martinez et al., 1999; Alarcon y Ferrera-Cerrato, 1999).

Después de 70 dias, las plantas fueron cosechadas para proceder a la evaluacion del
numero de hojas, botones florales y flores, area foliar, biomasa seca (hojas, tallo, raices,
flores y botones) y porcentaje de colonizacion micorrizica. El area foliar fue determinada
con un medidor de area foliar (Area Meter, Modelo LI-3100). La biomasa seca se obtuvo al
pesar por separado hojas, flores, botones florales, tallos y raices en una balanza analitica
(Sartorius, Modelo Analytic AC 210S), después de que los diferentes 6rganos de la planta
fueron secados en un horno (FELISA, Modelo 242-A) a 70°C por 72 h.

El porcentaje de colonizacion micorrizica en las raices de las plantas de C. roseus,
fue evaluado por el método de Phillips y Hayman (1970) descrito por Ferrera-Cerrato et al.

(1993) y que fue mencionado con detalle en el capitulo V.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, incluyendo 11
tratamientos con cinco repeticiones cada uno. Los datos fueron analizados mediante el
programa SAS para Windows (SAS Institute Inc., 2002), realizando un analisis de varianza

y prueba de comparacion de medias (Tukey, 0=0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento del nimero de hojas (Figura 6.1) en plantulas de C. roseus a los
de 70 dias, muestra que las plantas inoculadas con los consorcios provenientes de Rumex
mexicanus 'y Plantago major presentaron el mayor numero de hojas (58 y 57 hojas
respectivamente), mostrando diferencias significativas (P<0.001) con respecto al
tratamiento inoculado con Glomus intraradices cuyo numero promedio de hojas fue de 25.
Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas al ser comparados con el testigo
(Figura 6.1). La produccion de biomasa aérea depende del HMA y de la compatibilidad de
estos con la planta (Zhao et al., 2006). Los resultados muestran que el numero de hojas
estuvo en funcion del inoculo empleado. Resultados similares se encontraron en
Camptotheca acuminata, cuya produccion de biomasa presentd variaciones por la
inoculacion con tres diferentes HMA (Zhao et al., 2006).

Respecto al area foliar los tratamientos inoculados con los consorcios provenientes
de la rizosfera de las plantas medicinales Rumex mexicanus, Plantago major, Castilleja
tenuiflora, Ricinus communis, Adiantum capillus-veneris, Pimpinella anisum y el consorcio
Glomus ZAC-19 presentaron los valores mas altos. No obstante no se observaron
diferencias significativas con el testigo. El tratamiento que expresé el valor mas bajo para
este parametro fue el inoculado con Glomus intraradices. Cabe destacar que el tratamiento
con el consorcio de Rumex mexicanus, super6é aunque no de manera significativa al resto de
los tratamientos con un area foliar de 244.54 cm? (Figura 6.1).

La inoculaciéon con HMA no tuvo efectos significativos en el numero de flores y
botones florales; sin embargo, los consorcios precedentes de Plantago major'y Adiantum

capillus-veneris., produjeron mayor respuesta. En el peso seco de ambos organos, se
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observo que el testigo presentd diferencias estadisticas con el resto de los tratamientos, al

producir mayor peso (Cuadro 6.1).
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Figura 6.1. Numero de hojas y area foliar en Catharanthus roseus (L.) G. Don., por efecto
de la inoculacién de consorcios micorrizicos arbusculares aislados de plantas medicinales
después de 70 dias. n=5. Medias + error estandar. Letras idénticas sobre las barras son
estadisticamente iguales (Tukey, o= 0.05). Simbologia: TE= testigo (sin inocular), RM=
Rumex mexicanus Meisn, PM= Plantago major L., CE= Castilleja tenuiflora Benth., RC=
Ricinus communis L., ACV= Adiantum capillus-veneris L., PA= Pimpinella anisum L.,
ZAC= Glomus ZAC-19, RF= Rubus fruticosus L., EK= Erigeron karvinskianus DC., y GI=

Glomus intraradices.
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Cuadro 6.1. Colonizacion micorrizica, numero y peso seco de flores y botones en
Catharanthus roseus (L.) G. Don., por efecto de la inoculacion de consorcios micorrizicos

arbusculares aislados de plantas medicinales después de 70 dias.

Tratamientos Colonizacion Numero Peso seco (g)
(se indica el nombre cientifico de micorrizica
la planta hospedante de donde se (%) Flores Botones Flores y
aislo el consorcio micorrizico)
botones
Testigo 00 g 26a 24a 0.50 a
Rumex mexicanus Meisn 350a 24 a 32a 0.04 b
Erigeron karvinskianus DC. 32.6 ab 22 a 3.0a 0.05b
Castilleja tenuiflora Benth. 30.0 abc 4.0a 32a 0.09b
Adiantum capillus-veneris L. 28.4 bed 4.4 a 56a 0.10b
Plantago major L. 27.5 bed 22a 5.8a 0.08b
Rubus fruticosus L. 25.0 cde 22 a 1.8 a 0.05b
Ricinus communis L. 22.6 de 22a 4.6 a 0.08 b
Pimpinella anisum L. 200 e 2.8 a 3.6a 0.06 b
Glomus intraradices 9.1f 1.6a 28a 0.03b
Glomus ZAC-19 5.0 fg 22 a 44 a 0.06 b
Significancia <0.001 NS NS <0.001

Medias + error estandar. Valores seguidos por la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey, a=
0.05). n=5.

La colonizacion micorrizica arbuscular (Cuadro 6.1) fue significativamente
(P<0.001) mas alta en el tratamiento inoculado con el consorcio obtenido de R.
mexicanus, presentando 35% de colonizacion micorrizica, seguido por los tratamientos
inoculados con los consorcios E. karvinskianus (32.6%) y C. tenuiflora (30%), entre los
cuales no hubo diferencias significativas. Los tratamientos con Glomus intraradices y
Glomus ZAC-19 exhibieron los valores mas bajos de colonizacion (Cuadro 6.1). Los datos

anteriores indican que la respuesta de C. roseus a la inoculacion con HMA presentaron
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variacion en la compatibilidad, la cual es medida por la formacion de micorriza y la
colonizacion de los HMA en la raiz.

Las variaciones en el porcentaje de colonizacion en plantas micorrizadas ya han
sido reportadas por otros autores (Ruiz y Azcon, 2000; Anderson, 2008; Li et al., 2008).
Por su parte, Gupta et al. (2002) al evaluar el efecto de Glomus fasciculatum en tres
cultivares de Mentha arvensis Becker (cultivares Kalka, Shivalik y Gomti) observaron que
el cultivar Shivalik mostré porcentajes de colonizacion promedio altos (68%), al ser
comparado con los demas cultivares, indicando que este cultivar fue mas dependiente al
HMA para la adquisicion de nutrimentos. Por otro lado, Zhao et al. (2006) al inocular
plantas de Camptotheca acuminata con tres especies de HMA (Acaulospora mellea,
Glomus diaphanum 'y Sclerocystis sinuosa actualmente reclasificada como Glomus
sinuosum) encontraron diferencias en el grado de colonizacion, siendo G. sinuosum el
HMA que presentd porcentajes de colonizacion mas altos. Ba et al. (2000) analizaron la
compatibilidad funcional medida por la colonizacion micorrizica, la formacidén de micorriza
y la longitud del micelio externo, entre trece arboles frutales tropicales y dos HMA
(Glomus aggregatum 'y Glomus intraradices). Los resultados reflejaron que el grado de la
colonizacién por los dos HMA fue dependiente de la especie del arbol frutal.

El uso de in6culos mixtos es justificable debido a que en la naturaleza, las plantas
estan expuestas a una mezcla de especies de HMA. Ademas, al utilizar indéculos mixtos se
aumentan las posibilidades de que mas de uno de los hongos colonice eventualmente el
sistema radical y promueva el crecimiento de la planta (Cuenca et al., 2003).

El peso seco de hojas de C. roseus fue significativamente afectado (P<0.001) por la
inoculacién con los consorcios micorrizicos (Figura 6.2). El tratamiento inoculado con el

consorcio obtenido de Castilleja tenuiflora, superd al resto de los tratamientos alcanzado un
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peso de 0.62 g. Sin embargo, entre este consorcio y los tratamientos inoculados con los
consorcios de R. mexicanus, P. major, R. communis, A. capillus-veneris, y P. anisum, no se
observaron diferencias significativas. Por otro lado, los testigos mostraron el valor
significativamente mas bajo de peso seco foliar (0.06g).

La inoculacion de HMA tuvo efectos significativos (P<0.001) en el peso seco de
tallo (Figura 6.2) de C. roseus, donde los tratamientos inoculados con los consorcios
procedentes de C. tenuiflora, R. communis 'y A. capillus-veneris presentaron los valores mas
altos (0.30 g, 0.29 g y 0.29 g, respectivamente), al ser comparados con los tratamientos
inoculados con los HMA procedentes de E. karvinskianus (0.10 g) y con la cepa
G.intraradices (0.05 g). No obstante, entre los tratamientos que expresaron los valores mas
altos y el testigo no se obtuvieron diferencias significativas.

En lo que respecta al peso seco de raiz (PSR) (Figura 6.2), se observa que el valor
mas alto fue obtenido en el tratamiento inoculado con el consorcio procedente de
R. mexicanus (0.41 g), aunque no se observaron diferencias significativas con el resto de
los tratamientos (incluyendo al testigo), excepto con el tratamiento inoculado con
G.intraradices cuyo PSR fue de 0.12 g.

