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RESUMEN

RESUMEN

Argemone mexicana L. (Papaveraceae), es una planta productora de alcaloides
bencilisoquinolinicos sanguinarina y berberina que corresponden a los tipos benzofenantridina y
protoberberina, respectivamente. Cultivos in vitro de esta planta responden a la adicién de
inductores del metabolismo secundario desencadenando vias de sefializacion que resultan en
un aumento de la sintesis de los alcaloides de un grupo, interfiriendo en la produccion de otros.
El objetivo de este trabajo fue comparar los cambios inducidos en la acumulacion de alcaloides
en A. mexicana como parte de una respuesta de defensa. Se propuso el uso de dos modelos de
estudio; cultivos in vitro en condiciones de induccidn y plantas con sintomas de infeccién fingica
identificadas en campo. Los cultivos in vitro fueron expuestos a jasmonato de metilo y extracto
de levadura siguiendo esquemas de aplicacion individual de cada agente en dos dosis, asi como
en combinaciones simultaneas de jasmonato de metilo antecediendo a extracto de levadura por
24 hrs. Los perfiles cromatograficos por capa fina no mostraron variaciones notorias, aunque en
la induccion secuencial y simultdnea se increment6 la acumulacién de sanguinarina, sugiriendo
el efecto sinérgico de los agentes. No se observo la acumulacién de berberina en ninguna
condicion. Por otro lado, se analizaron los contenidos de estos alcaloides en hojas, tallos y raices
de plantas infectadas y se compararon con los de plantas asintomaticas, tomadas de la misma
poblacién infectada, y plantas sanas de una poblacion distante. Se lograron detectar 15
compuestos alcaloidales por TLC, entre ellos berberina, sanguinarina y queleritrina que se
identificaron por comparacion con estandares. Notablemente, la infeccion por hongos ocasioné
la acumulacién de sanguinarina en hojas (0.2026 mg/g PS), en las que normalmente no se
presenta este alcaloide. La infeccion también ocasion6 una disminucion en la acumulacion de
berberina en comparacién con las plantas sanas (0.1559 vs 0.6260 mg/g PS, respectivamente).
Si bien se observaron cambios en los contenidos de alcaloides en tallos y raices infectadas, estos
no fueron tan marcados como en las hojas. Estos resultados sugieren una funcién protectora de

la sanguinarina durante la infeccién por hongos.
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ABSTRACT

Argemone mexicana L. (Papaveraceae), produces benzylisoquinoline alkaloids from the
benzophenanthridine and protoberberine groups, including sanguinarine and berberine,
respectively. In vitro cultures respond to the addition of elicitors of secondary metabolism
modifying the patterns of alkaloid accumulation which results in both increase of some species
and decreasing of others. Hence, the main objective of this project was to compare changes in
alkaloid accumulation as part of defensive response in this plant. Two experimental models were
employed; in vitro cultures exposed to elicitors of secondary metabolism and plants displaying
symptoms of fungal infection, collected from fields. In vitro cultures were exposed to methyl
jasmonate and yeast extracts following different schemes; either individually in two different
doses, simultaneously combined or with methyl jasmonate preceding yeast extracts for 24 hrs.
TLC profiles did not show important variations although sanguinarine accumulation was increased
after the sequential and simultaneous exposure to elicitors, suggesting a synergetic effect.
Berberine accumulation was not detected under any treatment. In addition, alkaloid accumulation
was analyzed in leaves, stems and roots of infected plants and compared to asymptomatic
individuals, taken from the same fungi infested population, and healthy plants, from a different
population. Up to 15 alkaloidal compounds were detected by TLC with berberine, sanguinarine
and chelerytrine identified among them by comparison to standards. Noteworthy, fungal infection
resulted in sanguinarine accumulation in leaves (0.2026 mg/g DW), which usually do not present
this alkaloid. Infection also resulted in berberine decreasing in leaves, in comparison to those
form healthy plants (0.1559 vs 0.6260 mg/g DW, respectively). Although alkaloid profiles also
were modified in stems and roots, these were not as prominent as in leaves. These results

suggest a protective function of sanguinarine during fungal infection.
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Las plantas estan expuestas a diferentes riesgos por las condiciones del medio ambiente que las
rodea. Estos factores de riesgo se agrupan en dos grandes categorias. Aquellos que se deben a
condiciones fisicoquimicas del ambiente como temperatura, disponibilidad de agua y nutrientes
o iluminacién; y aquellas ocasionados por otros organismos vivos como microorganismos y
herbivoros. En ambos casos, la respuesta defensiva de las plantas puede incluir la produccion
de metabolitos secundarios (Canchignia-Martinez et al., 2015). Las plantas sintetizan una amplia
gama de metabolitos secundarios, algunos de estos productos se producen en respuesta al
estrés ambiental, como el ataque de insectos, herbivoros y patégenos, las heridas y la radiacion
ultravioleta, por lo que actian como un mecanismo de defensa. Estos metabolitos secundarios
son ampliamente utilizados en la industria, sin embargo, las plantas las sintetizan en muy bajas
concentraciones, por lo que el cultivo de células vegetales ha surgido como una alternativa para
la obtencion de metabolitos de interés, una de las ventajas es que es posible controlar las
condiciones de cultivo, alcanzando un mayor rendimiento (De Matos et al., 2014; Arias et al.,
2009; Facchini, P. 2001).

En este trabajo, se pretende analizar los cambios inducidos en la acumulaciéon de alcaloides en
respuesta al estrés bidtico en A. mexicana (Papaveraceae), una planta que produce alcaloides
bencilisoquinolinicos (ABI’s); principalmente berberina (Be) y sanguinarina (Sa). Para lograr este
objetivo, se utilizaran dos modelos de estudio: por un lado cultivos in vitro serdn expuestos a
inductores del metabolismo secundario como son el jasmonato de metilo (MeJA) y extracto de
levadura (EL). Como segundo modelo se analizaran plantas de campo afectadas por una
infeccién fungica. Dado que tanto Be como Sa tienen propiedades antimicrobianas, se espera
gue durante el proceso de infeccién/induccion ocurran cambios en la acumulacion de dichos
alcaloides y que estos cambios se relacionen con la distribucion tisular que ambos alcaloides
presentan (Rubio-Pifia y Vazquez-Flota, 2013). La exposicion a estos inductores desencadena
vias de sefalizacién en respuesta a estimulos ambientales que inciden en la sintesis de
alcaloides (Trujillo-Villanueva et al., 2012). Por ello, en este estudio se plantea comparar la
respuesta de cultivos in vitro a diferentes condiciones de induccion que incluyen la aplicacion de
EL y MeJA en tres esquemas diferentes; cada uno de manera individual; en una combinacion
simultdnea y en otra secuencial en la que primero seran expuestos a MeJA y después de un
periodo de tiempo a EL. Por otro lado, debido a la falta de estudios acerca de la interaccion

planta-patbgeno en A. mexicana, se propone utilizar plantas silvestres de A. mexicana
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provenientes de poblaciones infectadas, asintomaticas y sanas para analizar de qué manera el

proceso de infeccion influye en la distribucion tisular de los alcaloides presentes.
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ANTECEDENTES

Las plantas tienen la capacidad para sintetizar diferentes moléculas organicas también conocidas
como metabolitos secundarios. Las plantas son la fuente principal de muchos metabolitos
secundarios, no son fundamentales para la supervivencia de la célula/organismo, pero son muy
importantes en la interaccion de la célula (organismo) con su entorno. Confieren ventajas
adaptativas contra condiciones adversas tanto bidticos (bacterias, hongos, nematodos, insectos
0 pastoreo de animales) como abidticos (temperatura y humedad, sombra, lesiones o presencia
de metales pesados). Por ejemplo, los carotenoides y flavonoides también estan involucrados en
la pigmentacion celular en flores y semillas, atraen polinizadores y dispersores de semillas. Por
lo tanto, estan involucrados en la reproduccion de la planta (Pagare et al., 2015).

Los metabolitos secundarios o especializados son productos de bajo peso molecular que
presentan una distribucion taxonémica limitada, a menudo difieren entre individuos de la misma
poblacién de plantas con respecto a su cantidad y tipos. Normalmente los sitios de biosintesis
estan compartimentados a nivel celular o subcelular. Sin embargo, éstos pueden transportarse a
largas distancias y acumularse desde los sitios de sintesis (Pagare et al., 2015; Sanchez-
Fernandez et al., 2013).

Estos metabolitos bioactivos son importantes en el descubrimiento y desarrollo de nuevos
farmacos; se ha reportado que mas del 40% de los medicamentos actualmente en el mercado
son productos naturales o estan inspirados en sus estructuras quimicas (Newman y Cragg,
2020). Ademas de ser utilizadas como drogas vegetales, tienen una gran importancia econémica
ya que también son utilizados para la obtencién de saborizantes, fragancias, insecticidas y
colorantes (Pagare et al., 2015). Si bien no son exclusivos de las plantas, éstas producen una
enorme diversidad de metabolitos secundarios que se agrupan en diferentes clases como

terpenos, fenoles, policétidos y alcaloides (Kabera et al., 2014; Sdnchez-Fernandez et al., 2013).

Entre algunas de las funciones que tienen estos metabolitos secundarios, tenemos a los terpenos
gue estan involucrados en la defensa como toxinas y disuasivos de la alimentacion para un grupo
amplio de insectos y mamiferos (herbivoros); los fenoles son importantes en el sistema de
defensa de las plantas contra plagas y enfermedades, incluidos los nematodos parasitos de las

raices, también por ejemplo, la sintesis de flavonoides (fenol) es una estrategia eficaz contra las
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especies reactivas de oxigeno (ROS); entre los metabolitos secundarios que contienen azufre
encontramos a las formas de azufre organico en la fraccion soluble de las plantas (GSH), a los
glucésidos vegetales que contienen nitrégeno y azufre (GSL), fitoalexinas, tioninas, defensinas
y la alinina que estan relacionadas directa o indirectamente en la defensa de las plantas contra
patégenos microbianos. EI GSH interviene en la regulacién del crecimiento y desarrollo y como
antioxidante celular. Los GSL son producidos por las plantas superiores para aumentar la
resistencia contra los depredadores, competidores y parasitos, sus productos de descomposicion
incluyen sustancias volatiles defensivas que exhiben efectos téxicos o repelentes. Y finalmente
tenemos al grupo de metabolitos secundarios que contienen nitrégeno: incluyen alcaloides,

glucosidos cianogénicos y aminoacidos no proteicos (Pagare et al., 2015; Leustek, T., 2002).
1.1. LOS ALCALOIDES EN LAS PLANTAS MEDICINALES.

El término alcaloide, propuesto por Meissner en 1819, se debe a las propiedades alcalinas de
estos compuestos. Los alcaloides son productos nitrogenados, de naturaleza alcalina y con
actividad téxica contra organismos diferentes a los que los producen. Se acepta que cumplen
funciones de defensa quimica en las plantas que los acumulan. Ademas, muchas plantas
medicinales deben sus propiedades, precisamente a la presencia de alcaloides en sus tejidos.
Los alcaloides se encuentran en aproximadamente el 20% de las especies de plantas vasculares,
con mayor frecuencia en las dicotiledéneas herbaceas mientras que son poco comunes en las

monocotiledoneas y gimnospermas (Bribi, 2018; Pagare et al., 2015; O’Connor, 2010).

Las plantas medicinales son un gran reservorio de metabolitos secundarios con actividad
farmacologica y han sido empleadas desde la antigiiedad para el tratamiento de diversos
padecimientos. Los metabolitos secundarios son sintetizados por la planta en pequefias
cantidades y su formacion depende en gran medida de la interaccién de la planta con su entorno.
La diversidad de las vias biosintéticas que existen en las plantas ha proporcionado una variedad
de productos bioactivos de gran importancia para el desarrollo de nuevos farmacos en las
industrias farmacéutica y quimica. Los estudios acerca de la composicion de las plantas
comenzaron en el siglo XIX, cuando Friedrich Wilhelm Serturner, aisl6 la morfina en 1806 un
producto puro que exhibia las mismas propiedades farmacolégicas inductoras del suefio que el
opio, el extracto crudo de la amapola (Papaver somniferum L). Con el aislamiento de este
alcaloide se marco el inicio de una nueva etapa para la investigacion fitoquimica; posteriormente
se aislaron otros alcaloides como la narcotina, la estricnina, la quinina y la cafeina de diferentes
plantas (Newman y Cragg, 2020; Bribi, 2018; Petrovska, 2012; O’Connor, 2010). El Cuadro 1.1

4
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enlista algunas plantas productoras de alcaloides con usos medicinales y la Figura 1.1 muestra
algunas de las estructuras quimicas de los alcaloides mencionados en el Cuadro 1.1.

Aun cuando las plantas fueron las primeras fuentes de alcaloides, los hongos, las bacterias, los
insectos y los animales también producen una amplia gama de estos metabolitos secundarios
(O’Connor, 2010). En su mayoria, los alcaloides son productos cristalinos bien definidos que
reaccionan con acidos para formar sales; en las plantas se encuentran en estado libre, como
sales o como N-Oxidos y, ademas de la presencia de nitrdgeno, incluyen carbono, hidrégeno y
oxigeno, aunque este Ultimo elemento no esta presente en algunos alcaloides como la coniina
de Conium maculatum y la nicotina de Nicotiana tabacum. Algunos alcaloides pueden ser
liquidos, como la nicotina, y también coloreados, como la Be (amarilla) y las sales de Sa (rojo
cobrizo). La clasificacién de los alcaloides, de acuerdo con su estructura principal, se divide en
alcaloides tipo pirrolidina, piridina, quinolina, isoquinolina, indol, quinazolina, esteroideos, y
diterpenoides, entre otros. Cada grupo se puede subdividir, a su vez, en varios subgrupos (Bribi,
2018).

Los alcaloides juegan un papel ecoldgico importante. Generalmente son sintetizados como un
mecanismo de defensa de las plantas, y por ello exhiben un potencial toxico. Su consumo en
altas concentraciones puede causar la muerte en algunos casos. El amplio espectro de actividad
farmacologica que despliegan estd muy bien representado por los alcaloides isoquinolinicos,
entre los que destacan morfina y codeina, dos opiaceos analgésicos muy utilizados en la

medicina, asi como la Be, un antibiético (O’Connor, 2010; Bribi, 2018).

Los alcaloides que se encuentran en las plantas superiores se distribuyen en algunas familias
botanicas como Apocynaceae, Annonaceae, Amaryllidaceae, Berberidaceae, Boraginaceae,
Gnhetaceae, Liliaceae, Leguminoceae, Lauraceae, Loganiaceae, Magnoliaceae,
Menispermaceae, Papaveraceae, Piperaceae, Rutaceae, Rubiaceae, Ranunculaceae vy
Solanaceae, entre otras. En el cuadro 1.1 se muestran algunos ejemplos de alcaloides aislados

en diferentes especies (Talapra y Talapra, 2015).
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Cuadro 1.1 Alcaloides representativos de algunas familias botéanicas (Talapra y Talapra, 2015).

Familia

Especie

Alcaloides

Apocynaceae.

Vinca rosea.

Rauwolfia serpentina.

Vincristina, vinblastina

reserpina, serpentina, sarpagina.

Amaryllidaceae.

Amaryllis belladona.

Licorina.

Annonaceae. Annona reticulata. Reticulina, anonaina.
Annona squamosa.

Berberidaceae. Berberis asiética. Be.

Boraginaceae. Echium plantagineum. Equimidina.

Ephedraceae. Ephedra sinica. Efedrina, pseudoefedrina.
Liliaceae. Colchicium agrippinum. Colchicina.
Loganiaceae. Strychnos nux-vomica. Estricnina.

Magnoliaceae.

Michelia lanuginosa.

Lanuginosina.

Menispermaceae.

Cocculus laurifolius.

Coclaurina, laurifolina, trilobina.

Papaveraceae. Papaver somniferum. Morfina, papaverina.

Piperaceae. Piper nigrum. Piperina.

Ranunculaceae. Thalictrum foliolosum. Talictrina.

Rubiaceae. Cinchona officinalis. Quinina, quinidina, cinconidina,
cinconina.

Solanaceae. Atropa belladona, Nicotiana | Atropina, nicotina.

tabacum.
Umbelliferae. Conium maculatum. Conina, conhidrina.
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Figura 1.1. Algunos alcaloides mencionados en el Cuadro 1.1. A: vincristina, B: vinblastina,
C: reserpina, D: serpentina, E: sarpagina, F: sicorina, G: reticulina, H: anonaina, I:
equimidina, J: efedrina, K: pseudofedrina, L: colchicina, M: estricnina, N: lanuginosina, N:
coclaurina.

1.2. ALCALOIDES BENCILISOQUINOLINICOS.

Los alcaloides bencilisoquinolinicos (ABI’s), como los analgésicos morfina y codeina, y los
agentes antibacterianos Be, palmatina y magnoflorina, se sintetizan a partir de tirosina en las
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familias Papaveraceae, Berberidaceae, Ranunculaceae y Magnoliaceae. Estos alcaloides
representan una de las familias mas diversas con 2500 estructuras reportadas, que se
caracterizan por presentar un esqueleto carbonado basico que proviene de un enlace entre un
anillo isoquinolinico y otro bencilo (Figura 1.2). La diversidad estructural es el resultado de las
modificaciones al esqueleto (1-benciltetrahidroisoquinolina - 1-btig) por hidroxilaciones,
reducciones, oxidaciones, formacion de enlaces C-C y O- y N-metilaciones, se pueden distinguir
basicamente 13 subtipos: simples, aporfinas, benzofenantridinas, bisbencilisoquinolinas,
cularinas, ftalideisoquinolinas, morfinanos, morfinandienonas, pavinas/isopavinas,
protoberberinas, protopinas, rhoeadinas/paverrubinas, y secoberberinas (Figura 1.3) (De la Cruz
et al., 2012; Waterman P., 1998).

Estos alcaloides se han usado para el tratamiento de diversas afecciones como el caso de la
morfina que ha sido utilizada como analgésico y narcético, la codeina como supresor de la tos,
la papaverina como relajante muscular, y la Sa y la Be como antimicrobianos e insecticidas
(Escobar-Chan, 2018; Hagel y Fachini, 2013; De la Cruz et al., 2012).

—

Figura 1.2. Estructuras de la bencilisoquinolina, la morfina y la Be.

1.3. EL GENERO ARGEMONE.

El género Argemone pertenece a la familia Papaveraceae, conocida cominmente como la familia
de las amapolas. Esta familia engloba especies de importancia etnofarmacoldgica y esta
constituida por aproximadamente 44 géneros y 760 especies que se distribuyen por todo el
mundo (Virsen et al., 2019; Brahmachari et al., 2013; Rubio-Pifia y Vazquez-Flota, 2013). En este
género se incluyen plantas productoras de ABI’s, principalmente de los tipos benzofenantridina,
protopina y protoberberina. Sin embargo, las diferentes especies de este género difieren en su

capacidad de produccién de algunos alcaloides, como la Be y la protoberberina. La presencia de
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ABI’s en los diferentes tejidos de estas plantas es fundamental, ya que éstos le confieren sus
propiedades medicinales, aunque cabe destacar que la naturaleza téxica de Argemone spp. se
debe precisamente a la presencia de estos alcaloides. Por ello, es necesario tomar en cuenta la

parte de la planta a utilizar en las preparaciones medicinales, la via de administracién y las dosis

recomendadas, para evitar efectos téxicos en el tratamiento (Escobar-Chan, 2018; Rubio-Pifia y
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Figura 1.3. Diversidad estructural de alcaloides bencilisoquinolinicos (Tomado de: De la
Cruz et al., 2012).

Protopina

1.3.1. Argemone mexicana L.

El género Argemone esta constituido por 24 especies, entre las que se encuentra A. mexicana

conocida cominmente como amapola mexicana, amapola espinosa mexicana, cardo o cardo
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santo, chicalote o ghamoya. Se distribuye en paises tropicales y subtropicales, encontradndose
en la region sureste de Estados Unidos y el norte de México, Sudamérica, las islas del Caribe,
Australia, Espafia, India y paises de Asia sudoriental (Virsen et al., 2019; Brahmachari et al.,
2013; Escobar-Chan, 2018). Es una planta anual, erecta y espinosa de aproximadamente 1 m
de altura (Figura 1.4). Las hojas son generalmente de 5 a 11 cm de largo, las venas gris-
blanquecinas se destacan en la superficie superior de la hoja que es verde azulada, ancha y
glauca en la base, medio abrochando el tallo, prominentemente lobuladas, sinuosas y espinosas.
Hojas y tallos exudan un latex amarillo brillante cuando la planta esta lesionada. Las flores son
grandes, completas, hipéginas, pediculadas, actinimérficas y hermafroditas. Son terminales,
amarillas y sin olor. La corola es de color amarillo de 4 a 6 pétalos, los estambres son
poliandrosos, imprecisa con anteras completas, introsas y amarillas, mide aproximadamente 6
cm de diametro. El fruto es una capsula espinosa, obovada o eliptica-oblonga; de unos 3 cm de
longitud; las semillas son esféricas, brillantes, negro parduzco y sin hueso, muy abundantes,
protegidas en una fina red de venas y de aproximadamente 1 mm de diametro. La planta no tiene
restricciones ambientales, debido a que puede crecer en suelos pobres en nitrdgeno y presenta
una alta tolerancia a la sequia y a la salinidad (Virsen et al., 2019; Brahmachari et al., 2013;
Rubio-Pifia y Vazquez-Flota, 2013).

1.3.2. Composicién fitoquimica de A. mexicana L.

A. mexicana produce una amplia gama de ABI’s, que se derivan de la tirosina. Estos productos
pueden ser altamente toxicos, afectando el sistema nervioso central. No obstante, a su vez
pueden mostrar valiosas propiedades médicas (Rubio-Pifia y Vazquez-Flota, 2013). A. mexicana
destaca entre las demas especies por su capacidad de producir Sa y Be simultaneamente. Estos
alcaloides se distribuyen tanto en las partes aéreas como en las subterraneas de la planta. En
contraste, en especies del género Argemone que no producen Be, podemos encontrar otro tipo
de alcaloides como la protoberberina, la coptisina, la cheilantifolina y la columbamina (Escobar-
Chan, 2018).

10
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Figura 1.4. Litografia (A) y fotografia (B) de una planta de . mexicana L. La litografia fue
tomada de Castroviejo, 1986.

A continuacién, se presentan algunos de los diversos metabolitos secundarios que se han
reportado en diferentes 6rganos de la planta. En la planta entera se ha reportado la presencia de
Be, Sa, Que, protopina, pancorina, argenaxina, angolina, arnottianamida, queliantifolina,
allocryptopina, coptisina, jatrorrhizina, columbamina, oxiberberina, N-desmetiloxisanguinarina
(Figura 1.5). Ademas, también se ha reportado que el latex contiene Be y que en el aceite de la
semilla se encuentran los acidos miristico, palmitico, oleico y linoleico, asi como el hidréxido de
2-dihidropalmitina, la Be, la protopina, y los &cidos ferulico, tanico, cafeico, benzoico y cindmico
(Figura 1.6). Los metabolitos secundarios presentes en las hojas incluyen protomexicina,
mexitina, 8-metoxidihidrosanguinarina, 13-oxoprotopina, rutina, quercetina y eriodictiol (Figura
1.7 Singh et al., 2012). También se ha reportado la presencia de alcaloides como Be, Que, Sa,
protopina, coptisina, palmatina, magnoflorina y galantamina en raices de A. mexicana (Figura
1.8) (Devanathan, K. 2020; Virsen et al., 2019).

