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RESUMEN

Cecropia peltata es una especie vegetal conocida en México como “guarumbo” y es
usada en la medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes mellitus. En este
trabajo, se desarrollaron plantas de C. peltata de 5 meses de edad, en un sistema de
cultivo hidropdnico bajo condiciones controladas. Diferentes intensidades de luz 20, 30 y
100 pmol m2 s™' de irradiancia y concentraciones de nitrato 13, 2 y 0.2 mM fueron
aplicados durante 28 dias para observar su efecto sobre la acumulacion de biomasa y de

compuestos fendlicos (acido clorogénico e isoorientina).

Los resultados son acordes con las predicciones de la hipétesis del balance de
carbono y nutrientes (CNB). La acumulacion de biomasa en partes aéreas fue estimulada
por la mayor irradiancia (100 pmol m™ s™"): de manera similar, en la mayor irradiancia en
combinacién con menor concentracion de nitrato (0.2 mM), el crecimiento de la raiz fue
estimulado (la relacion raiz-brote aumenté 2-veces con respecto al control). Los
contenidos de fendlicos totales (FT) y de acido clorogénico (ACG) fueron superiores en
partes aéreas que en raices. Los mayores incrementos se obtuvieron en el follaje por la
mayor irradiancia y menor concentracién de nitrato, de 3.8-veces en FT y 7.7-veces en
ACG con respecto a las plantas del control. Isoorientina (ISO) se acumulé en niveles muy
bajos. La actividad antioxidante (AA) y el contenido FT mostraron una fuerte correlacion
positiva. En partes aéreas, la actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL)
mostrd incrementos significativos (2-veces) por la mayor irradiancia; sin embargo, su

actividad no vari6 en las raices por los diferentes tratamientos.

En una siguiente etapa, la evaluacion de la intensidad de la luz en combinacién con
niveles de nitrato sobre el crecimiento y de algunos cambios bioquimicos con respecto al
tiempo (cinéticas), se enfoc6 al andlisis de partes aéreas empleando el modelo
hidropoénico de plantas de C. peltata. En condiciones de alta irradiancia y deficiencia de
nitrato, se pudo caracterizar parcialmente la secuencia de los mecanismos de respuesta
sobre los cuales impactan estos factores, asi como su relacién con el metabolismo de los
compuestos fendlicos. El incremento de los niveles de ERO (H,O,) causé la oxidacién de

lipidos que se detectaron por incrementos de los niveles de malondialdehido (MDA). Por



otro lado, la enzima PAL es activada para la produccion de FT, particularmente el ACG
como mayoritario de la especie; el incremento de FT es parte de la respuesta de las
células para evitar la progresion del dafio oxidativo causado por el incremento de las
ERO. Asimismo, la lignificacion de la pared celular se relaciona con los cambios

metabdlicos de los fendlicos en condiciones de estrés.

El cultivo de guarumbo bajo condiciones controladas, es una alternativa viable para
la obtencion de material vegetal confiable, seguro y eficaz; ademas es un sistema (util
para aumentar los rendimientos de biomasa y compuestos bioactivos que favorecerian la
comercializacién de esta especie medicinal. En el presente trabajo, por medio de la
manipulacién del suministro de luz y nitrato en plantas de C. peltata cultivadas en
hidroponia, se favorecio el crecimiento y la acumulacién de compuestos fenélicos sobre

todo en condiciones de alta irradiancia y deficiencia de nitrato.

ABSTRACT

Cecropia peltata is popularly known as “guarumbo” in Mexico and is used in
traditional medicine for treatment of diabetes mellitus. In this work, C. peltata plants were
cultivated in a hydroponic system under controlled conditions. Gradients of light 20, 30,
and 100 pmol m2s™ (irradiance) and nitrate concentrations 13, 2, and 0.2 mM, were
applied over a 28-day period to estimate their effect on biomass allocation and

accumulation of bioactive (chlorogenic acid and isoorientin) phenolic compounds.

According to Carbon Nutrient Balance (CNB) hypothesis predictions, biomass
accumulation in foliage was stimulated by the highest irradiance (100 pmol m™ s™);
similarly, at highest irradiance in combination with lowest nitrate concentration (0.2 mM),
root growth was stimulated (root-to-shoot ratio increased 2-fold with respect to the

control). Total phenolics (TP) and chlorogenic acid (CGA) contents were higher in aerial



parts than in roots; highest contents were also obtained under high irradiance and nitrate
deficiency, with a 3.8-fold increase in TP and a 7.7-fold increase in CGA in foliage with
respect to the control plants. Isoorientin was accumulated at very low levels. Antioxidant
activity and TP content showed a strong positive correlation. Phenylalanine ammonia-
lyase activity (PAL) in aerial parts exhibited significant changes (>2-fold) by highest
irradiance; however, PAL activity did not change in roots under the different treatments.

In the next step, the assessment of the irradiance in combination with levels of
nitrate on the growth and biochemical changes with time (kinetics), focused on the
analysis of aerial parts using the hydroponic model of C. peltata plants. Under conditions
of highest irradiance and nitrate deficiency, it could partially characterize the sequence of
response mechanisms which have an impact on these factors, as well as its relationship
with the metabolism of the phenolic compounds. The increase in the levels of ERO (H,05)
caused the oxidation of lipids that were detected by increases in the levels of
malondialdehyde (MDA). On the other hand, the PAL enzyme is activated for the
production of FT, particularly the ACG as the most abundant on the specie; the increase
of FT is part of the response of cells to prevent the progression of the oxidative damage
caused by the increase of the ERO. Also, the cell wall lignification is related to the

metabolic changes of the phenolics under stress.