El beneficio de los HMA tipicamente se relaciona con la promocion del crecimiento
y el peso seco de la parte aérea de las plantas inoculadas (Abu-Zeyad et al., 1999; Larsen
et al., 2009; Milleret et al., 2009). No obstante, el grado de beneficio de los HMA puede
tener variaciones por efecto de la especie de hongo que se inocula en las plantas. Lo
anterior denota la importancia de seleccionar HMA con alta efectividad en la promocion
del crecimiento de las plantas de interés (Ba et al., 2000; Cavallazzi et al., 2008).

Las plantas expresaron diferencias en el peso seco dependiendo del HMA utilizado.

Lo anterior concuerda con el trabajo realizado por Ruiz y Azcon (2000) quienes
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compararon el efecto de Glomus sp. y Glomus deserticola en el peso seco del vastago
(PSV) en plantas de lechuga, donde la cepa de G. deserticola expres6 un valor mayor.

Por su parte, Chu (1999) observo la respuesta de Euterpe oleracea a la inoculacion
con siete especies de HMA (Scutellospora gilmorei, Acaulospora sp., Gigaspora
margarita, Entrophospora colombiana, Scutellospora heterogama, Gigaspora sp. y
Scutellospora sp.), cuyo crecimiento presento variaciones de acuerdo con el HMA
inoculado, donde Scutellospora gilmorei fue la cepa mas efectiva. De manera similar, Giri
et al., (2005) al evaluar el efecto de dos HMA (G. fasciculatum y G. macrocarpum) sobre
el peso seco del vastago y de la raiz en Cassia siemea, encontraron que la inoculacion
produjo variaciones en ambos parametros; asi, el peso seco de las "plantas inoculadas con
G. macrocarpum; fue significativamente mayor, cuyo beneficio fue correlacionado con

mayor capacidad de aprovechamiento de nutrientes (Vessey, 2003).
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Figura 6.2. Peso seco de hojas, tallo y raiz en Catharanthus roseus (L.) G. Don., por efecto

de la inoculacién de consorcios micorrizicos arbusculares aislados de plantas medicinales

después de 70 dias. n=5. Medias + error estandar. Letras idénticas sobre las barras son

estadisticamente iguales (Tukey, o= 0.05). Simbologia: TE= testigo (sin inocular), RM=

Rumex mexicanus Meisn, PM= Plantago major L., CE= Castilleja tenuiflora Benth., RC=

Ricinus communis L., ACV= Adiantum capillus-veneris L., PA= Pimpinella anisum L.,

ZAC= Glomus ZAC-19, RF= Rubus fruticosus L., EK= Erigeron karvinskianus DC., y GI=

Glomus intraradices.
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CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que existen diferencias en el proceso de colonizacion de
los distintos consorcios de HMA, lo que se demuestra al observar el porcentaje de
colonizacién y el valor de las variables agrondmicas en los tratamientos analizados.

Finalmente, el consorcio proveniente de Rumex mexicanus, fue el mas efectivo en la
promocion del crecimiento de C. roseus, en las condiciones experimentales de este

estudio.
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CAPITULO VII
Aplicacion de bicarbonato de potasio y cloruro de sodio en plantas micorrizadas de
Catharanthus roseus (L.) G. Don. y su efecto en el contenido de vinblastina y

vincristina

RESUMEN

Las tensiones biodticas y abioticas inducen en las plantas una cadena de procesos cuya
activacion fisioldgica determinan cambios metabolicos que resultan en la acumulacion de
metabolitos que facilitan la adaptacion de la planta. La presente investigacion evalud el
efecto del estrés inducido con la aplicacion de dos dosis (2.5 y 7.5 mM) de bicarbonato de
potasio (KHCOs3) y cloruro de sodio (NaCl, 40 mM) en el crecimiento y en el contenido de
vinblastina y vincristina de Catharanthus roseus inoculadas con el consorcio de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) obtenido de la planta medicinal Rumex mexicanus
(Capitulo VI). Después de 75 dias, la inoculacion con HMA incremento significativamente
(P< 0.001) la actividad antioxidante (78.60 uM planta™) y el contenido de compuestos
fenolicos (23.29 pg planta™), de vinblastina (48. 64 pg planta™) y de vincristina (56.13 pg
planta’). Por otro lado, la aplicaciéon de 7.5 mM de KHCO; también incrementd
significativamente (P< 0.001) el contenido de vinblastina (51.17ug planta™), vincristina
(59.04 pg planta™). Por su parte, el NaCl no produjo efectos significativos en el contenido
de ambos alcaloides. La adicion combinada de KHCOj; y NaCl inhibi6 significativamente el
porcentaje de colonizacidn micorrizica. Se concluye que la aplicacion de KHCO;
incrementa el contenido de ambos alcaloides en hojas de Catharanthus roseus, de manera
similar el efecto de la sola inoculacion con los HMA sin aplicacion de éstres.

Palabras clave: abiotico, bidtico, metabolismo secundario, inoculacion
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INTRODUCCION

El metabolismo secundario es una parte integral del desarrollo de las plantas, en el
que la acumulacion de metabolitos secundarios puede demarcar el inicio de etapas de
desarrollo, aunque su sintesis en las plantas no parece tener ninguna relevancia en los
procesos importantes en su ciclo de vida. No obstante, los productos del metabolismo
secundario, tienen un papel fundamental en la interaccion de la planta con su ambiente
(Treutter, 2006; Neumann et al., 2009).

Las plantas son fuente de una amplia variedad de metabolitos secundarios que
tienen multiples aplicaciones ya sea como farmacos, plaguicidas, colorantes, saborizantes y
fragancias, entre otros. Sin embargo, la desventaja radica en su baja acumulacion, ya que la
produccion de estos metabolitos puede estar regulada espacial o temporalmente, es decir
ocurre en células, 6rganos y tejidos especificos, asi como en fases determinadas del ciclo de
la vida de la planta y bajo condiciones estacionales (Trejo y Rodriguez, 2007).

Es evidente que en numerosas plantas, los metabolitos secundarios son el producto
de la evolucioén bioldgica bajo condiciones ecologicas definidas. Las tensiones (estrés)
bidticas y abidticas inducen en las plantas una serie de procesos fisiologicos como el
reconocimiento de sefiales, cambios en flujos intracelulares de iones, tales como Ca®’,
acumulacién de especies reactivas de oxigeno, fosforilacion de ciertas proteinas, y
transcripcion de los genes requeridos para la sintesis de ABA, etileno, jasmonato, acido
salicilico, y otros compuestos. La activacion fisiologica de estos procesos determinan
sucesivos cambios metabolicos que resultan en la acumulacion de metabolitos que facilitan
la adaptacion de la planta al ambiente (Malenci¢ ef al., 2004; Ryabushkina, 2005).

Actualmente existen trabajos que reportan que los hongos micorrizicos arbusculares

(HMA) al ser inoculadas en plantas medicinales producen cambios significativos en la
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composicion quimica de los tejidos de las plantas (Abu-Zeyad et al., 1999; Gupta et al.,
2002). Por ejemplo, Kapoor et al. (2004) demostraron que la inoculaciéon de dos HMA
(Glomus fasciculatum y Glomus macrocarpum) incrementd significativamente la
concentracion de aceite esencial de Foeniculum vulgare Mill. Por su parte, Morone-
Fortunato y Avato (2008) reportd un aumento en la produccion de glandulas secretoras en
plantas micropropagadas de Oreganum vulgare L. ssp. hirtum (Link), al ser inoculadas con
Glomus viscosum.

Por lo anterior, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de riegos con
soluciones de dos dosis de bicarbonato de potasio (KHCO;), una de cloruro de sodio
(NaCl) y su combinacion, en el incremento de la capacidad atrapadora de radicales libres, el
poder antioxidante mediante la reduccion del i6n férrico y el contenido de compuestos
fenolicos, vinblastina y vincristina de plantas micorrizadas de Catharanthus roseus (L.) G.

Don.

MATERIALES Y METODOS
a) Crecimiento y evaluacion de actividad antioxidante, contenido de compuestos
fendlicos y alcaloides por efecto de estrés abiotico.

Las plantulas de Catharanthus roseus (L.) G. Don. (Plantulas de Tetela S. de R. L.
de C. V. Cuernavaca, Morelos) con siete semanas de crecimiento, fueron llevadas al
invernadero para ser transplantadas a macetas que contenian un kilogramo de sustrato (peat
moss y agrolita, 1:1 v/v) previamente pasteurizado, durante tres dias. En el invernadero la
temperatura y la humedad relativa fue monitoreada con dog data logger modelo 150.

Las plantulas fueron inoculadas al momento del transplante, con 10 gramos del

inoculo el cual fue aplicado directamente sobre su sistema radical (Alarcon et al., 2004).
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Dicho indculo fue obtenido de la rizésfera de la planta medicinal Rumex mexicanus Meisn.
y propagado en invernadero. El inoculo contenia 222 esporas en 50 g y la planta hospedante
tuvo un porcentaje de colonizacion del 40%; ademas el cosorcio estuvo integrado por HMA
pertenecientes al género Glomus (Ver Capitulo VI).