1.3.3. Usos etnofarmacolégicos de A. mexicana L.

Esta planta es ampliamente utilizada en la medicina tradicional de diferentes partes del mundo
para el tratamiento de diversos padecimientos. Por ejemplo, las semillas se usan como antidoto

contra el veneno de serpientes, el aceite de las semillas se emplea como remedio para la

11




CAPITULO |

disenteria, las Ulceras, el asmayy otras afecciones intestinales. En la India, el humo de las semillas
se usa para aliviar el dolor de muelas y el extracto de las semillas frescas se emplea para el
tratamiento de verrugas, llagas de herpes, infecciones de la piel, picazén y en el tratamiento de
la hidropesia y la ictericia. Una mezcla del extracto de hojas y semillas se aplica para mantener
la circulacion sanguinea y el nivel de colesterol normal en el cuerpo. Las flores son expectorantes
y se han utilizado en el tratamiento de la tos. El latex se usa para tratar problemas oculares que
incluyen dolor, picazén y/ o contra la conjuntivitis y las cataratas. Los frutos molidos aplicados en
emplastos en las orejas se usan para aliviar la sordera. La raiz se usa como cataplasma para
aliviar el dolor de pulmén. En la medicina ayurvédica y unani A. mexicana se usa para el
tratamiento de una amplia gama de enfermedades que incluyen la malaria. No hay reportes
acerca de los efectos psicoactivos de esta planta, pero las hojas se fuman en lugar de la
marihuana y se usan para hacer un té o un cigarrillo. El latex es comercializado para combinarlo
con diferentes hierbas, como por ejemplo, el tabaco que al ser fumado con éste adquiere un

mayor efecto relajante (Virsen et al., 2019; Brahmachari et al., 2013).
1.3.4. Aplicaciones farmacolégicas de A. mexicana L.

Se tienen reportes sobre las diversas actividades farmacolégicas probadas de diversas partes
de la planta, incluyendo efectos antimicrobianos, antidiabéticos, antioxidantes, antipaltdicos,
hepatoprotectores, antihelminticos, antiplasmodiales, anticancerigenos o citotoxicos, diuréticos
y laxantes, antiestaticos, contra el VIH, molusquicidas, afrodisiacos, pesticidas y
neurofarmacoldgicos (Virsen et al., 2019; Brahmachari et al., 2013; Rubio-Pifia y Vazquez-Flota,
2013). También existen reportes que describen las aplicaciones etnofarmacolégicas de la planta
gue han sido confirmadas validando su aplicacion en la medicina tradicional, lo que convierte a
A. mexicana en una gran fuente de produccion y extraccion de metabolitos de interés

farmacoldgico.
1.3.5. Patégenos que afectan a A. mexicana L.

Aunque A. mexicana es conocida por la produccion de alcaloides con propiedades
antimicrobianas e insecticidas (Escobar-Chan, 2018; Hagel y Fachini, 2013; Rubio-Pifia y
Vazquez-Flota, 2013), la planta presenta susceptibilidad a patégenos que pueden afectar su
desarrollo. Los estudios que documentan especies patdégenas en A. mexicana son muy escasos
por lo que lo convierte en un area para explorar ya que la interaccion planta patdgeno es muy

compleja.

12
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Se ha reportado que el tizén bacteriano de la amapola, causado por Xanthomonas campestris
pv. papavericola, también afecta a A. mexicana y que esta planta es un hospedante de
Aspergillus niger, que ocasiona la pudricion del collar; asimismo, la planta es susceptible al
nematodo reniforme Rotylenchulus reniformis, que ataca las raices y al gusano de la yema del
tabaco Helicoverpa assulta, que ataca el tallo (Holm et al., 1977). Es interesante notar que de las
hojas de A. mexicana se han aislado 42 especies de hongos, siendo los més frecuentes Alternaria
alternata, Cladosporium herbarum, Ulocladium atrum, U. botrytis, Phoma humicola, Aspergillus

niger y Curvularia ellisii (Abdel-Hafez, 1985).
1. 4. INTERACCION PLANTA-PATOGENO.

Los fitopatdégenos incluyen hongos, bacterias, oomicetos, virus, viroides y neméatodos. Dado que
cada uno despliega su propia estrategia de invasién, alimentacion y reproduccion en las plantas,
existe una gran diversidad en estos procesos. Por ejemplo, los hongos de la roya (Hemileia
vastatrix) y el mildit polvoroso (Erysiphe cichoracearum) atraviesan dos capas del sistema
inmunolégico de las plantas; la inmunidad o reconocimiento, activado por los patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMP) y la inmunidad activada por efectores (ETI), es el
reconocimiento de los efectores de los hongos patogénicos, principalmente a través de las
proteinas de resistencia secretadas por las plantas (Polonio et al., 2020; Berger et al., 2007a;
Swann et al., 2001).

La capacidad de respuesta inmune que poseen las plantas les permite detectar moléculas
presentes en la superficie de patégenos que son percibidas por receptores especializados en la
superficie de la célula vegetal. No obstante, los patégenos también han desarrollado estrategias
para sobrepasar el sistema inmunoldgico de la planta, mediante la liberacién de proteinas
efectoras, que se unen con las PAMP y evitan que el patdgeno sea detectado por la planta
(Sanchez-Vallet. et al., 2013).

De acuerdo con su ciclo de vida, los hongos fitopatdgenos se clasifican en tres tipos los
biotréficos, hemibiotréficos y necrotréficos. Los biotréficos, como los oidios (Erysiphe polygoni) y
royas, necesitan tejido vivo para su crecimiento y reproduccion; los hemibiotréficos como
Colletotrichum spp., se caracterizan por una fase biotréfica, mads o menos extendida, antes de
cambiar al crecimiento necrotréfico y matar a su hospedero. Finalmente, los patdégenos
necrotroficos como Alternaria spp., matan el tejido del huésped al comienzo de la infeccién y se

alimentan del tejido muerto; (Berger et al., 2007b; Voegele y Mendgen., 2003).
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Los patogenos fangicos biotréficos son parasitos obligados. Poseen haustorio, una estructura
compleja con un papel clave en el establecimiento de enfermedades, con el cual establecen una
estrecha relacion con el hospedero y el cual estad implicado en procesos esenciales, como la
absorcién de nutrientes, valiéndose de las proteinas efectoras (Polonio et al., 2020; Martinez-
Cruz y Rueda, 2017). El haustorio se forma a partir del micelio intracelular y se genera a partir
de células madre haustoriales (HMCs), que se adhieren a la superficie de la célula vegetal,
aungue todavia se desconoce la sefial por la cual se forman las HMCs; Heat y Perumalla (1988)
sugieren que la primer HMC formada esta programada para morir, a menos gue reciba una sefal
de sobrevivencia en el momento en que logra penetrar los tejidos vegetales. Hasta el dia de hoy
se desconocen varios aspectos de la biologia haustorial, como el proceso de establecimiento en
la célula huésped, la composicion precisa, las estrategias que sigue para evitar el reconocimiento
del huésped, la manera de absorber nutrientes de células huésped y las funciones especificas
de los efectores secretados en las células de la planta huésped. Ademas, cabe mencionar que
el haustorio no es exclusivo de bidtrofos, ya que también se presenta en los oomicetos, que son
hemibiotréficos. Los hongos biotréficos también secretan cantidades limitadas de enzimas liticas
gue les permite degradar la pectina presente en la pared celular. En general causan poco dafio
a la planta hospedante y tienen un rango estrecho de hospederos; inducen la muerte celular
hipersensible en interacciones incompatibles y estan controlados por genes de resistencia
especificos. Algunos ejemplos incluyen el moho de la hoja del tomate (Passalora fulva), las royas
(Hemileia vastatrix), el mildiu polvoroso (Erysiphe cichoracearum). Estos hongos estimulan las
vias de defensa dependientes de salicilatos (Polonio et al., 2020; Martinez y Ramirez, 2016;
Oliver e Ipcho, 2004).

Por otro lado, los patégenos fangicos necrotrofos, tienen un amplio rango de hospedadores y
secretan abundantes enzimas que degradan la pared celular, por lo gue incluso pueden bloquear
los vasos del xilema y ocasionar estrés hidrico. En algunos casos, generan la pudricion en la
planta ya que estas enzimas liticas permiten la penetracion del patégeno y su expansion dentro
de los tejidos vegetales, usando la pared celular como fuente de carbono. Ademas, producen
toxinas y activan genes de resistencia cuantitativa en la planta hospedera, mediante vias de
defensa dependientes de jasmonato y etileno. Como ejemplos esta la mancha del trigo causada
por Septoria nodorum, Syn. y Stagonospora nodorum (Martinez y Ramirez, 2016; Oliver e Ipcho,
2004; Thomma et al., 2001).

La infeccion por fitopatbgenos genera cambios en el metabolismo primario y secundario de las

plantas susceptibles, afectando su crecimiento y desarrollo dependientes de sus estrategias de
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defensa. Las plantas poseen mecanismos de defensa preformados (fitoanticipinas) o inducibles
(fitoalexinas) para la mayoria de los microorganismos. La activacion de estos mecanismos de
defensa inicia con el reconocimiento de los microorganismos para dar lugar a la activacion de las
respuestas de defensa.

o—/
Figura 1.5. Alcaloides encontrados en la planta entera de A. mexicana L. A: Be, B:
protopina, C: Sa, D: Que, E: pancorina, F: argenaxina, G: angolina, H: arnottianamida,
I: queliantifolina, J: alocriptopina, K: coptisina, L: jatrorrizina, M: columbamina, N:
oxiberberina.
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Figura 1.6. Metabolitos secundarios presentes en el latex y el aceite de la semilla de A.
mexicana L. Acidos grasos (A: acido miristico, B: acido palmitico, C: &cido oleico, D: 4cido
linoleico) y fenoles (E: hidroxido de dihidropalmatina, F: &cido ferulico, G: &cido cafeico, H:
acido benzoico, I: acido cinamico).
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Figura 1.7. Metabolitos secundarios presentes en las hojas de A. mexicana L. A:
protomexicina, B: mexitina, C: 8-metoxidihidrosanguinarina, D: 13-oxoprotopina, E: rutina,

F: quercetrina, G: eriodictiol.
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Figura 1.8. Algunos de los alcaloides presentes en las raices de A. mexicana L. A:
palmatina, B: magnoflorina, C: galantamina.

La resistencia basal en las plantas comienza con el reconocimiento de inductores que se derivan
de los microorganismos. Ademas, se ha reportado que existen similitudes en el reconocimiento
de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) en animales; posteriormente, al entrar
en contacto con patégenos o con microorganismos no patdgenos o inductores, se activan los
flujos i6nicos, la fosforilacion/desfosforilacion de proteinas y la produccion de moléculas de
sefializacién, como el acido salicilico (AS), acido jasmonico, etileno y las especies reactivas de
oxigeno (ROS). Esto influye en la regulacién de la expresion génica y la induccion de respuestas
de defensa, ya sea mediante el fortalecimiento de la pared celular o la acumulacién de
fitoalexinas y proteinas relacionadas con la patogénesis (PR). Se ha propuesto que algunos
microorganismos se volvieron virulentos gracias a la produccién de moléculas efectoras que
reducen la respuesta de defensa. Cuando se dan estas interacciones compatibles, el patdégeno

virulento se disemina en la planta susceptible (Berger et al., 2007a).

La resistencia especifica se basa en el reconocimiento de estas moléculas efectoras por parte
de proteinas receptoras vegetales. Este evento ocurre en interacciones incompatibles por lo que
la planta es resistente y puede prevenir con éxito la propagacion del patégeno. Esta defensa
exitosa se basa en el reconocimiento temprano de las cepas virulentas de los patégenos
vegetales y la activacion rapida de las defensas. Ademas, en casos estrictamente necesarios se
puede programar una muerte celular localizada que logra detener eficazmente la propagacion de

patégenos biotréficos (Berger, et al., 2007a).
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Los efectos ante el ataque de un patégeno generan una serie de cambios rapidos en el
hospedero como la disminucion de la fotosintesis y un aumento en la respiracion,
fotorrespiracion, asi como en la actividad de la enzima invertasa. Aunque los detalles del
funcionamiento de estos mecanismos, asi como de las vias que median estos cambios rapidos
no son del todo conocidos, se ha reportado que el &cido 12-oxo-fitodienoico (12-OPDA) (Figura
1.9) se acumula después de la infeccion por patégenos y produce una disminucion de la
fotosintesis poco después de la aplicacién. Por otro lado, las hexosas liberadas por la accién de
una mayor actividad invertasa actian como moléculas de sefializacion y reprimen los genes
fotosintéticos. La regulacion a la baja de los genes fotosintéticos, a su vez, disminuye la tasa neta
de fotosintesis (Figura 1.10). Aunque los datos de varias interacciones planta-patégeno,
especialmente con patdégenos fangicos biotréficos virulentos, encajan en este modelo, hay
algunos ejemplos que difieren en distintos puntos. Como se mencion6 anteriormente, no siempre
se ha observado la acumulacién de hexosas y la represion de genes fotosintéticos lo que
respalda la complejidad de las interacciones que se basan en la diversidad fundamental de la

planta y del socio microbiano (Berger et al., 2007 a 'y b).

O

OH

Figura 1.9. Estructura del 4cido 12-oxo-fitodienoico.

1. 5. CULTIVOS IN VITRO.

Las plantas medicinales son una gran fuente de metabolitos bioactivos, estos metabolitos
secundarios tienen diversas aplicaciones en la industria quimica, cosmética, agroalimentaria y
farmacéutica por lo que la demanda de estos productos ha aumentado de manera significativa.
Sin embargo, la produccion de metabolitos secundarios suele ser baja (<1% de peso seco) y
depende en gran medida de los factores ambientales durante el crecimiento de la planta, ya que
estos afectan su estado fisiolégico y su desarrollo (Singh y Dwivedi., 2018; Thakur et al., 2018;

Narayani y Srivastava., 2017).
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Actualmente existen diversas alternativas para la obtencion de metabolitos secundarios ya sea
de manera directa o indirecta. Estos incluyen técnicas de extraccion o sintesis quimica; la primera
esta limitada por la disponibilidad del material vegetal que depende de la estacionalidad y de las
condiciones climaticas y geograficas. Adicionalmente, los extractos vegetales se obtienen como
una mezcla de productos que deben ser purificados, lo que encarece exponencialmente los
costos de produccién. La segunda suele presentar dificultades como la disponibilidad de los
precursores, la estereoespecificidad de las reacciones, la inestabilidad de los productos, la
dificultad de algunas reacciones quimicas y los elevados costos de produccién (Sabater-Jara.,
2013).

Entre las alternativas de produccion de caracter biotecnologico para la obtencién de metabolitos
secundarios estd la utilizacion de los cultivos in vitro de drganos, tejidos y/o células vegetales. El
cultivo in vitro de células vegetales ha abierto nuevas alternativas como fuente renovable de
compuestos bioactivos de gran valor afiadido (Ramachandra y Ravishankar, 2002); sus
principales ventajas incluyen la independencia de los cultivos in vitro de factores geograficos,
estacionales y ambientales, la estabilidad de sus sistemas de produccion y los bajos
requerimientos de espacio para los procesos de produccion son reducidos. El proceso de
purificacién del producto de interés es mas facil y se optimiza cuando éste se libera al medio de
cultivo, generando la posibilidad de producirlo a gran escala y de obtener productos que no son
sintetizados de forma natural por la planta (Singh y Dwivedi, 2018; Cai et al., 2012; Ramachandra
y Ravishankar, 2002).

El cultivo de callos, asi como de células en suspension, se emplea para la regeneracion de
plantas por organogénesis o embriogénesis somatica y también es utilizado para la obtencion de
protoplastos y productos del metabolismo secundario. No obstante, a pesar de las numerosas
ventajas que presenta el cultivo de células vegetales para la produccion de metabolitos
secundarios, también presenta varias limitaciones, principalmente la inestabilidad de las lineas
celulares, el bajo rendimiento en la obtencién del producto, la lenta velocidad de crecimiento y
los problemas de escalado. Esto ha llevado a que varias investigaciones estén dirigidas al
desarrollo de estrategias que incrementen la produccién de metabolitos secundarios por cultivo

in vitro (Sabater-Jara., 2013). Entre estas estrategias se encuentran las siguientes:

a) Seleccion del material vegetal y optimizacion de las condiciones de cultivo, el cultivo de
células diferenciadas, la inmovilizacion de células vegetales, el empleo de inductores y la

aplicacion de condiciones de estrés, entre otros.
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b) Estudio de las vias de transduccion de la sefial que conducen a la biosintesis de metabolitos

secundarios.

c) Estudio de los factores de transcripcidbn y su mecanismo de regulacion, incluyendo la
manipulacion de genes reguladores para mejorar la produccién de metabolitos secundarios.

d) Estudio del flujo metabdlico y del perfil metabdlico de los intermediarios de la ruta de
biosintesis para conocer las rutas mas completas y la regulacién de la acumulacién de los

productos de interés.

e) El estudio de la transcripcion génica del metabolismo secundario mediante el estudio y
analisis del perfil de expresion génica en diferentes condiciones, con el fin de comprender la

regulacién del metabolismo secundario en todo su conjunto.

Entre los distintos tipos de cultivos, las células en suspension ofrecen una alternativa
biotecnoldgica interesante, debido a que son capaces de dirigir su metabolismo hacia la sintesis
de determinados compuestos en respuesta a la estimulacién con inductores. De este modo, la
cantidad del producto sintetizado puede aumentar, alcanzando cantidades comparables a las

gue se extraen de los tejidos vegetales recolectados (Sabater-Jara., 2013; Bru et al., 2006).
1.5.1. Uso de inductores para la produccion de metabolitos secundarios.

Como se mencion6 anteriormente, las plantas tienen un potencial bajo para la sintesis de
metabolitos secundarios, por lo que diversos estudios estan dirigidos al desarrollo de estrategias
para incrementar la produccion de metabolitos secundarios por cultivo in vitro, entre estas
alternativas encontramos el uso de inductores para potenciar la produccién de metabolitos
secundarios (Sabater-Jara, 2013; Bru et al., 2006).

Recientemente, la induccién se ha convertido en una de las herramientas destacadas para la
obtencién de metabolitos secundarios, asi como su produccién mejorada en cultivos de plantas.
Los inductores son moléculas que pueden mejorar la respuesta al estrés de la planta, al inducir
la sintesis de metabolitos secundarios que pueden asegurar la supervivencia, persistencia y
competitividad de la planta en condiciones biéticas adversas. Un inductor puede ser cualquier
factor bidtico o abidtico que, introducido en pequefias cantidades, es capaz de perturbar el
metabolismo a través de una regulacion transcripcional de genes relacionados con las
respuestas de defensa. (Kaur et al., 2021; Singh y Dwivedi, 2018; Sabater-Jara., 2013). La

estimulacion del metabolismo secundario por induccion es el resultado de una compleja
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interaccion entre el tejido vegetal y el inductor; entre los parametros a considerar destacan la
concentracion, la selectividad, la duracion de la exposicion al inductor, asi como la etapa de
crecimiento del cultivo que se va a estimular con el inductor, la linea celular y sus parametros de
crecimiento. Todos estos factores, entre otros, pueden influir en la produccién exitosa de un
metabolito secundario (Halder et al., 2019; Singh y Dwivedi, 2018).

Ataque
patogénico

Disminucion Aumentode la

Actividad

respiracion yos
§ de: 2 : ex Fl.'esién d: la sucrolitica
otosintesis . P microbiana
invertasa
£
@
vl
Disminucion en Liberacion de hexosas

la expresion del
gen fotosintético

Nutrientesy
senales
para el

patégeno

Nutrientes y senales
para la planta

Activacion de la defensa

Figura 1.10. Modelo de cambios en el metabolismo de los carbohidratos en respuesta
a la infeccidn por patégenos biotréficos virulentos (Berger et al., 2007a).
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1.5.1.1. Clasificaciéon de los inductores.

Los inductores se clasifican en dos grupos segun su origen: abioticos y biéticos. Los primeros
pueden ser, a su vez, de dos tipos (Chavdarova., 2019):

a) Inductores fisicos: Déficit hidrico, temperatura extrema, radiacion luminosa excesiva o0
insuficiente, anaerobiosis por encharcamiento, factores mecénicos (viento, compactacion

del suelo y las lesiones).
b) Inductores quimicos: Estrés iénico (por salinidad), estrés nutricional y contaminantes.

Los inductores abidticos son sustancias no bioldgicas que pueden alterar la integridad de la

membrana o funcionan a través de otros mecanismos.

Por su parte, los inductores biéticos son liberados por seres vivos y pueden ser de dos tipos
exdégenos o enddgenos; los inductores exdgenos incluyen sustancias de origen patégeno=en
tanto que los endégenos que son compuestos producidos por las propias plantas después de la

accion del patégeno.

Los inductores biéticos exdgenos incluyen compuestos liberados por microorganismos y otros
patégenos, o formados por la accién de enzimas vegetales en las paredes celulares microbianas.
Como ejemplos estan las enzimas microbianas, lisados de hongos y bacterias, extractos de
levadura y los polisacaridos que forman las paredes celulares de los microorganismos (e.g.
quitina y glucanos). Los inductores de origen enddgeno incluyen polisacaridos que se originan
de la degradaciéon patégena de la pared celular vegetal, de proteinas intracelulares y de
moléculas sefalizadoras (e.g. hormonas vegetales como MeJA), sintetizadas por la célula
vegetal en respuesta al ataque de patdgenos. Los polisacaridos, glicoproteinas, quitina, pectina,
alginato, elicitina, xantano, etc., son los ejemplos de moléculas con una composicién definida,
mientras que el homogeneizado fungico y el EL tienen composiciones complejas (Kaur et al.,
2021; Ramirez-Estrada et al., 2016; Atanasov et al., 2015; Rao y Ravishankar, 2002). En el
Cuadro 1.2 muestra la clasificacion basica de inductores para la produccién de metabolitos

secundarios (Halder et al., 2019).

En el cuadro 1.3 se muestran algunos inductores abiéticos y biéticos utilizados para la produccion

de metabolitos secundarios (alcaloides) de plantas (tomado de Kaur et al., 2021).
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Cuadro 1.2. Clasificacion de los inductores de acuerdo con su naturaleza. Tomado de Kaur et al., 2021.

polivinilpirrolidona
etc.

Bioticos Abibticos
Composicion Composicién no | Quimicos Fisicos Moléculas de
definida definida sefializacion
intracelular

Polisacaridos EL, Sales de metales | Luzyradiacion | JA, MeJA,
purificados, homogeneizado | pesados: Ag2S:0s, | ultravioleta, AS, acido
glicoproteina, de hongos, | AgNOs, CDCly, | cambio de | acetil
glucanos, quitina, | extracto CucCly, CuSOQy, | temperatura, salicilico,
quitosano, bacteriano etc. VOSOq, NISO,, | salinidad, sistemina,
pectina, alginato, selenio etc. sequia, etc. etc.
xantano, elicitina,
enzimas
inactivadas etc.

Estresores

osmaoticos:  Manitol,

sorbitol, cloruro de

sodio, cloruro de

potasio, cloruro de

cadmio,

Gases: NO, etileno
etc.

Cuadro 1.3. Algunos inductores abiéticos y biodticos utilizados para la produccién de metabolitos
secundarios (alcaloides) de plantas en cultivos vegetales. Tomado de Kaur et al., 2021.

Planta Metabolito Inductor
secundario Bidtico Abidtico
Fisico | Quimico
Luridus anisédico | Escopolamina e uv AAS
hiosciamina
Luridus anisédico Escopolamina e Etanol, Ag*,
hiosciamina MeJA
Artemisia annua Artemisinina Colletotrichum spp.
Artemisia annua Artemisinina Piriformospora indica
Artemisia annua Artemisinina MeJA

Atropa belladona

Rhizoctonia solani,
qguitosano, quitina,

Fitosulfokina-a,
CUClz, CdClz,

extracto de H> Oz, glutation,

levadura MeJA
Brugmansia Hiosciamina, CdCl;, AgNOs,
candida escopolamina CaCl,, SA
Brugmansia Hiosciamina, Hemicelulasa AICl3, JA
candida escopolamina
Calotropis Cardenolida EL y quitosano MeJA
gigantean (glucésidos

cardiacos)
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Catharanthus Ajmalicina Manitol, NaCl,
roseus (alcaloide del indol KCl, CdCly,
terpenoide) n- hexadecano,
Tween 80,
DMSO, Triton X-
100, JA, MeJA
Datura metel Alcaloide tropano, | Staphylococcus
atropina aureus y Bacillus
cereus
Datura stramonium | Alcaloides tropano | Celulasa, CdCl,, CuSOy,
Lubimina y 3- | levadura, Fusarium
hidroxilubimina solani, T. Vviride,
Gongrenella sp., A.
alternata, A. niger,
Botrytis cinerea, C.
bakenseae
Datura stramonium | Alcaloides tropano pH
Datura stramonium | Alcaloide tropano, KCI, CaCl,
hiosciamina
Datura innoxia Alcaloide tropano, KCI, CaCl2
hiosciamina
Datura tatula Alcaloide tropano, KCI, CaCl;
hiosciamina
Duboisia Escopolamina MeJA
leichhardtii
Hyoscyamus Hiosciamina y Nitroprusiato de
reticulatus L. escopolamina sodio
Hyoscyamus Hiosciamina y | Quitosano
muticus escopolamina
Papavar orientale | Alcaloides MeJA
morfinanos
Portulaca oleracea | Dopamina MeJAy SA
Rauwolfia Alcaloide indol Mannan NacCl
serpentina
Rhazya stricta Alcaloide indol MeJA
Scopolia parviflora | Escopolamina Bacterias

Solanum Alcaloides Aspergillus niger Celulasa, NacCl
khasianum
Taxus x | Paclitaxel, 10- MeJA

media Var. Hicksii
Rehd.

desacetilbacatina
"

Trigonella foenum-
graceum

Diosgenina

Quitosano

Ag+, plata; AgNOs, nitrato de plata; AlCls, cloruro de aluminio; AAS, acido acetilsalicilico, CaCls,,

cloruro de calcio, CdCly; cloruro de cadmio, CuSOQg; sulfato de cobre; H,O,, perdxido de

hidrégeno; JA, acido jasmonico; KCI, cloruro de potasio; MeJA, jasmonato de metilo; NaCl,

cloruro de sodio, AS, acido salicilico; UV, radiacion ultravioleta.
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1.5.1.2. Inductores como estimuladores bioldgicos de respuestas de defensa en plantas.