The cultivation of guarumbo under controlled conditions, is a viable alternative to
obtain reliable, safe and effective plant material; It also is a useful system to increase the
yields of biomass and bioactive compounds that would favour the marketing of this
medicinal species. In this paper, through the manipulation of the supply of light and nitrate
in plants of C. peltata grown in hydroponics, are favored growth and accumulation of

phenolic compounds especially in conditions of high irradiance and nitrate deficiency.



|  INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) tipo 2 es una enfermedad cronica degenerativa que
aparece cuando la insulina elaborada por el cuerpo no actia de manera efectiva. Las
complicaciones resultantes de la DM incluyen dafio a los rifiones y al corazén, ceguera,
deficiencias en la circulacion sanguinea e infecciones que pueden derivar en
amputaciones de los miembros inferiores (Hiriart 2002). En México, la DM afecta al 11 %
de la poblacién y ocupa el primer lugar de mortalidad general en el pais, donde cada hora
mueren 6 personas por esta causa y sus complicaciones. Actualmente los farmacos
utilizados regulan el nivel de la hiperglucemia, sin embargo, no se ha logrado tener un
control adecuado de la enfermedad debido a las complicaciones macrovasculares
(Herrera et al. 2004).

Las especies vegetales Cecropia obtusifolia y Cecropia peltata conocidas
popularmente como guarumbo, han sido usadas ampliamente por la medicina tradicional
mexicana para el tratamiento de la DM (Argueta et al. 1994; Aguilar et al. 1994; Aguilar y
Xolapa 2002). Este uso tradicional ha sido validado cientificamente mediante estudios
farmacoldgicos en modelos animales, asi como estudios clinicos; en los que se observé
la disminucién de los niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre por el efecto
de extractos provenientes de hojas. Tal propiedad terapéutica es atribuida a dos
compuestos fendlicos que son los principales constituyentes de los extractos estudiados:
acido clorogénico (ACG) e isoorientina (ISO) (Andrade-Cetto y Wiedenfeld 2001; Herrera
2004; Nicasio et al. 2005, 2009). Los resultados obtenidos en la clinica han motivado el
desarrollo de proyectos de investigacion en aspectos basicos de quimica, farmacologia y

toxicologia.

Sin embargo, diferentes factores pueden afectar la composicion quimica de las
plantas de guarumbo por lo que es importante estudiar la produccién de los compuestos
fendlicos en condiciones particulares de cultivo. Dentro de este contexto, el
establecimiento de cultivos controlados de C. peltata es una estrategia de tipo

biotecnoldgico que se plantea para proveer un suministro auténtico de materia prima, con



caracteristicas morfoldgicas y componentes quimicos homogéneos, para continuar con la

investigacion clinica y el potencial desarrollo en un fito-medicamento.

Actualmente, el disefio y la produccion de un fitofarmaco requieren del
abastecimiento continuo de material vegetal controlado en sus constituyentes bioactivos;
este hecho propicia también la investigacion aplicada de tipo biotecnolégico y
agronémico, como se aborda en éste trabajo.

I ANTECEDENTES

2.1 PLANTAS MEDICINALES

A lo largo de la historia, las plantas se han utilizado para prevenir y curar
enfermedades en los seres humanos (Raskin et al. 2002; Cai et al. 2004). Sin embargo,
el consumo generalizado de algunas especies medicinales (colectadas de areas
naturales o cultivadas) ha generado importantes cuestionamientos relacionados con su
control de calidad, seguridad, eficacia y conservacion del ambiente (Mosaleeyanon et al.
2005; Street et al. 2008). La necesidad de conservar plantas medicinales para los usos
tradicionales, modernos y futuros, requiere de muchos esfuerzos tanto en el habitat
natural, como en el conocimiento de las condiciones de cultivo, lo que servira también

para la conservacion de las poblaciones silvestres (Pelt 1992; Bye et al. 1995).

México es reconocido como uno de los paises con mayor riqueza de especies
vegetales en el mundo, se estima que existen mas de 30 mil especies de plantas en su
territorio. Esta diversidad vegetal se origind gracias a su ubicacion geogréafica que posee
una amplia gama de climas y suelos. Otra caracteristica importante de nuestro pais es su
gran diversidad cultural, que combinada con la riqueza biolégica, favorecieron el valioso

conocimiento etnobotanico; por lo que México es clasificado en el segundo lugar a nivel



mundial en cuanto a riqueza de plantas medicinales con alrededor de 4 mil especies
registradas (Conabio 1998).

La medicina tradicional en México es una importante manifestacion cultural; se
estima que el 80% de la poblacion utiliza plantas medicinales, de los cuales 20 millones
recurren exclusivamente a la medicina tradicional y el resto combinan su uso con la
medicina institucional (Estrada y Morales 2002). A pesar de la amplia trayectoria de la
investigacion sobre el uso de plantas medicinales, el rescate y validacion de dichos
conocimientos son recientes; conjuntamente, el desarrollo de fitomedicamentos en

nuestro pais esta en auge (Rivera 1999; Estrada y Morales 2002).

El interés actual en el uso de terapias alternas derivadas de plantas se ha

incrementado debido a diferentes factores (Conabio 1998; Rates 2001):

La ineficacia de la medicina alépata en muchos casos.
El escaso acceso de las personas de bajos recursos a los tratamientos
farmacoldgicos convencionales.