Los tratamientos estuvieron en funcién de dos dosis (2.5 y 7.5 mM) de bicarbonato
de potasio (KHCOs, Fermont®); una de cloruro de sodio (NaCl, 40 mM), y su combinacion,
aplicados a plantas micorrizadas (+M) como a plantas sin micorriza (-M). Se consideraron
12 tratamientos con 10 repeticiones, producto de las combinaciones de los factores
previamente mencionados. El criterio en la seleccion de las dosis de KHCO; y de NaCl
estuvieron en funcion de trabajos previamente realizados donde se muestra la tolerancia de
C. roseus a la aplicacion de dichos compuestos, sin alterar significativamente su desarrollo
(Cartmill et al., 2008; Cartmill et al. [En preparacion]). El suministro de las dosis de los
compuestos quimicos se realizd cada tercer dia en aplicaciones de 200 mL por planta, en
sus respectivos tratamientos.

Después de 75 dias, las plantas fueron cosechadas para proceder a la evaluacion del
numero de hojas, botones y flores, la biomasa seca total y de hojas, tallos, raices, flores y
botones florales. Ademas, se determind el area foliar, el contenido de compuestos fendlicos
totales, la actividad antioxidante total, el contenido de los alcaloides vinblastina y
vincristina, y el porcentaje de colonizacidon micorrizica.

El area foliar fue determinada con un medidor de area foliar (Area Meter, Modelo
LI-3100). La biomasa seca se obtuvo al pesar, por separado, hojas, flores, botones florales,
tallos y raices de las plantas, en una balanza analitica (Sartorius, Modelo Analytic AC
210S), después de que los diferentes 6rganos de la planta fueron secados en un horno

(FELISA, Modelo 242-A) a 70°C por 72 h.
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El contenido de compuestos fenolicos totales se evalud por el ensayo con Folin-
Ciocalteau, utilizando al acido clorogénico como estandar (Singleton y Rossi, 1965; Soong
y Barlow, 2004). Se tomo 0.1 g de tejido seco de hoja, el cual se macer6é en un mortero con
3 mL de metanol al 80%. Después el extracto fue centrifugado por 15 minutos a 15000
rpm. Posteriormente, se tomaron 30 pL del extracto adicionandole 90 puL de Na,COs y 150
pL del reactivo Folin-Ciocalteau. Transcurridos 30 minutos se tomé la lectura de
absorbancia a 725 nm en espectrofotometro (Synergy 2, Biotech® Instruments). Los
resultados fueron expresados como microgramos de equivalentes de acido clorogénico por
gramo de tejido fresco (g acido clorogénico g ™).

La actividad antioxidante total se determin6 con el ensayo de decoloraciéon radical
1,1-difenil-2-picrildrazil (DPPH) utilizado como compuesto antioxidante Trolox (Matthéus,
2002). Para lo anterior, se tomd 0.1 g de tejido seco de hoja, el cual se macerd en un
mortero con 3 mL de metanol al 80%. Posteriormente, se tomaron 75 pL del extracto y se
adicion6 250 pL de solucion de DPPH. Se tomo una lectura inicial de absorbancia a 515
nm; y después, las muestras fueron incubadas por 15 minutos y se leyo la absorbancia final
en espectrofotdmetro (Synergy 2, Biotech™ Instruments). Los resultados fueron expresados
como micromoles de equivalentes de Trolox por gramo de tejido fresco (UM Trolox g™).

Para el contenido de los alcaloides vinblastina y vincristina se utilizo el método del
TPT (Nagaraja et al., 2002). Se tom6 0.1 g de tejido seco de hoja, el cual se macerd en un
mortero con 3 mL de metanol al 80%. Se tomaron alicuotas de 30 puL del extracto obtenido
y se afiadieron 46 pL de solucién de hierro III (0.01mol/dm™) y 184 pL de 2,4,6-tris (2-
piridil)-1,3,5-triazina (0.2%) y se sumergieron en agua a 100 °C durante 5 minutos.

Posteriormente, las muestras fueron enfriadas y se realizé una dilucién con metanol al 80%
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(1:25). La absorbancia de las muestras fueron leidas a 590 nm en espectrofotdémetro
(Synergy 2, Biotech® Instruments).

El porcentaje de colonizacién micorrizica en las raices de Catharanthus roseus, fue
evaluado por el método de Phillips y Hayman (1970) descrito por Ferrera-Cerrato et al.,
(1993) [Ver procedimiento detallado en capitulo V].

Se utilizd6 un experimento factorial 2x6 en un disefio completamente al azar,
obteniendo 12 tratamientos con 10 repeticiones cada uno. Los factores fueron los
siguientes: dos niveles de inoculacion (plantas con y sin HMA), y seis niveles de estrés
(Testigo sin estrés, 2.5 mM de KHCOs3, 7.5 mM de KHCOs3, 40 mM de NaCl, 2.5 mM de
KHCO;3; + 40 mM de NaCl, y 7.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl). Los datos fueron
analizados mediante el programa SAS para Windows (SAS Institute Inc., 2002), realizando

un analisis de varianza y prueba de comparacion de medias (Tukey, a=0.05).

b) Evaluacion del poder reductor por el ensayo de FRAP, Tamizaje fitoquimico y
determinacion de los alcaloides vincristina y vinblastina por Resonancia magnetica

nuclear de proton (RMN 1H) en Catharanthus roseus (L.) G. Don.

Los extractos metandlicos de las plantas testigo (sin estrés) y a las que se les aplico
7.5 mM de KHCO; con y sin micorriza por haber presentado resultados mas promisorios,
fueron sometidos a la evaluacion del poder antioxidante mediante la reduccion del i6n
férrico a 16n ferroso. Ademas se realizo el tamizaje fitoquimico correspondiente para la
identificacion de los principales grupos de metabolitos secundarios presentes y la
determinacion de los alcaloides vincristina y vinblastina por resonancia magnetica nuclear

de proton (RMN 'H).
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La determinacién del poder reductor se evalio mediante el ensayo FRAP (adaptado
de Benzie y Strain, 1996). Se tom6 1 g de tejido seco de hoja, el cual fue macerado
directamente con 20 mL de metanol (MeOH), agitando eventualmente durante 5 dias. El
producto obtenido fue evaporado en rotavapor hasta sequedad, obteniéndose en cada caso
el rendimiento del proceso extractivo. Después se colocaron en un vial &mbar 2,700 uL de
solucion FRAP (ANEXO 2), 150 pL de muestra y 150 pL. de agua destilada. Las
absorbancias fueron medidas en un espectrometro UV-Vis (Varian modelo Cary 100) 8
minutos después de mezclar las soluciones a una longitud de onda de 593 nm. Para la
lectura del blanco se empleo la soluciéon FRAP, como referencia el acido ascorbico y como
control 2,700 puL de solucion FRAP y 300 uL. de agua destilada. Todas las lecturas se
realizaron por triplicado. La capacidad de reduccion férrica se calculo en base a una curva
de calibracion, utilizando soluciones de concentracion conocida de sulfato ferroso (FeSO,)
en un rango de 100-1000 uM. La ecuacidon generada por la curva de calibracién fue la
siguiente: Abs = 0.0019 conc. + 0.10715. Los resultados fueron expresados en pM de Fe".

El anélisis fitoquimico de los extractos de las plantas fue realizado tomando como
base métodos cualitativos estandar como son pruebas colorimétricas y cromatografia en
capa delgada (Dominguez, 1973; Cseke et al., 2006). Asi, el tamizaje fitoquimico de los
extractos se llevdo a cabo en cromatofolios de silicagel de 4 x 7cm, usando viales
conteniendo 20 mg del extracto disueltos en 1 mL de MeOH, empleando 15 aplicaciones
puntuales por muestra. Los sistemas de elucion empleados fueron mezclas de
benceno/acetona/MeOH (9:1:0, 7:3:0 y 7:3:1).

La evaluacion de los alcaloides vincristina y vinblastina por RMN'H (Kim et al.,
2006). Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton 'H fueron obtenidos en un

equipo de la marca Varian modelo Mercury Plus a 300 MHz para 'H. Los desplazamientos
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quimicos son reportados en partes por millén (ppm), tomando como referencia interna
referida a cero la sefial de tetrametilsilano (TMS). Para la estandarizacion, identificacion y
determinacion se utilizé6 metanol deuterado (MeOH-D4) usando una secuencia de pulsos
estandar. Para la identificacion de los alcaloides en las muestras problema se utilizd una
concentracion de 20 mg de extracto metanolico disueltos en 0.7 mL de MeOH-D,, usando
como referencias externas 4-F-Benzaldehido (1 pL, 1.15 mg, 9.27 pmol) y 1,3,5-trimetil
benceno (Mesitileno, 1 pL, 0.86 mg, 7.18 pmol ) como base para la integracion.

El analisis estadistico se hizo con un ANOVA de una via y un tratamiento posterior
de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION
a) Crecimiento y evaluacion de actividad antioxidante, contenido de compuestos
fendlicos y alcaloides por efecto de estrés abiotico.

Se obtuvieron diferencias significativas (P < 0.001) en el numero de hojas por
efecto de los factores HMA, estrés y la interaccion estrés x HMA (Cuadro 7.1). Con
respecto al factor HMA, las plantas no micorrizadas presentaron mayor nimero de hojas
que las micorrizadas. En lo referente al estrés, la aplicacion de 2.5 mM de KHCOs; produjo
significativamente mayor nimero de hojas con respecto a las plantas sin éstres no
micorrizadas. En contraste, la adiciéon de NaCl redujo en 20% el nimero de hojas con
respecto a las plantas sin éstres no micorrizadas.

