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RESUMEN

Castilleja tenuiflora Benth. (Orobanchaceae) es una especie vegetal hemiparasita de uso
medicinal; presenta actividades biolégicas comprobadas (citotoxica, anti-inflamatoria y
anti-ulcerogénica), mismas que son atribuibles a iridoides y compuestos de tipo fendlico
como flavonoides y feniletanoides. En presencia de compuestos fenolicos, flavonoides,
quinonas, etc (presentes en exudados de raiz de plantas hospederas) C. tenuiflora desarrolla
una estructura denominada haustorio por medio de la cual parasita a otras especies
vegetales a nivel de las raices. El proceso de formacion de haustorios es complejo,
involucra eventos moleculares, bioquimicos y anatdbmicos que no han sido completamente
esclarecidos. Inicia con el reconocimiento (por parte de la planta parasita) de sefiales
quimicas del hospedero junto con reacciones de Oxido-reduccion. En estas reacciones, el
peréxido de hidrogeno (H»0;) es una molécula fundamental. Dada su complejidad, las
investigaciones sobre los haustorios en condiciones naturales son escasas por lo que se ha
recurrido al cultivo in vitro y a la aplicacion de una serie de compuestos quimicos a los que
se les denomina factores de induccion de haustorios (FIHs). Las especies vegetales en las
que se ha logrado la induccion de haustorios son escasas y no existen antecedentes sobre
estudios en los que la planta paréasita tiene un valor biotecnologico. Asimismo, persisten
preguntas sobre la relacion entre los FIHs y el metabolismo secundario de la parasita o, la
caracterizacion anatdmica del haustorio formado en condiciones in vitro. Por otra parte, a
pesar de su papel fundamental en la sefializacion de la induccién del haustorio, el H,O, no
ha sido probado como FIHs. Por lo anterior, el objetivo del trabajo fue “Inducir in vitro
haustorios en raices de Castilleja tenuiflora Benth. y evaluar el efecto de factores de
induccion de haustorios (FIHs) sobre la produccion de compuestos bioactivos”. Se
establecio el sistema bioldgico para inducir los haustorios y se evaluaron los siguientes
FIHs: catequina, vanillina 'y H,0O, (10, 25 y 50 puM). Los sistemas biologicos evaluados
fueron: en sustrato (en una relacion C. tenuiflora-Zea mays), en hidroponia (aplicando
FIHs), en medio liquido (aplicando FIHSs) y el sistema semisolido siendo este ultimo el méas
favorable para la induccion de haustorios. De los tres compuestos vanillina, catequina y
H,0, la vanillina fue el mejor FIHs en raices de C. tenuiflora induciendo 3 haustorios/raiz,
desarrollados en de forma lateral a los 14 dias de que se aplicé el compuesto. Utilizando la

histologia como una herramienta, se observaron las caracteristicas propias de un haustorio
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como el alargamiento de las células de la epidermis y un proceso de division de las células
de la corteza interna donde se pudo observar la presencia de abundantes nucleos (zona
nucleada) principalmente en la zona meristematica. El andlisis histoquimico indicé que la
formacion de haustorios esta asociado con la acumulacion de H,0, y flavonoides. De
acuerdo con el analisis fitoquimico de las plantas de C. tenuiflora tratadas con los FIHSs, la
concentracion de fenoles totales de la parte aérea fue similar en el control y las muestras
con vanillina y la concentracion de fenoles totales en raiz fue mayor en el control que en los
tratamientos (de tres concentraciones) con vanillina. Mientras que, la concentracion de
flavonoides en raiz fue mayor con vanillina a 25 uM. El andlisis de LC-MS (ESI), report6
la presencia de acido loganico, verbascésido, apigenina y un compuesto no identificado. La
mayor concentracion de apigenina se encontrd en la parte aérea (comparada también con lo
obtenido en raiz) de las plantas de C. tenuiflora pero mayor en el tratamiento con 25 uM
de vanillina (37.3 mg apigenina/g de extracto). Por lo tanto, en este trabajo se indujo la
formacion de haustorios en C. tenuiflora en condiciones in vitro sin la presencia de un
hospedero y utilizando vanillina (25 puM), observando con esta misma un efecto sobre la

produccion de compuestos bioactivos.
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ABSTRACT

Castilleja tenuiflora Benth. (Orobanchaceae) is a species of plant hemiparasita of medicinal
use; presents biological activities (cytotoxic, anti-inflammatory and anti-ulcerogenica),
which are attributable to iridoides and type phenolic compounds such as flavonoids and
feniletanoides. In the presence of phenolic compounds, flavonoids, quinones, etc (present in
root exudates of host plants) C. tenuiflora develops a structure called for haustorium
through which interference to other plant species at the level of the roots. The process of
formation of haustoria is complex, involves molecular events, biochemical and anatomical
that have not been fully clarified. Begins with the recognition (by the parasitic plant) of
chemical signals in the host along with reactions of oxidation-reduction. In these reactions,
the hydrogen peroxide (H,0O5) is a molecule essential. Given its complexity, the research in
natural conditions haustoria are limited so it has resorted in vitro culture and the
implementation of a series of chemical compounds which are called factors of induction of
haustoria (FIHs). Plant species in which it has achieved the induction of haustoria are
scarce and there is no information on studies in which the parasitic plant biotechnology has
a value. Also, there are still questions remain about the relationship between the FIHS and
the secondary metabolism of the parasite or anatomical formed haustoria characterization
in vitro conditions. Moreover, despite its crucial role in signaling induction haustorio,
H,0O, has not been tested as FIHS. On the other hand, in spite of its fundamental role in the
signaling of the induction of for haustorium, the H,O, has not been tested as FIHs.
Therefore, the objective of the work was to induce in vitro haustorium of Castilleja
tenuiflora Benth roots and evaluate the effect of induction factors haustorios (FIHS) on the
production of bioactive compounds. The biological systems evaluated were: substrate (in a
relationship C. tenuiflora-Zea mays), hydroponics (applying FIHS) in liquid medium
(applying FIHS) system and semisolid system and the latter being the most favorable for
the induction of haustoria. The biological system is established for inducing FIHS haustoria
and evaluated as follows: catechin, vanillin and H,0, (10, 25 and 50 uM). Of the three
compounds vanillin, catechin and H,0O,, The vanillin was the best FIHs in roots of C.
tenuiflora inducing 3 haustoria/root, laterally developed at 14 days after the compound was

applied. Using histology as a tool, it is noted the characteristics of a haustorium as the
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elongation of the cells in the epidermis and a process for the division of the cells of the
inner bark where they could observe the presence of abundant cores (nucleated area) were
observed primarily in the meristematic region. The histochemical analysis indicated that the
formation of haustoria is associated with the accumulation of H,O, and flavonoids.
According to the phytochemical analysis of C. tenuiflora plants treated with FIHS, the
concentration of total phenols of the aerial part was similar in control and the samples with
vanillin and the concentration of total phenols in root was higher in the control than in
treatments (of the concentrations) with vanillin. While the concentration of flavonoids in
root was higher with vanillin to 25 um. The analysis of LC-MS (ESI), reported the
presence of loganico acid, verbascosido, apigenin and unidentified compound. The highest
concentration of apigenin was found in the aerial part (also compared with the result
obtained in root) of the plants of C. tenuiflora but higher in the treatment with 25 uM of
vanillin (37.3 mg apigenina/g of extract). Therefore, in this work was induced the formation
of haustoria in C. tenuiflora under in vitro conditions without the presence of a host and
using vanillin (25 pM), noting with this same an effect on the production of bioactive

compounds.
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I. INTRODUCCION
Castilleja tenuiflora Benth es una especie vegetal hemiparasita que ha sido usada en la
medicina tradicional por sus actividades citotoxica, anti-inflamatoria y anti-
ulcerogénica. Dichas propiedades medicinales estan basadas por la presencia de
diversos grupos de compuestos como: iridoides glicosilados, feniletanoides glicosilados
y flavonoides. Estos compuestos se presentan en plantas silvestres, plantas de

invernadero y en plantas en condiciones in vitro.

Las especies de la familia Orobanchaceae (a la cual pertenece C. tenuiflora) han
recibido especial atencion por su condicion hemiparasita ya que los estudios en este
sentido estan enfocados hacia el dafio severo que causan en cultivos como maiz, sorgo,
lentejas, alfalfa, cacahuate, ornamentales como orquideas, etc., originando pérdidas muy
grandes. Esta condicion hemiparésita estd dada por la presencia de una estructura
Ilamada haustorio, la cual funciona como un puente mediante el cual se conecta la
planta parasita a la planta hospedero y permite la absorcion de agua, minerales y
nutrientes, y le sirve de soporte. En condiciones naturales, los exudados de la raiz de
estas plantas contienen una gran cantidad de compuestos como fenoles, flavonoides,
mucilago, azucares, vitaminas y aminoacidos, asi como enzimas que favorecen la
formacion de haustorios (Walker y col. 2003). En reportes sobre la induccion de
haustorios en condiciones in vitro se han empleando compuestos quimicos (bajo ciertas
condiciones de concentracion) entre los que se encuentran, algunos compuestos
fendlicos (vanillina, acido ferulico, acido caféico), flavonoides (quercetina, peonidina,
kamferol) y dimetil benzoquinona DMBQ usando como modelo de estudio Triphysaria
versicolor (Familia Orobanchaceae). Actualmente no existen reportes que indiquen la
utilizacion de H,O, como un inductor de haustorios. A nivel histolégico, los cambios
estructurales que se presentan durante el desarrollo de haustorios son el desarrollo de
zonas de abultamientos o globosas debido al alargamiento de las células de la epidermis
que son a su vez, resultado de la division interna en la zona meristematica central. Asi
como la formacion de pelos haustoriales que permiten anclarse a la planta hospedero.
Sin embargo, no se ha reportado la acumulacion de metabolitos secundarios a nivel del

haustorio, asi como su relacion con la sintesis de compuestos activos.
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Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue, inducir la formacién de haustorios
empleando factores de induccion de haustorios (FIHSs) en raices in vitro de Castilleja
tenuiflora Benth y evaluar su efecto sobre la produccion de compuestos activos. El
primer paso para la induccion de haustorios en raices de C. tenuiflora fue el
establecimiento del sistema experimental. Los compuestos quimicos empleados como
FIHs fueron: vainillina, catequina y H,O,. La caracterizacion de haustorios se realizd
mediante técnicas histoldgicas e histoquimicas. Por ultimo, se determiné el contenido de
feniletanoides y flavonoides en plantas in vitro de C. tenuiflora después de haber

inducido los haustorios con los FIHs.

II. ANTECEDENTES

11.1. Parasitismo en plantas

El parasitismo es considerado una interaccién biolégica entre dos organismos, en la que
uno de los dos organismos el parésito, consigue la mayor parte del beneficio. La planta

a la que va a parasitar es invadida a través de tallos 0 raices.

Las plantas parasitas han sido objeto de estudio porque son plagas de cultivos de
importancia econémica como maiz, trigo, café, tabaco o cacahuate, entre otros (Deeks y
col. 1999). Algunos géneros como Orobanche, han sido clasificados como plagas que
afectan la produccion de cultivos de importancia economica (Kureh y col. 2003). El
género Orobanche es parasita principalmente en la agricultura (Parker. 2013). Dentro de
las plantas clasificadas como plagas se encuentra Orobanche minor que parasita

especies vegetales de las familias Ranunculaceae y Poaceae.

Las relaciones parasitas estan clasificadas de la siguiente manera: holoparéasitas (o
parasitos obligados), plantas totalmente dependientes de la nutricion de la planta a la
que parasitan; no sintetizan clorofila ni son capaces de asimilar carbono y nitrogeno. Y
hemiparésitas (parasitos facultativos) las cuales no dependen totalmente de otra planta
pero obtienen de ella, agua, minerales y un soporte fisico mediante el desarrollo de una
estructura llamada haustorio (Riopel y Musselman. 1979).
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Existen dos tipos de haustorios: el haustorio terminal (haustorio primario) el cual se
desarrolla directamente de la parte apical de la raiz a partir de donde emerge una
radicula que se hincha dando origen a la formacién del haustorio. El segundo tipo de
haustorio es el lateral (haustorio secundario) que se desarrolla en raices jovenes o
adventicias. En muchas plantas parasitas, el haustorio terminal es funcional a lo largo
del ciclo de vida de la parasita, mientras que el haustorio lateral tiene un tiempo de vida
“corto”, por ejemplo, en muchas especies es funcional solo durante una etapa del ciclo
de vida (Yoder. 1999).