A El abuso y/o uso incorrecto de los medicamentos que conlleva a diversos efectos
colaterales.
La tendencia a creer que todos los productos naturales son inocuos.

A La herbolaria se puede utilizar para la atencion primaria de la salud con costos

accesibles a la mayor parte de la poblacién.

Desafortunadamente, la sobreexplotacion de las plantas medicinales conduce a la
desaparicion de las especies de su habitat natural, ya que mas del 90 % de las plantas
medicinales que se usan en México son de origen silvestre (Craker 1999). Por otro lado,
también es importante considerar el papel que tienen algunas de estas especies dentro
de los ecosistemas que forman parte. En este sentido, es importante buscar el
aprovechamiento de la biodiversidad a través de proyectos de bioprospeccién y al mismo
tiempo buscar los mecanismos para no sobreexplotar los recursos biol6gicos en los
diferentes ecosistemas (Massieu y Chapela 2002). La necesidad de conservar las
poblaciones silvestres de plantas medicinales para los usos tradicionales, modernos y
futuros, requiere de muchos esfuerzos tanto en el habitat donde las plantas crecen
naturalmente, como en el conocimiento de las condiciones de cultivo (Pelt 1992; Bye et
al. 1995).



2.1.1 Laherbolaria mexicana en el tratamiento de diabetes mellitus (DM)

Con base en los reportes existentes sobre las plantas que son utilizadas por la
poblacién mexicana para el control de la hiperglicemia, se estima un nimero entre 269 y
306 especies vegetales que pertenecen a 235 géneros de diversas familias botanicas;
entre las que destacan Asteraceae, Leguminosae (Fabaceae), Cactaceae,
Euphorbiaceae, Labiatae, Solanaceae, Rubiaceae, Cucurbitaceae, Lamiaceae vy
Rosaceae; siendo las familias Asteraceae y Leguminosae las que comprenden el mayor
namero de las especies utilizadas. Por otro lado, Tecoma stans (Bignoniaceae) es la
planta mas frecuentemente utilizada para tratar los cuadros hiperglucémicos, seguido de
Aloe barbadensis, Cecropia obtusifolia, Opuntia streptacantha, Psacalium peltatum,
Bidens pilosa, Marrubium vulgare y Parmentiera edulis. Asimismo, se reporta que las
hojas son las estructuras vegetales mas utilizadas, le siguen los tallos y las raices
(Aguilar y Xolapa 2002; Hernandez Galicia et al. 2002; Andrade-Cetto y Heinrich 2005).

Los efectos hipoglucemiantes de Opuntia spp, C. obtusifolia, M. vulgare, Equisetum
myriochaetum, Enicostemma litorale, Trigonella foenum-graecum, Ipomoea batatas
fueron demostrados en estudios clinicos (Fratti-Munari et al. 1992; Revilla et al 2002;
Upadhyay y Goyal 2004; Herrera-Arellano et al. 2004; Ludvik et al. 2004; Gupta et al.
2001; Revilla-Monsalve et al. 2007). En Alemania, dos productos comerciales elaborados
a partir de especies de la herbolaria medicinal mexicana son utilizados para tratar la DM2,
uno de estos productos es distribuido por Hando-Austria, es un preparado a base de
Opuntia sp. (nopal); el segundo es Sucontral de Harras Pharma (Munich) a base de
Hintonia sp.(copalchi) (Andrade-Cetto y Heinrich 2005).

Las especies vegetales Cecropia obtusifolia y Cecropia peltata indistintamente se
conocen como “guarumbo”, ya que comparten caracteristicas fisicas tan similares que a
simple vista no se distinguen una de otra. Del centro hasta el sureste de México, el uso
medicinal mas frecuente de “guarumbo”, es como remedio antidiabético, para lo cual se
emplea la infusién de las hojas, ramas, corteza o raiz como “agua de uso”. Cuando se
utilizan las hojas de la planta, se recomienda hervir 3 6 4 hojas tiernas en 2 | de agua
(Martinez 1969; Argueta et al. 1994; Aguilar et al. 1994; Gupta 1995; Aguilar et al. 1998;
Conabio 2008; SEMARNAT 2008). Actualmente, las hojas de C. obtusifolia son
empleadas por algunas industrias mexicanas para la elaboracion de productos

herbolarios (Quimicos y Vegetales Rowi, S.A. de C.V., Zapopan, Jalisco; Ciencia y Salud:



Formulas Herbolarias, México, D.F) y también son exportadas a Europa con el mismo
proposito (Gutiérrez-D y Betancourt-A 2008). Estos antecedentes fueron la base para el
desarrollo de diversos proyectos de investigacion que abordan aspectos basicos de
guimica, farmacologia y toxicologia; asimismo, los resultados obtenidos motivaron a los

ensayos clinicos.

2.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE Cecropia peltata

En su estado adulto C. peltata es un arbol de 5 a 12 m de altura, de tronco liso y anillado,
hojas orbiculares de 30 a 50 cm de diametro promedio y con 7-9 Iébulos que llegan hasta

la mitad de la hoja con &pices de obtusos a redondeados (Figura 1).

Figura 1. Fotografia de una planta de C. peltata en estado adulto aclimatada en el Estado
de Morelos y su clasificacion taxondémica.
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Es una especie dioica con inflorescencias masculinas que presentan espigas de 12
a 30 cm de largo y de 2 a 5 cm de ancho, con un pedicelo corto; en tanto que las
inflorescencias femeninas son amarillentas, sésiles, dispuestas en grupos de 2 a 6 y de
unos 4 a 5 cm de largo. El fruto mide aproximadamente 10 a 12 cm de largo y presenta
un punteado negruzco (Martinez 1969). Su lamina es algo escabrida en el haz y
densamente blanco tomentoso en el envés, con peciolo grueso de hasta 30 a 40 cm de
largo (http://www.semarnat.gob.mx/pfnm2/fichas/cecropia_obtusifolia.htm).