En la interaccion estrés x HMA, se observo que las plantas sin éstres micorrizadas
tuvieron mayor nimero de hojas que su contraparte sin micorriza (Cuadro 7.1). En
contraste, la aplicacion de cualquier tipo de estrés en plantas micorrizadas, resulté en menor
nimero de hojas con respecto a las plantas no micorrizadas (Cuadro 7.1). El tratamiento

con mayor numero de hojas correspondi6 a plantas sin micorriza con aplicacion de 2.5 mM
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de KHCO3, mientras que el tratamiento con menor numero de hojas correspondi6 a plantas
micorrizadas con aplicacion combinada de 2.5 mM de KHCO3 y 40 mM de NaCl.

En el presente trabajo se observo que las plantas sin éstres micorrizadas presentaron
mayor numero de hojas. Al respecto, algunos autores sugieren que la inoculaciéon con HMA
promueve el crecimiento en las plantas, al incrementar la absorcion nutrimental, y el
nimero de hojas es un parametro de crecimiento que denota el beneficio de la simbiosis

(Greipsson y El-Mayas, 2002; Robertson et al., 2007).
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Cuadro 7.1. Efecto de la inoculacién de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y la

aplicacion de cloruro de sodio (NaCl), y bicarbonato de potasio (KHCOs), sobre el nimero

de hojas, flores y botones florales en plantas de Catharanthus roseus (L.) G. Don., después

de 75 dias.
Numero
Tipo de Estrés HMA Hojas Flores Botones
florales
Testigo (Sin estrés) Si 58.75bc 4.50a 1.75a
No 50.75cde 3.75a 1.00 a
40 mM NacCl Si 46.00 def 4.25a 0.50 a
No 40.75ef 4.50a 1.50 a
2.5 mM KHCO; Si 51.75¢cde 4.00a 1.75a
No 72.00a 3.00a 1.75 a
7.5 mM KHCO; Si 57.50bed 3.25a 1.75a
No 64.50ab 5.50a 2.00 a
2.5 mM KHCOj; + 40 mM NaCl Si 3525f  3.75a 1.00 a
No 5825bc 3.75a 2.00 a
7.5 mM KHCO; + 40 mM NacCl Si 43.00ef 4.50a 1.00 a
No 57.75bed 5.50a 2.00 a
DMS 11.83 3.41 1.70
Significancia:
Estrés 0.001 NS NS
HMA 0.001 NS 0.05
Estrés x 0.001 NS NS
HMA

Valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05,

n=4). DMS= Diferencia minima significativa, NS= No significativo.
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La aplicacion de 40 mM de NaCl redujo el numero de hojas (Cuadro 7.1). El efecto
negativo ha sido reportado para otro tipo de plantas, como por ejemplo Citrus reshni Hort.
ex Tan y Poncirus trifoliata x Citrus sinensis que al ser expuestas a riegos con diferentes
dosis de NaCl, expresaron una reduccion en el nimero de hojas conforme aumentaba la
concentracion (Anjum, 2008). De manera similar, Asaeda et al. (2003) observaron que el
numero de hojas en Phragmites australis fue efectado por la salinidad.

Con respecto al nuimero de flores y botones no se apreciaron diferencias
significativas en los factores HMA, estrés y la interaccion estrés x HMA (Cuadro 7.1).

En el peso seco de hoja se obtuvieron diferencias significativas (P < 0.001) en los
tres factores estudiados. HMA, estrés y la interaccion estrés x HMA. En lo que respecta al
factor HMA, las plantas micorrizadas tuvieron menor peso seco de hoja que las plantas no
micorrizadas. En el factor estrés, las plantas a las cuales se aplicaron 2.5 mM de KHCO;
presentaron mayor peso seco de hojas con respecto a las plantas sin éstres no micorrizadas
(Cuadro 7.2).

En la interaccion estrés x HMA se observd que las plantas sin éstres micorrizadas
presentaron mayor peso seco de hojas que las plantas sin éstres no micorrizadas (Cuadro
7.2). Por otra parte, las plantas sin micorriza, a las que se aplico tanto 2.5 como 7.5 mM de
KHCO3; mostraron los valores mas altos de peso seco de hoja, al ser comparados con las
plantas sin éstres no micorrizadas (Cuadro 7.2). En contraste las plantas micorrizadas a las
que se les aplicé de manera combinada 2.5 mM de KHCO; y 40 mM de NaCl mostraron el
valor significativamente (P< 0.001) mas bajo con respecto a las plantas sin éstres

micorrizadas (Cuadro 7.2).
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Cuadro 7.2. Efecto de la inoculacién de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y la

aplicacion de cloruro de sodio (NaCl) y bicarbonato de potasio (KHCO3), sobre el peso

seco de hojas, flores y botones florales, tallo y raiz en plantas de Catharanthus roseus (L.)

G. Don., después de 75 dias.

Peso seco
(®
Tipo de Estrés HMA Flores y
Hojas botones  Tallo Raiz
florales
Testigo (Sin estrés) Si 0.62 be 0.05 abc 0.21b 0.22 de
No 0.50 cde 0.04 bc 0.16 bcde  0.19de
40 mM NaCl Si 0.42def  0.04 be 0.12 def 0.17 ef
No 0.40 ef 0.05 abc 0.10 ef 0.18 def
25 mM KHCO; Si 0.49 cde 0.05 abc 0.15 bcdef 0.17 ef
No 0.83a 0.04 abc 0.28a 035b
75 mM KHCO; Si 0.58cde  0.04 be 0.19 be 0.22 cde
No 0.78 ab 0.08 a 0.29 a 047 a
25 mM KHCO;+ 40 mM NaCl Si 0.28 f 0.04 c 0.08 f 0.09 f
No 0.61 be 0.05 abc 0.19 bed 0.32 be
75 mM KHCO; + 40 mM NacCl Si 0.42 ef 0.04 abc 0.13 cdef 0.14 ef
No 0.61 becd  0.08 ab 0.21b 0.27 bed
DMS 0.183 0.04 0.07 0.098
Significancia:
Estrés 0.001 NS 0.001 0.001
HMA 0.001 0.01 0.001 0.001
Estrés-HMA  0.001 0.05 0.001 0.001

Valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05,

n=4). DMS= Diferencia minima significativa, NS= No significativo.
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Las plantas sin éstres micorrizadas presentaron mayor peso seco de hoja al
compararse con las plantas sin éstres no micorrizadas (Cuadro 7.2). La respuesta en
crecimiento de las plantas que son colonizadas por uno o mas hongos micorrizicos
arbusculares, es a menudo resultado del incremento en nutricion de P y otros nutrimentos
(Velasco et al., 2001). Por su parte, Elsen et al. (2003) explican que plantas de Musa spp.,
inoculadas con Glomus mosseae presentaron un incremento del 129 % en el peso seco de la
parte aérea, en comparacion con las plantas no micorrizadas. De igual manera Fagbola et
al. (2001), encontraron que al inocular Gliricidia sepium con Glomus deserticola, el peso
seco hojas incremento significativamente

Los resultados muestran que la aplicacion combinada del NaCl y KHCO; en el peso
seco de hojas en C. roseus, disminuyd de manera significativa, ain estando la micorriza
presente. Lo anterior es contrario a lo expuesto por Hatimi (1999), quien al exponer plantas
micorrizadas de Acacia cyanophyla Lind. a NaCl, observo que su biomasa no fue afectada.

Con respecto al peso seco de flores y botones florales, se obtuvieron diferencias
significativas en los factores HMA (P < 0.001) y la interaccion estrés x HMA (P < 0.05).
Sin embargo para el factor estrés no se obtuvieron diferencias significativas (Cuadro 7.2).
En el factor HMA, se observd que la mayoria de las plantas micorrizadas expresaron
valores menores de peso seco de flores y botones que las plantas no micorrizadas. En lo que
respecta a la interaccion estrés x HMA, se observo que las plantas sin éstres micorrizadas
presentaron mayor peso seco de flores y botones que las plantas sin éstres no micorrizadas
(Cuadro 7.2). Ademas, las plantas no micorrizadas con aplicacion de 7.5 mM de KHCO;
aumentaron en un 100% el peso seco de flores y botones florales, en comparacion con las

plantas sin éstres no micorrizadas (Cuadro 7.2).
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En el peso seco de tallo se observaron diferencias significativas (P < 0.001) para los
factores HMA, estrés, y estrés x HMA (Cuadro 7.2). En lo que respecta al factor HMA se
observo que las plantas no micorrizadas tuvieron valores superiores en el peso seco de tallo
que las plantas micorrizadas (Cuadro 7.2). En el factor estrés se obtuvo un incremento del
81 % en el peso seco de tallo en plantas que fueron sometidas a riegos de 7.5 mM de
KHCOs;; en contraste la aplicacion de 40 mM de NaCl disminuy6 en un 38% el peso seco
de tallo, en comparacion con las plantas sin éstres no micorrizadas (Cuadro 7.2).