11.2. Haustorio: caracteristicas y proceso de formacién

El haustorio es un d&rgano parasitico especializado que une estructural y
fisiolégicamente a la planta parésita con la planta que es parasitada, cuya funcion es dar
soporte, ser un medio de absorcién y transporte de agua, de nutrientes y de metabolitos

secundarios.

El desarrollo de haustorios engloba los siguientes aspectos: el cese temporal del
crecimiento de la punta de la raiz con la formacion de un abultamiento de las células de
la corteza. Posteriormente, continla el anclaje al tejido de la planta parasitada mediante
la formacion de pelos haustoriales. El atrapamiento e invasion bajo el establecimiento
de una conexion vascular 6 puente xilematico que es la principal ruta de transporte de
agua y nutrientes para la planta parasita (Estrabrook y Yoder. 1998). Durante el
atrapamiento, la especie parésita atraviesa la corteza de las raices de la planta parasitada
rompiendo las barreras de las capas de la endodermis y como ultimo paso se lleva a
cabo la maduracion completa del haustorio. Ademas, durante el desarrollo del haustorio,
en la especie parasitada, se manifiestan un abultamiento de las células de la corteza con
la respectiva formacion de zonas meristematicas nucleadas (Yoder. 1999; Keyes y col.
2007). Los eventos ya descritos eventos son esenciales para asegurar la supervivencia
de la planta parasita (Dobbins y Kuijt. 1972; Baird y Riopel. 1984).

En condiciones naturales los haustorios se pueden formar por la presencia de exudados
presentes en la rizosfera y en condiciones in vitro los haustorios se forman mediante la

aplicacion de compuestos quimicos 6 FIHs y su efecto depende del tipo de exudado 6
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FIHs, la cantidad, la especie de la planta y el estado de desarrollo de la planta (Albrecht
y col. 1999). Los FIHs pueden ser azlcares, vitaminas, aminoacidos, flavonoides
(xenognosin A, xenognosin B), quinonas (2,6-dimetoxi benzoquinonas, DMBQ),
citocininas (zeatina) y acidos p-hidroxicinamicos (acido ferdlico) los cuales se
encuentran en diversas familias de las plantas y son liberados en la rizésfera (Walker y
col. 2003; Hassan y col. 2004). El &cido ferdlico y el &cido vanillinico también han sido
reportados como agentes alelopaticos, que al ser aplicados de forma exdgena tiene
diferentes efectos. En el caso del &cido ferulico, causa disminucion en el crecimiento de
las raices de Soya (Glycine max) debido al incremento en la biosintesis de lignina
(cuadro 1). Lucca y col. (2009) reportan que la aplicacion exdgena de acido cumarico
(metabolito de la ruta de fenilpropanoides) en plantas de Glycine max, tiene un efecto en
las actividades de la enzima fenilalanina-amonio-liasa (PAL), disminucion en los
niveles de H,O,, incremento las actividades de la enzima peroxidasa (POD) unida a la
pared celular y el contenido de lignina. Ademas la aplicacion exdgena de otros
compuestos fenolicos tiene un efecto sobre la actividad de la PAL. En Cucumis sativus,
la aplicacion exdgena de acido cinamico y &cido benzoico disminuye el contenido de

compuestos fenolicos glicosilados solubles (Politycka. 1998).

Dentro de los compuestos fenolicos usados como FIHs se encuentran el 4&cido
cumarico, acido siringico, acido ferulico, acido caféico y vanillina, asi como también
antocianinas como peonidina, cianidina, pelargonidina; flavonoides como quercetina y
kamferol, y quinonas (DMBQ). Por otro lado, una de las especies vegetales més
estudiada en la induccion de haustorios en condiciones in vitro es Triphysaria
versicolor (Orobanchaceae) en donde se ha observado la formacion de haustorios
después de la aplicacion de diversos FIHs. Estos autores demostraron que la induccién
de haustorios es dependiente del tipo de FIHs asi como de la concentracion (1.0 y 100
KUM). Por ejemplo, la formacién de haustorios es mayor al aplicar 1.0 a 50 uM de
vanillina, mientras que con 1.0-100 uM de peonidina la formacion de haustorios fue
menor; por el contrario, se ha demostrado que la variacion en la concentracion de acido
caféico (1.0-50 uM) no tiene efecto en la cantidad de haustorios formados (Albrecht y
col. 1999).
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Cuadro 1. Efecto de la aplicacidén exdgena de compuestos fenolicos en algunas especies

vegetales
Compuesto Especie Efecto Referencia
vegetal
Acido caféico  Glycina VDisminucion en el crecimiento de Herring y
y acido max raices, col. 2002
vanillinico vIncremento en la actividad de la enzima
peroxidasa (POD) soluble y POD unida
a pared celular
Disminucién en los niveles de H,0,
VIncremento en la actividad de la enzima
Fenilalanina-amonio-liasa ( PAL) Bubna vy
vIncremento en la produccién de lignina  col. 2011
Acido cumérico  Glycine Efecto en el crecimiento de raices Lucca vy
max Efecto en las actividades de las enzimas col. 2009
POD y PAL; disminucion en los niveles
de H,0,
VEfecto en la composicion de los
monomeros de lignina en raiz
Acido cindmico Cucumis \Disminucién en el contenido de Politycka.
(&cido ferulico y sativus L compuestos  fendlicos  glicosilados 1998
p-cumarico) solubles
Acidos VIncremento en la actividad de PAL

benzoico (acido
p-hidrobenzdico
y vanillico)

0.1 mM

VAlto contenido de compuestos fenélicos

glicosilados solubles
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11.2.1. Eventos bioquimicos y moleculares en la formacion de haustorios

Reportes de trabajos en condiciones in vitro (Figura 1) a partir de “exudados de raiz”(A)
0 FIHs (B) indican que las enzimas peroxidasas de raices convierten moléculas
fendlicas en quinonas activas que disparan la sefializacion de rutas mediante reacciones
de éxido-reduccion (C). El ciclo redox también genera intermediarios reactivos de
oxigeno gue son los responsables de la toxicidad de la quinona. Las plantas toman este
intermediario potencialmente nocivo como sefial para la induccion de los haustorios
(Keyes y col. 2000; 2001) que conducen al desarrollo del mismo. Durante el ciclo redox
se reportan la expresion de genes oxidoreductasas en raices parasitas (Yoder. 1999;
Yoder. 2001; Keyes y col. 2001; Bandaranayake y col. 2010). Estos genes
oxidoreductasa codifican el primer paso en la ruta de sefializacion del haustorio (modelo
“redox” de sefializacion del haustorio). Este modelo propone que compuestos como las
quinonas (DMBQ) funcionan como una sefial en las células de la parasita donde es
activado por las enzimas: TVQR1 y TvQR2. La TvQR1 cataliza la reduccion de la
quinona a semiquinona con lo que inicia el desarrollo del haustorio (Yoder. 1999;
Yoder. 2001).
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Figura 1. Esquema que representa los eventos bioquimicos y moleculares que ocurren

durante el desarrollo de haustorios inducidos por exudados de raiz 6 FIHs

Reportes en el género Orobanche indicaron la presencia de actividad enzimatica de la

peroxidasa (POD) que permite la liberacion de FIHs y cambios en la composicién de

lignina de la pared celular en el sitio de penetracion del haustorio (Hassan y col. 2004).

En estudios realizados respecto al reconocimiento quimico del hospedero, se reporta

que, ciertos mecanismos de defensa son activados cuando el haustorio se conecta al

sistema vascular con la participacion de enzimas que hidrolizan la pared celular de la
planta hospedera (Estranbrook y Yoder. 1998; Joel. 2013).
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Por otro lado, se ha reportado la participacibn de una segunda enzima, la
poligalacturonasa (PG), la cual se propone que pudiera degradar las pectinas de la pared
celular para facilitar la penetracion de la parasita dentro de las células hospedero
(Losner-Goshen y col. 1998). Estos eventos de penetracion del parasito al hospedero,
incluyen la sintesis y liberacion de componentes citotoxicos (por ejemplo, acidos
fendlicos y fitoalexinas), la formacién de barreras fisicas como lignificacion y
suberizacion de las paredes celulares para prevenir el posible ingreso y crecimiento de

la planta parésita.

Otro evento posterior al proceso de penetracion del parasito a la especie vegetal
parasitada, es la elongacion de las células del haustorio dentro del tejido del hospedero
hasta alcanzar el tejido vascular. En algunas especies como Striga asiatica, la
penetracion de la parésita al hospedero implica divisiones anticlinales y periclinales en
la mayoria de las células asi como un crecimiento desde la base hasta la punta del
haustorio (Hood y col. 1998). También se ha encontrado que cuando Vicia spp. es
parasitada o infectada por Phelipanche aegyptiaca, se despliega la acumulacion de
compuestos fenolicos, ligninas y la actividad de la enzima peroxidasase incrementa

entre las células del hospedero y el parasito.

Durante la formacion de haustorios ocurren otros cambios a nivel estructural que estan
dados por la participacion de los genes de expansinas (proteinas). En Striga asiatica las
benzoquinonas inducen la expresion de los transcritos saExpl y saExp2 que
corresponden a expansinas (Keyes y col. 2001). Las expansinas tienen una participacion
importante en el proceso de la expansion celular de forma radial cuando se esta llevando
a cabo la elongacion de la raiz durante el desarrollo del haustorio (O’Malley y Lynn.
2000). Una vez que se forma el haustorio por la integracion de la planta parasita y su
hospedera puede haber traslocasion de agua, nutrientes, y movimiento bi-direccional de
proteinas y mRNA, como se ha descrito en la interaccion de Triphysaria con lechuga
(Tomilov y col. 2008). Otros metabolitos como alcaloides isoquinolines son transferidos
de la especie hemiparasita Tristerix verticillatus a partir de su hospedero Berberis
montana (Cabezas y col. 2009); Rhinanthus minor (Orobanchaceae) absorbe agua,

nutrientes, asimila carbono y fitohormonas de la planta hospedera (Jiang y col. 2005).
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Por otro lado, durante la formacion de haustorios ya sea mediante “exudados de raiz” 6
FIHs ocurren cambios histoldgicos que son modificaciones a nivel estructural. Dobbins
y Kuijt. 1972, describieron por primero vez el desarrollo de haustorios en especies del
género de Castilleja lutescens y Castilleja cusickii. Especies hemiparasitas como las del
género Castilleja también han sido objeto de estudio por su uso en la medicina
tradicional y potencial farmacolégico (Bork y col. 1996) como a continuacion se

describira.

11.3. Género Castilleja (Familia Orobanchaceae)

Castilleja tenuiflora Benth. (Figura 2) es una especie vegetal mexicana que fue
reclasificada de la familia Scrophulariaceae a la familia Orobanchaceae en funcion a su
naturaleza hemiparéasita y sus caracteristicas moleculares (Tank y col. 2009). Se conoce
comunmente de diversas formas: Cola de borrego, Calzén de indio, Garafiona,
Garayona, Hierba del cancer, Castilleja, Hierba del golpe, Flor de hielo. Se distribuye a
lo largo del pais pero su crecimiento es mayor en el area del centro y sur del pais
(Rosas. 2007). C. tenuiflora crece en bosques de pino encino en altitudes de 1680-3400
m.s.n.m. Es una planta herbacea de 30 cm a 1 m de alto que presenta inflorescencias
ramosas con numerosas flores. El género Castilleja comprende mas de 220 especies
herbaceas o perenes, las cuales estdn ampliamente distribuidas en América; algunas de

estas especies son raras o endémicas (Nesom. 1992; Egger. 2008; Tank y col. 2009).