La viabilidad inicial de las semillas es del 90 % y la van perdiendo al pasar el
tiempo, la latencia del tipo fotoblastica es impuesta. En un estudio se observé que de
todas las semillas producidas en 5 hectareas en un afo, solamente el 40 % de ellas
llegan al suelo y la mitad son viables; después de un afio, sélo el 2.87 % permanecen
viables y 4.4 % germinan en los claros. Para germinar las semillas se requiere de
humedad y temperatura favorable (16 a 36 °C) que puede ser constante o fluctuante, asi
como también de varias exposiciones consecutivas y prolongadas de luz infrarroja para
alcanzar la maxima germinacion. La primera reproduccion ocurre alrededor de los 3 afios

después de la germinacion (Conabio 2008).

En México, el arbol de Cecropia peltata se distribuye en los Estados de Oaxaca,
Veracruz, San Luis Potosi, Tabasco, Yucatan y Chiapas y se le conoce popularmente
como guarumbo, arbol trompeta, yagrumo, congo, ambai, ambal, caseta, imbauba,
umbauba (Martinez 1969; http://plantamed.com.br/index.html). Los sin6nimos boténicos
reportados son Cecropia amphiclora, Cecropia peltata var. Candida (Velazquez 1971) y

Cecropia surinamensis (Mig).

2.3 ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL GENERO Cecropia
2.3.1 Estudios en animales de experimentacion

Aunque el uso etnobotanico para C. obtusifolia y C. peltata es el mismo, los
estudios quimicos y farmacolégicos se han enfocado principalmente a la primera. La
actividad hipoglucemiante atribuida a estas especies fue evaluada utilizando diferentes

modelos biolégicos. La infusion de hojas secas (1g/10ml), administrada por via


http://www.semarnat.gob.mx/pfnm2/fichas/cecropia_obtusifolia.htm
http://plantamed.com.br/index.html

intravenosa en una dosis de 150 pl/Kg en perros mongrel con pancreatectomia parcial y
total, produjo una disminucion de los niveles de glucosa en sangre desde la segunda hora
después de su administracién; la hipoglucemia no se acompafié por el incremento en los
niveles plasmaticos de insulina, pero se produjo una elevacion significativa en las cifras
plasmaticas de triglicéridos. Los resultados permitieron asumir que el efecto
hipoglucemiante no esté asociado con una estimulacion sobre las células S-pancreaticas
(Mellado y Lozoya-Meckes 1984).

En otros estudios, se reporté el efecto antihiperglucemiante del extracto acuoso de
las hojas de C. obtusifolia en ratones con hiperglucemia inducida con aloxana (Pérez et
al. 1984) y en conejos con hiperglucemia inducida por cargas dobles de glucosa (Roman
et al. 1991). Andrade-Cetto y Wiedenfeld (2001) reportan en ratas tratadas con
estreptozotocina también el efecto antihiperglucemiante producido por los extractos
acuoso Yy butandlico, asi como por el acido clorogénico (ACG) y la isoorientina (ISO)

aislados de la planta (Figura 2).

El extracto butandlico de las hojas de esta especie disminuye la hiperglucemia
postprandial en las ratas estreptozotomizadas; este efecto fue asociado con la inhibicion
de las enzimas a-glucosidasas del intestino, impidiendo con ello el desdoblamiento de
carbohidratos complejos y retardando la absorcidon de la glucosa (Andrade-Cetto et al.
2008). Observaciones realizadas en ratones normoglucémicos reproducen el efecto
hipoglucemiante de los extractos metandlicos de C. obtusifolia y C. peltata administrado
via oral en dosis de 1g/Kg (Nicasio et al. 2005). Ademas se ha reportado que el extracto
acuoso de C. obtusifolia y ACG estimulan la obtencién de glucosa en adipositos sensibles

y resistentes a insulina (Alonso-Castro et al. 2008).

Los estudios metabdlicos para establecer la correlacion entre el consumo de café y
la diabetes, demuestran que los polifenoles y principalmente el ACG se encuentra en
concentraciones elevadas en esta bebida y tiene gran capacidad antioxidante. Asimismo,
el ACG actla protegiendo a las células beta del pancreas y disminuye la absorcién
intestinal de la glucosa aumentando los niveles del péptido tipo glucagon-1 (GLP-1) y
disminuyendo los del polipéptido insulinotrépico glucosa-dependiente (GIP); fenbmenos
gue se traducen en disminucién de la glucosa plasmatica (Johnston et al. 2003; McCarty
2005). En ratas Zucker (fa/fa) obesas, hiperlipidémicas y resistentes a insulina se evalué

el efecto del ACG administrado por via intravenosa, y se demostr6 que este compuesto
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disminuye el pico postprandial de la glucosa sin producir una hipoglucemia sostenida.
Ademas de disminuir significativamente los niveles séricos de colesterol y de triglicéridos,
asi como los de triglicéridos hepaticos (Rodriguez de Sotillo y Hadley 2002).