En el factor estrés x HMA se observd que las plantas sin éstres micorrizadas
presentaron mayor peso seco de tallo aunque sin efectos significativos, que las plantas sin
éstres no micorrizadas. Las plantas no micorrizadas a las cuales se les aplicé de manera
independiente 2.5 6 7.5 mM de KHCOj; presentaron los valores mas altos en el peso seco de
tallo, comparado con plantas sin éstres no micorrizadas. Contrariamente la aplicacion
combinada de 2.5 mM de KHCO; y 40 mM de NaCl, disminuy6 un 62% el peso seco de
tallo en plantas micorrizadas al compararse con plantas sin éstres micorrizadas (Cuadro
7.2).

Se observaron diferencias significativas (P < 0.001) en el peso seco de raiz por
efecto de factores HMA, estrés y la interaccion HMA x estrés (Cuadro 7.2).
Independientemente del estrés, las plantas micorrizadas presentaron los valores mas bajos
en el peso seco de raiz al ser comparadas con plantas no micorrizadas (Cuadro 7.2). Con
respecto al factor estrés, se observd que las plantas a las que se aplico 7.5 mM de KHCO;
aumentaron en un 147% el peso seco de raiz, con respecto a las plantas sin éstres no
micorrizadas. En contraste, las plantas con aplicacion de 40 mM de NaCl presentaron una
reduccion del 6% en el peso seco de raiz en comparacion con las plantas sin éstres no

micorrizadas (Cuadro 7.2).
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En la interaccion de estrés x HMA se observa que las plantas sin micorriza con
aplicacion de 7.5 mM de KHCOj; presentaron los valores mas altos de peso seco de raiz. En
contraste, las plantas micorrizadas con aplicacion combinada de 7.5 mM de KHCO; y 40
mM de NaCl, tuvieron una disminucion del 36% en el peso seco de raiz al compararse con
plantas sin éstres micorrizadas (Cuadro 7.2).

El incremento en el peso seco de raiz en plantas inoculadas con HMA ya ha sido
reportado por otros autores. Lo cual puede deberse a que la micorriza arbuscular ademas de
emplear el micelio externo para adquirir nutrimentos, también puede promover el
crecimiento radical con el objetivo de facilitar la absorciéon de macro y micronutrimentos
(Giri et al., 2005).

La alcalinidad inducida por el KHCOs y el NaCl afecto el peso seco de la raiz de
plantas de C. roseus colonizadas por hongos micorrizicos arbusculares. Este efecto es
contrario a los reportes donde describen que la presencia de la micorriza arbuscular
disminuye el efecto perjudicial a la exposicion al NaCl en el peso seco de raiz en plantas de
maiz y lechuga (Sheng et al., 2008; Ruiz y Azcon, 2000).

En el peso seco total se observaron diferencias significativas (P< 0.001) por efecto
de factores HMA, estrés, y la interaccion estrés x HMA (Figura 7.1). En lo que respecta al
factor HMA, se aprecia que las plantas inoculadas con HMA presentaron
significativamente menor peso seco total que las plantas sin micorriza (Figura 7.1). En
cuanto al factor estrés, las plantas con aplicacion de 2.5 y 7.5 mM de KHCO;
incrementaron en un 33% su peso seco total en comparacion con plantas sin éstres no
micorrizadas. Entre el resto de los tratamientos no existieron diferencias significativas; sin
embargo, la aplicacion de 40 mM de NaCl disminuy6 en un 25 % el peso seco total, al

compararse con plantas sin éstres no micorrizadas (Figura 7.1).
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Figura 7.1. Efecto de los factores independientes, inoculacién micorrizica (A) y aplicacion
de factor de estrés abiotico (B), en el peso seco total de Catharanthus roseus (L.) G. Don.,
después de 75 dias. n=4. Medias + error estandar. Letras idénticas sobre las barras son
estadisticamente iguales (Tukey, o= 0.05). Simbologia: Testigo=Sin estrés, S= estrés con
40 mM de NaCl, 2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO;, 7.5= estrés con 7.5 mM de KHCOs,
S2.5=estrés con 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés 7.5 mM de KHCO; +
40 mM de NaCl.
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En la interaccion estrés x HMA se observa que las plantas sin éstres micorrizadas
presentaron mayor peso seco total, que las plantas sin éstres no micorrizadas (Figura 7.2).
El tratamiento con mayor numero de hojas correspondidé a plantas no micorrizadas con
aplicacion de 7.5 mM de KHCOs, incrementando un 80% el peso seco total de las plantas al
compararse con plantas sin éstres no micorrizadas (Figura 7.2). En contraste, las plantas
micorrizadas con aplicaciéon combinada de 2.5 mM de KHCO; y 40 mM de NaCl,
mostraron un disminucién del 55% en el peso seco total, al comparase con plantas sin

éstres micorrizadas (Figura 7.2).
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Figura 7.2. Peso seco total de Catharanthus roseus (L.) G. Don., por efecto de la aplicacion
de estrés abiodtico e inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares, después de 75 dias.
n=4. Medias + error estandar. Simbologia: S= estrés con 40 mM de NaCl, 2.5= estrés con
2.5 mM de KHCO;, 7.5= estrés con 7.5 mM de KHCOs, S2.5= estrés con 2.5 mM de
KHCO;5 + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl. * Sobre las
barras indica efectos significativos (Tukey, a= 0.05) entre los tratamientos micorrizados y

los no micorrizados. NS = no significativo.

74



En las plantas sin éstres micorrizadas se aprecio un incremento en el peso seco total
por efecto de la inoculacion con HMA. Uno de los efectos benéficos de la micorriza
arbuscular es promover el crecimiento de las plantas hospedantes, al incrementar el
volumen del suelo explorado que favorece la absorcion de nutrimentos por la planta
contribuyendo en el aumento de su peso seco total (Eon et al., 1994; Kahiluoto et al., 2000;
Monzén y Azcon, 2001; Giri et al., 2007). De manera similar, Sharma et al. (2008)
evaluaron el efecto benéfico de tres HMA en la produccion de mayor biomasa seca de
Curculigo orchioides Gaertn., la cual es una planta con propiedades anticarcinogénicas.

El NaCl redujo el peso seco total de C. roseus. Al respecto, se ha mencionado que la
salinidad, reduce el peso seco de las plantas, al limitar la absorcion de agua y nutrientes.
Ademas, produce efectos toxicos que inhiben la actividad enzimatica de la fotosintesis
afectando asi la produccién de biomasa (Gao y Peng, 2006; Barkla et al., 2007).

Con respecto al area foliar se observaron diferencias significativas (P< 0.001) en los
tres factores HMA evaluados (Figura 7.3). En el factor HMA se aprecia que las plantas
micorrizadas mostraron menor area foliar (169.2 cm?) que las plantas no micorrizadas
(248.75 cm®) (Figura 7.3). Por su parte, en el factor estrés las plantas con aplicacién de 2.5
6 7.5 mM de KHCO;, presentaron incrementos del 17 y 20 % en el area foliar
respectivamente, al ser comparados con plantas sin éstres no micorrizadas. En contraste, el

NaCl redujo en un 17% el area foliar de las plantas (Figura 7.3).
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Figura 7.3. Efecto de los factores independientes, inoculacién micorrizica (A) y aplicacion
de factor de estrés abiotico (B), en el area foliar de Catharanthus roseus (L.) G. Don.,
después de 75 dias. n=4. Medias + error estandar. Letras idénticas sobre las barras son
estadisticamente iguales (Tukey, a= 0.05). Simbologia: Testigo= Sin estrés, S= estrés con
40 mM de NaCl, 2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO;, 7.5= estrés con 7.5 mM de KHCOs,
S2.5=estrés con 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés 7.5 mM de KHCO; +
40 mM de NaCl.
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En la interaccion estrés x HMA se observa que plantas no micorrizadas a las cuales
se les aplico 2.5 mM de KHCO;, presentaron la mayor area foliar (322.29 cm?) al ser
comparadas con las plantas sin éstres no micorrizadas (Figura 7.4), en contraste las plantas
micorrizadas con la aplicacion combinada con 2.5 mM de KHCO;, y 40 mM de NaCl

mostraron la menor area foliar (98.47 cm?) (Figura 7.4).
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Figura 7.4. Area foliar de Catharanthus roseus (L.) G. Don., por efecto de la aplicacion de
estrés abidtico e inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares, después de 75 dias.
n=4. Medias + error estandar. Simbologia: S= estrés con 40 mM de NaCl, 2.5= estrés con
2.5 mM de KHCO;, 7.5= estrés con 7.5 mM de KHCOs, S2.5= estrés con 2.5 mM de
KHCOs + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés con 2.5 mM de KHCOs + 40 mM de NaCl. * Sobre
las barras indica efecto significativo (Tukey, a= 0.05) entre los tratamientos micorrizados y

los no micorrizados. NS= no significativo.
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La salinidad dafia el metabolismo fisiologico de las plantas, especialmente la
homeostasis y provocando cambios en el modelo de absorcion de los nutrimentos, ya que
la toma selectiva de los elementos al inducirse la acumulacion de Na”, reduce la toma de
Ca™, cuyo contenido al igual que el Mg™ contribuye en la regulacion osmotica y en el
transporte de la membrana plasmatica. Asi, la alteracion fisiologica que induce la salinidad
repercute en la reduccion del area foliar y del crecimiento de plantas expuestas a NaCl (Gao
y Peng, 2006).