Los inductores son productos o factores quimicos que desencadenan la activacién de las
respuestas de defensa de las plantas y que al inducir la sintesis de metabolitos secundarios
especificos, a menudo aumentan su produccion. Se ha observado que los inductores promueven
reordenamientos en los flujos metabdlicos de una via expresada constitutivamente, hacia la via
activada por el agente. Esta regulacion diferencial en la biosintesis de productos alternos refleja
una caracteristica importante del papel del metabolismo secundario en la planta, que es mediada
por el inductor (Kaur et al., 2021; Ferrari, S., 2010).

Los inductores actian como una sefial y el estimulo comienza con la percepcion de ésta por
receptores especificos presentes en la membrana de la célula vegetal. Esto es seguido por el
inicio de la cascada de transduccion de sefiales que implica eventos reversibles de fosforilacion
y desfosforilacién de proteinas, tanto membranales como citosdélicas, lo que a su vez, da lugar a
un recambio citosdlico del Cay*, salida de iones CI' y K* y entrada de H*, con la consiguiente
alcalinizacion extracelular y acidificacion citoplasmica, asi como-activacion de la proteina cinasa
activada por mitégenos (MAPK), activacion de la NADPH oxidasa, y produccion de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS). Esto conduce a cambios en el nivel de expresion
de varios genes y factores de transcripcion reguladores, asi como de genes para pasos limitantes
de la velocidad de las vias metabdlicas secundarias, dando como resultado una mayor sintesis
y acumulacién de metabolitos antimicrobianos, como fitoalexinas, y de proteinas relacionadas
con la patogénesis (PR), ambos utilizados por las plantas para prevenir los ataques microbianos
(Figura 1.11). Adicionalmente, este mecanismo también puede aumentar el nivel de resistencia
de la planta contra futuros ataques de patdgenos (Kaur et al., 2021; Halder et al., 2019; Ramirez-
Estrada et al., 2016).

De este modo, la transduccién de las sefales activada por inductores consiste en una red de
componentes multiples que establece una defensa eficaz mediante diversas reacciones
secuenciales que incluye vias de sefializacion paralelas o reticuladas que conducen a diferentes
respuestas. Asi, las vias de sefalizacion de un inductor pueden variar en la percepcion de
diferentes estimulos o respuestas de defensa del objetivo, incluso puede generar respuestas
hipersensibles, caracterizadas por una muerte celular rapida en las inmediaciones del punto de
exposicion al patégeno, asi como la formacién de barreras defensivas estructurales, como la

deposicion de lignina para reforzar las paredes celulares (Kaur et al., 2021).
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Actualmente, muchas investigaciones en biotecnologia vegetal estan dirigidas a dilucidar el
mecanismo de accion de los principales inductores. En algunos casos se han determinado los
receptores, los mensajeros secundarios, las vias de transduccién y los genes sensibles y también
se sabe que existe una gran variabilidad en los mecanismos de accion que conllevan a una

amplia gama de respuestas metabdlicas (Kaur et al., 2021).

La optimizacion del tipo de inductor, asi como la dosis y el tiempo de exposicion es esencial para
su aplicacion en la produccién biotecnolégica de metabolitos secundarios, ya que su accién es
especifica, tanto para la especie vegetal, como para la ruta biosintética. Por lo tanto, un inductor
puede no estimular el metabolismo secundario de manera similar en todas las especies o0 no
afectar del mismo modo a los diferentes grupos de metabolitos secundarios en una misma
especie. Por otro lado, los inductores no solo ayudan a mejorar la acumulaciéon de un metabolito,
sino que también pueden estimular la salida de productos intracelulares, lo que incide en la
recuperacion y purificacion del metabolito secundario. Recientemente se ha examinado la
integracion de diferentes estrategias para estos fines que incluyen la induccion tradicional, con
un inductor Unico, o la aplicacion de combinaciones simultaneas de mas de un inductor. En la
mayoria de las especies, estas estrategias mejoraron el rendimiento de metabolitos secundarios,
mediante el efecto sinérgico de la estrategia individual (Kaur et al., 2021; Halder et al., 2019).

1.5.2. Induccién de la biosintesis de alcaloides en cultivos in vitro de A. mexicana L.

Se ha reportado que los cultivos celulares de A. mexicana responden acumulando alcaloides al
tratamiento con inductores y que la respuesta varia de acuerdo con el inductor utilizado. La
acumulacion de Sa en cultivos tratados con MeJA (100 uM) puede alcanzar valores de 2 mg/g
de peso seco, duplicando el rendimiento de los no expuestos, mientras que el AS (100 uM) no
induce un aumento en la produccién de Sa, pero tampoco la inhibe. Por otro lado, la aplicacion
de homogenados de Fo (equivalente a 1 cm? de micelio) produce un aumento significativo
después de 96 h con valores superiores a los 4 mg/g PS, cerca de cuatro veces mas que los

testigos no expuestos (Trujillo-Villanueva et al., 2010).

Adicionalmente se encontrd que la aplicacion secuencial de MeJA (100 puM), AS (100 uM) y EL
(200 mg/L) a cultivos celulares de A. mexicana resulta en la mayor acumulacion de Sa (190 mg/g
PS a las 96 h) comparada con la aplicacion simultanea (108 mg/g PS a las 96 h) e individual,
donde la induccién con MeJA duplicé la acumulacion de Sa (40 mg/g PS) comparadas con las

muestras control (20 mg/g PS). (Trujillo-Villanueva et al., 2010) y la exposicion a EL resulto en
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una importante acumulacion de Sa (108 mg/g PS). Estos resultados demuestran el efecto
sinérgico que genera usar mas de un inductor para la acumulacion de un metabolito secundario
de interés (Kaur et al., 2021; Halder et al., 2019; Trujillo-Villanueva et al., 2012).

Se ha observado que los tratamientos con MeJA (100 uM), y EL (200 mg/L) inducen produccién
de Sa. La respuesta limitada de los cultivos expuestos a EL tratados con &cido
dietilditiocarbamico (DIECA), un inhibidor de la via octadecanoica (OCDA), sugiere que la

biosintesis de Sa depende de manera parcial de esta via (Guizar-Gonzalez et al., 2016).
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Figura 1.11. Modo de accion del jasmonato en el proceso de induccion del metabolismo
secundario (R: receptor; PL: fosfolipasa; MAPK: proteina quinasas activadas por
mitégenos; ROS: especies reactivas de oxigeno; RNS: especies reactivas de nitrégeno;
TF: factores de transcripcién) (Ramirez-Estrada et al., 2015).

Aun cuando el uso de inductores en cultivos celulares de A. mexicana L. puede generar un
aumento en la produccion de Sa, también se debe considerar que estos cultivos producen otros

alcaloides, aunque en menor proporcion. Por ello, es obvio que el inductor utilizado, asi como la
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dosis y los diferentes tiempos de exposicion, pueden repercutir en la sintesis de los demas
alcaloides, distintos a Sa. De aqui, el interés por comprender de qué manera los inductores

intervienen en la sintesis de otros alcaloides en cultivos celulares de A. mexicana

RECAPITULACION

Las plantas, al estar continuamente expuestas a condiciones de estrés hidtico y abidtico en su
entorno natural, han desarrollado mecanismos para percibir sefiales externas, lo que les permite
montar una respuesta Optima a esas condiciones. Los factores de riesgo a los que se exponen
las plantas se agrupan en dos grandes categorias; aquellos que se deben a condiciones
fisicoquimicas del ambiente, como temperatura, disponibilidad de agua y nutrientes o iluminacién
(induccién abidtica); y aquellas ocasionados por otros organismos vivos, como microorganismos
y herbivoros (induccién biética). En ambos casos, la respuesta defensiva de las plantas repercute

en su metabolismo secundario.

Los inductores bidticos son liberados por seres vivos y pueden ser de dos tipos; los exégenos
gue incluyen sustancias producidos por microorganismos y algunos patégenos por ejemplo:
enzimas microbianas, lisados de hongos y bacterias, extracto de levadura y los polisacaridos; y
los end6genos son producidos por las propias plantas después de la accién del patégeno como

las hormonas vegetales MeJA o el AS.

En este trabajo se pretende analizar la respuesta de A. mexicana (Papaveraceae) a condiciones
adversas que conducen a la acumulacion de estos alcaloides. Para esto se utilizaran dos
modelos de estudio; plantas de campo afectadas por una infeccion flngica y cultivos in vitro en

condiciones de induccion.

Dado que tanto la Be como la Sa tienen propiedades antimicrobianas (Rubio-Pifia y Vazquez-
Flota, 2013), se espera que durante el proceso de infeccion ocurran cambios en la acumulacion
de estos alcaloides y que los cambios se relacionen con la distribuciéon tisular de ambos

alcaloides.

Por otro lado, tomando en cuenta que los cultivos celulares de A. mexicana responden a la
adicion de inductores del metabolismo secundario modificando sus patrones de acumulacién de
los ABI's Say dihidrosanguinarina, en este estudio se plantea comparar la respuesta de cultivos

in vitro de A. mexicana a diferentes condiciones de induccién que incluyen la aplicacion de tres
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estrategias de induccion; individual, simultanea y secuencial, usando dos dosis diferentes (100 y
200 mg/L y 100 y 200 pM) de los inductores EL y MeJA.

Estudios previos han reportado la acumulacién de Sa o dihidrosanguinarina en la linea AMMIF
de A. mexicana sometidos a inductores del metabolismo secundario como MeJA, AS, EL y
homogenado flingico de Fo (Guizar-Gonzélez et al., 2016; Trujillo-Villanueva et al., 2012; Truijillo-
Villanueva et al., 2010). Sin embargo, se desconoce la respuesta de la linea AM1 en condiciones
de induccién por lo que se propone su analisis en este trabajo. Las inducciones se realizaran con
EL y MeJA en tres esquemas diferentes; cada uno de manera individual; en una combinacién
simultanea y en otra secuencial en la que primero seradn expuestos a MeJA y después de un

periodo de tiempo a EL.

Por otro lado, también se utilizaran plantas silvestres de A. mexicana provenientes de
poblaciones infectadas, asintomaticas y sanas para analizar de qué manera el proceso de
infeccién influye en la distribucion tisular de los alcaloides presentes. La Be y la Sa son dos de
los alcaloides mayoritarios en A. mexicana con propiedades antimicrobianas (Rubio-Pifia y
Vazquez-Flota, 2013), por lo que se espera que durante el proceso de infeccion ocurran cambios

en la acumulacion de estos alcaloides y que los cambios se relacionen con su distribucion tisular.
JUSTIFICACION

Argemone mexicana es una especie productora de ABI’s entre los que destacan Be y Sa por ser
los alcaloides que se sintetizan mayoritariamente, sin embargo, es posible encontrar otros
alcaloides como Que, protopina, pancorina, argenaxina entre otros. Estudios previos han
reportado que cultivos celulares de A. mexicana responden a la adicion de inductores del
metabolismo secundario modificando sus patrones de acumulacién. Hasta ahora se ha estudiado
el efecto de inductores como MeJA, AS, EL y el homogenado fangico de Fo en la acumulacion
de Sa o dihidrosanguinarina en la linea AMMIF de A. mexicana. Sin embargo, se desconoce la
respuesta en la regulacion de los alcaloides presentes en la linea AM1 en condiciones de
induccién por lo que se propone su andlisis en este trabajo. Es importante mencionar que los
cultivos in vitro de A. mexicana tanto la linea AMMIF como la linea AM1 se caracterizan por la
presencia de Sa y la ausencia de Be, mientras que en condiciones normales, las plantas
silvestres sintetizan estos dos alcaloides de manera simultdnea de acuerdo con la etapa de
desarrollo de la planta (Monforte-Gonzalez et al., 2019; Vazquez-Flota et al., 2018; Guizar-

Gonzalez et al., 2016; Hagel y Fachini, 2013; Rubio-Pifia y Vazquez-Flota, 2013; Truijillo-
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Villanueva et al., 2012; Truijillo-Villanueva et al., 2010). De igual forma, A. mexicana presenta
susceptibilidad a algunos patégenos que pueden afectar su desarrollo. Asi mismo, los estudios
gue documentan especies patdgenas en A. mexicana son muy escasos por lo que lo convierte
en un area de oportunidad (Abdel-Hafez, 1985; Holm et al., 1977).

Se propone el uso de dos modelos de estudio: cultivos in vitro de A. mexicana bajo induccion y
plantas silvestres de A. mexicana infectadas por hongos patdégenos. La induccidn en los cultivos
in vitro de A. mexicana es con el fin de simular una infeccién por hongos, ya que el extracto de
levadura contiene fragmentos de la pared celular que activan las reacciones de defensa en los
cultivos. Por otro lado, el MeJA es un mediador bioquimico en las respuestas de defensa.
Mientras que Be y Sa también son conocidos por sus propiedades antimicrobianas. Por lo tanto,
se espera gque durante el proceso de infeccién ocurran cambios en la acumulacién de dichos
alcaloides y que estos cambios se relacionen con la distribucién tisular que ambos alcaloides

presentan.
OBJETIVO GENERAL

Comparar los cambios inducidos en la acumulacion de alcaloides en cultivos celulares y plantas

silvestres infectadas de A. mexicana L. producidos como parte de una respuesta de defensa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizar técnicas cromatogréficas para analizar la respuesta de cultivos in vitro de A. mexicana

bajo condiciones de induccién.

¢ Obtener el perfil metabdlico de plantas silvestres de A. mexicana infectadas por hongos

patégenos.

o Utilizar técnicas cromatograficas para evaluar las respuestas de las condiciones de contraste

en las plantas infectadas de A. mexicana.

e Comparar la variacion cromatografica de los alcaloides entre los cultivos in vitro y las plantas

silvestres de A. mexicana con respecto a las diferentes condiciones de induccién biética.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se planteé con dos modelos de estudio: Cultivos in vitro expuestos a
inductores del metabolismo secundario y plantas de poblaciones silvestres con sintomas de
infeccién por hongos. Las estrategias de induccién en cultivos in vitro incluyeron la aplicacion
individual de MeJA y EL, asi como combinaciones de ambos de manera simultdnea o secuencial
(MeJA 24 hrs. después de EL). Para las plantas, se utilizaron tejidos con sintomas visibles de
infeccién (denominadas de aqui en adelante como plantas infectadas), plantas de la misma
poblacion, pero sin mostrar sintomas (definidas como plantas asintométicas) y plantas
provenientes de una poblacién sin individuos infectados (plantas sanas). En secciones
posteriores se describen los detalles de los estudios realizados en cada modelo. Los tejidos
colectados en los diferentes tratamientos se analizaron en cuanto al contenido de alcaloides por

cromatografia en capa fina (CCF) y los resultados se analizaron estadisticamente (Figura 1.11).

Cultivos in vitro de A. mexicana L. en Plantas silvestres de A. mexicana L.

condiciones de induccion (Poblacion infectada, asintomatica y sana)

.

(Induccidn individual, simultanea y secuencial)

Extraccién y analisis
del contenido de
" alcaloides por CCF

!
-’ Integracion

Cultivos celulares de A. mexicana
L. bajo induccion con MeJA y EL de resuitados

Planta de A. mexicana L. en
condiciones de infeccién

Modelo de estudio 1 Modelo de estudio 2

Figura 1.12. Estrategia experimental para el analisis del contenido de alcaloides en A.
mexicana L. en dos modelos de estudio.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO.

2.1.1 Cultivos in vitro de A. mexicana L.

Las suspensiones celulares, utilizadas en los experimentos de induccién, se obtuvieron a partir
de una linea de callos AM1 provenientes de hojas de A. mexicana (Monforte-Gonzalez et al.,
2019). La resiembra de los callos se realiz6 cada 21 dias en medio sélido de Murashige y Skoog
(MS) (Cat. M5519-50L, Sigma-Aldrich, Merck), suplementado con 30 g/L de sacarosa, 0.5 mg/L
de 6-bencilaminopurina (BAP), 1.5 mg/L de acido 1-naftalenacético (ANA) y 2.2 g/L de Gelrite
(Gellan Gum, G1910, Sigma-Aldrich, Merck). La resiembra de las suspensiones celulares se
realizé cada 14 dias en medio MS liquido con la misma composicion ya descrita, pero sin
adicionar el gelificante (Figura A.1.). Los cultivos se mantuvieron en agitacion continua a 100 rpm
(Gyrotory Shaker G10, new brunswick scientific co., inc), en un cuarto de cultivo a 25 °C, con 70
% de humedad relativa y bajo iluminacion continua provista con lamparas de luz blanca

fluorescentes de 39 W.

2.1.2. Tratamientos de induccidén en cultivos in vitro de A. mexicana L.

Para las inducciones se utilizaron suspensiones celulares obtenidas a partir de la linea de callos
AM1 (linea AMME; ver Resultados). Las suspensiones fueron expuestas a EL y MeJA bajo tres
tratamientos (Figura 2.1); 1) individual: se ensayaron dos concentraciones diferentes por cada
inductor, 100 y 200 mg/L (EL) y de 100 y 200 uM (MeJA); 2) secuencial, aplicando primero EL
200 mg/L y MeJA 200 uM 24 h después; y 3) simultaneo, EL 200 mg/L y MeJA 200 uM.

En todos los casos, los tratamientos se aplicaron a suspensiones de 5 dias, inicialmente
inoculadas con 10 mL de suspensiones celulares con 14 dias de crecimiento. Para ello, se
preparé una suspension madre combinando matraces de cultivo con suspensiones de 14 dias
de crecimiento y se ajusto la densidad a 0.03 g/mL con medio fresco (aproximadamente 1.5 g de
peso fresco en 50 mL de medio MS). Matraces conteniendo 50 mL de medio MS suplementado,
se dejaron bajo lluminacién continua y agitacion constante a 100 rpm durante 120 hrs. antes de
las aplicaciones se inocularon con 10 mL de la suspensién madre y se mantuvieron en agitacion

constante en el cuarto de cultivo hasta el momento de ser utilizadas. Las colectas de los
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tratamientos, en el numero de repeticiones indicadas, se efectuaron en los tiempos
correspondientes, incluyendo los testigos expuestos a una mezcla de los disolventes utilizados

en la preparacién de cada inductor (etanol 50% en agua).

Cultivos in vitro de Argemone mexicana L.

Induccion Induccion Induccion
indmdual secuencial simultanea
Testigo EL MeJA Testigo Testigo EL (200 mg/L)
Agua/ 100y 100 y 200 Agua/ Agua/ + MeJA (200
Metanol 200 mg/L uM Metanol Metanol pM)
50 % 50 % 50 %

0 h MeJA (200 pM), 24 hrs
0.72y 96 hs. | EL (200 mglL), 48, 72 y 96 0,48, 72y 96 hrs.

hrs

Figura 2.1. Esquema de los tratamientos de induccién aplicados.

Al momento de aplicar el tratamiento 1 (induccién individual), las suspensiones tenian 6 semanas
de haber sido generadas a partir de la linea de callos AM1, mientras que para los tratamientos 2
(secuencial) y 3 (simultdnea), contaban con 12 y 18 semanas, respectivamente. Todas las
manipulaciones se realizaron en una campana de flujo laminar horizontal (Esco laminar flow
cabinet. ISO 14644.1 Class 4 - IEC 61010-1) utilizando pinzas e instrumentos previamente
esterilizados por calor (Simon Keller STERI 350 Seconds-Sterilizer EU Plug 31171). Los medios
de cultivo y la cristaleria se esterilizaron en una autoclave (Sterile Health G3).

Para el tratamiento 1, el MeJA (Methyl jasmonate-95%, 39924-52-2, Sigma-Aldrich) (1.085 ml)
se disolvié en 50 mL de etanol obteniendo una solucién madre a 100 uM y se agregaron 50 y
100 pL de la solucion stock para una concentracion de 100 uM y 200 uM respectivamente,
mientras que EL (Y-1625 SIGMA-ALDRICH) se disolvié en agua obteniéndose una solucién
madre a una concentracion de 100 mg/L y se agregaron 50 y 100 pL para una concentraciéon de
100y 200 mg/L (Trujillo-Villanueva et al., 2012). Antes de aplicar el tratamiento, las suspensiones
se dejaron 120 hrs. para aclimatarse al nuevo medio. Las colectas se realizaron alas 0, 72 y 96
hrs. y cada tratamiento se realizé por triplicado, las muestras colectadas se almacenaron en el

congelador para su posterior liofilizacion. Cabe destacar que las dosis seleccionadas para el
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tratamiento 2 y 3 fueron determinadas por los resultados obtenidos en la cuantificacién de Sa del
tratamiento 1 (Ver seccion de resultados).

Para el tratamiento 2, las suspensiones se aclimataron durante 120 hrs. después de la resiembra
y se aplic6 MeJA primeramente y 24 hrs. después EL en los volumenes para alcanzar las dosis
correspondientes (200 mg/L para EL y 200 uM para MeJA). Las colectas, por triplicado, se

realizaron a las 0, 24, 48, 72 y 96 hrs. después del inicio de la induccion.

Para el tratamiento 3, ambos inductores se aplicaron en volumenes para alcanzar las dosis
indicadas después de 120 hrs. de aclimatacién al nuevo medio y las colectas, por triplicado, se

realizaron a las 0, 24, 48, 72y 96 hrs. después del inicio de la induccion.

En todos los casos, los matraces se cosecharon por filtracién al vacio, se congelaron tanto las

células como el medio de cultivo y se almacenaron a -20°C hasta su analisis.
2.1.3. Plantas sanas e infectadas de A. mexicana L.

Las plantas analizadas provenian de poblaciones silvestres colectadas en zonas urbanas:
localidad de Cholul, Municipio de Mérida Yucatan, que incluia tanto plantas con sintomas visibles
de infecciones fungicas y plantas sin afecciones visibles (asintoméaticas); y otra poblacién
localizada en la colonia Pinzones/Chuburnd, aledafa al Jardin Botanico Regional Roger Orellana
del CICY, en Mérida Yucatan, que para este estudio se determinaron como plantas sanas. Se
clasificaron en tres grupos de acuerdo con la presencia 0 ausencia de sintomas de infeccion.
Estos grupos fueron plantas infectadas, con sintomas visibles de infeccién fingica espontanea,;
plantas asintomaticas, provenientes de la misma poblacion que las plantas infectadas, pero sin
sintomas visibles; y plantas sanas, provenientes de una poblacién distinta de la anterior y sin

plantas con sintomas visibles.

Se realizaron colectas de tres individuos de cada poblacion, y de cada individuo, se colectaron
10 muestras de hoja, tallo y raiz. Los tallos se seccionaron en tres partes de acuerdo con su
posicion (apical, medio y basal). Para el caso de las raices, se colectaron las raices de los
individuos vecinos a las plantas infectadas con el fin de tener el nimero de repeticiones
requeridas (Figura 2.2). Los tejidos se lavaron con agua corriente, se pesaron, y se almacenaron
a-20°C.
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Plantas de Argemone mexicana L.