Figura 2. Compuestos fendlicos con actividad hipoglucemiante mas abundantes en
plantas del género Cecropia.
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Estructuralmente el éster formado entre el 4cido caféico y el acido quinico es el
acido clorogénico. La isomerizacién del acido clorogénico resulta en tres estructuras
diferentes por la posicion del acido quinico 3 (3-ACG), 4 (4-ACG) y 5 (5-ACG). Ademas
de su actividad antioxidante, existen reportes de su funcién como antiviral (Jassim y Naji
2003), antibacterial (De Sotillo et al. 1998) y antifiungica (Bowels et al. 1994). En su
funcién en plantas se reporta como un intermediario en la biosintesis de lignina (Mondolot
et al. 2006), antibacteriano, antiherbivoros (Izaguirre et al. 2007; Leiss et al. 2009) y
antifungico (Maher et al. 1994).

De la misma forma, se demostr6 el efecto antihiperglucemiante e hipolipemiante, de
la ISO por la administracion via oral por 2 semanas a ratas con diabetes inducida con
estreptozotocina. Los resultados confirman que la ISO disminuye los niveles de glucosa,

de colesterol y de triglicéridos a partir del 5° dia de tratamiento. El efecto se mantuvo
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hasta 10 dias después de suspender la administracién del compuesto (Sezik et al. 2005).
Por otro lado Ko et al. (1998) demostré que ISO posee actividad antioxidante demostrada

in vitro.

Ademas, se reportd que ACG e ISO son inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina | al vasoconstrictor mas potente angiotensina Il (ECA), lo que les confiere
también propiedades antihipertensivas a C. obtusifolia y C. peltata (Lacaille-Dubois et al.
2001).

2.3.2 Estudios clinicos

En un disefio al azar y doble ciego con diabéticos de ambos sexos de entre 30 y 60
afos de edad, se evalud la infusion preparada de “guarumbo” con un contenido de ACG
en cada dosis de 2.99+0.14 mg/g de hojas secas; los pacientes tomaron la infusién antes
de cada alimento durante 21 dias. Se mostr6 una disminucién de los niveles de glucosa
(15.25), colesterol (14.62 %) vy triglicéridos en sangre (42 %) respecto al grupo control
(Herrera et al. 2004). Actualmente se realiza un estudio clinico fase 2 en pacientes
diabéticos tipo 2, a los cuales se les administran las capsulas desarrolladas como
fitofarmaco (estandarizado su contenido en ACG e I1SO), a partir del extracto acuoso de

hojas de C. obtusifolia (Herrera A, comunicacién personal).

En un siguiente estudio con un grupo de pacientes recientemente diagnosticados
como diabéticos y sin tratamiento con hipoglucemiantes orales que recibieron diariamente
como agua de uso una infusién preparada con 13.5 g/l de hojas de C. obtusifolia
(ACG=2.91 mg; 1SO=2.4 mg); se encontr0 que el extracto tiene un efecto
antihiperglucemiante y la hemoglobina glicosilada también se redujo de una manera
significativa y sostenida. Por el contrario, el colesterol, triglicérido e insulina no se
modificaron. Al suspender el tratamiento, se observé que el proceso se revierte. La
evaluacion de las enzimas hepaticas indicaron que el producto no es tdxico (Revilla-
Monsalve et al. 2007).
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2.3.3 Estudios toxicolégicos

La dosis letal 50 (DLsp) del extracto acuoso de hojas de C. obtusifolia administrado
via intraperitoneal en la rata fue de 1.45+0.07 g/Kg (equivalente a 11.21+0.52 g/Kg peso
corporal de la hoja seca). En los animales tratados se observd un estado de relajacion
general, somnolencia y piloereccion (Pérez-Guerrero et al. 2001). En los ratones, la DLsg
para el extracto metandlico de las hojas fue >5 g/Kg. En el estudio subagudo por 30 dias,
la dosis diaria de 3 g/Kg del extracto metandlico no mostré alteraciones en las pruebas

conductuales ni en los cortes histoldgicos de diferentes 6rganos (Aguilar 2004).

2.3.4 Lapropagacién de guarumbo

El material vegetal que se ha utilizado hasta ahora para valorar las propiedades
guimicas y farmacolégicas de C. obtusifolia y C. peltata, proviene de plantas silvestres. El
conocimiento generado por la investigacion de la especie como potencial agente
hipoglucemiante no toxico y su propuesta para el desarrollo de un fitomedicamento,

obliga a considerar otras alternativas.

Hay antecedentes respecto a la propagacion vegetativa de C. obtusifolia por medio
de esquejes y de acodos aéreos. Con los esquejes se reporta la formacion de raices
utilizando una mezcla de &cido naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (IBA); en
cambio, con los acodos aéreos, se logré un enraizamiento superior y sin necesidad de
aplicar hormonas (LaPierre 2001). Asimismo, se reportd un protocolo de propagacion in
vitro, induciendo la formacién de brotes en yemas apicales por medio de fitorreguladores.
La mejor respuesta morfogenética se obtuvo con cinetina 26.64 UM en combinacién con
ANA o &cido indolacético 0.57 uM. Las plantulas generadas conservaron la capacidad de
producir los compuestos fendlicos ACG e ISO, asi como sus propiedades

hipoglucemiantes (Nicasio-Torres et al. 2009).
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2.4 PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN LAS PLANTAS

El metabolismo es el proceso de utilizacion y transferencia de masa y energia que
permite la vida de los organismos. Participan en este proceso: a) los metabolitos
primarios que son los compuestos esenciales y universales en todas las especies
(sacéaridos, aminoacidos, acidos grasos, acidos organicos y bases nitrogenadas, los que
a su vez, dan lugar a moléculas poliméricas: proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos);
y b) los metabolitos secundarios (MeS), que son particulares de cada especie y que
independientemente de que no son esenciales, cumplen un papel importante en la
interaccion de la planta con su ambiente (Bourgaud et al. 2001; Nugroho y Verporte
2002).