En la actividad antioxidante evaluada mediante la decoloracion del radical DPPH se
encontraron encontraron diferencias significativas (P< 0.001) en los factores HMA, estrés y
estrés x HMA. En el factor HMA, las plantas no micorrizadas mostraron valores
significativamente més altos en la actividad antioxidante (57.5uM planta™) que las plantas
micorrizadas (64.0uM planta™) (Figura 7.5).

En cuanto al estrés, se observé que las plantas con aplicacion de 7.5 mM de KHCO;
presentaron mayor actividad antioxidante (80.9 uM planta™), superando a las plantas sin
éstres no micorrizadas por un 35%. En contraste, las plantas expuestas a 40 mM de NaCl
mostraron una reduccion del 18% en la actividad antioxidante con respecto a las plantas sin
éstres no micorrizadas (Figura 7.5). En la interaccion de HMA x estrés, se observo que las
plantas sin éstres micorrizadas tuvieron significativamente mayor actividad antioxidante
(78.6 uM planta™) en comparacion con plantas sin éstres no micorrizadas (41.1uM planta™)
(Figura 7.6). Las plantas no micorrizadas a las que se aplicé 7.5 mM de KHCO;
presentaron un incremento de la actividad antioxidante total en un 11% (87.7uM planta™)
al ser comparadas con plantas sin éstres no micorrizadas. El tratamiento con la menor
actividad antioxidante fue aquél donde se aplico la combinacion de 2.5 mM de KHCO; y

40 mM de NacCl en plantas micorrizadas (Figura 7.6).
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Figura 7.5. Efecto de los factores independientes, inoculacion micorrizica (A) y aplicacion
de factor de estrés abidtico (B), en el actividad antioxidante de Catharanthus roseus (L.)
G. Don., después de 75 dias. n=6. Medias + error estdndar. Letras idénticas sobre las barras
son estadisticamente iguales (Tukey, o= 0.05). Simbologia: Testigo= Sin estrés, S= estrés
con 40 mM de NaCl, 2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO;, 7.5= estrés con 7.5 mM de
KHCOs3, S2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés 7.5 mM de
KHCOs5 + 40 mM de NaCl.
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Figura 7.6. Actividad antioxidante total en hojas de Catharanthus roseus (L.) G. Don., por
efecto del estrés abiodtico e inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares, después de
75 dias. n=6. Medias + error estandar. Simbologia: S= estrés con 40 mM de NaCl, 2.5=
estrés con 2.5 mM de KHCOs, 7.5= estrés con 7.5 mM de KHCOs3, S2.5= estrés con 2.5
mM de KHCO; + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés con 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl.
* Sobre las barras indica diferencias significativas (Tukey, o= 0.05) entre los tratamientos

micorrizados y los no micorrizados. NS= no significativo.

Las plantas sin éstres micorrizadas no presentaron diferencias significativas con las
plantas expuestas a 7.5 mM de KHCO; en la actividad antioxidante total. Al respecto,
Toussaint et al. (2007) mencionaron el incremento en la produccion de antioxidantes
(acidos rosmarinico y cafeico) en plantas de albahaca (Ocimum basilicum), por efecto de la
inoculacion de tres HMA. Lo anterior indica que los HMA representan una manera

alternativa de promover el incrementar la produccion de compuestos antioxidantes.
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Las plantas expuestas a NaCl, expresaron bajos contenidos en la actividad
antioxidante debido en parte al efecto negativo de la salinidad al inducir la tension idnica y
la tensidon osmética, generando con ello un estrés oxidativo al acumularse especies reactivas
del oxigeno (ROS), las cuales danan a las células de la planta en altas concentraciones. Por
lo anterior, las plantas responden al estrés oxidativo, al activar mecanismos antioxidantes
que pueden incrementar la tolerancia de la planta a salinidad (Sairam et al., 2005; Pang y
Wang, 2008). Por su parte, Khan et al. (2002) sometieron a Oryza sativa L. a diferentes
concentraciones de NaCl, lo cual indujo una serie de medidas antioxidantes, como la
produccion de prolina en las raices de la planta, para reducir dicho estrés.

En el contenido de compuestos fendlicos totales se observaron diferencias
significativas (P< 0.001) entre los factores HMA, estrés y HMA x estrés (Figura 7.7).

En el factor HMA, las plantas micorrizadas presentaron menor contenido de
compuestos fendlicos (21.84mg planta™) en comparacién con plantas sin micorriza (17.25
mg planta™). En lo que respecta al factor estrés, las plantas con aplicacién de 7.5 mM de
KHCO; presentaron incrementos del 79% en el contenido de compuestos fendlicos, con
respecto a las plantas sin éstres no micorrizadas (Figura 7.7). En la interaccion HMA x
estrés, las plantas sin éstres micorrizadas tuvieron significativamente (P< 0.001) mayor
contenido de compuestos fendlicos (23.29 mg planta”) que las plantas sin éstres no
micorrizadas (11.36 mg planta™) (Figura 7.8). Sin embargo, las plantas no micorrizadas con
aplicacion de 7.5 mM de KHCO; aumentaron en un 75% el contenido de compuestos
fenolicos totales (40.91 mg planta™), con respecto a las plantas sin éstres no micorrizadas
(11.36 mg planta™). En contraste, el tratamiento con la aplicacion combinada de 2.5 mM de
KHCO;3; y 40 mM de NaCl, en presencia de la micorriza arbuscular, present6 el menor

contenido de compuestos fendlicos (9.89 mg planta™) (Figura 7.8).
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Figura 7.7. Efecto de los factores independientes, inoculacién micorrizica (A) y aplicacion
de factor de estrés abiotico (B), en el contenido de compuestos fenolicos de Catharanthus
roseus (L.) G. Don., después de 75 dias. n=6. Medias + error estandar. Letras idénticas
sobre las barras son estadisticamente iguales (Tukey, o= 0.05). Simbologia: Testigo= Sin
estrés, S= estrés con 40 mM de NaCl, 2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO3, 7.5= estrés con
7.5 mM de KHCOs3, S2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés
7.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl.
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Figura 7.8. Contenido de compuestos fendlicos totales en hojas de Catharanthus roseus
(L.) G. Don., por efecto del estrés abidtico e inoculacion con hongos micorrizicos
arbusculares, después de 75 dias. n=6. Medias + error estdndar. Simbologia: S= estrés con
40 mM de NaCl, 2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO;, 7.5= estrés con 7.5 mM de KHCOs,
S2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés con 2.5 mM de
KHCO; + 40 mM de NaCl. * Sobre las barras indica diferencias significativas (Tukey, o=

0.05) entre los tratamientos micorrizados y los no micorrizados. NS no significativo.

Los resultados muestran que bajo una condicidn sin estrés, las plantas sin éstres
micorrizadas mostraron mayor contenido de compuestos fenolicos al compararse con
plantas sin éstres no micorrizadas. Estos resultados indican que los HMA inducen la
sintesis de compuestos fendlicos, como una respuesta a la colonizacion. Al respecto el
establecimiento temprano de la simbiosis del HMA y del crecimiento vegetal depende
grandemente de la concentracion y compuestos fendlicos, ya que varios compuestos
fenolicos son una clase importante de metabolitos secundarios, que pueden activar sefales

moléculares en sistemas simbidticos y actualmente esta aumentando evidencia que estos
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compuestos son capaces de influir en la colonizacion de la raiz por los HMA (Nair ef al.,
1991; Volpin et al., 1994; Leadir et al., 1997; Seddas et al., 2009).

Diversos autores han observado considerables aumentos en compuestos fenolicos en
el hospedero como resultado de la inoculacion con HMA (Charitha y Reddy, 2002; Carlsen
et al., 2008). Ejemplo de esto son los flavonoides, compuestos quimicos que intervienen
como moleculas sefal en la colonizacidon micorrizica; asi, quercetina es un flavonoide que
estimula el crecimiento de las hifas en las esporas de algunos HMA (Gigaspora rosea,
Glomus etunicatum y Glomus intraradices) (Woo et al., 2005; Nagahashi y Douds, 2005)
aunque para Gi. gigantea no tiene ningun efecto. Sin embargo, cuando las esporas
germinadas de Gi. gigantea son expuestas a quercetina se observa un alargamiento en el
micelio por lo que es posible que existan dos tipos de estimuladores hifales. Un tipo induce
solamente crecimiento del alargamiento mientras que un segundo tipo de induce
ramificacion (Nagahashi y Douds, 2005).

Por otro lado actualmente se conoce que los compuestos fendlicos exhiben
actividades farmacolégicas tales como antioxidantes (Hanen et al., 2008). Los flavonoides,
por ejemplo, estdn dentro del grupo mas extenso de sustancias fenolicas, cuya estructura
quimica contiene un numero variable de grupos hidroxilo, y que tienen excelentes
propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una
gran capacidad antioxidante (Martinez-Flores et al., 2002). Por ello, al consumir las plantas
que los contienen, incrementan la actividad antioxidante natural de los tejidos de los
animales que los ingieren y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias,
incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer (Martinez-Flores et al.,

2002; Nikolaeva et al., 2007; Makris et al., 2008). De ahi que en esta investigacion se
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observo que el contenido de compuestos fenolicos totales es consistente con la actividad
antioxidante en hojas de C. roseus.