Castilleja tenuiflora es una planta medicinal, de acuerdo a la herbolaria mexicana,
todas las partes de la planta son utilizadas para tratar diversas afecciones como dolor de
estbmago, tosferina, sarampion y contra el piquete de vibora. Algunos autores le
atribuyen propiedades diuréticas y en el tratamiento del cancer (Jiménez y col. 1995). El
uso tradicional esta asociado a la acumulacion de compuestos fitoquimicos de gran
importancia farmacologica como los flavonoides, iridoides glicosilados y feniletanoides
(Cuadro 2) (Gomez-Aguirre y col. 2012).
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Figura 2. Castilleja tenuiflora Benth. en su habitat natural

Los feniletanoides de manera particular, son de gran interés debido a sus propiedades
anti-inflamatorias, antioxidantes y citotoxicas (Sanchez y col. 2013). Sin embargo, se
reporta un alto grado de variabilidad tanto en el tipo como en la concentracion de los
compuestos activos entre las plantas individuales y las partes de la planta (Rosas. 2007;

Lopez-Laredo y col. 2012).

Estudios fitoquimicos (Cuadro 2) indican que en extractos metanolicos de la parte aérea
y raiz, se acumulan iridoides con actividad inflamatoria (Carrillo y col. 2013; Sanchez
y col. 2013) como la aucubina vy el bartsiosido (Martinez-Bonfil y col. 2011) siendo
este el primer reporte sobre la composicion quimica de la raiz de C. tenuiflora (Rosas.
2007). Otros antecedentes indican la identificacion de flavonoides como la apigenina
(Gémez-Aguirre y col. 2011) y derivados de quercetina (Lopez-Laredo y col. 2012). En
otros reportes las plantulas crecidas en condiciones in vitro en biorreactores de
inmersion temporal y permanente se reportd la cuantificacion de iridoides totales,
compuestos fenolicos totales y flavonoides (Valdez. 2011; Medina. 2011). Moreno-
Escobar y col. (2011) reportaron actividad citotoxica de extractos de plantas completas
contra lineas de cancer de mama y cervicouterino. Sanchez y col. (2013) evaluaron la
actividad citotoxica, anti-inflamatoria y anti-ulcerogénica de extractos de diversa
polaridad de plantas de C. tenuiflora silvestres y plantas in vitro. Los principales
componentes de estos extractos fueron verbascosido é isoverbascosido, y la
concentracion dependié del solvente usado y del origen del material. De acuerdo a lo
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reportado por Goméz-Aguirre y col. (2012), Sanchez y col. (2013); Carrillo y col.

(2013),

los feniletanoides verbascésido é

isoverbascosido son

los principales

compuestos antioxidantes de C. tenuiflora. Sin embargo, son pocos los antecedentes

respecto a la biosintesis de estos compuestos.

Cuadro 2. Estudios fitoquimicos en la especie vegetal C. tenuiflora

Compuesto quimico  Fuente Extracto Actividad Referencia
bioldgica
Iridoides Raiz(in vitro) Metandlico Anti-inflamatoria, Jiménez vy
(aucubina'y tallos, hojas, citotoxica, col. 1995;
bartsiosido) plantulas neuroprotectora, Rosas. 2007,
" completas inmunoestimu- Martinez-
Hﬁ:l?’ o lante Bonfil y col.
o 2011;
Valdez.2011;
Medina.2011
Fendlicos y Plantas Metanodlico  Antioxidante; Medina.2011
Flavonoides completas, citotoxica Valdéz.2011
(apigenina) organos de Gbomez.2011
planta Lopez-
silvestre e in Laredo y col.
vitro 2012
Feniletanoides: Raices Metandlico  Antioxidante; Gomez-
Verbascosido/ plantas anti- Aguirre y col.
isoverbascosido silvestres, de inflamatorio; 2012; Sanchez
invernadero, Citotdxica; y col. 2013;
e invitro Carrillo y col.

2013. Moreno-
Escobar y col.
2011
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11.3.1. Ruta de biosintesis de flavonoides y feniletanoides

Las plantas sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios entre los que
destacan los compuestos fendlicos, polifenoles, fenilpropanoides, verbascésido y otros
feniletanoides glucosidos. En la figura 3 se muestra la ruta de biosintesis de los
flavonoides y feniletanoides. La ruta inicia a partir del acido 3-deshidroshiquimico que
es precursor de los compuestos fendlicos en plantas. A partir del acido 3-
deshidroshiquimico se derivan los tres aminoacidos aromaticos: fenilalanina, tirosina y
triptéfano. La fenilalanina es sustrato de la enzima clave para la biosintesis de los
compuestos fendlicos, la PAL, enzima que cataliza la formacion de acido cindmico por
eliminacién de una molécula de amonio de la fenilalanina; para sintetizar acido trans-

cindmico y amoniaco.

La actividad de PAL estd estrechamente relacionada con el desarrollo de una planta
(Lister y col. 1996). El &cido cindmico es convertido a &cido p-cumérico a través de la
enzima cinamato 4-hidroxilasa (4CH). Entre los derivados del acido cinamico se
encuentra el acido benzoico y ejemplos de estos son la vainillina y el acido salicilico;
este Gltimo actta como regulador del crecimiento vegetal, implicado en la resistencia de
la planta frente a patdgenos. A partir del &cido cumérico se da origen a la biosintesis de
lignina que se forma a partir de tres derivados fenilpropanoides: los alcoholes
coniferilico, cumarilico y sinapilico. Posteriormente, el acido p-cumérico se
metaboliza y es transformado en 4-cumaril-CoA por la 4-cumarato ligasa (4CL) para
formar acido feralico y acido caféico cuya principal funcién es ser precursores de otros
derivados mas complejos: cumarinas, lignina, flavonoides e isoflavonoides. El principal
paso para la formacion de flavonoides, es la condensacion de tres moléculas de malonil-
CoA, reaccion que es catalizada por la enzima chalcona sintasa (CHS) para la
formacion del primer flavonoide (Lister y col. 1996). Por Gltimo, de la chalcona se dan
acilaciones y glicosilaciones para dar como productos a las antocianinas (Peng y col.
2008).

Respecto a la biosintesis de los feniletanoides, ain son escasos los estudios. Lo
reportado en la literatura sugiere que la fraccion de hidroxitirosol es biosintetizado de la

tirosina a través de DOPA y la dopamina; la amina de la dopamina se oxida a aldehido
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seguida de una reduccion a alcohol para posteriormente, ser B-glicosilada. En la
biosintesis de los feniletanoides, el hidoxitirosol se une a 3 moléculas de azlcares y a
una molécula de acido cafeico el cual es biosintetizado a partir de lafenilalanina
(Saimaru y Orihara. 2010).

Acido 3-Deshidroshiquimico

il N

Fenilalanina Tirosi
1rosina
NH, &l PAL l
— — Derivados del acido benzoico DODA
Acido cinamico (compuestos fenolicos)

\L 4CH l

— . _> Fenilpropanoides simples 5 :
Acido p-cumarico | — (acidos cinamicos y cumarinas) opamina

Precursores de lignina
4CL \L \

Acido caféico Hidroxitirosol

4-cumaril-CoA

COOH $
+3
COSCoA 7 l CHS \

Malonyl-CoA

FENILETANOIDES

-3CO, Chalcona

$ Flavonas

(Apigenina, luteolina)

Dihidroxiflavonol |[—=

Flavonoles
$ (kaemferol, quercetina)

——

ANTOCIANINAS

Figura 3. Ruta de biosintesis de compuestos fenolicos: flavonoides y feniletanoides.
PAL, Fenilalanina-amonio-liasa; CHS, Chalcona Sintasa; 4CH, Cinamato-4-
hidoxilasa; 4CL, 4-Cumarato Co.A ligasa; DOPA, 3-4-dihidroxifenilalanina.
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I11. JUSTIFICACION

Por sus propiedades citotoxica, anti-inflamatoria y anti-ulcerogénica Castilleja
tenuiflora es ampliamente utilizada en la medicina tradicional. Sin embargo, para el
aprovechamiento sustentable de C. tenuiflora es importante buscar alternativas que
favorezcan el crecimiento, desarrollo y capacidad de biosintesis de compuestos activos
de esta especie vegetal. En condiciones naturales, C. tenuiflora se encuentra en relacién
hemiparéasita con otras especies. El hemiparasitismo esta condicionado a la secrecion de
algunas sustancias denominadas “exudados de raiz” que inducen el desarrollo de una
estructura denominada haustorio que tiene la funcion de absorber nutrientes de la planta
huésped. Por lo anterior, en este trabajo se planteé la induccion de la formacion de
haustorios en raices in vitro de Castilleja tenuiflora utilizando factores de induccién de

haustorios y su relacion con la produccién de compuestos activos.

IV. HIPOTESIS

(1) La aplicacion de FIHs a pléntulas de C. tenuiflora en condiciones in vitro y ex

vitro inducira el desarrollo de haustorios y cambios morfoldgicos en sus raices.

(2) La aplicacion de FIHs a plantulas de C. tenuiflora en condiciones in vitro podria

tener un efecto en la produccién de compuestos bioactivos.

V.OBJETIVOS

V.1. Objetivo general

Inducir la formacion de haustorios empleando factores de induccién en raices in vitro

de Castilleja tenuiflora Benth y evaluar su efecto sobre la produccion de compuestos

bioactivos.
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V.2. Objetivos particulares

1) Establecer el sistema experimental para la induccion de haustorios en raices de

C. tenuiflora.

2) Evaluar el efecto de vainillina, catequina y H,O, en la induccién in vitro y ex

vitro de haustorios.

3) Caracterizar los haustorios mediantes técnicas histoldgicas e histoquimicas.

4) Analizar mediante técnicas espectroscopicas y cromatograficas los extractos de

plantas de C. tenuiflora tratadas con FIHs en condiciones in vitro.
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VI. MATERIALES Y METODOS

La estrategia general plantea el establecimiento del sistema experimental a partir de
plantas de C. tenuiflora para la induccion de haustorios (Figura 3). Se plantearon dos
alternativas: en una relacion parésita-hospedero y empleando FIHs en condiciones in
vitro y en hidroponia (ex vitro). Posteriormente, una vez establecido el sistema
bioldgico se planteo la caracterizacion de los haustorios mediante técnicas histologicas é
histoquimicas empleando microscopia estereoscopica optica y microscopia electronica
de barrido en modo ambiental. Por dltimo, se realizo el analisis fitoquimico de las

plantas in vitro después de la aplicacion de los FIHs y la induccion de haustorios.