Y

Poblacion infectada Poblacion asintomatica Poblacion sana

(3) (3) (3)

Por cada individuo se
colectaron

4
A

10 Hojas
l ___ | Basal

Tallo |—

}
Raiz

'

Raiz vecina

—— | Medio

—— | Apical

Figura 2.2. Esquema de la colecta de muestras de las plantas analizadas.

2.2. EXTRACCION Y ANALISIS DE ALCALOIDES.

Los tejidos congelados se secaron por liofilizacion (FreeZone 4.5, 7750020, LABCONCO) y una
vez secos, se molieron en un mini molino eléctrico (IKA Tube Mill 100 control) hasta obtener un

polvo fino que se almacend en un ambiente seco hasta su analisis.
2.2.1. Extraccion por maceracion.

Las extracciones se realizaron con aproximadamente 800 mg de material vegetal por cada 100
mL de metanol grado analitico para macerar por 2 h en agitacion a 100 rpm y a temperatura
ambiente (Figura A.2.). El sobrenadante se separ6 por decantacion y se tomaron 1600 pL que
se centrifugaron por 20 min a 8,000 rpm y 18°C para eliminar residuos. Alicuotas de 500 pL de
este extracto se pasaron a un tubo de microcentrifuga evaporar a presion reducida en un
Centrivap (Heto RU).
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2.2.2. Separacion por cromatografia en capa fina.

La separacion de alcaloides se realizé por cromatografia en capa fina (CCF) en placas de gel de
silica de 20 x 10 cm (Merck, cat. No. 1.05554.0004) con indicador fluorescente (F254). Para los
andlisis, los extractos secos se resuspendieron en 100 pL de MeOH grado HPLC y se tomo 1 pL
para ser aplicado a la placa cromatogréafica. Las placas, de 10 cm de altura, se aplicaron 1 cm
por arriba del borde inferior, respetando la misma distancia de los bordes laterales y entre cada

aplicacion.

Como fases moviles se utilizaron dos mezclas de disolventes, previamente establecidas para la
separacion de alcaloides de A. mexicana. El sistema 1 consiste en una mezcla de n-butanol
(Sigma-Aldrich 360465):agua:hidroxido de amonio (Fermont 36051) 8:1:1 (v:viv) y permite la
visualizacién de Be; mientras que el sistema 2 corresponde a una mezcla de ciclohexano:etanol
94:6 (v:v), y permite la visualizacién de Sa. Las mezclas se prepararon al momento en una
campana de extraccion, se agregaron a la camara cromatografica y=previo a la elucién, se
permitié un tiempo de saturacién de la cAmara de 1 min. La elucién de la placa cromatografica
se detuvo cuando el frente del disolvente alcanz6 3 cm abajo del borde superior de la placa. Los
alcaloides se identificaron comparando los valores de Rf con los estandares disponibles (Be, Que
y Sa), asi como por los patrones de autofluorescencia. Los perfiles cromatograficos se
visualizaron bajo luz UV a 365 nm utilizando una lampara manual (UVP Chromato-Vue C-75 UV
Viewing Cabinet) (Monforte-Gonzélez et al., 2012).

2.2.3. Andlisis cuantitativo de Sa, Be y Que.

La cuantificacion de Be, Que y Sa, se llevo a cabo por densitometria in situ utilizando el equipo
Chromato Scanner 4, CAMAG, Muttenz, Basilea-Campifia, Suiza a una longitud de onda de 330
nm, mediante el método de estandar externo. Las lecturas se hicieron por barrido lineal de cada
carril y la concentracion de los alcaloides se determind comparando el area del componente de
las muestras contra el &rea de los componentes obtenidos con concentraciones conocidas de los
estandares. Los datos recopilados incluyeron alturas y &reas de los componentes, asi como las
posiciones de las zonas (inicio, medio y extremo), por cada componente resuelto en cada pista
cromatogréfica en la placa de CCF. También se aplicoé un ajuste de la linea base para que todos
los componentes se integraran con precision. Para las lecturas de los cromatogramas se usé la
direccion de escaneo desde el origen hasta el frente del solvente en cada pista. Para cada banda

se calcularon el factor de retencion (Rf) y el area del componente y se registré el color de la auto
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fluorescencia. Posteriormente se correlaciond la concentracion de sustancias patrones con el
area de las bandas para determinar la intensidad de los componentes de los productos
identificados. Se realizaron curvas de calibracion para cada uno de los alcaloides por el método
de estdndar externo. Los parametros se presentan en la seccion de anexos (Cuadro A.1y Figura
A.3)

2.4, PROGRAMAS ESTADISTICOS.

Para el analisis de los datos y la generacion de gréficas se utilizé el programa Microsoft® Excel®
para Microsoft 365 MSO (versién 2111) y para el andlisis de varianza el software estadistico
Minitab 19.
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CAPITULO IlI

RESULTADOS

3.1. MODELO DE ESTUDIO 1. CULTIVOS IN VITRO DE A. mexicana L.

3.1.1. Obtencién de lalinea celular de AMME a partir de lalinea AM1 de A. mexicanalL.y

respuesta morfoldgica.

Antes de iniciar los tratamientos se observo un crecimiento lento en las suspensiones disponibles
(linea AM1). Por ello, se procedié a inducir una nueva suspension a partir de la linea AM1 de
callos a partir de la cual se obtuvo la suspension (linea AMME). Callos de la linea AM1 se
sembraron en medios liquidos y se monitorearon periddicamente. A partir de las 48 hrs; en
algunos matraces se observo el desarrollo de una coloracién rosa-naranja (Figura 3.1 B). Al grupo
de muestras que presentaron cambios de coloracion se denominé dafio mecanico, estos cambios
sugieren la liberacién de Sa al medio, dadas las caracteristicas del alcaloide (Figura A.4.). Por
ello, se tomo la decision de no aplicar los tratamientos de induccién y continuar la observacion
de los cultivos, teniendo como hipétesis que este fendmeno ocurri6 en respuesta a la
manipulacioén realizada de los callos durante las inoculaciones (dafio mecanico; anexo 1). Esta
respuesta se intensificé gradualmente (Figura 3.1 C y D) y después de 168 hrs. (7 dias), se
formaron dos grupos de manera espontanea; uno de 20 matraces que se mantuvo y otro con 40
matraces que si desplego la respuesta a la manipulacién (Figura 3.2). Al término de este periodo,
las células se cosecharon, asi como los medios residuales (Figura 3.2). Se cosecharon tres
muestras al azar, tanto de medios como de las células, de los dos grupos formados. A estos dos
grupos se incluyé un segundo testigo que consiste en los callos cosechados al inicio del
experimento. Las muestras colectadas se almacenan en un congelador para su posterior
liofilizacion y extraccion de alcaloides. Los resultados del analisis por CCF del perfil de alcaloides
de los callos en medio liquido se presentan como parte del anexo (Figura A.4y A.5; Cuadro A.3.).
Los cultivos sin dafios por la manipulacion inicial se mantuvieron en suspension y se propagaron

para dar lugar a una nueva linea AMME, que se utiliz6 para los experimentos de induccion.
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v

Figura 3.1. Aspecto de los callos en proceso de aclimatacion en el medio liquido a las 24
(A), 48 (B), 72 (C) y 96 (D) hrs. después de iniciar el cultivo.

TR
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Figura 3.2. Aspecto de los callos de A. mexicana L. después de 168 hrs. (7 dias) en medio
liquido. El grupo DMT (A 'y B izquierda) se disgregd en una suspension verde; mientras que
el grupo DM (B derecha y C) se oscurecié durante el cultivo.
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3.1.1. Respuesta morfoldgica de los tratamientos de induccién de lalinea AMME de A.

mexicana L.

Las inducciones individuales se evaluaron después de 72y 96 hrs. de exposicion. A las 72 hrs.
no se observaron cambios notorios en la coloracién del medio para ninguno de los tratamientos
(Figuras 3.3 y 3.4). Sin embargo, a las 96 hrs. se observo el desarrollo de una coloracion para
ambos tratamientos, siendo mas notables con 100 uM de MeJA y 200 mg/L de EL, que
adquirieron una coloracién parda (Figura 3.5 y 3.6), tanto en las células cosechadas como en el
medio residual, sugiriendo la produccién de saguinarina (Figura 3.7). Cada colecta consistié en
cinco muestras que se filtraron, para separar células y medio, y se almacenan en un congelador

para su posterior analisis.

Para la inducciéon secuencial se observo el desarrollo de una coloracion en el medio, siendo mas
notorio al final del tratamiento con 72 hrs. de exposicion combinada a MeJA y EL y 96 hrs. en
total (Figura 3.9). A lo largo de este tratamiento, los cultivos fueron adquiriendo una coloracion
parda, sugiriendo la acumulacién de Sa (Figura 3.11). La intensidad de la coloracién fue mayor
en este tipo de tratamiento que en los individuales con cada inductor, sustentado la idea de que
el efecto sinérgico de estos agentes potencia la acumulacion de metabolitos secundarios (Kaur
et al., 2021; Halder et al., 2019).

Ademas de las respuestas detectadas como cambios de coloracién en el medio, se registraron
los cambios en la acumulacion de peso fresco en los diferentes tratamientos de induccién de la
linea AMME. Los resultados se muestran en el Cuadro 3.1 e indican que los tratamientos

combinados (MeJA y EL) fueron los que mas dafiaron a las células expuestas.
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Tiempo de exposicion: ' Tiempo de exposicion:
0 horas 72 horas

Figura 3.3. Aspecto de las suspensiones de A. mexicana L. después de 72 hrs. de
exposicion a una concentracion de 100 y 200 uM de MeJA por 72 hrs.

Tiempo de exposiciéon: 0 horas [ ‘ Tiempo de exposicion: 72 horas

Figura 3.4. Aspecto de las suspensiones de A. mexicana L. después de 72 hrs.
de exposicién a una concentracion de 100 y 200 mg/L de EL por 72 hrs.

42




CAPITULO llI

' Tiempo cie exposicién: | | Tiempo ;!e exposicién:
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Figura 3.5. Aspecto de las suspensiones de A. mexicana L. después de 96 hrs. de
exposicion a MeJA a 100 y 200 uM por 96 hrs.

Tiempo de exposicién: | ' Tiempo de exposicién:
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Figura 3.6. Aspecto de las suspensiones de A. mexicana L. después de 96 hrs. de
exposicién a EL a 100 y 200 mg/L por 96 hrs.
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Mela EL

Control
100 uM 100 mg/L

Figura 3.7. Aspecto de las cosechas de callos de la induccion individual. Células
filtradas (arriba) y medio de cultivo (abajo) después de 96 hrs. de exposicién a 100 uM

de MeJA y 100 mg/L de EL respectivamente.
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Figura 3.8: Aspecto de las suspensiones celulares de A. mexicana L. expuestas a
induccion secuencial combinada con MeJA 200 uM y EL 200 mg/L. A: Suspensiones
celulares con 5 dias de crecimiento (tiempo 0); B: a las 24 hrs. de exposicion a MeJA
(momento de la aplicacién de EL); C: a las 24 hrs. de exposicion combinada; D: a las
48 hrs. de exposicion combinada; E: a las 72 hrs. de exposicién combinada. B, C,Dy
E, corresponden a cultivos con 24, 48, 72 y 96 hrs. totales de tratamiento puesto que
las primeras 24 hrs. fueron expuestas a Unicamente a MeJA.
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Figura 3. 9 Aspecto de las cosechas de las suspensiones celulares de A. mexicana L. a
induccidén secuencial con MeJA y EL; paneles superiores e inferiores muestran las células
y medios de cultivo colectados cada 24 hrs. A: suspensiones celulares de 5 dias de
crecimiento (tiempo 0). B, C, Dy E, corresponden a las inducciones con MeJAy EL, como

en la Figura 3.8.
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Figura 3.10: Aspecto de las suspensiones celulares de A. mexicana L. expuestas a
induccion simultdnea a 200 uM de MeJA y 200 mg/L de EL. A: Suspensiones a los 5 dias
de crecimiento (tiempo 0); B; Cy D alas 48, 72 y 96 hrs. de exposicion a ambos inductores.
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Figura 3.11: Aspecto de las cosechadas de las suspensiones celulares de A. mexicana L.
expuestas a induccion simultdnea a 200 uM de MeJA y 200 mg/L de EL. A: Suspensiones
a los 5 dias de crecimiento (tiempo 0); B; C y D, suspensiones a las 48, 72 y 96 hrs. de
exposicion a ambos inductores. Paneles superiores e inferiores muestran las células
filtradas y medios, respectivamente.

Cuadro 3.1. Crecimiento acumulado (g PF) en la linea AMME durante los tratamientos de induccién.

Tratamiento

Tiempo de exposicién (hrs.)

Induccioén 0 24 48 72 9%

Individual Ctl 7+0.1 9+0.2 10+ 0.2
MeJA 85+0.2 |8+0.3
(1200/200 pMm)
EL 85+0.2 |8+0.2
(100/200 mg/L)

Secuencial Citl 7+0.1 75+02|8+035 | 9+0.3 10+ 0.3
MeJA + EL 75+0.2|8+03 |85+0.35|8+0.38
Secuencial

Simultanea Cil 6.9371 + 8.1846 | 9.3712 +| 15.0244 +

0.85 +1.66 1.45 3.6

MeJA + EL 8.8870 |8.9244 +|7.2615
Simultaneo +15 1.40 0.76

Promedio de 3 repeticiones con desviacion estandar
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3.1.2. Anédlisis por cromatografia en capa fina (CCF) del perfil de alcaloides de los
tratamientos de induccion de la linea AMME de A. mexicana L.

Los tratamientos con (MeJA 100 y 200 uM y EL 100 mg/L y 200 mg/L), aplicados de manera
individual, no aumentaron la intensidad de la sefal correspondientes, en las diferentes dosis y
tiempos en que se ensayaron, la Sa se pudo detectar al inicio del experimento y en los controles
alas 72 hrs. (Figura 3.12: carriles 1 y 2), no pudiéndose detectar a las 96 hrs. (Figura 3.13; carril
7), pero Sa se observé de manera mas prominente en los tratamientos con de 200 uM de MeJA
y 200 mg/L de EL (Figura 3.12). El analisis de estas muestras en el sistema 1 de disolventes no
mostro la presencia de Be, en ninguna de las muestras incluidas (Figura 3.13). Esto coincide con
lo referido en la literatura sobre los cultivos in vitro de Argemone en los que no se ha podido
detectar este alcaloide de manera consistente (Trujillo-Villanueva et al., 2012; Trujillo-Villanueva
et al., 2010).

Los tratamientos de induccién secuencial tuvieron un efecto positivo en la produccion de Sa a
partir de las 48 hrs. totales de exposicion (equivalentes a 24 hrs. de exposicibn combinada de
MeJAy EL). En las muestras colectadas a las 72 y 96 hrs. de exposicion total (equivalentes a 48
y 72 hrs. de exposicion a ambos agentes) se logré observar la intensificacion de la banda
caracteristica correspondiente a Sa, con una tonalidad naranja-rojizo, en comparacion con los
testigos (Figura 3.14). De igual forma se logré visualizar la presencia de una mancha con
tonalidad amarillo brillante en la parte superior (frente del disolvente), correspondiente a la
dihidrosanguinarina, que es un precursor biosintético y una forma menos téxica de Sa, se
comparé el patrén de florescencia presentado y el valor Rf (Guizar-Gonzalez, et al., 2012),

mientras que Que no se logré detectar en ninguna de las muestras (Figura 3.14).
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Sistema 2: ciclohexano:etanol (94.6)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 3.12: Deteccion de Sa, en la linea AMME expuesta a los inductores
individuales. Carril 1, O hrs. de exposicién; 2-6, 72 hrs. y 7-11, 96 hrs. de cultivo. Carril
2) control 72 hrs; 3-4) MeJA 100 y 200 pM; 5-6) EL 100 y 200 mg/L, a las 72 hrs. de
exposicion; 7) control 96 hrs; 8-9) MeJA 100 y 200 uM; 10-11) EL 100 y 200 mg/L, a
las 96 hrs; 12) estandar de Sa. Los recuadros amarillos y blancos sefialan los
tratamientos con MeJA y EL a los diferentes tiempos de expocision.
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Sistema 1: n-butanol:agua:hidréxido de amonio (8:1:1)

72 h

MeJA EL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 3.13: Deteccion de Be, en la linea AMME expuesta a los inductores
individuales. Carril 1, 0 hrs. de exposicién; 2-6, 72 hrs. y 7-11, 96 hrs. de cultivo. Carril
2) control 72 hrs; 3-4) MeJA 100 y 200 puM; 5-6) EL 100 y 200 mg/L, a las 72 hrs. de
exposicién; 7) control 96 hrs; 8-9) MeJA 100 y 200 uM; 10-11) EL 100 y 200 mg/L, a
las 96 hrs; 12) estandar de Be. Los recuadros amarillos y blancos sefialan los
tratamientos con MeJA y EL a los diferentes tiempos.
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Sistema 2: ciclohexano:etanol (94:6)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 3.14. Deteccion de Sa y Que en la linea AMME expuesta a la induccién
secuencial. Carriles 1-2) estandares de Sa y Que; 3) cultivos a las 0 hrs. (control To;
momento de la aplicacién de MeJA 200 uM - circulo amarillo); 4-5) cultivos control y
expuestos a las 24 hrs. (24 hrs. a MeJA y momento de aplicacién de EL - circulo
blanco); 6-7) cultivos control y expuestos a las 48 hrs. (48 hrs. a MeJAy 24 hrs. a EL);
8-9) cultivos control y expuestos a las 72 hrs. (72 hrs. a MeJA 'y 48 hrs. a EL); 10-11)
cultivos control y expuestos a las 72 hrs. (72 hrs. a MeJA y 48 hrs. a EL); 12-13)
estandares de Que y Sa. Los circulos amarillo y blanco indican los momentos de
aplicacién de MeJA y EL, respectivamente, mientras que los asteriscos sefialan los
carriles correspondientes a los tratamientos de cada tiempo (controles sin marca).
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Sistema 2: ciclohexano:etanol (94:6)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 1213 14 15 16 17

Figura 3.15: Deteccion de Say Que en la linea AMME expuesta a la induccion simultanea.
Carriles 1-2) estandares de Sa y Que; 3-4) cultivos iniciales (To); 5-6) cultivos control 48
hrs; 7-8) cultivos expuestos 48 hrs; 9-10) cultivos control 72 hrs; 11-12) cultivos expuestos
72 hrs; 13-14) cultivos control 96 hrs; 15-16) cultivos expuestos 96 hrs; 17) estandar Sa.
Las lineas amarillas indican los diferentes tiempos de tratamiento; mientras que las lineas
blancas sefialan los cultivos expuestos a los inductores (controles sin marca).

La induccién simultanea de la linea AMME también resulté en un incremento en la acumulacion
de Sa a partir de las 48 hrs. los niveles de acumulacién de Sa aumentaron sucesivamente hasta
las 96 hrs. en donde se observa la mancha caracteristica de Sa (naranja-rojizo) mientras que los
niveles encontrados de Que variaron, e incluso en algunas muestras estuvo ausente. El
cromatograma revel6 que los niveles de Que se encontraban por debajo del limite de
cuantificacién y no se pudo detectar en todas las muestras. Debido a estas inconsistencias, no
se pudo realizar la cuantificacion de este alcaloide. El perfil obtenido de la induccion simultanea
present6 una mayor variacion en el contenido de alcaloides minoritarios, que se pueden visualizar
de manera tenue. No obstante, conforme transcurre el tiempo de monitoreo los niveles

aumentaron progresivamente.

De esta manera, solamente en los tratamientos con una combinaciéon de inductores, sea de
manera secuencial o simultanea, se logré una respuesta positiva en la acumulacién de alcaloides
y, aparentemente ésta se limité a Sa, ya que no se pudo observar la acumulacion de Be. Asi
mismo, la induccién simultanea ocasion6é una mayor acumulacién de Sa de acuerdo con los

perfiles obtenidos por TLC. En este tratamiento también, se logré visualizar un perfil mas variado
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en el que se detectaron alcaloides minoritarios, entre ellos Que, aunque de manera muy tenue.
Los cromatogramas densitométricos indicaron que este alcaloide no se encontré en todas las
muestras, por lo que estos datos no se incluyeron en el andlisis. Es de notar que no se lograron

visualizar en los perfiles de la induccion secuencial e individual.

3.1.3. Andlisis del contenido de Sa de los tratamientos de induccién de los cultivos in

vitro de la linea AMME de A. mexicana L.

Debido a que no se detectd la presencia de Be ni de Que, se monitored Unicamente el contenido
de Sa por CCFy las cuantificaciones se realizaron por densitometria. Para la induccién individual,
se ensayaron dos concentraciones diferentes por cada inductor y en total se obtuvieron 4
tratamientos y 1 grupo control: MJ1: MeJA a 100 uM, MJ2: MeJA a 200 uM, EL1: EL 100 mg/L,
EL2: EL 200 mg/L, IT: grupo control; de acuerdo con los resultados obtenidos sobre la
concentracion de la acumulacién de alcaloides por cada tratamiento se observd que la mayor
acumulacion de Sa ocurrio a las 72 hrs. en todos los tratamientos siendo la induccion con EL la
gue presentd mayores niveles de Sa (EL (200 mg/L): 0.114, EL (100 mg/L): 0.093), seguido de
la concentracion mas alta de MeJA (MJ (200 uM): 0.052) de manera general se observo que las
concentraciones de 200 uM para MeJA 'y 200 mg/L para EL fueron los que presentaron los niveles
mas altos de la acumulacion de Sa por cada inductor, asi mismo estas dosis fueron
seleccionadas para las inducciones secuencial y simultanea, también se observé que las
muestras colectadas a las 96 hrs. mostraron una decaida de la concentracion de Sa (Figura
3.16).

En la induccion secuencial que consistio en la aplicacién de MeJA a 200 uM y se incuba por 24
hrs. para después afiadir EL a 200 mg/L, se observo un incremento en la acumulacion de Sa a
partir de las 48 hrs. Mientras que a las 72 hrs. se encontraron los niveles mas altos (Cuadro 3.3.2
y Figura 3.17). En la induccién simultdnea se observo un incremento en la acumulacién de Sa
después de aplicar los inductores, obteniendo la mayor acumulacion a las 96 hrs. después de la

induccion (Figura 3.18).
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Cuantificacion de Sa en induccion individual en
suspensionescelulares de A. mexicana L.

0.2
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Figura 3.16. Contenido de Sa en los tratamientos de induccién individual de suspensiones
celulares de la linea AMME de A. mexicana L. Promedio de triplicados con desviacion
estandar.

Cuantificacion de Sa en induccion secuencial en
suspensionescelulares de A. mexicana L.
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Figura 3.17: Contenido de Sa en los tratamientos de induccién secuencial de
suspensiones celulares de la linea AM1 de A. mexicana L. Promedio de triplicados con
desviacion estandar.
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Cuantificacion de Sa en induccion simultanea en
suspensionescelulares de A. mexicana L.
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Figura 3.18: Contenido de Sa en los tratamientos de induccién simultanea de
suspensiones celulares de la linea AM1 de A. mexicana L. Promedio de triplicados con
desviacion estandar.

3.2. MODELO DE ESTUDIO 2. ANALISIS DE PLANTAS SILVESTRES DE A. mexicana L.

3.2.1. Caracterizacién morfolégica de las colectas de las planta silvestres de A. mexicana
L.

Se colectaron plantas provenientes de las tres poblaciones de acuerdo con la presencia o
ausencia de sintomas de infeccion. Las plantas infectadas presentaban sintomas visibles de
infeccién fangica; plantas asintomaticas, provenientes de la misma poblacion que las plantas
infectadas, pero sin sintomas visibles; y plantas sanas, provenientes de una poblacion distinta
de la anterior y sin plantas con sintomas visibles de infeccion. Estos criterios estan basados en
la observacion de sintomas de enfermedades en plantas vasculares que definen a una planta
infectada como aquella que presenta disturbios visibles causados por el patégeno al invadir
tejidos u organos en la planta hospedera (manchas foliares, necrosis, marchitez vascular,
amarillamiento, etc.): la poblacién asintomatica se conforma por plantas sin estos cambios
morfoldgicos, o bien, cuando la infeccion esta presente sin desarrollo evidente. Esto implica que
una planta infectada pueda ser dificil de detectar y, por lo tanto, pueda ser una hospedera que
actla como reservorio, siendo una fuente de contaminacion para los individuos circundantes.