Es importante mencionar que los compuestos fendlicos son constituyentes
fundamentales de las plantas en general; sin embargo, su contenido varia en respuesta a
condiciones restrictivas o de estrés (Juszczuk et al., 2004; Ojeda, 2007). En la presente
investigacion se observo que la exposicion de plantas de C. roseus al estrés alcalino
inducido por 7.5 mM de KHCOj; incrementd el contenido de compuestos fendlicos, lo cual
implicaria el empleo de menor cantidad de la plantas de C. roseus en la extraccion de estos
metabolitos. Por otro lado, al poseer una capacidad antioxidante elevada, esta planta puede
contribuir en sanar diferentes padecimientos como son enfermedades cardiovasculares o
incluso de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Gimeno, 2004).

En el contenido de vinblastina y vincristina se obtuvieron diferencias significativas
(P<0.001) por los tres factores, HMA, estrés y la interaccion HMA x estrés (Figura 7.9).
Respecto al factor HMA, se observa que plantas micorrizadas (33.18 pg planta” para
vinblastina y 38.29 ug planta” para vincristina) presentaron contenidos significativamente
menores que plantas no micorrizadas (39.76 ug planta” para vinblastina y 45.88 g planta™
para vincristina) (Figura 7.9).

En cuanto al factor estrés, las plantas expuestas a 7.5 mM de KHCO; presentaron
los contenidos més altos para vinblastina (45.43 pg planta™) y para vincristina (52.41pg
planta™). En contraste, la aplicacion de 40 mM de NaCl disminuyé significativamente el

contenido de ambos alcaloides en hojas de C. roseus (Figura 7.10).
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Figura 7.9. Efecto del factor inoculacién con hongos micorrizicos arbusculares en el
contenido los alcaloides de vinblastina y vincristina, en hojas de Catharanthus roseus (L.)
G. Don., después de 75 dias. n=6. Medias + error estandar. Letras idénticas sobre las barras

son estadisticamente iguales (Tukey, o= 0.05).
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Figura 7.10. Efecto de la aplicacion de factores de estrés abidtico en el contenido de los
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de NaCl, 2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO3;, 7.5= estrés con 7.5 mM de KHCO;, S2.5=
estrés con 2.5 mM de KHCOs + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés 7.5 mM de KHCOs + 40 mM

de NaCl.
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En la interaccion HMA x estrés, las plantas testigo micorrizadas presentaron valores
significativamente superiores (P< 0.001) en el contenido de vinblastina (48.64 ug planta™)
y vincristina (56.13 pg planta™) en comparacion con las plantas sin éstres no micorrizadas
(Figura 7.11). Por otro lado, las plantas no micorrizadas a las cuales se aplicd 7.5 mM de
KHCO; presentaron mayor contenido de ambos alcaloides (51.17 pg planta’ para
vinblastina y 59.04 pg planta™ para vincristina), superando en un 111% a las plantas sin
éstres no micorrizadas en ambos casos (Figura 7.11).

En las plantas, los metabolitos secundarios son el producto de respuesta a tensiones
bidticas y/o abidticas que inducen la sintesis de estos principios activos, mismos que
pueden ser determinantes para su desarrollo (Ryabushkina, 2005; Neumann et al., 2009).
Dentro de los factores bidticos se reporta el inducido por los HMA en plantas medicinales,
donde al evaluar el potencial de estos hongos en la sintesis de metabolitos secundarios se
observa el incremento en la sintesis de estos compuestos (Toussaint et al., 2007). Por
ejemplo, Sailo y Bagyaraj (2005) reportaron que los HMA incrementan significativamente
el contenido de forscolina (metabolito empleado en el tratamiento de enfermedades
cardiacas, glaucoma, asma y ciertos tipos de canceres) en plantas de Coleus forskohlii. En
otro estudio, Kapoor et al. (2002) indicaron que la inoculacion con Glomus macrocarpum
incremento en un 90% la concentracion de limoneno y carvona de Anethum graveolens L.

Con base en lo anterior se puede observar el posible beneficio de la inoculacion con
HMA en la sintesis de vinblastina y vincristina en plantas de importancia farmacéutica
como lo es C. roseus. Ademas este estudio muestra por primera vez el efecto del estrés
abidtico inducido por el KHCO; y de la inoculacion con HMA en el incremento en la

sintesis de ambos alcaloides.
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Figura 7.11. Contenido de alcaloides vinblastina y vincristina en hojas de Catharanthus
roseus (L.) G. Don., por efecto del estrés abiotico después de 75 dias. n=6. Medias + error
estandar. Simbologia: S= estrés con 40 mM de NaCl, 2.5= estrés con 2.5 mM de KHCOs,
7.5= estrés con 7.5 mM de KHCO;, S2.5= estrés con 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de
NaCl, S7.5= estrés con 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl. * Sobre las barras indica
efecto significativo (Tukey, a= 0.05) entre los tratamientos micorrizados y los no

micorrizados. NS= no significativo.

89



En lo que respecta al estrés abidtico se tienen reportes que muestran el efecto de la
salinidad causada por el NaCl, en el incremento del contenido de aceites esenciales en
plantas medicinales (Neffati y Marzouk, 2008). Sin embargo, en la presente investigacion
el estrés inducido por la aplicacion de 40 mM de NaCl no produjo efectos significativos en
la concentracion de ambos alcaloides en las plantas, sino que por el contrario, su aplicacion
resulto en una disminucion del 45% para vinblastina y del 25 % para vincristina, al
compararse con en testigo sin micorriza (Figura 7.11).

En cuanto al porcentaje de colonizacion se observaron diferencias significativas (P<
0.001) entre los tratamientos (Figura 7.12). Se observo que el KHCO; y el NaCl redujeron
la colonizacion micorrizica en plantas de C. roseus. El tratamiento que mostr6 menor
reduccion de colonizacion micorrizica fue aquél donde las plantas fueron expuestas a
7.5 mM de KHCOj; (30%) (Figura 7.12), mientras que el tratamiento donde se aplico de
manera combinada 40 mM de NaCl y 2.5 mM de KHCOj;, mostré el menor porcentaje de
colonizacién, disminuyéndola hasta en un 69% con respecto al testigo micorrizado (Figura
7.12).

Los niveles excesivos del NaCl en el suelo inhiben la formacién micorrizica y
restringe la actividad de la mayoria de los HMA, aunque algunas especies son mas
tolerantes a estas condiciones (Brundrett y Abbott, 2002). Sin embargo, los resultados de la
presente investigacion apoyan la evidencia de que la salinidad inhibe el establecimiento de
la micorriza arbuscular (Ruiz y Azcon, 2000; Cantrell et al., 2001; Giri et al., 2007; Sheng

et al., 2008).
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Figura 7.12. Efecto de la aplicacion de factor de estrés abidtico, en el porcentaje de
colonizacién micorrizica en raices de Catharanthus roseus (L.) G. Don., después de 75
dias. n=6. Medias + error estandar. Letras idénticas sobre las barras son estadisticamente
iguales (Tukey, o= 0.05). Simbologia: T= Sin estrés, S= estrés con 40 mM de NacCl, 2.5=
estrés con 2.5 mM de KHCO3, 7.5= estrés con 7.5 mM de KHCO;, S2.5= estrés con 2.5
mM de KHCO; + 40 mM de NaCl, S7.5= estrés con 2.5 mM de KHCO; + 40 mM de NaCl.

b) Evaluacion del poder reductor por el ensayo de FRAP, tamizaje fitoquimico y
determinacion de los alcaloides vincristina y vinblastina por RMN 'H en Catharanthus

roseus (L.) G. Don.

El cuadro 7.3 muestra los valores obtenidos en la determinacion de la capacidad
reductora de Fe™ a Fe™ mediante el ensayo FRAP de los extractos evaluados en los cuatro
tratamientos seleccionados. Se puede apreciar que las plantas sin micorriza a las que se
aplico 7.5 mM de KHCO; presentaron el mayor poder reductor, seguidas del tratamiento

testigo sin micorriza.
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Contrariamente, las plantas testigo micorrizadas mostraron menor capacidad
reductora (Cuadro 7.3). Estos resultados estan intrinsicamente relacionados con la presencia
de compuestos de tipo flavonico y coumarinas, ya que muchos autores sostienen que la
actividad antioxidante de algunos extractos es debida, al menos en parte, a la presencia de
sustancias con grupos hidroxilos, como los flavonoides, los cuales ejercen su accion al
donar protones (capacidad secuestrante de radicales libre), o bien por interaccion, adicion o
combinacion de radicales o por reacciones redox (transferencia de electrones) (Martinez-
Flores et al., 2002; Pyo et al., 2004). En cualquier caso es importante la estructura planar y

espacial del compuesto antioxidantes presente en el extracto (Murillo et al., 2007).

Cuadro 7.3. Capacidad reductora de Fe ™ a Fe ™ mediante el ensayo FRAP en extractos

metanolicos en hojas de Catharanthus roseus (L.) G. Don., en cuatro tratamientos

seleccionados.
Estrés HMA FRAP
(umol de Fe*'/L)
Testigo (Sin estrés) Si 783.5+424.75d
No 987.2+34.70 b
7.5 mM KHCO; Si 900.8+34.70 ¢
No 1073.6+60.82 a

Valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).