Establecimiento del sistema experimental

de C. tenuiflora

—_—_——— - - —— — — a1

Induccién de haustorios

: Factores de induccién de haustorios (FIHSs): in vitro :
|
~ : y ex vitro (hidroponia) (0, 10, 25y 50 uM) :
e j
Caracterizacion |
Iy . I
anatomica y estructural | Histologia |
de haustorios | Histoquimica |
L |

|

Anélisis fitoquimico

de plantas in vitro

Figura 4. Estrategia general empleada para la induccién de haustorios en plantas de
C. tenuiflora
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V1.1. Material bioldgico

V1.1.1. Establecimiento del sistema experimental para la induccidn de haustorios
Para la induccion de haustorios en C. tenuiflora se probaron 4 sistemas: (a) el
crecimiento de plantas de C. tenuiflora en sustrato peat moss-agrolita-vermiculita
(relacion 1:1:1 y pH 5.8 ) en una relacion hemiparasita con plantas de maiz (Zea mays);
(b) en un sistema hidroponico con medio de cultivo Hoagland reportado por Ventura y
col. ( 2003); (c) en medio de cultivo liquido SH (Schenk y Hilbebrandt. 1972) y Bs
(Gamborg y col. 1968); y (d) en medio semisdlido en tubos de ensaye con medio de
cultivo SH. Las plantas de C. tenuiflora utilizadas en los cuatro sistemas fueron
provenientes de sistema de cultivo liquido crecidas en medio Bs generado por Rosas
(2007). Para establecer los sistemas a, b y d (sustrato, hidroponia y en tubos), las plantas
se subcultivaron (por 21 dias) en medio de cultivo semisolido SH. Para iniciar el
cultivo en tubos de ensaye con medio de cultivo semisélido, plantas de 21 dias de edad
fueron transferidas y cultivadas en tubos de ensaye de 50 mL (Sigma/Aldrich, St.
Louis, MO, EEUU) que contenian 10 mL de medio de cultivo liquido SH suplementado
con sacarosa (30 g/L), acido 3-indol acético (AIA, 10 uM) y 2.2 g/L de fitagel
(Sigma/Aldrich, St. Louis, MO, EEUU). Los tubos fueron tapados con algodén. El
medio de cultivo fue solidificado de forma inclinada (45°) y los brotes fueron
sembrados de manera vertical. Las raices de C. tenuiflora se desarrollaron sobre la
superficie del medio de cultivo y bajo estas condiciones, a los 21 d se les aplicaron los
compuestos quimicos. Las plantas fueron cultivadas en condiciones controladas de
fotoperiodo (16 h luz/8 h oscuridad) a 70 pmol/m?s de intensidad luminosa y 25°C de
temperatura. En los sistemas hidroponia, medio liquido (SH y Bs) y en tubos de ensaye

se probaron los siguientes FIHs: catequina, vanillina, y peroxido de hidrégeno.

V1.2.1. Interaccion Castilleja tenuiflora-Zea mays en sustrato

Plantas de C. tenuiflora provenientes de un sistema de cultivo liquido, fueron colocadas
en sustrato peat moss-agrolita-vermiculita y se dejaron crecer durante 40 dias. Al cabo
de este tiempo plantulas de maiz de 11 dias de edad fueron trasplantadas junto a las
plantas de C. tenuiflora (una distancia de 1 cm entre ambas plantas) durante un periodo
de 30 dias. Al cabo de este tiempo fueron evaluados los cambios morfologicos en las

raices de las plantulas de C. tenuiflora.
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V1.2.2.1. Obtenciéon de exudados de maiz

Semillas de maiz (Zea mays) fueron desinfectadas de acuerdo a lo reportado por
Salcedo y col. (2007) y germinadas en medio de cultivo semisdlido SH en cajas
magenta, colocando 4 semillas por caja (se utilizaron Unicamente 2 cajas magenta para
la obtencion de los exudados). Plantas de maiz de 13 dias de edad fueron extraidas de
las cajas magenta y se colectd el medio de cultivo conteniendo los exudados de las
raices de maiz. EI medio de cultivo fué centrifugado a 10 000 rpm/30 minutos. Se
obtuvo una concentracién de extracto de 1.26 g (de 8 plantas de maiz), y fueron
diluidos en 10 mL de H,O destilada. 1 mL de esta solucién fue agregado a 10 frascos
gerber donde fueron colocadas las plantas de C. tenuiflora con 115 mL medio

hidroponico Hogland lo que correspondié a 1 mg/mL de exudado por frasco gerber.

V1.2.2. Cultivo en un sistema hidropoénico y aplicacion de factores de induccion de

haustorios

Plantas de C. tenuiflora provenientes de un medio de cultivo semisdélido, fueron
crecidas en un sistema hidroponico (medio de cultivo Hoagland) durante 36 dias. Una
vez que las plantas presentaron el crecimiento de sus raices se aplicaron los exudados de
maiz (Img/mL) y los FIHs en el medio hidroponico: catequina (25 pM), vanillina (25
UM) y H,0; (25 uM) teniendo un control. Después de 21 dias fueron evaluados los

cambios morfoldgicos en las raices de las plantulas de C. tenuiflora.

V1.2.2.2. Preparacion de FIHs

Se prepararon soluciones de 25 uM con los compuestos de vanillina (Sigma/Aldrich, St.
Louis, MO, EEUU), catequina (Sigma/Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) y H,0, (Marca
comercial) y la mezcla de 25 puM vanillina y 25 uM H,0,. Los compuestos fueron
esterilizados por filtracion a través de membranas de 0.2 um (Millipore, GNP, Irlanda)

y aplicados en condiciones asépticas dentro de una campana de flujo laminar.
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V1.2.3. Cultivo en inmersion permanente y aplicacion de FIHs

Plantas de C. tenuiflora fueron crecidas en un sistema de cultivo liquido (SCL) con
medio de cultivo SH durante un periodo de 21 dias; al cabo de este tiempo se les
aplicaron los FIHSs: catequina, vanillina y peréxido de hidrégeno en una concentracién
final de 25 uM. Los FIHs fueron aplicados en condiciones hidropénicas, en cultivo en
inmersion permanente y en el sistema de tubos de ensaye. EIl volumen de aplicacion fue
de 1 ml por muestra. A cada frasco, se le agregé 1 mL de la solucion respectiva sobre el
medio de cultivo, de tal forma que estuviera en contacto con las raices de las plantas
durante 21 d. Después de 21 dias fueron evaluados los cambios morfoldgicos en las
raices de las plantulas de C. tenuiflora.

V1.2.4. Induccién de haustorios con FIHs en medio de cultivo en tubos de ensaye

con medio semisolido en condiciones in vitro

A cada tubo de ensaye, se le agregaron 1 mL del FIHs en condiciones de asepsia dentro
de una campana de flujo laminar y sobre el medio de cultivo semisolido, de tal forma
que estuviera en contacto con las raices de las plantas durante 21 d. Las variables de
respuesta fueron: induccion de haustorios (%) y numero de haustorios por raiz. Las
observaciones se realizaron en un microscopio estereoscopico (SMZ 1500, NIKON,

Japon).

V1.2.4.1. Calculo del nimero de haustorios

% de raices con haustorios = NUmero de raices con haustorios (100)

Numero total de raices
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V1.2.4.2. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados por medio de anélisis de varianza ANOVA, para
determinar si habia diferencias en el nimero de haustorios por tratamiento al aplicar los
FIHSs tenia influencia significativa en las variables de respuesta. Para las comparaciones
entre medias se hizo una prueba de Tukey con un nivel de significancia del 5 %. Todas

las pruebas se realizaron con STATGRAPHICS plus 5.1 para Windows.

V1.3. Caracterizacion estructural de los haustorios

Las raices de 21 dias de edad fueron fijadas con formaldehido durante 24 h,
posteriormente se realizaron tres lavados con amortiguador de fosfatos pH 7.2 (0.2 M)
para eliminar los restos de formaldehido y evitar dafiar el tejido. El siguiente paso
consistio en deshidratar las raices gradualmente utilizando etanol en diferentes
concentraciones: 30%, 50%, 70%, 80%, 90% y etanol absoluto durante 1 h en cada una.
Posteriormente, las raices se colocaron en una solucion de xilol-alcohol (50-50%, v/v)
durante 1 h. Enseguida, se transfirieron a xilol al 100% (v/v) durante 24 h.
Posteriormente, se pasaron a una solucion xilol-paraplast (50%-50%, v/v) por 24 h. El
siguiente paso fue colocarlas en paraplast al 100% durante 1 h. Finalmente, las raices
fueron colocadas de manera individual en contenedores simport con tapa en forma de
rejilla (Sigma/Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) se les aplico el paraplast hasta quedar
completamente cubiertas y colocarles una rejilla que permitidé que las raices quedaran
inmovilizadas. Las muestras se secaron durante 24 h en un horno a 60°C y por ultimo,
se refrigeraron a 4°C para que solidificaran. Los cortes se realizaron a 10 um de grosor
mediante un microtomo (LEICA, RM2125RT, Alemania

Dado que los ndcleos celulares tienen &cidos nucleicos ricos en radicales &cidos, se
realizaron tinciones con hematoxilina para tefiir componentes acidos de los tejidos,
dando una coloracion violeta (Bancroft y Gamble. 2002). EIl tiempo del colorante con
las muestras fue de 10 min, al cabo de este tiempo las muestras se enjuagaron con agua
destilada y posteriormente en etanol. Enseguida, las muestras fueron sumergidas en una
mezcla de xilol-etanol (50%-50%, v/v). Por ultimo, se introdujeron en una solucion de

xilol absoluto.
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V1.4. Localizacion histoquimica de flavonoides utilizando DBPA

Se utilizaron muestras fijadas en paraplast en cortes de 10 um las cuales fueron tenidas
con aminoetil-2-difenil borinato (DBPA) al 0.25% (p/v) disuelto en metanol absoluto.
El procedimiento fue el mismo que para la tincion de hematoxilina excepto que el
tiempo de reaccién fue de 15 min (Saslowsky y Winkel. 2001). Las observaciones se

realizaron en un microscopio compuesto (Eclipse 801, NIKON, Japon).

V1.5. Localizacion histoquimica de H,O, utilizando DAB

La deteccion de H,0, se realizd de acuerdo al método propuesto por Huang y col.
(2011). Las raices fueron colocadas en tubos Eppendorff de 1 mL y se les agregaron 500
pL de una solucién de 3,3-diaminobencidina (DAB) en una concentracion de 1 mg/L
disuelto en amortiguador TRIS pH 5. Se aplicaron pulsos de vacio de 6 min en
condiciones de obscuridad y posteriormente las muestras se almacenaron por 24 h a 4°C
bajo obscuridad. Al cabo de este tiempo, se realizaron 3 lavados con amortiguador TRIS
pH 5 y las raices se colocaron en un porta objetos y un cubre objetos que fue sellado

con barniz para su posterior observacion al microscopio.

V1.6. Caracterizacion de haustorios con microscopia electronica de barrido (MEB)
La caracterizacion por MEB de los haustorios se realizd en material in vivo. Se utilizé
un microscopio: Marca Carl Zeiss modelo EVO LS 10. Las condiciones de trabajo para
sus muestras fueron: 10 kvolts de aceleracion de los electrones, se usd el detector de
electrones retrodispersos, las imagenes se obtuvieron en la modalidad de presién
extendida, ésta fue de 90 Pa generada con gas de nitrogeno en la camara del

microscopio.

VI1.7. Analisis quimico

VI1.7.1. Preparacion de extractos

Los extractos metandlicos de las muestras de la parte aérea y raiz, se prepararon a partir
de 200 mg de muestra fresca, se agregé 1 mL de metanol (MeOH) y se macer6 en un

mortero agregando nitrégeno liquido. Posteriormente, las muestras se colocaron en
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viales Ependorff y se centrifugaron a 13000 rpm durante 6 minutos a 4°C (Medina.
2011) y se utilizo el sobrenadante.

V1.7.2. Cuantificacion de compuestos fenolicos totales

Para la determinacién de fenoles totales se realizé el método colorimétrico reportado
por Shohael y col. (2006). Se consideré una mezcla de reaccion de un volumen final de
2.6 mL. Para lo cual se consideraron 10 pL de extracto, 90 uL de MeOH, 2.5 mL de
agua destilada desionizada. Enseguida se agrego 0.1 mL de reactivo de Folin Ciocalteu
agitando suavemente y dejando reposar la mezcla durante 6 min y enseguida se agregd
0.5 mL de carbonato de sodio al 20%, se agit6 y se dejé reposar la mezcla 30 min.
Finalmente se leyo en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 760 nm. La curva
patrén se elaboré con acido galico en un intervalo de 0-25 pg/mL disueltos en metanol.
Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de acido galico por g de biomasa
seca (mg EG/g BS).