Ademds, como se menciond anteriormente la poblacion infectada y asintomatica compartia la
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misma zona de localizacion mientras que la poblacién sana se localizé en una zona diferente en
donde se encontraron plantas sanas libres de patégenos por lo tanto con un desarrollo normal
(Kolander et al., 2012; Sankaran et al., 2011).

Las plantas colectadas tenian entre 40 y 60 cm de altura, con flores y frutos maduros (edad
aproximada de entre 2 y 3 meses), se colectaron entre les meses de febrero y marzo de 2021
(Figura 3.19 A y B). Se colectaron tres individuos de cada poblacién y, de cada individuo, se
colectaron muestras de hoja, tallo y raiz. Los tallos se seccionaron en tres partes de acuerdo con
su posicion (apical, medio y basal). Para el caso de las raices, se colectaron las raices de los
individuos vecinos a las plantas infectadas con el fin de tener el niumero de repeticiones

requeridas (Figura 3.20).

en este trabajo. Los circulos rojo y amarillo en B sefialan las hojas colectadas (circulo rojo)
y con sintomas severos (no colectadas — circulo amarillo).
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Figura 3.20. Organos de A. mexicana L. colectados de las poblaciones de plantas
(infectadas, asintomaticas y sanas). A, B, C: hojas infectadas, asintomaticas y sanas,
respectivamente; D, E, F: secciones de tallo basal, medio y apical, respectivamente; Gy H
raices de plantas de los individuos infectados y vecinos a éstos, respectivamente.

3.2.2. Aislamiento de los patégenos identificados en las hojas de A. mexicana L.

Para las identificaciones de los hongos de las plantas infectadas, se colectaron hojas con
sintomas (Figura 3.21) que se incubaron en una cadmara humeda para el posterior aislamiento
de hongos, A. mexicana es susceptible a los hongos Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum, Ulocladium atrum, U. botrytis, Phoma humicola, Aspergillus niger y Curvularia ellisii
entre otros (Devanathan K, 2020; Bosch, CH, 2007; Holm et al., 1977; Abdel-Hafez, 1985). No
obstante, los hongos identificados como posibles agentes causales de la infeccion fueron:
Lasiodiplodia theobromae, Neopestalotiopsis clavispora, Cladosporium cladosporoides,
Corynespora cassiicola, Fusarium equiseti y Fusarium solani—(comunicacion personal de
Hernandez-Eleria G.) (Figura 3.22).
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Figura 3.21: Presencia de sintomas, como manchas foliares, necrosis y amarillamiento
ocasionados por patdgenos en hojas de A. mexicana L.

3.2.3. Andlisis por cromatografia en capa fina (CCF) del perfil de alcaloides en plantas

silvestres de A. mexicana L.

Se realiz6 una CCF para la separacion de alcaloides en plantas de A. mexicana extraidas de las
poblaciones infectada, asintomatica y sana utilizando los dos sistemas de disolventes
previamente descritos. Al visualizar los perfiles cromatograficos bajo luz UV a 365 nm, utilizando
una lampara manual, Be se observé cédmo una mancha de coloracién verde azulada con Rf de

0.26 (sistema 1) y Sa como una mancha de color naranja rojizo, con un Rf de 0.21 (sistema 2).

La Figura 3.23 muestra el perfil cromatogréafico obtenido con el sistema 1, para el monitoreo de
Be, a partir de una planta de A. mexicana infectada. Se observa la presencia de Be en hojas,
tallo y raices, con diferentes grados de intensidades, siendo los tallos y raices los que muestran
las bandas de mayor intensidad. Asi mismo, es posible visualizar una banda con una coloracion
similar (verde tierno) a Be (verde azulado) en hojas, pero con un valor de Rf de 0.18, asi como
una acumulacién de otros metabolitos secundarios en la parte superior (frente del disolvente).
Estos se resuelven mejor con el sistema 2 (Figura 3.24). Tanto Sa como Que se pudieron
observar en hojas, tallo y raices. Del mismo modo, es posible notar la presencia de otras bandas
gue no han sido identificadas, pero que pueden diferenciarse de acuerdo con la fluorescencia

presentada bajo UV a 365 nm y su valor Rf.

La Figura 3.25 presenta los perfiles obtenidos integrando ambos sistemas, por lo que engloban
los alcaloides de baja, mediana y alta polaridad. Esto permite observar un perfil més variado y
colorido de cada una de las muestras de la poblacién infectada, asi como los estdndares

utilizados de referencia.
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La presencia de Sa en los tejidos aéreos de las plantas infectadas es interesante, ya que este
alcaloide no se encuentra de manera consistente en dichos tejidos, en las plantas maduras
(Vazquez-Flota et al., 2018; Xool-Tamayo et al., 2017).

xicana L. A: Lasiodiplodia
theobromae. B: Neopestalotiopsis clavispora. C: Cladosporium cladosporoides. D:
Corynespora cassiicola. E: Fusarium equiseti. F: Fusarium solani. Cortesia de Hernandez-
Eleria G.

En comparacioén con las plantas infectadas, las plantas de la poblacion asintomatica mostraron
una menor intensidad en las bandas correspondientes a Sa, Be y Que, asi como para los demas
productos desconocidos (Figura 3.26). Algo similar se observo en plantas de la poblacion sana,
ya que las intensidades correspondientes a Be, Sa y Que fueron menos notables (Figura 3.27),
excepto en las raices que representan el principal sitio de acumulacion de este alcaloide en

plantas maduras (Vazquez-Flota et al., 2018; Xool-Tamayo et al., 2017).

Los resultados obtenidos de acuerdo con el perfil de cada poblacidbn nos muestran que en
condiciones de infeccion Sa se encuentra presente en todas las muestras a pesar de que estas
provienen de plantas adultas y en las muestras de poblacion sana solo es posible detectarla en
la raiz. Este dato resulta muy interesante, ademas de que coincide con lo reportado en la
literatura puesto que Sa unicamente es posible encontrarla en la raiz y semillas cuando se trata

de plantas adultas, mientras que Be se encuentra presente en todos los érganos.
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Sistema 1: n-butanol:agua:hidroxido de amonio (8:1:1)

Tallos Raices

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 3.23. Perfil cromatogréfico obtenido con el sistema 1 (n-butanol: agua: hidréxido de
amonio (8:1:1)) de plantas infectadas de A. mexicana L. Carriles 1-2) estandares de Be y
Que; 3-12) hojas; 13-15) secciones de tallo basal, medio, y apical; 146-157) raices de la
planta infectada y de una planta vecina, con sintomas de infeccion. Todas las hojas y tallos
provienen de un mismo individuo. Las raices son de diferentes plantas, ambas con
sintomas de infeccion.
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Sistema 2: ciclohexano:etanol (94.6)

Tallos Raices

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 3.24. Perfil cromatogréfico obtenido con el sistema 2 (ciclohexano:etanol (94:6)) de
plantas infectadas de A. mexicana L. Carriles 1-2) estandares de Sa y Que; 3-12) hojas;
13-15) secciones de tallo basal, medio, y apical; 16-17) raices de la planta infectada y de
una planta vecina, con sintomas de infeccion. Todas las hojas y tallos provienen de un
mismo individuo. Las raices son de diferentes plantas, ambas con sintomas de infeccion.
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Tallos Raices

ciclohexano:etanol
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Figura 3.25. Combinacién de los perfiles cromatograficos obtenidos con los sistemas 1
(panel inferior) y 2 (panel superior) de plantas infectadas de A. mexicana L. Carriles 1-2)
estandares de Be, Sa y Que; 3-12) hojas; 13-15) secciones de tallo basal, medio, y apical;
16-17) raices de la planta infectada y de una planta vecina, con sintomas de infeccion.
Todas las hojas y tallos provienen de un mismo individuo. Las raices son de diferentes
plantas, ambas con sintomas de infeccion. La descripcion de las bandas detectadas se
presenta en la Tabla 3.2.
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Tallos Raices

ciclohexano:etanol

Sistema 2:
(94.6)

n-butanol.agua:hidréxido
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de amonio (8:1:1)
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Figura 3.26: Combinacion de los perfiles cromatograficos obtenidos con los sistemas 1
(panel inferior) y 2 (panel superior) de plantas asintomaticas de A. mexicana L. Carriles 1-
2) estandares de Be, Sa y Que; 3-12) hojas; 13-15) secciones de tallo basal, medio, y
apical; 16-17) raices de dos plantas adyacentes, sin sintomas de infeccion. Todas las hojas
y tallos provienen de un mismo individuo. Las raices son de diferentes plantas, ambas sin
sintomas de infeccion.
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Figura 3.27: Combinacion de los perfiles cromatograficos obtenidos con los sistemas 1
(panel inferior) y 2 (panel superior) el de plantas sanas de A. mexicana L. Carriles 1-2)
estandares de Be, Sa y Que; 3-12) hojas; 13-15) secciones de tallo basal, medio, y apical;
16-17) raices sin sintomas de infeccion y de una poblacion distante de las poblaciones con
plantas infectadas. Todas las hojas y tallos provienen de un mismo individuo. Las raices
son de diferentes plantas, ambas con sintomas de infeccion.

3.2.3.1. Comparacion de los perfiles de alcaloides de plantas silvestres de A. mexicana L.

obtenidos por cromatografia en capa fina (CCF).

Con el fin de comparar de manera precisa las variaciones en la composicién de alcaloides entre
las diferentes poblaciones de plantas, se analizaron por densitometria in situ las placas
cromatogréaficas mediante un barrido, que muestran una serie de componentes, correspondientes
a los diferentes productos separados en la CCF (Figura 2.6). El densitdbmetro se puede ajustar
para un rendimiento Optimo ya que cada placa se comporta de manera diferente, es decir, al
realizar las aplicaciones de manera manual puede presentar ciertas variaciones por lo que se
requiere mucha exactitud (Chaita et al., 2017; Reich y Schibli., 2006).

Para la asignacion de identidades a los alcaloides detectados, se utilizaron los tres estandares
disponibles, mientras que para el resto se registraron valores Rf, asi como sus propiedades
fluorescentes. Estos productos se enumeraron de acuerdo con el orden de elucion en los dos

sistemas utilizados, basados en las diferencias de polaridades. El sistema de disolventes 1, que
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resuelve mejor los alcaloides polares, logré separar siete alcaloides entre ellos Be. Por su parte,
el sistema 2 logré separar ocho alcaloides, entre ellos Sa y Que. El Cuadro 3.2 enlista los
alcaloides separados a partir de los tejidos de las poblaciones infectada, asintomatica y sana de
A. mexicana. La figura 3.28 es un ejemplo de un cromatograma obtenido de un individuo de la

poblacién infectada, en donde se indica la asignacion de componentes de acuerdo con su orden

de elucion.
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Figura 3.28. Perfil cromatografico bajo luz UV (330 nm). Sa: sanguinarina, Be: Berberina,
Que: Queleritrina. R7: Muestra. A: Sistema 1 que resuelve mejor la separacién de Sa 'y
Que. B: Sistema 2 que resuelve la separacion de Be. C: Densitograma de la resolucion de
Sa panel superior y Que (panel inferior). En un mismo cromatograma, la linea inferior
corresponde al estdndar mientras que la superior corresponde a una muestra de raiz de la
poblacién sana de A. mexicana L. D: Densitograma de la resolucién de Be, la linea inferior
corresponde a la muestra estdndar mientras que en la superior corresponde a una muestra
de hoja de una planta sana de A. mexicana L. El espectro de fluorescencia se corrié entre
200 y 700 nm de excitacién, registrando la emisién a 363 nm.
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Figura 3.29: Separaciéon cromatogréfica de extractos de hoja infectada (H3-3) en el
sistema:n-butanol:agua:hidréxido de amonio (8:1:1). Ver Cuadro 3.2.
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Figura 3.30: Separacion cromatografica de extractos de hoja infectada (H2-3) en el
sistema:ciclohexano:etanol (94:6). Ver Cuadro 3.2.
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Cuadro 3.2. Productos separados en los tejidos provenientes de poblaciones de plantas infectadas (PI),
asintomaticas (PA) y sanas (PS) de A. mexicana L.

Alcaloid Rf Sist Color* Tejidos
caloide istema olor Pl PA PS
1 012 |1 Azul rey Raiz
Raiz vecina
2 014 |1 Azul rey bajo Raiz
Raiz vecina
3 0.16 |1 Azul pastel Raiz
Raiz vecina
4 0.18 |1 Verde tierno Hoja Hoja Hoja
Raiz Raiz Raiz
5 (Be) 0.26 |1 Verde azulado Hoja Hoja Hoja
Tallo basal Tallo basal | Tallo basal
Tallo medio | Tallo medio | Tallo medio
Tallo apical | Tallo apical | Tallo apical
Raiz Raiz Raiz
6 037 |1 Verde seco Hoja Hoja Hoja
7 050 |1 Azul obscuro Hoja Hoja
8 0.04 |2 Azul-Lila Raiz Hoja Raiz
9 0.07 |2 Azul claro Hoja Hoja
10 (Que) 0.09 |2 Verde amarillento | Hoja Hoja Hoja
Tallo basal Tallo basal | Tallo basal
Tallo medio | Tallo medio | Tallo medio
Tallo apical | Tallo apical | Tallo apical
Raiz Raiz Raiz
11 017 |2 Rojo-naranja Raiz vecina | Hoja Hoja
Raiz Raiz
12 (Sa) 021 |2 Naranja rojizo Hoja Hoja Hoja
Tallo basal Tallo basal | Tallo basal
Tallo medio | Tallo medio | Tallo medio
Tallo apical | Tallo apical | Tallo apical
Raiz Raiz Raiz
13 0.25 |2 Carne Raiz Hoja Hoja
Raiz Tallo basal
Raiz
14 035 |2 Café amarillento | Hoja Hoja Hoja
Raiz Raiz Raiz
15 (Dsa) 057 |2 Amarillo-Naranja | Hoja Hoja Hoja
Raiz Raiz Raiz

*Se refiere al color de la autofluorescencia bajo UV de 365 nm. La paleta de colores se determiné

de manera arbitraria.

Para visualizar la distribucién de cada uno de los alcaloides detectados en los diferentes tejidos,
se organizaron en diagramas de Venn (Figuras 3.31 - 3.33). En la Figura 3.31. presenta los

alcaloides detectados en las hojas de A. mexicana colectadas de las tres poblaciones. Se
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observa que todas comparten cinco alcaloides, entre ellos Be, asi como los alcaloides 4, 6, 14y
15 (dihidrosanguinarina). Es importante destacar que el alcaloide 6 Unicamente fue posible
encontrarlo en las hojas. El alcaloide 7 estuvo presente Unicamente en las hojas de la poblacién
sana e infectada, mientras que el alcaloide 8 solo se encontro en la poblacion asintomética. Estos
datos resultan interesantes y sugieren el posible papel de estos alcaloides en la resistencia hacia

los patégenos.

La Figura 3.32. presenta los alcaloides detectados en los diferentes segmentos de los tallos de
A. mexicana. Se observa que en todos los casos (tallos basal, medio y apical de las tres
poblaciones) se compartié la presencia de Sa, Be y Que, ademas fue posible encontrar el

alcaloide 13, unicamente en el tallo basal de la poblacion sana.

La Figura 3.33 presenta los alcaloides detectados en las raices de A. mexicana colectadas en
las tres poblaciones analizadas. Se pudo observar la presencia de los tres alcaloides
identificados en las tres poblaciones, asi como de los alcaloides 4, 14 y 15. No obstante los
alcaloides 1, 2 y 3, sblo pudieron detectarse en la poblacion sana, de los dos individuos
analizados. También se pudo notar que los alcaloides 11 y 13 solamente se detectaron en uno
de los dos individuos colectados de las poblaciones asintomatica y sana.
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Poblacion infectada

Poblacién asintomatica Poblacién sana

Figura 3.31. Alcaloides detectados en las hojas de A.
mexicana L. colectadas en las poblaciones infectada
(circulo naranja), asintomatica (circulo azul) y sana (circulo
verde). Alcaloides observados en el sistema 1: 4, 5 (Be), 6
y 7; en el sistema 2: 8, 9, 10 (Que), 11, 12 (Sa), 13, 14y 15.
Los colores de cada cuadro representan la autofluorecencia
emitida en las placas bajo luz UV de 365 nm. Los valores Rf
se pueden visualizar en la tabla 3.2.
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asintomdtica sana asintomdtica sana asintomdtica sana
Figura 3.32. Alcaloides detectados en los tallos de A. mexicana L. colectados en las
poblaciones infectada (circulo naranja), asintomatica (circulo azul) y sana (circulo verde).
Alcaloides detectados en sistema 1: 5 (Be); en el sistema 2: 10 (Que), 12 (Sa), y 13. Los
colores de cada cuadro representan la autofluorecencia emitida en las placas bajo luz UV
de 365 nm. Los valores Rf se pueden visualizar en la tabla 3.2.

Poblacion infectada . Pobiacién infectada
Raiz - Raiz
vecina

Poblacion asintomatica Poblacidn sana

Poblacién asintomatica Poblacion sana
Figura 3.33. Alcaloides detectados en las raices de A. mexicana L. colectadas en las
poblaciones infectada (circulo naranja), asintomatica (circulo azul) y sana (circulo verde).
Alcaloides detectados en sistema 1: 1, 2, 3,4, 5 (Be) y 7; en el sistema 2: 8, 10 (Que), 11,
12 (Sa), 13, 14 y 15. Los colores de cada cuadro representan la autofluorecencia emitida
en las placas bajo luz UV de 365 nm. Los valores Rf se pueden visualizar en la tabla 3.2.

3.2.3.2. Andlisis cuantitativo del contenido de alcaloides en plantas silvestres infectadas

de A. mexicana L.

La cuantificacion de Be, Que y Sa, se llevo a cabo por densitometria in situ sobre las placas
cromatogréficas midiendo la intensidad de la mancha, por transmitancia, fluorescencia o
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reflexion, como se describié en la seccién Materiales y Métodos. Las curvas de calibracion para
cada uno de los alcaloides analizados, asi como sus pardmetros estadisticos se muestran en la
seccion de anexos (Figura A.3. y Cuadro A.1.). Se observaron cambios notables asociados a la
presencia de los sintomas de infeccion fungica, en particular en las hojas. Con el fin de establecer
la influencia de la presencia de hongos en los patrones de alcaloides, se realiz6 un andlisis
estadistico de los contenidos detectados. Para ello, primero se comprob6 la normalidad y
homocedasticidad de la distribucion de las variables (contenido de Sa, Be y Que) por medio de
la prueba de Anderson-Darling. Sin embargo, la mayoria de los datos analizados no presentaron

una distribucién normal por lo que se optd por las pruebas no paramétricas.
3.2.3.3. Andlisis del contenido de Sa en plantas silvestres de A. mexicana L.

Las hojas de plantas infectadas presentaron Sa en valores de 0.202 mg/g PS, mientras que en
las poblaciones asintomatica y sana no se detect6 la presencia de este alcaloide (LDC: 0.005
mg/g S; Cuadro 3.3). La prueba de Kruskal-Wallis, confirm6 que estas diferencias fueron
significativas (95% confianza; p < a) y de acuerdo con el valor Z, y la prueba de Mann-Whitney,
confirmd que la mediana de la poblacion infectada respecto a la sana y asintomatica es
significativamente diferente (Cuadro A.4. y A.5y Figura A.6.).

Cuadro 3.3. Contenidos de Sa en diferentes érganos de plantas de A. mexicana L. colectadas en
poblaciones infectadas, asintomaticas y sanas. Promedio de triplicados con desviacion estandar.

Contenido de Sa en hojas de A. mexicana (mg/g PS).
Poblacién | Infectada Asintomaética Sana

Organo

Hojas 0.202 + 0.221 ND: por debajo del | ND: por debajo del
limite de deteccidn limite de deteccion

Tallo basal 0.118 + 0.092 0.194 + 0.205 0.033 + 0.030

Tallo medio 0.090 £ 0.090 0.069 £ 0.038 ND: por debajo del

limite de deteccién

Tallo apical 0.052 + 0.049 ND: por debajo del | ND: por debajo del
limite de deteccidn limite de deteccion

Raiz 0.505 + 0.158 0.533 + 0.328 0.435+0.132

Raiz vecina 1.016 £ 0.205 1.095 + 0.348 0.613 £ 0.383

Respecto a los tallos, los contenidos de Sa en las secciones basales de cada poblacion se
encontraron por debajo de 0.2 mg/g PS, siendo la poblacién asintomética la que presenta los
mayores niveles, seguido de la poblacién infectada y la poblacion sana (0.033 mg/g PS; Cuadro
3.3). La prueba de Kruskal-Wallis revel6 que no existen diferencias significativas (95% confianza;
p > a), mientras que el valor Z indica que la poblacién asintomatica presenta diferencias respecto

a las otras poblaciones (Cuadro 3.3, A.6, A.7 y Figura A.7)
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Las secciones medias presentaron contenidos de Sa por debajo de 0.1 mg/g PS para la poblacion
infectada y asintomética, mientras que en la sana no se logr6 detectar. La prueba de Kruskal-
Wallis indicé que no existen diferencias (95% confianza) en las medianas de cada poblacién
(infectada y asintomatica) (p > a), lo que se confirmé por la prueba de Mann-Whitney (Cuadro
3.3, A.6, A.7 y Figura A.8).

En cuanto a las secciones apicales, solo se logré detectar la presencia de Sa en la poblacién
infectada (0.052 mg/g PS; Cuadro 3.3). La prueba de Kruskal-Wallis confirmé (95% confianza)
que al menos una mediana fue significativamente diferente (p < a) y de acuerdo con el valor Z,
ésta fue la poblacién infectada. La prueba de Mann-Whitney también confirmo la diferencia de la
poblacion infectada respecto a las asintomatica y sana, en las que no fue posible detectar el
alcaloide. Es importante mencionar que en la poblacién asintomatica se observé la presencia de
Sa, pero en niveles por debajo del limite de cuantificaciéon (0.005 mg/g PS) (Cuadro 3.3, A.6, A.7
y Figura A.9).

De manera general, se observa que las secciones basales de cada poblacién presentaron los
niveles mas altos de Sa seguido de las secciones media y apical, aunque cabe destacar que solo
el tallo apical de la poblacién infectada se logr6 detectar la presencia de Sa, esto nos permite
hablar de una tendencia en donde los tallos basales acumulan mayores niveles de Sa que bien
puede estar relacionado con la cercania a la raiz, ya que la acumulacion final de Sa en raices
esta relacionada con la aparicién de células especializadas capaces de almacenarla (Cuadro 3.3
y Figura A.10) (Xool-Tamayo, 2017; Rubio-Pifia y Vazquez- Flota, 2013). Los niveles detectados
de Sa en las raices de las tres poblaciones fueron similares. Esto se puede relacionar con la
caracteristica de la raiz de ser el érgano que acumula mayores niveles de este alcaloide. En la
raiz del individuo analizado fueron similares a los encontrados en la raiz vecina (Cuadro 3.3 y
Figura A.13).

De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (95% confianza), no existen diferencias significativas
entre las medias de las poblaciones analizadas de la raiz y la raiz vecina (p > a). Asi mismo, al
comparar las raices de cada poblacion tampoco se observaron diferencias significativas entre
ellas, ya que el valor de p tanto para la prueba de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney es mayor a a
(0.05) (Cuadro A.8, A.9, A.10y Figura A.7, A8y A.13).
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3.2.3.4. Analisis del contenido de Be en plantas silvestres de A. mexicana L.

Los andlisis del contenido de Be en hojas de A. mexicana mostraron que existe una disminucion
del contenido de este alcaloide cuando la planta se encuentra en condiciones de infeccion, en
comparacion con las plantas en condiciones asintomaticas o sanas. De acuerdo con la prueba
de Kruskal-Wallis (95% confianza), se encontrd que existen diferencias significativas entre estas
poblaciones (p < a), la prueba de Mann-Whitney confirmé la diferencia entre las medianas de las
tres poblaciones (Cuadros 3.4, A.11, A.12 y Figura A.14).

Cuadro 3.4. Contenido de Be en diferentes 6rganos de plantas A. mexicana L. colectadas en poblacion
infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con desviacion estandar.