92



De acuerdo con el tamizaje fitoquimico, se observo mayor presencia de metabolitos
de interés bioldgico en las plantas no micorrizadas a las que se aplico 7.5 mM de KHCO:s,
en el caso particular de compuestos de tipo alcaloides y flavonoides (Cuadro 7.4). De
manera general las plantas testigo con y sin micorriza fueron los tratamientos que
expresaron menor contenido de metabolitos detectados (Cuadro 7.4). De particular interés
resultd la presencia de coumarinas en todos los extractos, al revelar la cromatoplaca con luz
UV de longitud de onda larga, y cuya mayor intensidad fue observada en las plantas no
micorrizadas con aplicacién de 7.5 mM KHCO; (Cuadro 7.4).

Los flavonoides son productos del metabolismo secundario que poseen la capacidad
de modular la actividad de algunas enzimas y de modificar el comportamiento de varios
sistemas celulares, sugiriendo que pudieran ejercer de manera significativa una multitud de
actividades biologicas, y en particular, propiedades antioxidantes, vasculoprotectoras,
antiinflamatorias, ¢ incluso antitumorales (Martinez-Florez et al., 2002; Ghedira, 2005).
Posiblemente al estimular la sintesis de flavonoides en plantas de vinca con la aplicacion de
7.5 mM de KHCOs, se requerird menor cantidad de material para la extraccion de mayor
cantidad de dichos compuestos.

Por otro lado las coumarinas son un grupo muy amplio de principios activos
fenolicos que se encuentran en plantas medicinales. Su interés farmacoldgico no es muy
significativo, sin embargo, estos compuestos son utilizados para tratar algunas alteraciones
de la piel como por ejemplo, la psoriasis debido a sus propiedades fotosensibilizantes
(Carretero, 2000; Garcia et al., 2003). Lo anterior permite inferir que es posible estimular la
produccion de estos compuestos en las plantas de C. roseus, con la finalidad de utilizarlos

en el abatimiento de otro tipo de enfermedades.
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Cuadro 7.4. Metabolitos secundarios en extractos metanolicos en hojas de Catharanthus

roseus (L.) G. Don.

Estrés HMA  Flavonoides Esteroles Coumarinas Alcaloides Terpenos
Si + + + + ++

Testigo (Sin estrés) No + N N N 4+

7.5 mM KHCO; Si ++ + ++ ++ ++
No +++ ++ +++ +++ ++

En el tamizaje fitoquimico para valorar los contenidos, se utilizo el sistema de cruces (Pizzani et al., 2008)
como sigue: la presencia cuantiosa se denotd con (+++); notable (++), leve (+) y ausencia (-).

El analisis por resonancia magnética nuclear de proton se llevd a cabo mediante la
comparacion de los espectros de proton de cada uno de los estindares vinblastina y
vincristina (2 mg/0.7mL MeOH-D4) respectivamente, con los extractos metanélicos de los
tratamientos correspondientes. Los espectros de los estdndares obtenidos muestran que en
ambos casos (vinblastina y vincristina) la zona comprendida entre 5 y 6 ppm es una zona de
facil asignacion, en ella se pueden apreciar dos juegos de sefiales, un doble de dobles en 5.8
pmm y una sefial doble que integran para un 1H cada una y que fueron asignados a los
protones vinilicos (Figura 7.13). Para el caso de vinblastina la sefal doble se encuentra en

5.6 ppm y para la vincristina ligeramente desplazada a campo bajo 5.65 ppm (Figura 7.14).

VINCRISTINA VINBLASTINA

Figura 7.13. Protones utilizados en RMN 'H para la comparacion entre los estandares y los

tratamientos empleados.
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Figura 7.14. Espectros de RMN de los estandares vinblastina y vincristina. En las
ampliaciones se pueden apreciar las sefiales correspondientes a los protones vinilicos

(circulo).
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A pesar de que en ambos estandares fue posible observar cada conjunto de sefiales,
cuando las muestras correspondientes a los tratamientos fueron analizadas, la cercania del
conjunto de sefiales complicd la integracion para cada compuesto, por lo que en el mejor de
los casos solo se pudo obtener la integral total de ambos alcaloides. Ademas, debido a que
la sensibilidad del método fue muy baja y la cantidad de alcaloide presente en las muestras
fue muy poca, las sefiales observadas pueden estar enmascaradas con el ruido, y los valores
obtenidos en la integracion se encuentran dentro del limite de deteccion del equipo, por lo

que no son confiables.
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CONCLUSIONES

La inoculacion del consorcio de HMA en plantas sin aplicacion de factor éstres
abiotico, increment6 en un 100% la sintesis de vinblastina y vincristina en plantas
de Catharanthus roseus.

La aplicacion de 7.5 mM de KHCOs increment6 en un 111% la concentracion de
vinblastina y vincristina en plantas de Catharanthus roseus.

La aplicacion de 7.5 mM de KHCOs increment6 significativamente el contenido de
antioxidantes y compuestos fenolicos en plantas de Catharanthus roseus.

La aplicacion de 40 mM de NaCl no produjo efectos significativos en la sintesis de
los alcaloides vincristina y vinblastina.

La aplicacion combinada de KHCOj3; y NaCl inhibio el porcentaje de colonizacion y
como consecuencia el efecto de la micorriza arbuscular en la sintesis de los
alcaloides en hojas de Catharanthus roseus.

Se detecto un alto poder antioxidante en plantas no micorrizadas a las cuales se les
aplico de 7.5 mM de KHCOs, esto posiblemente a la abundancia de los flavonoides

y coumarinas.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES GENERALES

A partir de las 13 plantas medicinales recolectadas en Areas Naturales de Bosques
Mixtos, se lograron identificar cuatro géneros predominante de hongos micorrizicos
arbusculares, Glomus, Acaulospora, Gigaspora'y Scutellospora.

De los trece consorcios aislados se obtuvieron ocho consorcios altamente infectivos
(Adiantum capillus-veneris L., Castilleja tenuiflora Benth., Erigeron karvinskianus
DC., Pimpinella anisum L., Plantago major L., Ricinus communis L., Rubus
fruticosus L. y Rumex mexicanus Meisn.).

El consorcio proveniente de la planta medicinal Rumex mexicanus destacé del resto
de los consorcios, al incrementar significativamente el crecimiento de C. roseus,
ademas de presentar porcentajes de colonizacion del 55%.

La inoculacién con HMA sin la aplicacion del factor estrés abiotico produjo efectos
significativos en el crecimiento, en la actividad antioxidante, contenido de
compuestos fenolicos y en los contenidos de los alcaloides vinblastina y vincristina
en C. roseus.

Las plantas de C. roseus expuestas a riegos de 7.5 Mm de KHCOs; presentaron
mayor actividad antioxidante, contenido de compuestos fenolicos y contenido de

vinblastina y vincristina.
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La aplicacion de KHCO; y NaCl disminuyeron los porcentajes de colonizacion
micorrizica hasta en un 50%.

Se observd mayor presencia de metabolitos de interés biologico en las plantas no
micorrizadas a las que se aplico 7.5 mM de KHCOs, en el caso particular de
compuestos de tipo alcaloides y flavonoides.

Los datos obtenidos mediante la RMN 'H sugieren que el tratamiento testigo sin

micorriza produce mayor cantidad de los alcaloides.
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ANEXO

Cuadro A-1. Composicion de la Solucion Long Ashton modificada (Capitulo V' y VI)

Solucion stock Cantidad de reactivo en peso Cantidad de solucion stock
gL™h para preparar 1 L (1000 mL)

KNOs3 80.8 5.0

MgSO4. TH,O 73.6 5.0

Ca(NOs),. 4H,0 188.8 5.0

NaH,PO,. H,O 36.8 1.25 para 10.25 pg mL™!

2.50 para 20.50 pg mL™
5.00para 41.00 pg mL"
Elementos traza 1.0

Solucion de citratos (adicionar antes de la fertilizacion) 5.0

Solucion stock de elementos traza: Aforar a 1000 mL con agua destilada

MnSO,. H,O 1.69
CuSOq4. 5 HO 0.25
ZnS04.7 HO 0.29
H;BO; 3.10
NaCL 5.90

(NH4)(,M07024. 4 HzO 0.088

Solucion stock de citratos

Citrato férrico (FeCcHs07) 4.9

Acido citrico(H;CgHs) 4.9

*Aforar a 1000 mL con agua desionizada destilada

* Agitar por unos minutos y autoclavear para la completa disolucion

* Almacenar en refrigeracion

Hewitt, 1966
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Cuadro A-2. Elaboracion de reactivo FRAP.

Preparacion de los

buffers:

A) Buffer de acetato:

B) Solucion de TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazina)

C) Solucion de Cloruro

férrico

Se prepara mediante disolucion de 3.1 g de acetato de sodio
trihidratado y 16 mL de 4cido acético por litro de solucion

buffer, pH = 3.6.

La concentracion de la solucidon sera 10 mmol/L de TPTZ

en acido clorhidrico diluido (40 mM).

La solucién se prepara a partir de cloruro férrico

hexahidratado en una concentracion de 20 mM.

Reactivo FRAP:

Para preparar el reactivo FRAP se requiere mezclar 25 mL
de buffer de acetato (A), 2.5 ml de solucion TPTZ (B) y 2.5
mL de solucion de FeCl;.6H,O (C) y se incuba a 37 °C

durante 10 minutos.

Adaptado de Benzie & Strain (1996)
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