V1.7.3. Cuantificacién de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides totales se realiz6 por el método colorimétrico
reportado por Shohael y col. (2006). La mezcla de reaccion fue de 250 uL considerando
un volumen de extracto de 10 pL al cual se le agregd 240 uL MeOH y un volumen de
agua desionizada de 1.25 mL. A esta mezcla se le agregaron 75 pL de nitrito de sodio al
5 % se agito y se dejé reposar 6 min. Transcurrido este tiempo se le agregaron 150 pL
de cloruro de aluminio al 10% agitando suavemente y se dejo en reposo por 5 min.
Posterior a este tiempo se agregaron 500 pL de hidréxido de sodio 1 M mas 2.5 mL de
agua desionizada agitando suavemente y se dejo reposar la mezcla por 30 min;
transcurrido este tiempo, se leyé la absorbancia a 510 nm. Se elabor6 una curva patrén
con catequina en un intervalo de 0-100 pg/mL. Los resultados fueron expresados como

mg equivalentes de catequina por g de biomasa seca (mg EC/gBS).
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V1.7.4. Analisis quimico por LC-MS

El analisis del contenido de flavonoides por cromatografia de liquidos de alta resolucion
acoplado a un espectrofotometro de masas ( HPLC-MS), en los extractos metandlicos se
realizd en equipo Shimadzu LC-MS (Shimadzu, Tokio, Japon). El equipo esta integrado
por un sistema controlador CBM-20A, con dos bombas LC-20AD, un degasificador
DGU-20A3, una columna Oven CTO 20A, un detector de arreglo de diodos (PDA)
SPD-M20A UV-VIS. El espectrometro de masas LCMS interconectado con una fuente
de ionizacién de electrospray (ESI) y un softwaere (solutions LSMS v 5.0). Las
muestras extraidas y analizadas (200 pug BS/ ml) fueron colocadas a 40°C en una
columna Alltima HP C18 HL (7 mm x 53 mm, 3 pum; Alltech Associates Inc.Deerfield,
IL, USA). El sistema de gradientes [(fase movil: A= agua acidificada (pH= 2.3) con
acido acético y B= acetonitrilo:metanol (1:1)] fue: 1-3 min, 90% A-10% B; 3-6 min
80% A-20% B; 6-10 min, 60% A-40% B; 10-15 min, 50% A-50% B; 15-20 min,
40% A-60%B; 20-23 min, 10% A 90% B and 23-24 min 90% A-10% B. Donde A= La
velocidad de flujo fue de 1 mL/min y el volumen de inyeccion fue de 5 uL. La deteccién
de PDA fue realizada en una longitud de onda de 200-400 nm vy el espectro de masas
fue registrado en un estado de ion negativo bajo la siguiente forma de operacion: en un
barrido de 300-600 m/z, gas de secado Nz (10 L/min), flujo de gas secante nebulizador
(1.5 L/min), voltaje de interfase (4.5 kV) y un detector de voltaje (1.2 kV). Los
espectros fueron adquiridos en un intervalo de m/z de 400-500. Los picos principales
en los cromatogramas de HPLC fueron identificados: a 330 nm para feniletanoides y a
360 para flavonoides. Los cromatogramas fueron analizados tomando en cuenta el

tiempo de retencion (tg) de los picos, el espectro de UV y el valor m/z.

La concentracion de apigenina fue estimada por interpolacion del area de los picos y
comparando con la curva de calibracion, la absorbancia fue medida a 360 nm. La curva
de calibracion fue linear en un intervalo de 0-100 pg/mL (y= 4783x + 18319; R? =
0.9704) (Martinez-Bonfil y col. 2014). Esta metodologia es reportada en cultivos de
C. aequipetala Cav.
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VIl. RESULTADOS

VI1.1. Establecimiento del sistema experimental para inducir haustorios

VI1.1.1. Relacion planta-planta entre C. tenuiflora-Zea mays en sustrato

Los resultados respecto a la relacion planta-planta C. tenuiflora y Zea mays se muestran
en la Figura 5. Se observaron cambios morfologicos en una de las raices de C.
tenuiflora que nos podrian estar indicando la formacion de un haustorio (Figura 5 B-C).
La estructura formada entre la relacion parasita C. tenuiflora-Zea mays, fue de forma
globular y un poco alargada la cual atravesaba toda la raiz de C. tenuiflora (Figura 5 B-
C). De acuerdo a lo reportado por Losner-Goshen y col. (1998), en referencia a las
especies del género Orobanche, para que se dé una relacion parésita es importante la
afinidad entre ambas especies, ademas de la composicién y cantidad de exudados de
raiz por parte de la planta hospedera.

El analisis histologico del corte longitudinal del haustorio mostro una pared celular muy
gruesa (Figura 5D) debido quizés a la acumulacion de lignina (polimero), reportado
como uno de los cambios morfoldgicos caracteristicos en la formacion de estas
estructuras. Por otro lado, se observo un crecimiento de células periclinales (CP) y
células anticlinales (CA); ambos crecimientos (CP y CA) tienen una disposicion del
centro de la zona meristemética (ZM) hacia la punta del haustorio, lo cual coincide con
lo descrito por Hood y col. (1998) en la especie parasita Striga asiatica. En la Figura
5E se observa el corte longitudinal del Gnico haustorio inducido en este sistema, indica
la presencia de almidon caracterizado por la presencia de la cruz de malta, la cual sirve

como una fuente de energia que se emplea durante la formacion de haustorios.

Pagina 24



Figura 5. Haustorios en una relacion planta-planta Castilleja tenuiflora-Zea mays. (A)

C. tenuiflora con plantas de maiz, barra = 1 cm. (B) Raiz de C. tenuiflora, formacion de
un haustorio, barra = 1 mm. (C) Corte longitudinal de haustorio tefildo con cristal
violeta, barra= 0.1 mm. (D) Corte transversal del haustorio mostrando las células
periclinales (CP) y células anticlinales (CA) asi como la zona meristematica (ZM). (E) y
haustorio con abundantes granulos de almidén indicados por la cruz de malta, barra=

0.1 mm.
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VI1.1.2. Sistema hidroponico

A partir de plantas de C. tenuiflora crecidas durante 36 dias en hidroponia se evaluaron
los parametros: tamafio de la planta madre, numero de raices y tamafio de raices (Figura
6A). En el cuadro 3 se observa que no hubo diferencias significativas en la altura de la
planta madre entre los tratamientos: catequina, peroxido de hidrégeno y vanillina
respecto al control. Respecto al numero de raices, las plantas tratadas con H,O,
mostraron diferencias significativas; estas diferencias fueron de hasta 2 veces mas con
respecto a las plantas control y catequina, y de tres veces mas comparadas a las plantas
con vanillina. En cuanto a las raices tratadas con peréxido de hidrogeno (H;0,), las
diferencias observadas respecto al aumento en el nimero de raices en comparacion a los
demas tratamientos, quizas puede deberse a la participacion que tiene el peroxido de
hidrogeno en los procesos de rizogénesis (Shiweng y col. 2007). En cuanto a la longitud

de las raices no se observaron diferencias significativas.

En el control se encontraron raices tubulares, lisas sin cambios morfologicos (Figura
6B). Las plantas a las cuales se les aplicO catequina, presentaron raices poco
ramificadas, tubulares, lisas y mas delgadas respecto a las raices control (Figura 6C).
Mientras que en las raices a las que se les aplicd peroxido de hidrégeno, los cambios
morfoldgicos fueron muy contrastantes (Figura 6D). Las raices tratadas con peroxido de
hidrégeno fueron mas gruesas (3 mm) con una raiz principal y varias raices laterales
delgadas. A partir de la raiz principal emergieron varias pequefias vellosidades (raices
secundarias) y se puede observar la forma globular de un haustorio de donde emergen

también pequefias vellosidades de aproximadamente 0.2-0.5 mm de longitud.

Por otro lado, en un corte longitudinal de raiz de C. tenuiflora (Figura 6E) se observa el
crecimiento de las células que conforman el haustorio (H) el cual es un crecimiento muy
tipico en este tipo de estructuras. En este mismo corte longitudinal del haustorio se
muestra la presencia de granulos de almidén (GA) visto con luz polarizada (Figura 6F).
Como ya se menciono anteriormente, la acumulacion de almiddn, es una caracteristica
en el crecimiento de haustorios. Sin embargo, pese a que los resultados mostraron que
el H,O, se comporta como un FIHs, no fue posible mantener viables las plantas en este

sistema ya que las raices acumularon algas y otras se contaminaron.
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Cuadro 3. Caracteristicas de las plantas de C. tenuiflora tratadas con diferentes FIHs (25

M) en condiciones hidroponicas

Tratamiento Altura de la planta madre NuUmero de raices Longitud promedio

(cm) de raices (cm)
Control 33.5+4.8" 13.0+2.6" 43+0.9"
Catequina 38.3+4.5" 13.3 +2.5" 39+13"
Vanillina 30.3+9.5% 8.3+3.0" 5.2+2.2%
H,0, 29.8 +1.2% 25.0 + 1.0° 5.1+23"

Media = SE de 2 experimentos (n = 10). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias a p < 0.05 Tukey.
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Figura 6. Induccion de haustorios en raices de C. tenuiflora en condiciones hidropdnicas
empleando catequina y H,0,. (A) Plantas de C. tenuiflora crecidas en una solucion
nutritiva de Hogland, barra = 1 cm; (B) raices control, barra=1 mm; (C) raices con
catequina, barra=1 mm; (D) Raices con H,O, mostrando la presencia de un haustorio,
barra = 1 mm; (E) corte longitudinal de la raiz indicando el haustorio; barra = 0.1 mmy
(F) grénulos de almidon (GA) ubicados en el haustorio visto con luz polarizada; barra =

0.1 mm.
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VI11.1.3. Cultivo en inmersion permanente y aplicacion de FIHs

Los cambios morfoldgicos de las raices de C. tenuiflora observados con la aplicacion de
estos compuestos se muestran en la Figura 7. En la Figura 7AB y 7C se muestran las
raices control crecidas en medio de cultivo Bs y SH y se puede observar una gran
diferencia entre ambos controles. Las raices crecidas en medio Bs (Figura 7B) fueron
delgadas con algunas protuberancias a lo largo de toda la raiz; las raices crecidas en
medio de cultivo liquido SH (Figura 7C) fueron lisas y tubulares y un poco
transparentes, a diferencia de lo observado con las raices crecidas en medio de cultivo
Bs. Mientras que las tratadas a las cuales se les aplic catequina mostraron en ambos
medios de cultivo diferencias morfologicas importantes. Las raices crecidas en medio de
cultivo liquido Bs (Figura 7D) fueron mas delgadas con una superficie irregular con
pequefios bordes. También se observa el inicio del desarrollo de un haustorio (como lo
indica la flecha) a partir de donde emergen pequefios pelos haustoriales. En la Figura 7E
se observa que las raices de C. tenuiflora crecidas en medio de cultivo SH, presentaron
raices gruesas con algunas formas globulares de donde emergen pelos haustoriales. En
presencia de los FIHs, las raices fueron mas gruesas y capaces de inducir cambios
morfolégicos; también se observaron formas globulares similares a haustorios con la
presencia de pelos los cuales fueron delgados y en algunos casos anclados a las raices

vecinas.

Se pudieron observar diferencias morfoldgicas asi como la formacion de haustorios en
las raices de C. tenuiflora crecidas en los medios de cultivo Bs y SH y en presencia de
H,0,. En el medio de cultivo Bs, las raices de C. tenuiflora fueron un poco mas gruesas
y capaces de formar haustorios con sus respectivos pelos haustoriales. En contraste, las
raices crecidas en medio de cultivo liquido SH fueron mas delgadas y un poco
transparentes y ademas formaron haustorios tanto en la punta de la raiz como en la parte
longitudinal de la raiz como lo indican las flechas en la Figura 7. En el caso de especies
del genero Orobanche, los haustorios desarrollados son conicos 6 cilindricos de 0.1 mm
pero en alguna especies puede ser de 1 a 1.5 mm (Joel. 2013). Los resultados generados
empleando dos tipos de medio de cultivo Bs-SH fueron interesantes porque se indujeron
cambios morfologicos (multiples) en las raices de C. tenuiflora, asi como también la

induccion de haustorios con los FIHs: catequina 'y H,O,.
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Figura 7. Induccion de haustorios en raices de C. tenuiflora crecidas en medio de

cultivo liquido aplicando FIHs después de 21 dias. (A) Plantas de C. tenuiflora crecidas

en condiciones in vitro; barra = 1 cm. (B-C) Raices control crecidas en medios de

cultivo liquido Bs y SH; barra = 1 mm. (D-E) Raices después de aplicar catequina en
medios de cultivo Bs y SH; barra = 1 mm. (F-G) raices después de aplicar H,O, en

medio de cultivo Bs y SH ; barra =1 mm.
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VI11.1.4. Cultivo en tubos de ensaye con medio de cultivo semisolido y aplicacion de
FIHs

Las raices de las plantulas de C. tenuiflora cultivadas en medio SH (Figura 8A) sin
adicionar compuestos quimicos (control) tuvieron un grosor de 1-2 mm (Figura 8B) y 3
cm de longitud, con la presencia de algunas vellosidades delgadas entrelazadas y la

formacion de raices laterales.