Contenido de Be en hojas de A. mexicana (mg/g PS).
Poblacién | Infectada Asintomaética Sana

Organo

Hojas 0.155 +0.147 0.302 + 0.250 0.626 + 0.285
Tallo basal 0.250 + 0.023 0.460 + 0.158 0.857 + 0.397
Tallo medio 0.338 £ 0.101 0.337 £ 0.166 0.853 + 0.248
Tallo apical 0.898 + 0.036 0.792 + 0.056 0.967 + 0.491
Raiz 0.294 +0.107 0.319+0.074 0.595 + 0.209
Raiz vecina 0.659 + 0.194 0.699 + 0.220 0.563 +£0.176

Los contenidos de Be en las secciones basales de los tallos mostraron una disminucién en
condiciones de infecciéon en comparacion con las sanas. En las secciones medias, el contenido
fue similar en condiciones de infeccidn y asintomatica, siendo mayor en la sana, mientras que la
seccion apical fue similar en las tres poblaciones, aunque ligeramente mayor en la poblacion
sana, seguido de las infectada y asintoméatica. Las pruebas de Kruskal-Wallis indicaron (95%
confianza) que no existen diferencias significativas entre las medianas de las poblaciones de los
tallos analizados (p > a), aunque el valor Z sugiere que las poblaciones sanas generaron la mayor
diferencia. La prueba de Mann-Whitney confirmé que las medianas de las tres poblaciones no
fueron significativamente diferentes (p > a) (Cuadros 3.4, A.13, A.14 y Figura A.15, A.16 y A.17).
De acuerdo con el perfil obtenido por CCF se encontré que los contenidos de Be en las tres
secciones del tallo analizadas fueron mayores en la poblacién sana, seguidos de la poblacion
infectada y asintomética aunque estadisticamente no existen diferencias entre estos (Figura
A.18).

Las pruebas estadisticas en los contenidos de Be en raices mostraron que de acuerdo con la

prueba de Kruskal-Wallis (95% confianza) no existen diferencias significativas entre las medianas

72




CAPITULO llI

de las poblaciones, ya que el valor de p tanto para la prueba de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney
fue mayor a a (0.05) (Cuadro 3.4, A.20, A. 21, A.22 y Figura A.19, A.20y A.21).

3.2.3.5. Analisis del contenido de Que en plantas silvestres de A. mexicana L.

Se detecto la acumulacion de Que en todos los 6rganos de las diferentes poblaciones, excepto
en las hojas asintométicas. No obstante, los contenidos fueron menores que los de Sa y Be
coincidiendo con lo reportado previamente (Vazquez-Flota et al., 2018). Los niveles de Que en
hojas de plantas sanas fueron mayores que en las infectadas, mientras que en la asintomatica

no fue posible detectarla (Figura A.22).

La prueba de Kruskal-Wallis (95% confianza) indicé que entre los niveles de Que en hojas de las
tres poblaciones, no existen diferencias significativas entre las medianas (p > a), el valor Z
muestra que la poblacién sana generd la mayor diferencia. La prueba de Mann-Whitney
corroboré que las diferencias de las medianas de las tres poblaciones fueron estadisticamente
significativas (p < a) (Figura A.22 y Cuadro 3.5, A.18, A.19).

De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (95% confianza), no existen diferencias significativas
entre las medianas de las poblaciones de los tallos analizados (p > a). La prueba de Mann-
Whitney corrobor6 que las diferencias de las medianas de las tres poblaciones no son
estadisticamente significativas (p < a) (Figura A.23, A.24 y A.25 y Cuadro 3.5, A.20, A.21).

De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (95% confianza), no existen diferencias significativas
entre las medianas de las raices del individuo y las raices vecinas de cada poblacién, ya que los
valores p tanto para las pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney fueron mayores a a (0.05).
La prueba de Mann-Whitney corroboré que las diferencias entre las medianas de las tres
poblaciones no fueron estadisticamente significativas (p < a) (Figura A.27, A.28 y A.29 y Cuadro
3.5, A.22, A.23, A.24).

De manera general, los niveles encontrados de Que entre todas las muestras analizadas de los
organos de las poblaciones de plantas silvestres de A. mexicana no presentaron diferencias
estadisticamente significativas, por lo que no parece haber algun indicio de correlacion con

respuesta al estimulo a la infeccion patogénica.
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Cuadro 3.5: Contenido de Que en diferentes 6rganos de plantas de A. mexicana L. colectadas en
poblaciones infectadas, asintomaticas y sanas. Promedio de triplicados con desviacién estandar.

Contenido de Que en hojas de A. mexicana (mg/g PS).

Poblacién | Infectada Asintomética Sana
Organo
Hojas 0.010 £ 0.028 ND: por debajo del | 0.016 + 0.032

limite de deteccion

Tallo basal 0.011 +0.012 0.018 + 0.011 0.027 + 0.039
Tallo medio 0.001 + 0.002 0.007 + 0.008 0.003 + 0.004
Tallo apical 0.003 +£0.006 0.012 + 0.011 0.0007 + 0.001
Raiz 0.099 + 0.026 0.081 + 0.069 0.130 £ 0.073
Raiz vecina 0.195 + 0.083 0.155 + 0.041 0.188 + 0.146
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CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL

4.1. DISCUSION DEL ANALISIS DE ALCALOIDES EN CULTIVOS IN VITRO DE A.

mexicana L.

Se han realizado estudios previos del uso de inductores en cultivos in vitro de A. mexicana en la
linea AMMIF que se caracterizaba por presentar Unicamente Sa en concentraciones altas y la
ausencia de Be (Guizar-Gonzalez et al., 2016; Trujillo-Villanueva et al., 2010). Debido a que la
linea AMMIF se perdi6 fue necesario la obtencion de una nueva linea celular, a partir de plantulas
germinadas in vitro obteniéndose la linea AM1 (Monforte-Gonzalez et al., 2019).

La linea AM1 empleada en este trabajo para la obtencion de la linea AMME coincide con lo
reportado previamente. A. mexicana se caracteriza por sintetizar tanto Sa como Be
simultaneamente pero durante la generacion del cultivo de callos los niveles de estos dos
alcaloides de bencilisoquinolina mostraron tendencias opuestas, los niveles de Be disminuyeron
constantemente desde la etapa inicial de explante hasta la proliferacion temprana de masas de
células parenquimatosas desorganizadas mientras que el contenido de Sa aumenté siendo el
principal alcaloide presente en esta linea celular (AM1). Por lo tanto se observo que la sintesis
de alcaloides en cultivos in vitro de A. mexicana se relaciona con el nivel de organizacion tisular,
ya que la acumulacién de Be parece requerir la presencia de 6rganos diferenciados, mientras
gue Sa no lo requiere. Aunque el cultivo de tejidos vegetales permite el control de variables como
temperatura, pH y oxigeno disuelto; también pueden verse comprometidas algunas
caracteristicas de las células presentes en las plantas como su diferenciacion, la comunicacion
intercelular y su metabolismo en los diferentes procesos morfogenéticos (Monforte-Gonzalez et
al., 2019; Arias et al., 2009; Loyola-Vargas et al., 2008).

Las suspensiones celulares, crecen mas rapido que los cultivos de callos y son mas
homogéneos; sin embargo, la tasa de variabilidad también aumenta produciendo variabilidad e
inestabilidad de los cultivos ya que estan constituidas principalmente por células meristematicas
indiferenciadas débiles e inestables en comparacién con su estado en el ambiente natural, para
evitar el problema de la inestabilidad, los cultivos se subcultivan cuando las células estén al final
de la fase de crecimiento exponencial, en la fase estacionaria, debido a que es el estado que

mas se aproxima a las condiciones naturales, ademas se ha reportado un cierto grado de
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diferenciacion, y acumulacion de metabolitos secundarios (Arias et al., 2009; Loyola-Vargas et
al., 2008).

Por otra parte, la tasa de crecimiento y la friabilidad del callo producido puede variar ampliamente
entre explantes e incluso dentro de réplicas del mismo medio. Esta heterogeneidad se ve en los
callos establecidos como diferencias en color, morfologia, estructura, crecimiento y metabolismo.
Incluso un callo aparentemente uniforme puede contener células de diferente ploidia y capacidad

metabolica (Loyola-Vargas et al., 2008).

Los experimentos de induccién en las suspensiones celulares de A. mexicana requerian
suficiente material vegetal, por lo que se necesitaba la produccién masiva de suspensiones
celulares y debido a la falta de tiempo se decidié el empleo de callos en medio liquido para
realizar las inducciones, sin embargo, en el monitoreo realizado se observaron los cambios que
presentaron los callos, para ello se formaron de manera espontanea dos grupos, unos que se
tornaron de un color pardo en la que no se observé la disgregacion de las células, mientras que
el otro grupo presentaba una coloracién normal y conforme iba transcurriendo el tiempo se

observo la formacion de una suspension celular.

Se plantearon dos hipoétesis, la primera fue que la coloraciéon parda se debia a que las células
habian sido sometidas a estrés, por lo que, en su proceso de aclimatacién conllevé a la
produccion alta de Sa y por ello el medio de cultivo y las células se habian tornado de un color
rojo pardo, ya que Sa se caracteriza por presentar una coloracion rojiza (Guizar-Gonzalez et al.,
2016; Trujillo-Villanueva et al., 2012; Trujillo-Villanueva et al., 2010; Loyola-Vargas et al., 2008).
La segunda hipoétesis es que esta respuesta se debia a la produccién de fenoles, ya que estos
estan directamente estimulados por varios factores como la edad de la planta, el tamafio, el
estrés bidtico y abidtico, estimulando la oxidacién fendlica lo que provoca el obscurecimiento de
los medios que puede llegar a bloquear la absorcion de nutrientes y en ultima instancia conduce
a la muerte de los explantes, ademas se considera que el pardeamiento parece estar relacionado
con el tiempo de cultivo, ademés de la tasa de diferenciacion, la concentracion de polifenol
oxidasa (PPO), la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la peroxidasa (POD) (Ahmad et al., 2013;
Tang y Newton, 2004).

La funcién fisiologica de los polifenoles oxidasas es un tema de discusion, aunque su
participacion en el metabolismo de los fenoles en condiciones de estrés como la senescencia,

dafio mecéanico o infecciones microbianas esta bien documentada. Durante dicho estrés, las
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enzimas entran en contacto con sus sustratos vacuolares y, en caso de dafio mecéanico, la
oxidacion de fenoles puede constituir un mecanismo de defensa contra la infeccion microbiana
mediante la generacion de quinonas altamente reactivas, productos hidroxifenolicos con accion
bactericida o fungicida y polimeros oxidados que contribuyen a la cicatrizacion de heridas (Lépez-
Arnaldos et al., 2001).

Asi mismo se ha observado que el contenido de metabolitos secundarios puede aumentar
después de la herbivoria y el dafio mecanico en varias plantas, por ejemplo, en las hojas de
Psychotria brachyceras, donde se observé un aumento al doble de la concentracién del alcaloide
indol bioactivo braquicerina (Gregianini et al., 2004) y metabolitos como uliginosina B (De Matos
et al., 2014) entre otros (Kessler y Baldwin, 2002).

Como el enfoque de este trabajo fue evaluar cambios inducidos en la acumulacién de alcaloides
como parte de una respuesta de defensa, se tomo la primera hipétesis del experimento 1 ya que
esta fue corroborada con la cuantificacion del contenido de Sa en las muestras analizadas, en
donde los resultados que se presentan como parte de los anexos permitieron observar un
incremento considerable de la acumulacion de Sa (0.6851 mg/g PS) comparables a los obtenidos
con la induccion simultadnea (0.7508 mg/g PS), las muestras de raiz y raiz vecina infectadas
(0.505113671; 1.0167 mg/g PS).

Si bien, los resultados obtenidos indican que el dafio mecénico ocasionado de manera
espontanea en los callos de A. mexicana en medio liquido, mejoraron la acumulacion de Sa
aunque probablemente no sea reproducible. Por ello, se decidié trabajar unicamente con las

suspensiones celulares.

Particularmente el uso de inductores como MeJA, AS, EL y Fo en cultivos celulares de A.
mexicana responde a la acumulacion de alcaloides, aunque solo se ha estudiado su efecto en la
acumulacion de Sa o dihidrosanguinarina, sin embargo, la respuesta varia de acuerdo con el
inductor utilizado, asi mismo se ha examinado la integracion de diferentes estrategias de
induccién como la induccion tradicional, con un inductor Unico, o la aplicacion de combinaciones
simultdneas de mas de un inductor. En la mayoria de las especies, estas estrategias mejoran el
rendimiento volumétrico de los metabolitos secundarios, mediante el efecto sinérgico de la
estrategia individual. (Kaur et al., 2021; Halder et al., 2019).

En cuanto a inducciones individuales hasta ahora se ha reportado que la acumulacion de Sa en

cultivos de la linea AMMIF tratados con EL como Unico inductor resultd en una mayor
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acumulacion de Sa a las 24 y 48 hrs. de exposicion en comparacion con MeJA y AS (108 mg/g
PS), en otro estudio también se observé que MeJA (100 uM) puede alcanzar valores de 2 mg/g
de peso seco, duplicando el rendimiento de los no expuestos (1 mg/g PS); por otro lado, la
aplicacion de homogenados de Fo (equivalente a 1 cm? de micelio) produjo un aumento
significativo después de 96 hrs. con valores superiores a los 4 mg/g PS, cerca de cuatro veces

mas gue los testigos no expuestos (Guizar-Gonzalez et al., 2016; Trujillo-Villanueva et al., 2010).

En el presente estudio también se aplico la induccién individual en la linea AMME, es importante
destacar que esta linea no habia sido inducida anteriormente, por lo que tomando como
antecedentes los inductores empleados anteriormente se aplic6 MeJA y EL a 100 y 200 (UM y
mg/L respectivamente), en donde las dosis ensayadas a las 72 hrs. mostraron un rendimiento
alto siendo el EL a 200 mg/L el que resulté en una mayor acumulacion de Sa (0.114 mg/g PS)

seguido de EL a 100 mg/L (0.093 mg/g PS) coincidiendo con lo reportado previamente.

La aplicacion secuencial de MeJA (100 uM), AS (100 uM) y EL (200 mg/L) a cultivos celulares
de la linea AMMIF de A. mexicana generd la mayor acumulacion de Sa (190 mg/g PS a las 96
hrs.) comparado con la aplicaciéon simultanea (108 mg/g PS a las 96 hrs.) y a aquellas muestras
control (20 mg/g PS) (Guizar-Gonzélez et al., 2016; Trujillo-Villanueva et al., 2010).

Para la induccion secuencial y simultanea en este trabajo se empleé EL y MeJA a 200 (UM y
mg/L respectivamente), en la induccidn secuencial se aplicé primero MeJA seguido de EL (24
hrs. mas tarde), resultando en la acumulacién de Sa a las 72 y 96 hrs. con valores de 0.389 y
0.3795 mg/g PS y para la induccion simultdnea a las 72 hrs. a 0.7508 mg/g PS resultando en la
mayor acumulacion de Sa, si bien estas dos formas de induccién coinciden en que el uso de méas
de un inductor ejerce un efecto sinérgico para la acumulacion de metabolitos secundarios,
también difiere de lo obtenido previamente en donde la induccién secuencial resultaba en la

mayor acumulacion de Sa, esto tal vez se debe a que se tratan de dos lineas diferentes.

También se ha analizado la participacion de la via octadecanoica (OCDA) en la acumulacién de
Sa inducida por EL, usando el acido dietilditiocarbamico (DIECA) que es un inhibidor de la via
OCDA. La aplicacion de este agente a los cultivos expuestos a EL resulté en una respuesta
limitada y la aplicacion posterior de MeJA no revirtio totalmente el efecto inhibitorio de DIECA, lo
gue sugiere que la biosintesis de Sa depende solamente de manera parcial de la via OCDA

(Guizar-Gonzaélez et al., 2016).
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De manera general, los resultados obtenidos anteriormente con la linea AMMIF son comparables
con los resultados obtenidos en este trabajo debido a que también se observo un efecto sinérgico
en lainduccién secuencial y simultanea a las 96 hrs. (0.3795y 0.7508 mg/g PS respectivamente),
en comparacion con la induccién individual con MeJA a 200 uM y EL 200 mg/L con valores de
0.0529 mg/g PS y 0.1140 mg/g PS respectivamente. Sin embargo, los valores obtenidos para la
linea AMME son relativamente bajos en comparacion con la linea AMMIF, debido a que como se
menciond anteriormente, esta linea se caracterizaba por la produccion de niveles altos de Sa sin

condiciones de induccion.

Para los experimentos de induccién, y para definir las dosis aplicadas en este trabajo, se tomaron
como antecedentes los trabajos previos con la linea AMMIF ya que la linea AMME no habia sido
anteriormente expuesta a tratamientos de induccién del metabolismo secundario. Por esta razén,
es posible que los resultados obtenidos para la acumulacion de alcaloides hayan sido mas bajos
gue los obtenidos en la linea AMMIF. De manera general es posible decir que en la induccion
individual con EL a 200 mg/L resulté ser el tratamiento que generd la mayor acumulacion de Sa,
en comparacion con las otras dosis aplicadas de MeJA, mientras que la induccién simultanea fue
la que mejor respuesta generd en comparacion con las otras inducciones coincidiendo con lo

reportado para la linea AMMIF.

Si bien sabemos que el uso de inductores en cultivos celulares de A. mexicana puede generar
una acumulacién de Sa, también se debe considerar que estos cultivos producen otros
alcaloides, aunque en menor proporcién. Por ello, factores como el inductor utilizado, asi como
la dosis y los diferentes tiempos de exposicion, pueden repercutir en la sintesis y/o degradacién
de los demas alcaloides, distintos a Sa (Guizar-Gonzélez et al., 2016; Trujillo-Villanueva et al.,
2010).

Los perfiles obtenidos por CCF de los diferentes métodos de induccion ensayados permitieron
visualizar un perfil mas variado en la induccion simultanea, por lo que se logré detectar la
presencia de Que y otros presuntos alcaloides de manera muy tenue e inconsistente, asi mismo,
los cromatogramas obtenidos indicaron que Que no estaba presente en todas las muestras
analizadas, por lo que no se realiz6 la cuantificacion de este alcaloide, asi mismo, es importante
mencionar que este trabajo, es el primer reporte de ensayos de induccion realizados en la linea
AMME que permitié observar que la induccion simultdnea con EL y MeJA en donde ejercieron
un efecto sinérgico en la acumulacion de Sa, asi como de otros alcaloides minoritarios, por lo

que, en futuras investigaciones se recomienda utilizar la induccién simultanea para la obtencion
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de un perfil mas variado de los alcaloides presentes en los cultivos in vitro de la linea AMME de
A. mexicana asi como un monitoreo mas prolongado ya que en este estudio solo se monitoreo
hasta las 96 hrs. El monitoreo realizado en la induccién simultanea hasta las 96 hrs. permitio
detectar Sa a niveles de 0.750 mg/g PS lo cual resulta comparable con los niveles encontrados
en las raices vecinas de plantas silvestres de A. mexicana, la raiz se caracteriza por acumular
Sa ya que cuenta con células especializadas capaces de almacenarla sin ocasionar un dafio
téxico a la planta, el valor encontrado supera a los niveles encontrados en la poblacién sana que
present6 0.613 mg/g PS, mientras que los niveles encontrados en la poblacion infectada y

asintomatica fueron ligeramente mayores a 1 mg/g PS.

4.2. DISCUSION DEL ANALISIS DE ALCALOIDES EN PLANTAS INFECTADAS DE A.

mexicana L.

Se han identificado mas de 30 ABI's en A. mexicana, siendo Sa y Be las mas abundantes
representando a las benzofenantridinas y protoberberinas, respectivamente, aunque la
distribucién de estos alcaloides cambia de acuerdo con la etapa de desarrollo de la planta.
(Rubio-Pifa y Vazquez Flota, 2013).

En plantas adultas Be se distribuye tanto en las raices y tejidos aéreos mientras que en plantas
en desarrollo se encuentra ausente. Por su parte, Sa solamente puede ser detectada en las
partes aéreas de plantas en desarrollo y en las plantas maduras se restringe a las raices y las
semillas. En plantulas en desarrollo y plantulas jévenes, los sitios de acumulacion de alcaloides
difieren de aquellos que muestran la actividad transcripcional relacionada con su sintesis, lo que
sugiere la operacion de mecanismos reguladores complejos, que podrian involucrar controles
postranscripcionales, transporte a larga distancia o flexibilidad catalitica enzimatica. La
distribucion de los alcaloides en los tejidos no necesariamente corresponde con la actividad
transcripcional. Por ejemplo, existe una actividad transcripcional relacionada con la sintesis de
Sa en la parte aérea de plantulas en desarrollo, aunque mas tarde ocurre un mecanismo de
transporte para su acumulacion en la parte radical ya que la raiz cuenta con células
especializadas para almacenar Sa, sin llegar a intoxicar a la planta (Vazquez-Flota et al., 2018;

Xool-Tamayo et al., 2017; Xool-Tamayo et al., 2014).

Los niveles encontrados de Sa en los tejidos analizados coinciden con lo reportado previamente,
sin embargo, los tejidos aéreos de la poblacion infectada de A. mexicana parecen tener la

capacidad de producir y acumular Sa, ésta principalmente se encuentra restringida a sus partes
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subterraneas en plantas adultas sanas. En condiciones sanas se not6 que Sa sélo era detectable
en raices y el tallo basal. Sin embargo, en la poblacion asintomatica es posible detectarlo en la
raiz, el tallo basal y medio; y para la poblacion infectada se encontré en la raiz, tallo basal, medio
y apical y de manera interesante, se encontraron niveles altos de Sa en hojas de la poblacion
infectada (Figura 4.1). Los tejidos aéreos de la poblacion infectada de A. mexicana parecen tener
la capacidad de producir y acumular Sa. Esto sugiere que la Sa tiene un papel en respuesta a
los dafios ocasionados por los organismos patdgenos. Por lo tanto, tiende a acumularse en todos
los 6rganos. La Sa es conocida por ser altamente toxica y por sus propiedades antimicrobianas.
De este modo, esto podria estar relacionado a la distribucién de este alcaloide en los diferentes
o6rganos de la planta infectada (Virsen et al., 2019; Rubio-Pifia y Vazquez-Flota et al., 2013;
Brahmachari et al., 2013).

En estudios previos del analisis de alcaloides en plantas maduras (sana) se encontrdé que las
raices acumularon cantidades similares tanto de Be como de Sa (alrededor de 1,2 mg g PS-1),
con cantidades mas bajas de Que. En las partes aéreas solo se detecté Be, donde estuvo
presente en mayor cantidad que en las raices (2,0 mg g PS-1) estos datos son comparables con
los encontrados en este trabajo ya que la raiz de la poblacién sana presenté valores similares
de Say Be (0.6130 mg/g PS, 0.563 mg/g PS) mientras que Que se encontraba en niveles mas
bajos (0.1884 mg/g PS), sin embargo, para los niveles de Be encontrados en las partes aéreas,
los tallos (basal, medio y apical) presentaron los valores méas altos de Be en comparacién con
los otros érganos de la poblacion sana analizados (0.857 mg/g PS, 0.853 mg/g PS, 0.968 mg/g
PS) (Figura 4.2; Vazquez-Flota et al., 2018; Monforte-Gonzalez et al., 2012).

Con los datos reportados previamente sobre el andlisis de la distribucién de los alcaloides Be y
Sa en A mexicana se sabe que las raices de las plantas maduras son capaces de acumular
alcaloides del grupo de las benzofenantridinas, protopina y protoberberina mientras que los
tejidos aéreos parecen tener la capacidad de acumular protoberberina, sin embargo, con el
andlisis realizado en este estudio de la poblaciéon infectada se encontr6 que las hojas son
capaces de acumular en grandes cantidades Sa que pertenece al grupo de las
benzofenantridinas, probablemente al ser el 6rgano que atacan directamente los patégenos u
otros organismos, es por ello, que requiere la acumulacién de Sa como un efecto protector de A.
mexicana, posiblemente cuando la planta detecta un ataque patogénico ocurre un transporte de

Sa desde la raiz a las hojas (Vazquez-Flota et al., 2018).
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Como se menciond anteriormente Be se distribuye en todos los 6rganos de la planta y los
resultados obtenidos no fueron la excepcion. No obstante, ademas de ello se observé que en
todos los casos la poblacion sana acumulo los niveles mas altos de Be mientras que la poblacion
infectada presentaba niveles mas bajos. Por lo tanto, cuando la Sa se encuentra en niveles méas
altos, la Be se encuentra en niveles bajos, y esto probablemente esta relacionado con el nivel de
toxicidad, como un método de defensa ante el ataque patogénico. De igual forma, aunque Be y
Sa pertenecen a los grupos de las protoberberinas y las benzofenantridinas, comparten las
primeras reacciones biosintéticas hasta la formacion de S-escoulerina, para después separarse
hacia sus respectivas rutas. De este modo, podemos hablar de una preferencia para la
biosintesis de Sa cuando la planta se encuentra en condiciones de infeccion (Figura 4.3; Xool-
Tamayo et al., 2017; Hagel y Facchini 2013).