Los MeS tienen una estructura Unica y compleja, y su produccién esta
frecuentemente asociada a condiciones de estrés bidtico y abiotico. En general, se
acepta que los MeS son necesarios para la sobrevivencia de la planta en su ecosistema;
ya que algunos (fitoalexinas) poseen propiedades antimicrobianas y por lo tanto protegen
a la planta de los agentes patégenos. Asimismo, ejercen acciones antigerminativas o
toxicas para otras plantas (alelopatia); actian sobre los insectos (propiedades
antialimentarias o insecticidas); son utiles para repeler predadores y atraer polinizadores
0 simbiontes; finalmente, absorben el exceso de energia luminosa evitando el dafio por

fotooxidacion (Bourgaud et al. 2001; Nugroho y Verporte 2002; Marja et al. 2004).

La sintesis de los MeS se deriva del metabolismo primario a través de una ruta
compleja en la que intervienen diversas enzimas, es caracteristica para cada especie o
género, y se activa en estadios particulares del crecimiento y desarrollo de la planta. La
biosintesis de MeS y las reacciones enzimaticas pueden activarse o inhibirse
genéticamente de acuerdo con las condiciones existentes: disponibilidad de los
nutrientes, lesiones, ataques microbianos, sequia, depredacion, agentes quimicos

(herbicidas), cambios de temperatura, humedad, etc. (Nugroho y Verporte 2002).

Las plantas pueden ser la fuente renovable mas abundante y de menor costo para
la obtencion de MeS complejos con propiedades farmacoldgicas; sin embargo, como se
menciond anteriormente, diferentes factores pueden afectar su composicién quimica.
Para asegurar esa composicién y por lo tanto la eficacia de las plantas medicinales, se

requiere de cultivos uniformes en condiciones estandarizadas (Raskin et al. 2002). Para

14



la mayoria de las especies medicinales, la relacion entre los factores ambientales y la
produccion de compuestos bioactivos es poco estudiada o se desconoce; sin embargo,
de manera general su contenido varia dependiendo del genotipo, estado de desarrollo,
tejidos y 6rganos de estudio, estado de salud y diferencias en el ambiente. Para conocer
la respuesta de la planta, es preciso estudiar los factores por separado y determinar la
variacion en el contenido de los MeS bajo el manejo agricola aplicado (Wink 1999).

2.4.1  Significado de estrés en plantas

El término estrés en el marco de la fisiologia vegetal refleja la magnitud de presién
ambiental que es desfavorable y que fuerza al cambio en la fisiologia de una planta. A
menudo es dificil distinguir entre aquellas respuestas que repercuten negativamente en la
planta y aquellas que poseen un efecto benéfico; algunos factores pueden tener ambos
efectos simultaneamente. Por ejemplo, la marchitez producida por déficit hidrico, si bien
tiene un efecto negativo en la tasa de asimilacion de CO,, también puede ser positiva
para la planta, ya que colabora en la menor absorcion de energia luminica al cambiar el
angulo de exposicién, evitando con ello el dafio permanente en la hoja por alta irradiancia

y temperatura (Nielsen y Orcutt 1996).

Las plantas estdn expuestas a diferentes condiciones ambientales, que
adversamente afectan su metabolismo, crecimiento y desarrollo. Por ello, se adaptan a
estas condiciones de estrés modulando su metabolismo vy fisiologia. Estos factores de
estrés pueden ser de tipo abidtico (sequia, salinidad, luz, CO,, nutrientes y temperatura) y
biéticos (bacterias, hongos, virus, insectos y herbivoros). Entre los factores abioticos mas

dafiinos estan la alta incidencia de luz y la deficiencia de nutrientes (Grechi et al. 2007).

2.4.2 La participacion de las especies reactivas de oxigeno (ERO) en la sintesis

de metabolitos secundarios

En las plantas, la sintesis y acumulacion de los MeS se induce por efecto de
condiciones tanto de estrés bidtico, como abibtico. Entre los primeros eventos que

ocurren en respuesta a las condiciones de estrés esta la produccion masiva de las
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especies reactivas de oxigeno (ERO) (Figura 3), tales como el anién superéxido (O,) el
radical hidréxilo (HO-) y el peréxido de hidrégeno (H,O,) Sudha y Ravishankar 2002;
Sepulveda et al. 2003; Gechev et al. 2006).

Esta sobreproduccion de especies oxidantes se acopla a una cascada de
reacciones en las células vegetales, que conducen a la biosintesis y acumulacién de los
MeS que ayudan a la planta a tolerar las condiciones de estrés. Las ERO pueden tener
dos funciones principalmente: en la primera pueden actuar como una sefial para la
activacion de las respuestas de defensa; mientras que en la segunda, debido a su
toxicidad, pueden aumentar el dafio producido por el estrés al provocar un desbalance en
el estado 6xido-reduccion de la célula. Las ERO son percibidas por diferentes ERO-
sensores y activan respuestas celulares (e.g. defensa contra estrés) (Figura 3); la
intensidad, duracion y localizacion de las sefiales de ERO son determinadas por la
interaccién entre las vias de produccion-ERO y de inactivacion-ERO (Sudha vy
Ravishankar 2002; Sepulveda et al. 2003; Gechev et al. 2006).