Las raices a las que se les aplico vanillina fueron delgadas de color café claro y lisas. En
algunos casos se pudo observar la formacion de dos haustorios laterales de
aproximadamente 1 mm de largo, del cual emergieron pelos haustoriales entrelazados
en la misma raiz (Figura 8C). En las raices donde se aplicd el compuesto catequina
también fue posible inducir haustorios de 1 mm de longitud en la raiz lateral y, con una
gran cantidad de pelos haustoriales (Figura 8D). De igual manera fue posible la
induccion de haustorios al aplicar perdxido de hidrogeno, los cuales presentaron una
forma globular (Figura 8E). Al aplicar la mezcla de catequina y vanillina también se
indujo la formacién de haustorios asi como la formacién de varias raices pequefias en
las raices adyacentes (Figura 8F). Sin embargo, la proporcion de induccion de
haustorios fue variable en funcion del compuesto quimico empleado como se muestra
en el cuadro 4. Se puede observar que el porcentaje de plantas formadoras de haustorios
varidé segun el FIHs. Sin embargo, fue posible observar mas raices formadoras de
haustorios cuando se uso vanillina (5.7 %) con respecto a las tratadas con catequina (1.7
%) 6 H,0, (2.1 %). Reportes para el caso de Agalinis purpurea indican la formacion de
1.6 haustorios/planta, 12 h después de adicionar el agente inductor (exudados de raiz de
Lespedeza sericea). Estos valores fueron similares a lo obtenido en este trabajo con C.
tenuiflora empleando catequina y H,O, donde se obtuvo 1 haustorio/planta. Asi mismo,
también el nimero de haustorios por raiz fue mayor cuando se empleo vanillina (1-3
haustorios) en comparacion con catequina (1 haustorio) o con H,O;, (1 haustorio).
Albrecht y col. (1999) reportan la induccion de haustorios en la especie vegetal
Triphysaria versicolor aplicando compuestos fendlicos y quinonas en concentraciones
de 1.0, 10 y 50 uM vy la mejor respuesta para la formacién de haustorios fue con DMBQ
(0.73 haustorios/planta) valores que fueron inferiores a lo obtenido con C. tenuiflora

aplicando vanillina y catequina.
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Figura 8. Induccion de haustorios en raices de C. tenuiflora aplicando compuestos
quimicos en un sistema semi-sélido. (A) Induccidn de raices en plantas de C. tenuiflora
en condiciones in vitro, barra =5 mm. (B) Raices control, barra = 1mm. (C) Raices con
vanillina, barra 1 = mm. (D) Raices con catequina, barra = 1 mm. (E) Raices con
peréxido de hidrégeno, barra = 1mm y (F) Raices con catequina + vanillina, barra =

Imm.
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Con respecto a la aplicacién exdgena de compuestos fenolicos (vanillina) y flavonoides
(catequina); y de acuerdo a lo reportado por Keyes y col. (2001) ambos compuestos
podrian estar reaccionando con las pequefias cantidades de H,O, que se encuentran
almacenadas de forma natural en el apoplasto, dando la sefial para la formacion de
haustorios de acuerdo a lo reportado por Keyes y col. (2001). Se sabe que el H,O, es
una especie reactiva de oxigeno y forma parte del sistema de defensa de las plantas Al
aplicarlo como se realiz6 en este trabajo, podria estarse dando una acumulacion de
H,0, en el apoplasto,de tal forma que, una pequefia proporcion de H,O, pudiera estar
siendo utilizado por las peroxidasas de la pared y la otra parte de H,O, podria estar
participando en las reacciones de oxidacion de compuestos fenolicos en la pared celular

dando la sefial para la formacion de haustorios (Keyes y col. 2001; 2007).

Cuadro 4. Induccion de haustorios en raices de plantas de C. tenuiflora de 21 dias de
edad después del tratamiento con tres FIHs y evaluadas a los 21 dias después de la

aplicacion del inductor.

Compuesto Plantas con Longitud de la  Raiz con Numero de
haustorios (%)  raiz (mm) haustorios (%) haustorios/raiz

Control 0 0.42+0.1° 0 0

Vanillina 75 1.73+0.1° 57+ 1.0% 1-3

Catequina 75 1.57+0.1° 1.7+05°¢ 1

H,0, 75 1.46 +0.1° 21+05° 1

Media = SE de 3 experimentos (n = 30). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias a p < 0.05 Tukey.

De acuerdo con los resultados previos, la vanillina indujo la formacion de haustorios en
mayor proporcion, de tal manera, que se procedi6 a evaluar el efecto de su
concentracion (0, 10, 25 y 50 uM). Como se esperaba, en ausencia de este compuesto
no se formaron haustorios; el % de raices con haustorios fue similar con 10 y 25 uM de
vanillina, 7.9 y 7.5 respectivamente (Cuadro 5). Pero el nimero de haustorios por raiz
fue mayor con 25 pM de vanillina (1-2 haustorios). En funcion de la seleccion de la
vanillina como el mejor FIHSs; se procedio a la realizacion de los ensayos histologicos e
histoquimicos para corroborar la presencia de algunos compuestos quimicos presentes

en las estructuras de los haustorios como se describe a continuacion.
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Cuadro 5. Induccion de haustorios en raices de plantas de C. tenuiflora de 21 dias de
edad después del tratamiento con diferentes concentraciones de vanillina y evaluadas a

los 21 dias después de la aplicacion del inductor.

Vanillina (UM) Plantas con Longitud de la Raices con Numero de
haustorios raiz haustorios haustorios/raiz
(%) (cm) (%)

0 (control) 0 0.4+0.1% 0 0

10 75 21+01% 7.9+ 2% 1

25 75 22+01% 7.5+ 2% 1-2

50 25 25+05" 6.2+1" 1

Media + SE de 3 experimentos (n = 30). Diferentes letras indican diferencias
significativas entre las medias a p < 0.05 de acuerdo a la prueba de Tukey.

VI11.2. Caracterizacion de haustorios mediante técnicas histoldgicas

En la Figura 9AB se muestra una fotomicrografia de una raiz (campo claro) de C.
tenuiflora sin ningun tratamiento (control), en la cual se pueden observar raices lisas y
delgadas. De igual manera en la Figura 9C se muestra la fotomicrografia de la misma
raiz control tefiida con cristal violeta donde se puede observar la pared celular lisa sin la
presencia de alguna otra estructura. Mientras que en la parte lateral de raices tratadas
con vanillina (Figura 9DE), se distingue una zona con abultamiento (flecha) de
aproximadamente 2 mm de longitud. En la figura 9F se muestra un corte longitudinal de
esta estructura tefiida con cristal violeta. En la que se observan células de la corteza
externa (CE) alargadas ademés de divisiones celulares en las células de la corteza
interna (CCI). En la Figura 9G se muestra el corte transversal de una raiz de C.
tenuiflora tefiida con cristal violeta y vista con luz polarizada, se pueden observar
granulos de almidon que son caracteristicos en las estructuras de haustorios. Estas
caracteristicas indican que las estructuras observadas en las raices de C. tenuiflora
corresponden a haustorios. Fue evidente un alargamiento de las células de la epidermis
y CCI las cuales constituiran el haustorio (Bair y Riopel. 1984); los cambios mas
evidentes durante la formacion de haustorios se llevan a cabo principalmente en la

epidermis. Es posible que estas divisiones ocurran en respuesta a la tension superficial
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generada a partir del alargamiento de las células corticales (Riopel y Musselman.
1979). Las observaciones realizadas en este trabajo son similares a lo reportado en la
especie Rhinantoides spp. (Scrophulareaceae), donde el desarrollo de haustorios
consiste en la formacion de zonas de abultamiento como resultado de la division celular

de las células de corteza interna que da origen al haustorio (Keyes y col. 2000).
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Figura 9. Caracterizacion histoldgica de haustorios inducidos con 25 uM de vanillina,
utilizando tinciones con cristal violeta (A-B) Control. barra = 1 mm. Raices de C.
tenuiflora, barra 1 = mm (C) Control, tincion con cristal violeta, barra = 0.1 mm. (D-E)
Induccion de haustorios con vanillina barra = 1 mm. (F) Tincién de haustorio. ZM,
Zona meritematica barra = 0.1 mm, CCE. Células de la corteza externa y CCI. Células
de la corteza interna. (G) Haustorio. Tincidn con cristal violeta visto con luz polarizada.
GA. Granulos de almidon. Barra = 0.1 mm.
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VIL.3. Localizacion histoquimica de zonas nucleadas, H,O, y flavonoides en

haustorios de C. tenuiflora

Durante la formacion de haustorios, existe la acumulacion de nucleos en la zona
meristematica, por tal motivo se realizd una tincién con hematoxilina (Bancroft y
Gamble. 2002). En la Figura 10A se muestra una raiz que corresponde a un haustorio
inducido con vanillina (campo claro) y en la Figura 10B se muestra el corte longitudinal
de esta misma raiz tefiida con hematoxilina. Estas tinciones permitieron observar una
zona intensamente tefiida de azul demostrando la presencia de varios nucleos. De
acuerdo a lo reportado en la literatura, las zonas meristematicas (ZM) con la
acumulacién de ndcleos dan la pauta a la formacion de haustorios, debido a que la
division de estas células ejerce presion en las CCl y la epidermis dando la formacion de
los haustorios (Joel. 2013).

Se sabe que H, O, esta involucrado en la formacion haustorios, por lo cual, se determino
la presencia de H,O; en las raices in vivo de C . tenuiflora, tratadas con vanillina para
caracterizar la formacion de haustorios. Las raices correspondientes al control (Figura
10C) presentaron zonas pigmentadas en color café a lo largo de la raiz lateral, indicando
la presencia de H,O,. En las raices tratadas con vanillina, en un tiempo de contacto de
14 d se observo que los haustorios presentaron zonas pigmentadas en color cafe, sin
embargo, estas pigmentaciones fueron disminuyendo su tonalidad conforme transcurria
el tiempo de cultivo (21 d) (Figura 10DE). ElI H,0, también fue localizado en las
vellosidades 0 en la parte superficial de los haustorios (Figura 10DE), y a diferencia del
control, a los 21 d se observé una mayor acumulacién de H,O, a lo largo de la raiz
lateral (Figura 10C). Lo anterior confirmo la participacion gque tiene esta molécula en el
desarrollo de haustorios (Keyes y col. 2001; 2007), asi como también su acumulacién
en la raiz de la planta hospedera como se reporta para S. asiatica en respuesta a la
formacion de haustorios aplicando DMBQ (Keyes y col. 2007). Se sugiere que el H,0;
en raices de Striga actla como un oxidante que interacciona con las peroxidasas y las
pectinas de la pared del huésped para formar benzoquinonas que actian como una sefial
para la induccién de haustorios.
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Figura 10. Localizacion histoquimica de zonas nucleadas, H,O, y flavonoides en
haustorios inducidos en raices de C. tenuiflora con 25 uM de vanillina. (A) Haustorio
secundario inducido con vanillina, barra = 0.1 mm. (B) Corte longitudinal del haustorio
teflido con hematoxilina mostrando ZM con grandes nucleos, barra = 0.1 mm. (C)
Localizacion de peroxido de hidrogeno en las raices 3,3-diaminobenzidina en raices no
tratadas (de 14 dias de edad) mostrando tefiido en la punta, barra = 1 mm. (D-E)
Haustorio mostrando la acumulacion de H,O, en la superficie y en los pelos
haustoriales, barra = 1 mm. (F) Haustorio secundario inducido con vanillina, barra = 1
mm; (G) Corte longitudinal mostrando la localizacion de flavonoides (zona tefiida
marcada con las flechas) usando acido difenilbdrico 2-aminoethyl éster, barra = 0.1 mm,
ZM-zona meristematica.
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Durante el desarrollo de haustorios uno de los eventos que se pueden llevar a cabo es la
acumulacién de algunos metabolitos secundarios entre los que destacan los flavonoides
(Albrecht, y col. 1999). Para detectar la acumulacion de estos compuestos se realizo una
tincién con DBPA. En la Figura 10F se muestra una raiz que corresponde a un haustorio
inducido con vanillina (campo claro) y en la Figura 10G se muestra el corte longitudinal
de esta misma raiz tefiida con acido difenilbérico 2-aminoetil éster. En la Figura 10G se
muestra el corte longitudinal de una raiz de C. tenuiflora y donde fue posible visualizar
zonas pigmentadas de amarillo tanto en la epidermis como en la ZM. Estas
observaciones podrian estar indicando la participacion de los flavonoides en la
formacion de los haustorios, principalmente porque los flavonoides se encuentran

localizados en la estructura del haustorio.