- —
Tallo Tallo
Be
apical apical 1 B¢
_Que P! Que
—
-
Be - Tallo @ Tallo
Que medio -] B¢ Be ™ medio ] B¢
_Oue Que Que
— —
o —
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Tallo Sa
— - Be Tallo
basal Que - basal Be
L Que
Sa — —
Sa Sa
Be Be
Que Que
Planta sana de A. mexicana L. Planta infectada de A. mexicana L.

Figura 4.1. Alcaloides encontrados en las plantas analizadas de A. mexicana L. Lo
resaltado en rojo indica la deteccidon de Sa en los diferentes 6rganos analizados de la
poblacion infectada.
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Roots Stems Leaves
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Figura 4.2. Contenido de alcaloides en raices, tallos y hojas de plantas de A.
mexicana L. B: Be; S: Sa; D: dihidrosanguinarina; C: Que; *: No detectado.
Promedio de tres repeticiones con error estandar. Tomado de Vazquez-Flota et
al., 2018.

Los estudios sobre la interaccion planta-patégeno en A. mexicana es nulo ya que los reportes
sobre los patdgenos que puede atacar a A. mexicana son escasos, se sabe que la planta
presenta susceptibilidad a algunos patégenos que pueden afectar su desarrollo. Los estudios
gue documentan especies patdgenas en Argemone son muy escasos por lo que lo convierte en
un area para explorar ya que la interaccion planta patégeno es muy compleja. Este trabajo es un
primer acercamiento sobre la influencia de los ataques flngicos en A. mexicana sobre los
cambios inducidos en la acumulacién de alcaloides en A. mexicana producidos como parte de

una respuesta de defensa.

Entre los patdgenos reportados tenemos al tizon bacteriano causado por Xanthomonas
campestris pv. papavericola, A. mexicana es hospedante de Aspergillus niger, que ocasiona la
pudricion del collar; asimismo, es susceptible al nematodo reniforme Rotylenchulus reniformis,
gue ataca las raices y al gusano de la yema del tabaco Helicoverpa assulta, que ataca el tallo
(Holm et al., 1977). Es interesante notar que de las hojas de A. mexicana se han aislado 42

especies de hongos, siendo los més frecuentes Alternaria alternata, Cladosporium herbarum,
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Ulocladium atrum, U. botrytis, Phoma humicola, Aspergillus niger y Curvularia ellisii (Abdel-Hafez,
1985).

El &cido jasmonico (JA) y el acido salicilico (SA) son dos sefales enddgenas implicadas en la
obtencion de respuestas de resistencia de las plantas; estan involucrados en las respuestas a
las heridas, el ataque de patdgenos y en la transduccién de sefiales de la induccién de
metabolitos secundarios; la acumulaciéon inducida de JA y SA activa una variedad de respuestas
de defensa de insectos y microbios en las plantas que puede culminar en la produccion de

alcaloides (Gregianini et al., 2004).

Las plantas al estar expuestas a un sin numero de patégenos en su medio natural y “como parte
de su proceso evolutivo” han desarrollado multiples y complejas estrategias de defensa,
permitiendo adaptarse a diferentes entornos ambientales y defenderse del ataque a patégenos
entre los mecanismos de respuestas incluye las barreras pre-existentes fisicas y quimicas, asi
como respuestas inducibles que son activadas antes y después de la percepcién del patdgeno
(Canchignia-Martinez et al., 2015; Desender et al., 2007; Verhagen et al., 2009).

El patdgeno al entrar en contacto con la planta, pone en marcha un sistema de comunicacion
molecular entre ambos, que desencadena la induccion de mecanismo de defensa en la planta,
como la Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) y la Resistencia Sistémica Inducida (RSI). La
RSA es inducida por patégenos, debido a un incremento de AS sintetizado enddégenamente en
la planta, siendo esta molécula de sefializacién esencial en esta via, la infeccién por un patégeno
biotréfico activa la respuesta defensiva general que desencadena una resistencia sistémica y
duradera e inespecifica para un amplio rango de patégenos induciendo la expresion de genes
caracteristicos, y puede actuar a nivel local o sistémicamente. La Resistencia Sistémica Inducida
(RSI) proporciona a la planta una mejor capacidad de respuesta eficientemente a una infeccion
por patégenos, esta via estd mediada por el MeJA, implicado en la respuesta defensiva de las
plantas frente a patégenos biotréficos. Asi mismo la colonizacion de raices por cepas no
patogénicas PGPR, dan paso a la RSI, siendo esta efectiva contra el ataque de patégenos, donde
son combatidos a través de un mecanismo de defensa dependiente del JA/ET (Canchignia-
Martinez et al., 2015)

De manera general tenemos que la resistencia sistémica RSA, es inducida por inductores
abidticos o bioticos en la raiz o tejido foliar, dependiente de la fitohormona AS y asociado con la

acumulacion de proteinas PR; la RSI, inducida por la exposicion de las raices a cepas especificas
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PGPR es dependiente de fitohormonas ET/JA, no est& asociado con la acumulacion de proteinas
PR; sin embargo, ambas respuestas estan entrelazadas molecularmente, se ha demostrado su
dependencia en una version funcional del gen NPR1 en Arabidopsis thaliana (Figura 4.4)
(Canchignia-Martinez et al., 2015; Vallad y Goodman, 2004).

Como se menciond previamente, los estudios sobre la interaccion planta-patdgeno en A.
mexicana son escasos, por lo que es necesario indagar mas sobre los cambios que ocurren a
nivel molecular frente al ataque patogénico, de esta forma las muestras de hojas colectadas en
la poblacién infectada se estan analizando como parte de un proyecto adicional a este, se estan
identificando los hongos pat6genos presentes en las muestras analizadas en el presente
proyecto, hasta ahora se han logrado identificar como posibles agentes causales de la infeccion
a Lasiodiplodia theobromae, Neopestalotiopsis clavispora, Cladosporium cladosporoides,
Corynespora cassiicola, Fusarium equiseti y Fusarium solani—(comunicacién personal de
Hernandez Eleria) (Figura 3.22), estos resultados son complementarios para poder entender de
gué manera los patdgenos de A. mexicana influyen en la sintesis y acumulacién de los alcaloides

presentes.

De manera general respecto al contenido de alcaloides los resultados obtenidos en este trabajo
coinciden con lo reportado previamente, sin embargo, el dato que més llama la atencion son los
niveles de Sa encontrados en las hojas infectadas, asi mismo los niveles encontrados en el tallo
basal que puede estar relacionado a la cercania de la raiz al ser un érgano que presenta células
especializadas para almacenar Sa, mientras que Be se encontraba presente en todos los
organos analizados se observd un contraste en la disminucion de los niveles de Be cuando Sa

aumentaba esto principalmente en las hojas infectadas (Figura 4.5).

Si bien es necesario identificar a los demas alcaloides encontrados en las muestras analizadas,
los resultados obtenidos nos permiten cubrir el objetivo general de este proyecto para
documentar los cambios inducidos en la acumulacion de alcaloides en las plantas silvestres de

A. mexicana en condiciones de infeccion, producidos como parte de una respuesta de defensa.

También podemos observar que los valores encontrados en los 6rganos analizados presentan
desviaciones estandares muy amplios esto debido a que el nimero de muestreo fue reducido
por lo que no fue posible realizar un andlisis de varianza por el método paramétrico por lo que se
propuso analizarlo por el método no paramétrico. Los resultados obtenidos son un parteaguas

de futuras investigaciones para profundizar de qué manera el ataque patogénico puede influir en
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la distribucion de los alcaloides en los diferentes érganos de A. mexicana, para ello se
recomienda realizar un muestreo mas amplio para reducir el sesgo en los resultados. Asi mismo,
la identificacion correcta de los patdgenos presentes en las muestras analizadas, permitiran
entender la interaccion de la planta-patdégeno ya que la capacidad de respuesta inmune que
poseen las plantas estd directamente relacionada con la capacidad de invasion del patégeno
(Sanchez-Vvallet. et al., 2013).

4.3. DISCUSION GENERAL

Las inducciones ensayadas tanto en la linea AMME y en las plantas infectadas de A. mexicana,
resultaron en cambios de la acumulacion de alcaloides como parte de una respuesta de defensa.
La cuantificacion del contenido de Sa en las muestras analizadas de las diversas inducciones
permitié observar un incremento considerable de la acumulacién de Sa, asi como, de otros
presuntos alcaloides minoritarios. La coloracion parda-rojiza fue adquirida en respuesta al
proceso de induccién a la que se sometieron los cultivos de suspensiones celulares (Guizar-

Gonzalez et al., 2016; Trujillo-Villanueva et al., 2012; Trujillo-Villanueva et al., 2010).

De manera general es posible decir que en la induccion individual con EL a 200 mg/L result6 ser
el tratamiento individual que gener6 la mayor acumulacién de Sa, mientras que la induccion
simultdnea fue la que mejor respuesta gener6 en comparacion con las otras inducciones
coincidiendo con lo reportado para la linea AMMIF en donde se ha observado el efecto sinérgico
de MeJA, EL y AS. De acuerdo con los perfiles obtenidos por CCF la variabilidad de los perfiles
de las muestras de la linea AMME en la induccién individual y secuencial no presentaron cambios
notorios de manera cualitativa, mientras que en la induccion secuencial fue posible la
visualizaciéon de otros metabolitos de baja polaridad en concentraciones minoritarias, entre ellos
fue posible detectar Que aunque cabe destacar que no se puso realizar la cuantificacion de este,
debido a que no estaba presente de forma consistente en todas las muestras y la cuantificacion
por densitometria no fue posible realizarla, por lo tanto, solo se realizé la cuantificacion de Sa en

las inducciones realizadas en los cultivos in vitro de la linea AMME de A. mexicana.

Respecto al segundo modelo de estudio, en las plantas silvestres de A. mexicana se cuantificaron
los niveles de Be, Sa y Que en donde se observé la presencia de Be en todos los 6rganos
analizados. La poblacion sana acumulé los niveles més altos de Be mientras que la poblacion
infectada presentaba niveles mas bajos, probablemente esté relacionado con el nivel de

toxicidad, como un método de defensa ante el ataque patogénico, por lo que seguramente existe
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una preferencia para la biosintesis de Sa cuando la planta se encuentra en condiciones de
infeccion (Xool-Tamayo et al., 2017; Hagel y Facchini 2013).

Los estudios sobre la interaccion planta-patégeno en A. mexicana son nulos por lo que lo
convierte en un area para explorar ya que la interaccion planta patégeno es muy amplia y
compleja. Este trabajo es un primer acercamiento sobre los cambios inducidos en la acumulacion
de alcaloides en A. mexicana producidos como parte de una respuesta de defensa, es necesario
indagar mas sobre los cambios que ocurren a nivel molecular frente al ataque patogénico, estos
resultados son una pieza clave para entender de qué manera los patdégenos de A. mexicana
influyen en la sintesis y acumulacién de los alcaloides presentes. Es fundamental identificar los
alcaloides detectados en las muestras infectadas para poder generar conocimiento que permita
ayudar a entender la repercusion de los patdgenos en la acumulacion de alcaloides en A.

mexicana.
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Figura 4.3: Vista esquematica de las rutas biosintéticas de Be y Sa. TyDC, tirosina
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CAPITULO V

CONCLUSIONES YPERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES

5.1.1. Conclusiones referentes a los cultivos in vitro de A. mexicana L.

De las inducciones ensayadas en los cultivos in vitro de la linea AMME de A. mexicana, la
induccién secuencial y simultanea con EL y MeJA ejercid un efecto sinérgico para la acumulacion
de Sa, siendo la induccién simultanea la que presento los niveles mas altos a las 96 hrs (0.750
mg/g PS) con niveles comparados con los encontrados en la raiz vecina de plantas infectadas
de A. mexicana (1.016 mg/g PS), asi como, un perfil mas variado, ya que en la CCF se pudo
detectar otros presuntos alcaloides de baja polaridad, entre ellos Que, estos alcaloides
minoritarios no fue posible visualizarlos en los perfiles obtenidos de la induccién individual y

secuencial.
5.1.2. Conclusiones referentes a las plantas silvestres de A. mexicana L.

Se logré la deteccion de 15 alcaloides por densitometria de las placas cromatograficas obtenidas
de las muestras de plantas silvestres de A. mexicana, entre ellos se logré identificar con muestras
estandares Be, Que y Sa entre otros alcaloides minoritarios que contrastaron de acuerdo a la
poblacion analizada, las concentraciones encontradas de estos alcaloides principalmente Be y
Sa fue contrastante especialmente en las hojas, ya que, en plantas adultas se ha reportado la
presencia de Be en todos los érganos, mientras que, Sa se limita a los 6rganos subterraneos,
por lo que, fue muy interesante notar que cuando la planta se encuentra en condiciones de
infeccidén Sa se localiza en las hojas, posiblemente Sa esté relacionado al método de defensa de
la planta ante un ataque patogénico, debido a que Sa también es conocida por sus propiedades
antimicrobianas, asi como su nivel de toxicidad, por lo tanto la planta cuando no la necesita
almacena la Sa en las raices ya que ésta cuenta con células especializadas capaces de
almacenarla sin afectar a la planta, sin embargo, cuando la planta detecta la presencia de algun
patdégeno pueden ocurrir dos cosas, tal vez existe un transporte desde la raiz a las hojas como
un primer método de defensa ya que en las muestras analizadas se logré detectar la presencia
de Sa en todos los 6rganos analizados, ademas se observé que la raiz almacenaba mayor

niveles de Sa, seguido del tallo basal, mientras el tallo medio y apical, contenian niveles mas
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bajos cuando se acercaba méas al apice de la planta, o también que, en las hojas existe una
biosintesis de este alcaloide y por esta razon los niveles de Sa y Be contrastan ya que existe una
preferencia para la biosintesis de Sa que la de Be, aunque se tratan de dos alcaloides
pertenecientes a grupos diferentes (benzofenantridinas y protoberberinas) comparten las
primeras reacciones biosintéticas que permiten la preferencia de una ruta especifica por lo que
los niveles encontrados de Be se ven afectados. También es posible pensar que ocurren los dos
eventos mencionados anteriormente y por esta razén los niveles encontrados de Sa en las hojas
son altos, mayor a los encontrados en los tallos, esta idea se sustenta en los datos reportados
previamente, en donde se han logrado identificar que los sitios de acumulacion difieren con los
gue muestran la actividad transcripcional, por lo que estos mecanismos son complejos ya que
incluso pueden ocurrir transportes a larga distancia y sintesis de un alcaloide en especifico en
un determinado 6rgano (Vazquez-Flota et al., 2018; Xool-Tamayo et al., 2017; Xool-Tamayo et
al., 2014). Podemos decir que las hojas de la poblacién infectada parecen tener la capacidad de
producir y almacenar Sa en respuesta a los dafios ocasionados por un atague patogénico, si
bien, este es un primer acercamiento sobre la regulacién de la sintesis de alcaloides en A.
mexicana bajo induccion bidtica seria interesante estudiar con mas detalle sobre los cambios

moleculares que ocurren para poder entender este complejo sistema.
5.1.3. Conclusiones generales.

La induccién bidtica tanto en cultivos in vitro de la linea AMME y plantas silvestres de A. mexicana
respondieron a una modificacién en los niveles de biosintesis de los alcaloides presentes, por
medio de la CCF fue posible observar el contraste en los perfiles de las inducciones
principalmente cuando estos son combinados (EL y MeJA) ejercen un efecto sinérgico para la
acumulacion de Sa, el perfil obtenido de la induccién simultanea permitié detectar otros alcaloides
de baja polaridad que no fueron visualizados en los perfiles obtenidos de la induccién individual
y secuencial, se encontré niveles hasta de 0.750 mg/g PS a las 96 hrs. en la induccién secuencial,
estos valores son casi similares a los encontrados en las raices infectadas de plantas silvestres
de A. mexicana. En el segundo modelo de estudio se logré detectar 15 alcaloides entre ellos Be,
Que y Sa, los niveles encontrados contrastaron de acuerdo con la poblacion tratada,
principalmente en las hojas de A. mexicana en donde se encontraron niveles altos de Sa mientras
gue los niveles de Be disminuyeron, asi mismo los perfiles cromatograficos obtenidos permitieron
observar un perfil mas variado en todos los 6rganos analizados cuando éstos proveian de una
poblacion infectada, por lo que, se concluye que la induccion bidtica en las muestras de A.

mexicana repercute en la biosintesis de alcaloides encontrandose los mayores contraste en los
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metabolitos mayoritarios (Be y Sa), asi mismo, la induccién en la linea AMME con EL y MeJA

activaron la biosintesis de Sa y los niveles encontrados fueron similares a los que normalmente

se presentan en las plantas silvestres, esto esté relacionado a que EL contiene restos de pared

celular y MeJA es un mediador bioguimico que en las plantas activan sistemas de defensa, por

lo tanto estos dos modelos de estudio son ideales para entender estos procesos biosintéticos

que ocurre en A. mexicana.

5. 2. PERSPECTIVAS

Se propone utilizar otras técnicas cromatogréaficas como la cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas u otras técnicas que permitirdn detectar e identificar los
alcaloides que se sintetizan en concentraciones mas bajas en la linea celular AMME y en
los diversos 6rganos analizados de plantas silvestres de A. mexicana y de esta forma
poder contrastar los niveles de cada uno de ellos, con la identificacion adecuada de los
alcaloides se podra analizar con mayor precision su papel en la estrategia de defensa de

A. mexicana, a la induccién bidtica.

El presente trabajo especificamente con los resultados obtenidos de las plantas silvestres
de A. mexicana son un primer acercamiento de la regulacion de la biosintesis de los
alcaloides presentes en A. mexicana, por lo que se propone el indagar mas sobre el
mecanismo de transporte en los tejidos de A. mexicana en condiciones de infeccion.
Puede resultar muy interesante el analizar los cambios que ocurren a nivel molecular

frente al ataque patogénico.

Para comprender mejor sobre las estrategias de defensa de A. mexicana, se propone
analizar la interaccion planta-patégeno para saber si los hongos identificados son los
responsables de la acumulacion y biosintesis de Sa, ya que las estrategias de defensa

en la planta, depende del tipo de hongo patdégeno hospedado en A. mexicana.
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ANEXOS

ANEXOS
6.1. ASPECTO DE LOS CULTIVOS IN VITRO DE A. mexicana L.

A B
]

- -

- s - -

S - 4 o

b - -

e T -~ —

gt <

Figura. A.1. Aspecto de callos (A) y suspensiones celulares (B) de la linea

AM1 de A. mexicana L.

Figura A.2. Aspecto de la extraccion de alcaloides a partir de los cultivos
in vitro de la linea AMME A. mexicana L.
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6.2. PARAMETROS DE LA CORRELACION LINEAL DE LOS ESTANDARES DE
ALCALOIDES.

Cuadro A.l. Parametros de correlacion lineal para los alcaloides analizados en este trabajo. LLD, limite
de deteccion, LDC, limite de cuantificacién; ambos en ng/punto en la placa; b y m corresponden a la
ordenada al origen y pendiente, respectivamente, de acuerdo la funcién y= m(x) + b; r2, coeficiente de
regresion. Tomado de Estrada-Alfaro, 2018.

Alcaloide LDD LDC b m r’

Be 1.19 ng/punto 3.9 ng/punto 17.481 15.07 0.997
Que 526.88 194.23 0.994
Sa 1.06 ng/punto 3.5 ng/punto 3.8567 14.146 0.998

6.3. ANALISIS POR CCF DEL CONTENIDO DE SA DE CALLOS EN MEDIO LIiQUIDO DE A.

mexicana L.

Dado la formacion de dos grupos al tratar de realizar el experimento de induccion se monitored
el contenido de Sa a las 0 y 168 hrs. en los cultivos a partir de los cuales se generé la linea
AMME. Se incluyeron muestras de los callos que no mostraron ninguna respuesta en medio
liquido (carriles 4 y 8-10 en la Figura A.4. Ay B), los que cambiaron de coloracion (carriles 3 'y
11-13 enla Figura A.4. Ay B) y los utilizados al inicio (carriles 2y 3-7 en la Figura A.4. Ay B). La
figura 3.4 muestra el perfil cromatografico en los sistemas 1y 2, que permiten la separaciéon de
Be y Sa, respectivamente. La presencia de Sa se observa como una mancha amarilla, a la misma
altura que el estandar. Este alcaloide se pudo detectar, de manera tenue, en los cultivos iniciales
(carriles 3-7; Figura A.4. B), asi como en los cultivos que no mostraron ningiin cambio (carriles
8-10; Figura A.4. B) y en mayor medida en el grupo que mostré la respuesta de coloracion
espontanea (carriles 11-13; Figura A.4. B). En las condiciones del analisis, no se observaron
otras bandas en este sistema de disolventes. No se observé la presencia de Be en ninguna de
las muestras incluidas (Figura A.4. A) como lo refieren otros trabajos (Escobar-Chan, 2018;

Trujillo-Villanueva et al., 2012; Trujillo-Villanueva et al., 2010).
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Figura A.3. Curvas de calibracion para Sa (A), Que (B) y Be (C).
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El grupo control al que denominamos sin dafio mecanico (DMT7) debido a que no presentd
cambios en la coloracion del medio los niveles encontrados de Sa fueron bajos (0.054 mg/g PS),
mientras que para el grupo con dafio mecéanico (DM) los niveles encontrados de Sa fueron de
0.685 mg/g PS un nivel comparable con los resultados obtenidos en la induccién simultdnea con
MeJAy EL alas 96 hrs. de exposicion (0.750 mg/g PS) (Cuadro A.3. y Figura A.5.).

Sistema 1: n-butanol: agua
hidréxido de amonio (8:1:1) Sistema 2: ciclohexano: etanol (94.6)

Callos iniciales Sindafio Con dano
Oh 168 h 168 h

1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura A.4. Deteccion de Be (A) y Sa (B) durante la obtencién de la linea de
suspensiones celulares de AMME a partir de callos. (A) Carril 1) estandar de Be; 2)
Callos iniciales; 3) células afectadas a las 168 hrs; 4) células no afectadas a las 168
hrs. (B) Carril 1 y 2) estandares de Sa y Que; 3-7) Callos iniciales; 8-10) células no
afectadas a las 168 hrs; 11-13) células afectadas a las 168 hrs.

Cuadro A.2. Contenido de Sa en callos en medio liquido de la linea AMME de A. mexicana L. Experimento
de dafio mecénico en la linea celular. Promedio de triplicados con desviacién estandar.

Induccién de callos en medio liquido

Tratamiento Tiempo de exposicién / Contenido de Sa (mg/g
PS)
0 hrs. 168 hrs.
DM7: Dafio mecéanico ND: por debajo del limite de | 0.685+0.313
deteccion
DMT7: Grupo control sin dafio | ND: por debajo del limite de | 0.054 +0.040
mecanico deteccion
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Cunatificacion de Sa en callos en suspension de
A. mexicana L.

1.2

0.8

0.6 s
e Control DMT7

mg/g PS
LY
\

0.4 ’
Pl = = = DM7
0.2 »Z

168
-0.2

Horas de expocisidn

Figura A.5: Contenido de Sa en los callos en medio liquido de la linea AMME de A.
mexicana L. Promedio de triplicados con desviacion estandar. DMT7: Grupo control,
DM7: Dafio mecanico.

6.4. ANALISIS CUANTITATIVO DEL CONTENIDO DE SA EN PLANTAS COLECTADAS EN
POBLACION INFECTADA, ASINTOMATICA Y SANA DE A. mexicana L.