Figura 3. Funcion de las especies reactivas de oxigeno (ERO) en el reconocimiento de
diferentes sefiales ambientales (e.g. estrés) y activacion de las respuestas en las células
vegetales (Adaptado de Mittler et al. 2004).
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El dafio oxidativo se puede medir mediante métodos directos e indirectos; la
medicién directa de la concentracién de las ERO es dificil por su corta vida media y lo
costoso que resultan los equipos, lo que hace imprescindibles medirlos indirectamente.
Uno de los métodos de medicion indirecta es mediante la determinacién de productos
terminales de la accién oxidante sobre biomoléculas, como es la peroxidacion lipidica,
gue es uno de los métodos mas utilizados cuando se trata de probar dafio celular
inducido por los oxidantes (Pérez y Pérez 2000).

Por otro lado, la disminucion de la fijacion de CO, en los cloroplastos debido a la
deficiencia de macronutrientes, provoca sobre-saturacion en el sistema de transporte de
electrones fotosintéticos incluso en condiciones de baja irradiancia. Bajo esta condicion
altamente reducida, los electrones de alto potencial y la clorofila excitada, pueden
interactuar con el oxigeno molecular y formar ERO. Tewari et al. (2006) reportaron que
las hojas de maiz en condiciones de deficiencia de nitrato presentaron importante
disminucién en el contenido de clorofila, concluyendo que esta condicién causa severa

clorosis y fotooxidaciéon de los constituyentes de las hojas por la generacion de las ERO.

Con el objeto de controlar la toxicidad de las ERO hacia sus propios componentes
celulares, las plantas cuentan con mecanismos de destoxificacion para eliminarlas.
Dichos mecanismos se han clasificado en dos grupos principales: los enzimaticos y los
no enzimaticos. En los enzimaticos se induce la expresion de genes para la biosintesis de
enzimas antioxidantes como son superéxido dismutasas, catalasa y peroxidasas; en tanto
gue en los no enzimaticos, se induce la expresion de genes para la biosintesis de
compuestos con actividad antioxidante como el acido ascérbico, el a-tocoferol, los
carotenoides y los fendlicos (Garcia et al. 2004). En particular, un gran nimero de
compuestos fendlicos son poderosos antioxidantes capaces de consumir el H,O, y
contribuir con el ajuste del estado de 6xido-reducciéon celular desencadenado durante el
estrés. Ademas de la activacion o inactivacion de las diferentes respuestas celulares, la
percepcion-ERO puede afectar el crecimiento y el desarrollo. (Sepulveda et al. 2003; Fritz
et al. 2006)
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2.4.3 Hipotesis del balance carbono-nutrientes (CNB) y la sintesis de metabolitos

secundarios

Las plantas estan continuamente enfrentando un dilema acerca de cémo distribuir
sus recursos eficientemente. La interaccion entre el metabolismo del carbono (C) y
nitrogeno (N) regula muchos aspectos del metabolismo, fisiologia y desarrollo de las
plantas. La hipétesis de CNB (Bryant et al. 1983) postula que las plantas dirigen el Cy N
hacia el metabolismo secundario sé6lo cuando los requerimientos del crecimiento se han
cubierto y el crecimiento se reduce en mayor medida por las limitaciones de nutrientes
gue por la fotosintesis. La hipotesis del CNB es util para explicar los efectos de la
disponibilidad de nutrientes en la concentracion de MeS como alcaloides, terpenos y
fendlicos (Fritz et al. 2006, Palumbo et al. 2007). De acuerdo con esta teoria, el exceso
de carbohidratos que acumulan las plantas en condiciones limitadas de nutrientes cuando
la fotosintesis sobrepasa al crecimiento, son dirigidos a la produccion de metabolitos
secundarios basados en carbén (e.g., fendlicos). Cuando se incrementa el suministro de
nutrientes por fertilizacién, se permite el crecimiento y se equilibra con la actividad
fotosintética. Considerando esto, se postula que cuando hay una limitacion de N, el
metabolismo secundario se dirige hacia metabolitos ricos en C como los fendlicos y
terpenos; y por otro lado, cuando hay una limitacion de C, se incrementan los metabolitos
ricos en N como los alcaloides (Palumbo et al. 2007). En estudios con plantas de jitomate
(Solanum lycopersicum) y tabaco (Nicotiana tabaccum), se mencioné que la deficiencia
de nitrato resulta en la disminucidon de varios aminoacidos (incluyendo fenilalanina y
tirosina que son los precursores de compuestos fendlicos) y acidos organicos,
incrementos en el nivel de varios carbohidratos y fosfoésteres, asi como de algunos MeS
(Fritz et al. 2006; Urbanczyk-Wochniak y Fernie 2005).

2.4.4 Laruta metabdlica de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo muy amplio de metabolitos con mas de
8000 estructuras quimicas diferentes reconocidas hasta ahora; poseen un anillo
aromatico basico de benceno con un grupo hidroxilo como minimo unido a él. Estos
compuestos son sintetizados en las plantas, a partir del acido shikimico principalmente;

esta via se inicia a partir de carbohidratos como la eritrosa 4-P y el fosfoenolpiruvato, lo
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cual conduce a la sintesis de aminoacidos aromaticos como la fenilalanina y la tirosina
(Camacho-Cristobal et al. 2002; Fritz et al. 2006).