Por otro lado, se propuso un ensayo con el empleo vanillina (25 uM y la mezcla de
vanillina + H,O, en una concentracién de 25 uM cada uno. EIl tratamiento de la
mezcla vanillina + H,O, fue propuesto en funcion de que el H,O, pudiera ser la fuente
que proporcionara los radicales para la oxidacion de compuestos fenolicos como
vanillina e inducir la formacién de quinonas (molécula sefial para la formacion de
haustorios). Empleando microscopia electronica de barrido se pudo observar la
formacion de haustorios. La Figura 11A representa la muestra control donde se puede
apreciar una raiz lisa y delgada sin algin otro cambio en la epidermis. Con el
tratamiento vanillina + H,O, (Figura 11B) se observo la formacién de un haustorio
lateral secundario caracterizado por la forma de cupula ubicado a lo largo de la raiz. Se
puede apreciar un incremento en el diametro de la raiz como resultado de la division de
las células de la corteza interna y externa las cuales contribuyen a dar la forma del
haustorio. En el inciso C se observa la iniciacion de la formacion de un haustorio con
vanillina (indicado con la flecha) se observa la zona de abultamiento caracteristica del
desarrollo de haustorios en el cual también se puede apreciar un engrosamiento de la

raiz principalmente en la zona donde se encuentra ubicado el haustorio.
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Figura 11. Caracterizacion por Microscopia electronica de barrido, de haustorios
inducidos en raices de C. tenuifllora aplicando vanillina y vanillina + H,0;, (25 uM).
(A) Raiz control, barra = 200 um. (B) Raiz con vanillina + H,O,, barra = 200 um. (C)
Raiz con H,0;, barra =200 pum.

VIL.4. Andlisis fitoquimico de plantas in vitro de C. tenuiflora después de la

induccién de haustorios con FIHs

Para evaluar el efecto de FIHs sobre la produccion de compuestos activos sintetizados
por C. tenuiflora, se realiz6 el analisis fitoquimico de las plantas in vitro después de
aplicar los FIHs (42 dias de edad). En el cuadro 6 se muestran los resultados de la
determinacion de los compuestos fendlicos totales y flavonoides tanto en raiz como en
la parte aérea a 0, 10, 25 y 50 uM de vanillina. La cantidad de fenoles totales en raiz
fueron similares con los tratamientos: 50 (9.77 mg EC/g BS), 10 (10.51 mg ECG/g
BS9) y, 25 uM (10.25 mg EAG/g BS) de vanillina y el control (11.17 mg EAG/g BS).
La concentracion de fenoles totales determinados en la parte aérea, reporta valores
similares en las muestras con 10 (19.69 mg EAG/g BS), 25 (18.24 mg EAG/g BS) y 50
UM (17.41 mg EAG/g BS) de vanillina en comparacion a la muestra control que fue de
26.52 mg EAG/g BS.
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En cuanto a la determinacion de flavonoides en raiz (Cuadro 6), los resultados indicaron
una mayor concentracion cuando se aplico 25 pM de vanillina (4.13 mg EC/g BS)
respecto al control (0.031 mg EC/g BS) y a la muestra con 50 uM de vanillina (2.62 mg
EC/g BS). La determinacion de flavonoides en la parte aérea, reportaron una mayor
produccién en la muestra control (41.69 mg EC/g BS) en relacion a lo obtenido con las
muestras con 10 uM (27.46 mg EC/g BS), 25 uM (38.83 mg EC/g BS) y 50 uM (32.56
mg EC/g BS), de vanillina Lo anterior demuestra que la aplicacion de FIHs en raices de
C. tenuiflora induce cambios importantes principalmente en el contenido de flavonoides
en la raiz. Estos resultados concuerdan con las pruebas histoquimicas realizadas a los
haustorios inducidos con 25 puM de vanillina, las cuales indicaron la presencia de
flavonoides en la estructura del haustorio. Con respecto a la aplicacion exdgena de
compuestos fendlicos (vanillina) y flavonoides (catequina); ambos compuestos podrian
estar dando la sefial para la formacion de haustorios. Ademés de que los flavonoides
actlan como una molécula sefial que se encuentra en exudados de raiz involucrados en

los procesos de morfogénesis de haustorios (Albrecht y col. 1999).

Cuadro 6. Concentracion de compuestos fendlicos totales y flavonoides en plantas de

C. tenuiflora tratadas con diferentes concentraciones de vanillina

Concentracién  Fenoles totales Flavonoides

de vanillina (mg EAG/g BS) (mg EC/g BS)

(LM) Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea

0 11.17 +£1.17 26.52 +1.86 .031+1.07 41.69+2.73
10 10.51 £ 0.07 19.69 + 0.64 n. d. 27.46 £ 1.15
25 10.25 £ 0.43 18.24 £ 0.97 4.13+0.62 35.83+1.61
50 9.77+0.31 17.41 +1.07 2.62 +0.56 32.56 + 3.86

EAG: Equivalentes de &cido galico
EC: Equivalentes de catequina
n.d: no determinado
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VI1.4.1. Determinacion de compuestos activos en plantas in vitro de C. tenuiflora
despueés de la induccion de haustorios con FIHs mediante el anélisis LC-MS (ESI)

Respecto a los espectros de masas carga (m/z) de los 4 picos. Los incisos de la Figura
12 Ay B corresponden a los estandares de verbascosido con una m/z= 623 (Figura 12A)
y el estandar de apigenina con una m/z= 269 (Figura 12B). En la Figura 12C se muestra
la m/z del pico 4= 269 que correlaciona con la apigenina y que corresponde a la muestra
de la parte aérea con H,0,. La figura 12D se muestra la m/z del pico 2 = 623 que
correlaciona con el verbascosido y corresponde a la mezcla de la parte aérea con
vanillina + H,O,. Posteriormente, la Figura 12 E corresponde a la parte aérea del
control que dio una sefial de m/z= 487 y del cual se desconoce el tipo de compuesto
que corresponde. En este trabajo los resultados del anélisis LC-MS (ESI), nos indicaron
la presencia de acido loganico (atn no reportado para Castilleja tenuiflora), flavonoides
(apigenina) y de feniletanoides y la presencia de un compuesto no identificado (pico 3).
También se observaron diferencias en la concentracion en el contenido de apigenina
entre el control y las muestras a las que se les aplicaron los FIHs principalmente en la

parte aérea.

En la Figura 13 se muestran los cromatogramas de los extractos metandlicos de la parte
aérea de plantulas de C. tenuiflora tratadas con los FIHs (25 uM): control (Figura 13A),
H,0, (Figura 13B), vanillina (Figura 13C) y vanillina + H,0, (Figura 13D). El objetivo
de este ensayo fue correlacionar la aplicacion de los FIHs con la produccion de
compuestos activos en plantas de C. tenuiflora. De acuerdo a sus tiempos de retencién
(tr) se pudieron identificar 4 picos (Cuadro 7): el pico 1 corresponde a acido loganico
(Figura 13ABCD) con un tr= 4.28 min y con una m/z = 375 aun no reportado para
C. tenuiflora; este compuesto ha sido identificado en plantas de Cuphea aequipetala
(Martinez-Bonfil y col. 2014); el pico 2 (Figura 13ABCD) corresponde a verbascésido
con un tr=4.95 min y m/z = 623; y el pico 4 (Figura 13ABCD) con un tr = 13.65 min y
m/z = 269 que corresponde al flavonoide apigenina. Mientras que el pico 3 (Figura
13ABCD) con un tr =10.60 y una m/z = 487, ain no se tiene el reporte del tipo de
compuesto al que corresponde. En los cuatro tratamientos se puede observar la

presencia del pico 1 que corresponde al acido loganico.
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Figura 12. Espectros de masas LC-MS-ESI (ionizacion por electrospray) de estandares
(A-B) y picos identificados en extractos metanolicos de Castilleja tenuiflora (C-F), A-
verbascosido, m/z 623, B-apigenina, m/z 269, C- extracto de raiz con H,0;, D- extracto
de raiz con vanillina + H,0,, E- extracto de parte aérea del control y F- extracto de
parte aérea con vanillina + H,0,.

El pico 2 que corresponde a verbascosido estuvo presente en los 3 tratamientos v el
control. De acuerdo a lo observado en la figura 12, la altura del pico 2 fue similar en los
3 tratamientos y el control, tratamientos lo que estaria que indicando que la
concentracion de verbascésido estuvo en los mismos niveles en todas las muestras. El
pico 3 (compuesto no identificado) fue detectado en las cuatro muestras, pero la altura
de este pico fue similar con el control y H,O,. La altura del pico 3 fue mayor en las
muestras con vanillina y la mezcla de vanillina + H,O,. Es posible que la concentracion

de este compuesto no identificado sea mayor a las muestras control y con H,O,. El pico
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4 (apigenina) se detecto en los 3 tratamientos y el control, pero la altura de este pico fue
similar con las muestras a las que se les aplicaron los FIHs. Los resultados anteriores
concuerdan con las concentraciones de apigenina reportadas en este trabajo (Cuadro 8).
La concentracion de apigenina con el control en la parte aérea fue de 15 mg de
apigenian/g de extracto respecto a la muestras con H,O5, vanillina y vanillina + H,05,
que fueron de 27.3, 37.3 y 34.7 mg de apigenina, respectivamente. Los resultados
indicaron que la aplicacion de los FIHs favorecio la produccién de apigenina

principalmente.

En la Figura 13 se muestran los cromatogramas de los compuestos identificados en los
extractos metanolicos de raiz de plantas de C. tenuiflora: control (Figura 13A), H,0;
(Figura 13B), vanillina (Figura 13C) y vanillina + H,O, (Figura 13D). El pico 1 (&cido
logénico) fue detectado en las tres muestras tratadas con los FIHs y el control (Cuadro
7). Sin embargo, se observo que la abundancia relativa fue con la muestra tratada con
vanillina respecto al control y a las muestra con H,0, y la mezcla de vanillina + H,O,,
indicando que la aplicacion de vanillina favorecid la sintesis de acido loganico.
Mientras que el verbascdsido (pico 2) Unicamente estuvo presente en la muestra
vanillina +H,0,. En cuanto al pico 4 (apigenina), fue detectado en las muestras con
vanillina y vanillina + H,0, ademas, de que las concentraciones de apigenina fueron
similares: 37.3 y 34.7 mg apigenina/ g de extracto, respectivamente como se muestra en
el cuadro 8. La concentracion de apigenina en la muestra control de raiz (10.4 mg/ g de
extracto), fue casi dos veces superior a la determinada en las muestras con vanillina +
H,0, (5.6 mg de apigenina/g de extracto), casi cinco veces mas a la muestra con
vanillina (2.2 mg de apigenina/g de extracto) y con 3 mg de apigenina/g de extracto mas

respecto a la muestra con H,O,.