Cuantificacion de Sa en hojas de A.
mexicana L.
0.45

0.4

0.35

® Sa

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.6: Contenido de Sa en hojas de A. mexicana L. colectadas en
poblacién infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacién estandar. La poblacién asintomatica y sana presentaron
valores por debajo del limite de cuantificacion (0.005 mg/g PS).
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Cuantificacion de Sa en tallo basal de A.
mexicana L.

W Sa

EE

Poblacién Poblacion Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.7: Contenido de Sa en tallo basal de A. mexicana L. colectadas
en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacion estandar.

Cuantificacion de Sa en tallo medio de A.
mexicana L.

0.2
0.18
0.16
0.14

@ 0.12

% 01

E 0.08 W Sa
0.06
0.04
0.02

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.8: Contenido de Sa en tallo medio de A. mexicana L.
colectadas en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de
triplicados con desviacién estandar. La poblacion sana presenté valores
por debajo del limite de cuantificacion (0.005 mg/g PS).
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Cuantificacion de Sa en tallo apical de A.
mexicana L.
0.12

M Sa

. A

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.9: Contenido de Sa en tallo apical de A. mexicana L. colectadas
en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacion estandar. La poblacion asintomatica y sana presentaron
valores por debajo del limite de cuantificacién (0.005 mg/g PS).

Cuantificacion de Sa en tallo basal, medio y apical de
plantas infectadas, asintomaticas y sanas de A.

mexicana L.
0.5
W Tallo
0.4 basal
& 0.3 m Tallo
oo > medio
® 0.2
s = Tallo
0.1 apical
0 { . - . ’
Poblacion Poblaciéon Poblacion
infectada asintomatica sana

Figura A.10: Contenido de Sa en tallos de A. mexicana L. colectadas
en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados
con desviacion estdndar. Podemos comparar mejor los niveles
encontrados de Sa en los tallos de cada poblacion.
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Cuantificacion de Sa en raiz de A. mexicana

L.
1
0.9
0.8
0.7
£ s
? 0.4 M Sa
03
0.2
0.1
0
Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.11: Contenido de Sa en raiz de A. mexicana L. colectadas en
poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacion estandar.

Cuantificacion de Sa en raiz vecina de A.

mexicana L.
1.6
1.4
1.2
1
a
% 0.8
=2
E o6 W Sa
0.4
0.2
0
Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.12: Contenido de Sa en raiz vecina de A. mexicana L. colectadas
en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacion estandar.
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Cuantificacion de Sa en raices de plantas infectadas,
asintomaticas y sanas de A. mexicana L.

1.6
1.4 m Poblacion
1.2 [ infectada
£ 1 .
208 Po.blacm,n.
lén 0.6 [ asintomatica
0.4 m Poblacidon
0.2 sana
0 . y

Raiz Raiz vecina

Figura A.13: Contenido de Sa en raices de A. mexicana L. colectadas en
poblacién infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacién estandar. Podemos observar que tanto la poblacion infectada y
asintomatica presenta niveles similares de Sa.

6.4.1. Andlisis estadistico del contenido de Sa en plantas infectadas de A. mexicana L.

Cuadro A.3. Analisis estadistico (Kruskal-Wallis), de los contenidos de Sa en hojas de A. mexicana L. de
las diferentes poblaciones.

Estadisticas descriptivas

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 30 0.144128 70.8 6.50
Asintomatica 30 0.000000 34.1 -2.93
Sana 30 0.000000 31.6 -3.56
General 90 45,5

Prueba

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p

No ajustado | 2 42.34 0.000*

para empates

*estadisticamente significativo
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Cuadro A.4. Prueba de Mann-Whitney para comparacién de los niveles de Sa en hojas entre cada

poblacién.
Ho: Nni-nN2=0
Hi: Ni-nN2#0
a: 0.05
Método Valor W Valor p
Infectada/Asintomatica No ajustado para empates 1289.00 0.000*
Infectada/Sana No ajustado para empates 1300.00 0.000*
Asintomética/Sana No ajustado para empates 946.50 0.647

*estadisticamente significativo

Cuadro A.5. Analisis estadistico (Kruskal-Wallis), de los contenidos de Sa en tallos de A. mexicana L. de

las diferentes poblaciones.

Estadisticas descriptivas para tallo basal

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.106719 5.3 0.26
Asintomatica 3 0.120350 6.3 1.03
Sana 3 0.039722 3.3 -1.29
General 9 5.0
Estadisticas descriptivas para tallo medio
Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.0882585 6.7 1.29
Asintomatica 3 0.0782244 6.3 1.03
Sana 3 0.0000000 2.0 -2.32
General 9 5.0
Estadisticas descriptivas para tallo apical
Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.0476620 8.0 2.32
Asintomatica 3 0.0007490 4.5 -0.39
Sana 3 0.0000000 2.5 -1.94
General 9 5.0
Prueba para tallo basal, medio y apical
a: 0.05
Ho: Todas las medianas son iguales
Hq: Al menos una mediana es diferente
Método GL Valor H Valor p
Tallo basal 2 1.87 0.393
Tallo medio No 2 5.42 0.066
ajustado
para
empates
Tallo apical No 2 6.20 0.045~
ajustado
para
empates

*estadisticamente significativo
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Cuadro A.6. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de los niveles de Sa en tallos entre cada

poblacién.
Ho Ni-N2=0
H, Ni-nNz#0
Método Valor W Valor p

T.basal | T.medio | T. apical | T. basal | T. medio | T. apical

Infectada/Asintomatica | 9.00 11.00 15.00 0.663 1.00 0.081
Infectada/Sana 13.00 X X 0.383 X X
Asintomatica/Sana 13.00 X X 0.383 X X

X: No se pudieron hacer las comparaciones por la ausencia de datos en la poblacién sana.

Cuadro A.7. Andlisis estadistico (Kruskal-Wallis), de los contenidos de Sa en raices de A. mexicana L. de

las diferentes poblaciones.

Estadisticas descriptivas pararaiz

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.468288 5.7 0.52
Asintomatica 3 0.444451 5.0 0.00
Sana 3 0.401576 4.3 -0.52
General 9 5.0

Estadisticas descriptivas para raiz vecina

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.962252 5.7 0.52
Asintomatica 3 0.932741 6.0 0.77
Sana 3 0.468128 3.3 -1.29
General 9 5.0

Prueba para tallo basal, medio y apical

Q. 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p
Raiz 2 0.36 0.837
Raiz vecina 2 1.69 0.430
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Cuadro A.8. Prueba de Kruskal-Wallis, niveles de Sa en raices.

Estadisticas descriptivas para raices infectadas

Organo N | Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Raiz 3 0.468288 2.0 -1.96
Raiz vecina 3 10.962252 5.0 1.96
General 6 3.5

Estadisticas descriptivas pararaices asintoméaticas

Poblacién N | Mediana Clasificacién de medias Valor Z
Raiz 3 0.444451 2.3 -1.53
Raiz vecina 3 10.932741 4.7 1.53
General 6 3.5

Estadisticas descriptivas pararaices sanas

Poblacién N | Mediana Clasificacién de medias Valor Z
Raiz 3 0.401576 3.0 -0.65
Raiz vecina 3 10.468128 4.0 0.65
General 6 3.5

Prueba para tallo basal, medio y apical

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p
Raices infectadas 1 3.86 0.050
Raices asintomaticas 1 2.33 0.127
Raices sanas 1 0.43 0.513

Cuadro A.9. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de los niveles de Sa en raices entre cada

poblacién.
Ho Ni-N2=0
H, Ni-N2#0
Método Valor W Valor p
Raiz/Raiz vecina infectada 6.00 0.081
Raiz/Raiz vecina asintomatica 7.00 0.190
Raiz/Raiz vecina Sana 9.00 0.663
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6.5. ANALISIS CUANTITATIVO DEL CONTENIDO DE BE EN PLANTAS COLECTADAS EN
POBLACION INFECTADA, ASINTOMATICA Y SANA DE A. mexicana L.

Cuantificacion de Be en hojas de A.
mexicana L.

0.9
0.8
0.7

w 0.6

205

0.4 H Be

0.3

0.2

0.1

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.14: Contenido de Be en hojas de A. mexicana L. colectadas en
poblacion infectada, asintomética y sana. Promedio de triplicados con
desviacion estandar. Podemos observar que los niveles mas altos fueron
encontrados en la poblacion sana.
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Cuantificacion de Be en tallo basal de A.
mexicana L.

1.4

0.6 ® Be

0.2 -
0
Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.15: Contenido de Be en tallo basal de A. mexicana L. colectadas
en poblacion infectada, asintoméatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacion estandar. Podemos observar que los niveles mas altos fueron
encontrados en la poblacion sana.

Cuantificacion de Be en tallo medio de A.
mexicana L.
1.2

W Be

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.16: Contenido de Be en tallo medio de A. mexicana L. colectadas
en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacién estandar. Podemos observar que los niveles méas altos fueron
encontrados en la poblacién sana, mientras que la poblacion infectada y
asintomatica presentan niveles similares.
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Cuantificacion de Be en tallo apical de A.
mexicana L.
1.6

14

1.2

mg/g PS
=)
o«

B Be

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.17: Contenido de Be en tallo apical de A. mexicana L. colectadas
en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacion estandar. Podemos observar que los niveles mas altos fueron
encontrados en la poblacién sana, seguido de la poblacion infectada y
asintomética presentando niveles similares en las tres poblaciones.
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Cuantificacion de Be en tallo basal, medio y apical de A.

mexicana L.

XL

1

Poblacion
infectada

Poblacion
asintomatica

W Tallo
basal

mTallo
medio

Tallo
apical

R

Poblacién

sana

Figura A.18: Contenido de Be en tallo basal, medio y apical de A.
mexicana L. colectadas en poblacién infectada, asintomatica y sana.
Promedio de triplicados con desviacion estandar. Podemos observar que
los niveles més altos fueron encontrados en la poblacién sana, tanto en
tallo basal, medio y apical, seguido de la poblacion asintomética e

infectada.
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Cuantificacion de Be en raiz de A. mexicana

L.
0.9
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infectada asintomadtica

Figura A.19: Contenido de Be en raiz de A. mexicana L. colectadas en
poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacion estandar. Podemos observar que los niveles mas altos fueron
encontrados en la poblacidn sana, seguido de la poblacién asintomatica e
infectada, presentando niveles similares en la poblacion infectada y
asintomética.
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Cuantificacion de Be en raiz vecina de A.
mexicana L.

0.9
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infectada asintomdtica

Figura A.20: Contenido de Be enraiz vecina de A. mexicana L. colectadas
en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacion estandar. Podemos observar que los niveles mas altos fueron
encontrados en la poblacién infectada y asintomatica presentando niveles
similares, mientras que la poblacion sana present6 niveles mas bajos.

Cuantificacion de Be en raiz y raiz vecina de A. mexicana
L.

MW Poblacion

0.8 } infectada
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%n 0.6 Poblacion
S = e
b asintomatica
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0 L J
1 | |

Raiz Raiz vecina

Figura A.21: Contenido de Be en raiz y raiz vecina de A. mexicana L.
colectadas en poblacion infectada, asintomética y sana. Promedio de
triplicados con desviacién estandar. Podemos observar que los niveles mas
altos fueron encontrados en la poblacién infectada y asintomatica presentando
niveles similares, mientras que la poblacion sana presentd niveles méas bajos.
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6.5.1. Andlisis estadistico del contenido de Be en plantas infectadas de A. mexicana L.

Cuadro A.10. Analisis estadistico (Kruskal-Wallis), de los contenidos de Be en hojas de A. mexicana L. de

las diferentes poblaciones.

Estadisticas descriptivas

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 30 0.119998 25.2 -5.20
Asintomatica 30 0.262559 41.4 -1.04
Sana 30 0.509497 69.8 6.25
General 90 45,5

Prueba

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p

No ajustado | 2 44.81 0.000*

para empates

*estadisticamente significativo

Cuadro A.11. Prueba de Mann-Whitney para comparacién de los niveles de Be en hojas entre cada

poblacién.
Ho Ni-N2=0
Hy Ni-N2#0
Método Valor W Valor p
Infectada/Asintomatica No ajustado para empates 720.00 0.004*
Infectada/Sana 502.00 0.000*
Asintomatica/Sana No ajustado para empates 598.00 0.000*

*estadisticamente significativo
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Cuadro A.12. Andlisis estadistico (Kruskal-Wallis), de los contenidos de Be en tallos de A.

las diferentes poblaciones.

mexicana L. de

Estadisticas descriptivas para tallo basal

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.263757 2.0 -2.32
Asintomatica 3 0.538757 5.7 0.52
Sana 3 0.803628 7.3 1.81
General 9 5.0

Estadisticas descriptivas para tallo medio

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.383335 3.7 -1.03
Asintomatica 3 0.373239 3.3 -1.29
Sana 3 0.974748 8.0 2.32
General 9 5.0

Estadisticas descriptivas para tallo apical

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.88120 6.0 0.77
Asintomatica 3 0.78967 3.0 -1.55
Sana 3 1.05211 6.0 0.77
General 9 5.0

Prueba para tallo basal, medio y apical

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p
Tallo basal 2 5.96 0.051
Tallo medio 2 5.42 0.066
Tallo apical 2 2.40 0.301

Cuadro A.13. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de los niveles de Be en tallos entre cada

poblacion.

Ho Ni-nN2=0

H, Ni-Nz2#0

Método Valor W Valor p

T.basal | T.medio | T.apical | T.basal | T. medio | T. apical

Infectada/Asintomatica | 6.00 11.00 15.00 0.081 1.00 0.081
Infectada/Sana 6.00 6.00 9.00 0.081 0.081 0.663
Asintomética/Sana 8.00 6.00 9.00 0.383 0.081 0.663
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Cuadro A.14. Andlisis estadistico (Kruskal-Wallis), de los contenidos de Be en raices de A. mexicana L.
de las diferentes poblaciones.

Estadisticas descriptivas pararaiz

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z

Infectada 3 0.468288 5.7 0.52

Asintomatica 3 0.444451 5.0 0.00

Sana 3 0.401576 4.3 -0.52

General 9 5.0

Estadisticas descriptivas para raiz vecina

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z

Infectada 3 0.611725 5.7 0.52

Asintomatica 3 0.769348 5.7 0.52

Sana 3 0.461810 3.7 -1.03

General 9 5.0

Prueba para tallo basal, medio y apical

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p

Raiz 2 0.36 0.837

Raiz vecina 2 1.07 0.587
Cuadro A.15. Prueba de Kruskal-Wallis. Niveles de Be en raices por poblacién.

Estadisticas descriptivas para raices infectadas

Poblacion N | Mediana Clasificacion de medias Valor Z

Raiz 3 | 0.330063 2.0 -1.96

Raiz vecina 3 |0.611725 5.0 1.96

General 6 3.5

Estadisticas descriptivas para raices asintomaticas

Poblacion N | Mediana Clasificacion de medias Valor Z

Raiz 3 ]0.279820 2.0 -1.96

Raiz vecina 3 |0.769348 5.0 1.96

General 6 3.5

Estadisticas descriptivas para raices sanas

Poblacion N | Mediana Clasificacion de medias Valor Z

Raiz 3 | 0.641525 3.7 0.22

Raiz vecina 3 |0.461810 3.3 -0.22

General 6 3.5

Prueba para tallo basal, medio y apical

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p

Raices infectadas 1 3.86 0.050

Raices asintomaticas 1 3.86 0.050

Raices sanas 1 0.05 0.827
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Cuadro A.16. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de los niveles de Be en raices entre cada
poblacién.

Ho Ni-nN2=0

H, Ni-nN2#0

Método Valor W Valor p
Raiz/Raiz vecina infectada 6.00 0.081
Raiz/Raiz vecina asintomatica 6.00 0.081
Raiz/Raiz vecina Sana 11.00 1.000

6.6. ANALISIS CUANTITATIVO DEL CONTENIDO DE QUE EN PLANTAS COLECTADAS
EN POBLACION INFECTADA, ASINTOMATICA Y SANA DE A. mexicana L.

Cuantificacion de Que en hojas de A.
mexicana L.

Que

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.22: Contenido de Que en hojas de A. mexicana L. colectadas
en poblacién infectada, asintomética y sana. Promedio de triplicados con
desviacién estandar. Podemos observar que la poblacién sana present6
niveles mas altos que la poblacion infectada, mientras que en la
poblaciéon asintomatica no fue posible detectarlo.
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Cuantificacion de Que en tallo basal de A.
mexicana L.
0.08
0.07

0.06

Que

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.23: Contenido de Que en tallo basal de A. mexicana L.
colectadas en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de
triplicados con desviacion estdndar. Podemos observar que la poblacion
sana presentd niveles mas altos seguido de la poblacién asintoméatica y
sana.

Cuantificacion de Que en tallo medio de A.
mexicana L.

0.035

[
0.025

0.02

0.015 I Que

0.01

mg/g PS

0.005

Poblacidén Poblacién Poblacién sana
infectada asintomadtica

Figura A.24: Contenido de Que en tallo medio de A. mexicana L.
colectadas en poblacién infectada, asintomatica y sana. Promedio de
triplicados con desviacion estandar. Podemos observar que la poblacion
asintomatica presento niveles mas altos seguido de la poblacién sana e
infectada.
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Cuantificacion de Que en tallo apical de A.
mexicana L.

0.03
0.025
0.02

0.015

mg/g PS

Que

0.01

0.005
T

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.25: Contenido de Que en tallo apical de A. mexicana L.
colectadas en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de
triplicados con desviacion estdndar. Podemos observar que la poblacion
asintomatica presentd niveles mas altos que la poblacion infectada y
sana.
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Cuantificacion de Que en tallos de A. mexicana L.

0.08
0.07
mTallo
0.06 basal
Q0 0.05 Tallo
0,04 medio
ob
£ 003 lTal.Io
apical
0.02
0.01 I T
0 ! | R
| _
Poblacion Poblacion Poblacion
infectada asintomatica sana

Figura A.26: Contenido de Que en tallos (basal, medio y apical) de A.
mexicana L. colectadas en poblacién infectada, asintomatica y sana.
Promedio de triplicados con desviacién estandar. Podemos comparar
cada poblacién y observaremos que los tallos basales presentaron los
niveles méas altos de Que siendo la poblacion sana la principal.
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Cuantificacion de Que en raiz vecina de A.
mexicana L.

0.4

0.35

0.15 Que

Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.27: Contenido de Que enraiz de A. mexicana L. colectadas en
poblacién infectada, asintomatica y sana. Promedio de triplicados con
desviacién estandar. Podemos observar que la poblacién sana present6
niveles mas altos que la poblacion sana, mientras que en la poblacion
asintomatica no fue posible detectarlo.
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Cuantificacion de Que en raiz de A.
mexicana L.

0.25
0.2
« 0.15
o
E |
E 01 Que
0.05
0
Poblacién Poblacién Poblacién sana
infectada asintomatica

Figura A.28: Contenido de Que en raiz vecina de A. mexicana L.
colectadas en poblacion infectada, asintomatica y sana. Promedio de
triplicados con desviacion estdndar. Podemos observar que la poblacion
sana presenté niveles mas altos que la poblacién sana, mientras que en
la poblacién asintomética no fue posible detectarlo.

Cuantificacion de Que en raiz y raiz vecina de A.

mexicana L.
0.4
0.35 Poblacion
0.3 infectada
¥ 0.25
® 0.2 m Poblacion
= asintomatica
€ 0.15
0.1 I ..
: W Poblacion
0.05 sana
0 \

1
Raiz Raiz vecina

Figura A.29: Contenido de Que en raiz y raiz vecina de A. mexicana L.
colectadas en poblacién infectada, asintomatica y sana. Promedio de
triplicados con desviacion estandar. Podemos observar que la poblacién
sana presentod niveles mas altos que la poblacién sana, mientras que en
la poblacion asintomética no fue posible detectarlo.
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6.1.6.1. Andlisis estadistico del contenido de Que en plantas infectadas de A. mexicana

L.

Cuadro A.17. Analisis estadistico (Kruskal-Wallis), de los contenidos de Que en hojas de A. mexicana L.

de las diferentes poblaciones.

Estadisticas descriptivas

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 30 0 50.9 1.38
Asintomatica 30 0 36.5 -2.31
Sana 30 0 49.1 0.93
General 90 45,5

Prueba

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p

No ajustado | 2 5.41 0.067

para empates

Cuadro A.18. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de los niveles de Que en hojas entre cada

poblacién.
Ho Ni-N2=0
H,y Ni-N2#0
Método Valor W Valor p
Infectada/Asintomatica No ajustado para empates 720.00 0.004*
Infectada/Sana 502.00 0.000*
Asintomética/Sana No ajustado para empates 598.00 0.000*

*estadisticamente significativo
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Cuadro A.19. Andlisis estadistico (Kruskal-Wallis), de los contenidos de Que en tallos de A. mexicana L.

de las diferentes poblaciones.

Estadisticas descriptivas para tallo basal

Poblacién N Mediana | Clasificacién de medias | Valor Z
Infectada 3 0.0102785 | 3.8 -0.90
Asintomatica | 3 0.0132781 | 6.0 0.77
Sana 3 0.0108193 | 5.2 0.13
General 9 5.0

Estadisticas descriptivas para tallo medio

Poblacién N Mediana | Clasificacién de medias | Valor Z
Infectada 3 0.0000000 | 3.7 -1.03
Asintomatica | 3 0.0053113 | 6.2 0.90
Sana 3 0.0027775 | 5.2 0.13
General 9 5.0

Estadisticas descriptivas para tallo apical

Poblacién N Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z
Infectada 3 0.0002202 | 4.8 -0.13
Asintomética | 3 0.0171780 | 6.5 1.16
Sana 3 0.0000000 | 3.7 -1.03
General 9 5.0

Prueba para tallo basal, medio y apical

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hi: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p
Tallo basal No ajustado para empates | 2 0.96 0.620
Tallo medio | No ajustado para empates | 2 1.27 0.531
Tallo apical | No ajustado para empates | 2 1.62 0.444

Cuadro A.20. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de los niveles de Que en tallos entre cada

poblacién.

Ho Ni-N2=0

H,y Ni-N2#0

Método Valor W Valor p

T.basal | T. medio | T. apical | T. basal | T. medio | T. apical

Infectada/Asintomatica | 8.00 8.00 8.50 0.383 0.383 0.513
Infectada/Sana 9.50 9.00 12.00 0.827 0.663 0.663
Asintomatica/Sana 11.00 11.50 13.00 1.000 0.827 0.383
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Cuadro A.21. Prueba de Kruskal-Wallis. Niveles de Que en raices por poblacion.
Estadisticas descriptivas para raiz

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.098943 5.0 0.00
Asintomatica 3 0.042833 3.7 -1.03
Sana 3 0.133444 6.3 1.03
General 9 5.0

Estadisticas descriptivas para raiz vecina

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Infectada 3 0.160428 6.0 0.77
Asintomatica 3 0.152414 4.7 -0.26
Sana 3 0.117100 4.3 -0.52
General 9 5.0

Prueba para tallo basal, medio y apical

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p
Raiz 2 1.42 0.491
Raiz vecina 2 0.62 0.733

Cuadro A.22. Andlisis estadistico (Kruskal-Wallis), de los contenidos de Que en raices de A. mexicana L.
de las diferentes poblaciones.

Estadisticas descriptivas para raices infectadas

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Raiz 3 0.098943 2.0 -1.96
Raiz vecina 3 0.160428 5.0 1.96
General 6 3.5

Estadisticas descriptivas para raices asintomaticas

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Raiz 3 0.042833 2.7 -1.09
Raiz vecina 3 0.152414 4.3 1.09
General 6 3.5

Estadisticas descriptivas para raices sanas

Poblacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Raiz 3 0.133444 3.3 -0.22
Raiz vecina 3 0.117100 3.7 0.22
General 6 3.5

Prueba para tallo basal, medio y apical

a: 0.05

Ho: Todas las medianas son iguales

Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p
Raices infectadas 1 3.86 0.050
Raices asintomaticas 1 1.19 0.275
Raices sanas 1 0.05 0.827
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Cuadro A.23. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de los niveles de Que en hojas entre cada
poblacién.

Ho Ni-nN2=0

H, Ni-nN2#0

Método Valor W Valor p
Raiz/Raiz vecina infectada 6.00 0.081
Raiz/Raiz vecina asintomatica 8.00 0.383
Raiz/Raiz vecina Sana 10.00 1.000
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