Pagina 44



AL

10 -
A0
A w i 1
75 a -
T
1090
w
504 1 @ 2
= O- @- 200 200 400 500 €00 70O gm
2 - L]
]
25] / 3
4
0
IR, P T e e e T o O T | e o e
100§
BY IR 1 nAY ERY a0 o o o A" o mw vy =u AT DT 4 I — 1
’ \;
75 =
50— -
El = C] C] ) £ |
1 4
*7] 2 3
ol
TRy v ey 1 1 T [ [ U i ] ]
0.0 1.0 20 3.0 Q Q 6.0 7.0 20 2.0 10.0 1.0 12.0 12.0 140 15.0 16.0 min
10 VAL
751
50—
254
B PO
T T T
0.0 1.0 20 3.0
10 VAL
75+
50—
4
25+ 2
T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 10 20 30 40 50 8.0 7.0 80 9.0 100 110 120 130 140 150 18.0 min

Figura 13. Cromatogramas (a 330 nm) de extractos metanolicos, de parte aérea de
plantulas de C. tenuiflora de 21 dias tratadas con FIHs. A-control; B-25 uM H,0;; C-
25 UM de vanillina; D- 25 uM de vanillina + 25 uM H,0, . Picos: (1) Acido loganico;
(2) verbascoésido; (3) tr= 10, 60 min; (4) apigenina. Inserto: espectro de absorcion
UV/VIS (1) A=204 nm; (2) A= 225, 329 nm; (3) A= 207 y 322; (4) A= 235 y 328 nm.
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Cuadro 7. Tiempo de retencion, longitud UV, ESI/MS (-) m/z e identificacion en

extractos metandlicos de la parte aérea de plantas de C. tenuiflora.

Pico tr UV Amax  [M = HJ] ldentificacibn  Muestras
nin) m/z Parte aérea Raiz
1 4.28 204 375 Acido Control, Control,
logéanico H,0,, H20o,
vanillinay  Vanillina y
vanillina vanillina +
+H20; H,0;

2 4.95 225,329 623 Verbascosido  Control, Vanillina +
H,0o, H,0;
Vanillina
+H,0;

3 10.60 207,322 487 No Control, Control,

identificado H,0o, H,Oo,
vanillinay  vanilllina y
vanillina vanillina +
+H20; H,0;

4 13.65 235,328 269 Apigenina Control, Vanillina,
H,0,, vanillina +
vanillinay  H,0;
vanillina
+H,0;
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Figura 14. Cromatogramas (a 330 nm) de extractos metandlicos, de raiz de plantulas de
C. tenuiflora de 21 dias tratadas con FIHs. A-control; B-25 uM H,0;; C- 25 uM de
vanillina; D- 25 pM de vanillina + 25 pM H,0, . Picos: (1) tg = 4.29 min; (2)
verbascosido; (3) tr=10.79; (4) apigenina. Insertos: (1) A=204; (2) A= verbascoésido; (3)
A=232y322; (4) A= 236 y 324 nm.
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Cuadro 8. Comparacién de la concentracién de apigenina en extractos metanolicos de
parte aérea y raiz de plantas de C. tenuiflora tratadas con FIHSs.

Concentracion de apigenina

(mg de apigenina/g de extracto)

Control H,0, Vanillina Vanillina + H,0,
Parte aérea 15 27.3 37.3 34.7
Raiz 10.4 7.4 2.2 5.6
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VIII. DISCUSION

En este trabajo, se indujeron in vitro haustorios en raices de C. tenuiflora empleando
compuestos quimicos ¢ factores de induccion de haustorios (FIHs). Primero se
establecio un sistema biolégico que facilitara la induccién de haustorios en plantas de
C. tenuiflora. De los cuatro sistemas propuestos: sustrato, hidroponia, medios de cultivo
liquidos y en medio semisolido en tubos de ensaye se selecciono el sistema en tubos de
ensaye. En este sistema se llevd a cabo la induccion de haustorios empleando tres FIHS:
catequina, vanillina y H,O, en concentraciones de 25 uM. Con esta concentracion se se
obtuvieron 75% de plantas con haustorios y el porcentaje de raices con haustorios fue
mayor cuando se uso vanillina (5.7 %) respecto al control (0 %), catequina (1.75 %) y
H,0, (2.1 %). Los haustorios inducidos con catequina, vanillina y H,O, mostraron
caracteristicas similares. Con respecto a la aplicacién exdgena de compuestos fendlicos
(vanillina) y flavonoides (catequina); ambos compuestos podrian estar reaccionando con
pequefias cantidades de H,O, que se encuentran almacenadas de forma natural en el
apoplasto, dando la sefial para la formacion de haustorios. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Albrech y col. (1999), sobre la induccién de haustorios en T.
versicolor empleando compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos al igual que

otros FIHs actdan como una sefial quimica para la induccién de haustorios.

Por otro lado, el namero de haustorios fue mayor empleando vanillina (1-3 haustorios),
resultados que concuerdan con lo reportado por Tomilov y col. (2008); estos autores
reportaron del 20-48 % de haustorios empleando como FIHs a la DMBQ. Asi mismo,
Bair y Riopel (1984) reportaron de 0-5 haustorios/planta inducidos con goma
tragacanto. Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugiere que la respuesta a los
compuestos quimicos puede verse influenciada por la especie vegetal y las condiciones
de cultivo.

En funcidn de los resultados obtenidos se selecciond la vanillina como el mejor FIHSs,
de tal forma que, se planted evaluar 3 concentraciones de vanillina (0, 10, 25y 50 uM)
y, la mayor induccién de haustorios se obtuvo con 25 uM de vanillina. Mientras que con
10 uM se obtuvo un 6 % de induccion de haustorios y con 50 pM Unicamente se logré

un 2 % de induccion de haustorios. Los resultados reportados en este trabajo difieren a
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lo reportado por Albrech y col. (1999), los autores reportaron que la induccion de
haustorios en la punta de la raiz en la especie vegetal Tryphisaria versicolor, depende
del tipo de FIHs y de su concentracion. Albrecht y col. (1999) reportaron que conforme
se incrementd la concentracion de vanillina 1.0, 10 y 50 uM se incremento la induccién
de haustorios 0.01, 0.16 y 0.74 hautorios/raiz, respectivamente. Sin embargo, los
valores reportados para la induccion de haustorios en la especie vegetal Tryphisaria
versicolor con vanillina reportados por Albrecht y col. (1999) fueron muy bajos

respecto a la induccion de haustorios en este trabajo.

Por otro lado, el analisis histoldgico e histoquimico realizado a los haustorios inducidos
con 25 pM de vanillina, permitié detectar en los haustorios H,O, y flavonoides.
Empleando la tincion de hematoxilina, se corrobord la presencia de algunas zonas
meristematicas (acumulacion de varias células con sus respectivos nucleos) que es una

caracteristica de la formacién de haustorios.

El analisis fitoquimico realizado en raiz y parte aérea de las muestras a las que se les
aplicaron 3 concentraciones de vanillina, indicaron valores en compuestos fenélicos
similares en los tratamientos con vanillina 10, 25 y 50 yM vy el control. La
concentracion de compuestos fenolicos en la parte aérea fue disminuyendo conforme se
incrementd la concentracion de vanillina. Lo anterior podria indicar cambios en la ruta
de biosintesis de compuestos fendlicos lo cual concuerda con lo reportado por Herring
y col. (2002). Estos autores comentan que la produccion de compuestos fendlicos esta
correlacionada con un incremento en los intermediarios de la ruta de biosintesis de los
fenilpropanoides. Un ejemplo es la aplicacion de exdgena de acido cinamico en cultivos
celulares de alfalfa (Medicago sativa L.) e incremento en la acumulacion de cinamato.
En cuanto a la concentracion de flavonoides en raiz, la mayor concentracion se obtuvo
cuando se aplico vanillina a 25 uM en comparacion al control, 6 10 y 50 uM de
vanillina. La concentracion de flavonoides en la parte aérea con 10 pM vanillina, fue
menor a lo observado con 25 y 50 uM, mientras que con el control, se obtuvieron los
valores més altos de flavonoides. Estos resultados indicaron que la aplicacion de 25 uM
de vanillina indujo, cambios en la concentracién de flavonoides en raiz con respecto a lo

observado con los compuestos fendlicos.
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Aln cuando la induccion de haustorios fue mayor cuando se aplicé vanillina a 25 pM,
era importante la identificacion de compuestos [(por LC-MS (ESI) ] cuando se aplica
H,0,, el cual en este trabajo funcion6 como un inductor de haustorios. Por lo tanto, se
identificaron los compuestos de las muestras con los tratamientos vanillina, H,O,,
vanillina + H,0; y el control. Los resultados indicaron la presencia de 4 picos. El pico
1 corresponde a acido logénico con un t,= 4.8 y m/z = 375, el pico 2 a verbascdsido con
un t= 4.95 y m/z = 623, el pico 3 que corresponde a un compuesto no identificado
t,=10.60 y m/z = 487, y el pico 4 a la apigenina con un t,= 13.65 y m/z = 269. Se pudo
observar que solamente en el tratamiento con vanillina de la parte aérea no presento
verbascosido. Con respecto a la concentracién de apigenina, se observé una mayor
concentracion de apigenina en las muestras correspondientes a la parte aérea
principalmente cuando se aplico vanillina (37.3 mg de apigenina/g de extracto). Es
posible que la aplicacién exdgena de vanillina tenga influencia en la biosintesis de los
compuestos activos: flavonoides (apigenina) y feniletanoides (verbascésido) en C.
tenuifllora tal y como lo reporta Herring y col. (2002). Estos autores reportan cambios
en la actividad de PAL (fenil-amonio-liasa) que es la enzima primaria que conduce a la
ruta de fenilpropanoides cuando se aplicaron &cido ferulico y vanillinico (0-1.0 mM) en
plantas de soya (Glicine max).

IX. CONCLUSIONES

En Castilleja tenuiflora se indujo la formacion de haustorios en condiciones in vitro sin
la presencia de un hospedero y empleando 3 compuestos quimicos: catequina, vanillina
y H20,. La adicién de 25 uM de vanillina al medio de cultivo indujo la méxima

formacion de haustorios (1-2 haustorios/raiz) en C. tenuiflora.

El andlisis histoldgico de los haustorios permitié evidenciar los cambios caracteristicos
en la formacion de haustorios: zonas de abultamientos, alargamiento de las células de la
epidermis, y de la corteza interna. Los ensayos histoquimicos permitieron detectar la
presencia de flavonoides en las zonas donde se observd la formacion de los haustorios,
principalmente en la epidermis y en las células de la zona meristematica. Por otro lado,
mediante el DAB (3,3-diaminobencidina) fue posible identificar la presencia de H,0,

durante el desarrollo de haustorios en los tratamientos con vanillina.
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Respecto al analisis fitoquimico, la concentracion de fenoles totales de las partes aéreas
fueron similar en el control y en las muestras con vanillina mientras que la
concentracion de fenoles totales en raiz fue mayor en el control que en los tratamientos
con vanillina. Mientras que, la concentracién de flavonoides en raiz fue mayor con
vanillina a 25 uM (4.13 mg EC/ g BS), respecto a 50 uM de vanillina (2.62 mg EC/ g
BS) y al control (0.31 mg EC/ g BS).

El analisis quimico por medio de LC-MS (ESI), report6 la presencia de acido loganico,
verbascosido, apigenina y un compuesto no identificado. La mayor concentracion de
apigenina se encontro en la parte aérea (comparada también con lo obtenido en raiz) de
las plantas de C. tenuiflora pero mayor en el tratamiento con vanillina (37.3 mg

apigenina/g de extracto).
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