A partir de fenilalanina se forma el &cido transcinamico por la accion de la enzima
fenilalanina-amonioliasa (PAL), enzima clave en la biosintesis de compuestos fendlicos
(Figura 4). La PAL y otras enzimas involucradas en la biosintesis de los fendlicos, son
inducidas a través de sintesis de novo, principalmente en respuesta a varias condiciones
de estrés como el ataque de patdégenos, heridas, UV, etileno y deficiencia de nitratos; lo
gue conduce a la biosintesis y acumulacion de compuestos fendlicos: fenoles simples
(p.€j. &cido clorogénico), flavonoides (p.ej. isoorientina), taninos y lignina (Camacho et al.
2002). Hemm et al. (2004) demostraron que los genes que conducen a la biosintesis de
la PAL son altamente expresados en raices de Arabidopsis crecidas en luz; por su parte,
Fritz et al. (2006) reportaron que la expresion de genes de PAL y otras enzimas
requeridas en el metabolismo de compuestos fendélicos: C4H (Cinamato-4hidroxilasa),
4CL (Hidroxicinamato-CoAligasa) y HQT (Hidroxicinamoil-CoA), fueron inducidas por la

deficiencia de nitrato en plantas de Nicotiana tabacum.

Figura 4. Ruta biosintética condensada de los compuestos fendlicos.
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2.4.5 La disponibilidad de luz y nitrégeno como inductores de la biosintesis de

compuestos fendlicos

Los factores ambientales tales como la presencia de metales pesados, deficiencia
de nutrientes, salinidad, heladas, sequia, luz UV, etc., pueden alterar significativamente
las concentraciones de metabolitos en las plantas (Sepulveda et al. 2003). Briskin et al.
(2001) reportaron que en el cultivo de Hypericum perforatum con el incremento de
irradiancia (de 100 a 400 umol m™? s™), se incrementé significativamente la concentracion
de un compuesto bioactivo del grupo de los fendlicos, la hipericina. En el mismo trabajo,
al disminuir la concentracion de nitrato de 4.42 a 0.2 mM, se obtuvo un incremento de
casi el doble de la hipericina. Los autores mencionan que mientras el incremento en la
intensidad luminosa y la disminuciéon del suministro de nitrato favorecieron la produccion
de hipericina, la naturaleza de estas respuestas fue diferente; el incremento en la
irradiancia tuvo un efecto continuo en el incremento de la concentracién del compuesto,
en tanto que, la disminucién de nitrato resultdé en un patrén discontinuo en la elevacion
del contenido de hipericina. Con estos resultados se concluy6 que las respuestas a la

irradiancia y nitrato, son independientes y aditivas en la produccién del compuesto.

En plantas cultivadas con la combinacion de baja irradiancia (200 pmol m? s™) con
deficiencia de nitrato (0.4 mM) y que posteriormente fueron cambiadas a condiciones de
mayor irradiancia (900 pmol m? s™) con deficiencia de nitrato, se observé un incremento
hasta de 3-veces en el nivel de ACG (Urbanczyk-Wochniak and Fernie 2005). Por otro
lado, Fritz et al. (2006) observaron incremento en la produccién de ACG vy otros fendlicos
como el &cido cumarico y caféico en plantas de Nicotiana tabaccum sometidas a

deficiencia de nitrato (12 mM control y 0.2 mM deficiencia).

En particular, en una parcela de arboles de guarumbo, se observé un incremento
del contenido de ACG e ISO en las hojas relacionado con la disminucién del contenido de
nitrégeno total en el suelo. Cabe mencionar que en dicho estudio se tuvieron condiciones
semi-controladas de las condiciones de cultivo en campo (Gonzalez 2005). En otro
estudio con la misma especie, pero en un cultivo de células en suspension, se reportd un

incremento (2-veces) en la produccién de ACG por deficiencia de nitrato (Rios 2007).

De acuerdo con estos trabajos, la produccién de fenélicos puede ser estimulada por

bajos niveles de nitrato (Armstrong et al. 1970; Fritz et al. 2006; Palumbo et al. 2007; Le
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Bot et al. 2009); por la alta intensidad de luz (Hemm et al. 2004; Jaakola et al. 2004;
Mosaleeyanon et al. 2005) y otros factores de estrés bibtico y/o abiético (Bernards y Ellis
1991; Kovacik y Backor 2007; Clé et al. 2008; Jansen et al. 2008). Estos antecedentes
se tomaron en consideracibn en el presente estudio, para disefar el protocolo

encaminado a estimular la biosintesis los compuestos bioactivos ACG e ISO, en plantas
de C. peltata.
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Il JUSTIFICACION

Las especies Cecropia peltata y C. obtusifolia, popularmente conocidas como
“‘guarumbo”, son ampliamente utilizadas en la medicina tradicional mexicana por los
pacientes diabéticos como coadyuvantes en su control. Los preparados a base de la
infusién de sus hojas poseen efecto hipoglucemiante e hipolipemiante, demostrado tanto
en modelos experimentales en el animal vivo como en estudios clinicos. Sin embargo,
para el desarrollo de un fitomedicamento es imprescindible contar con el material vegetal
gue asegure su calidad y sea factible de ser manipulado en su composicion quimica,
especialmente para inducir la produccion de acido clorogénico (ACG) e isoorientina (1ISO),
compuestos a los cuales se les atribuye el efecto terapéutico. Esto a su vez, permitira
obtener extractos homogéneos con contenidos conocidos de los compuestos fendlicos

asegurando con ello su efectividad terapéutica.

Entre los sistemas de producciéon para la obtencion de material vegetal de C.
obtusifolia y C. peltata con caracteristicas quimicas constantes, se reporta la obtencion
de plantas por micropropagacion. A través de este sistema se determind que bajo
condiciones controladas no se requiere el desarrollo de la planta a la edad adulta, debido
a que los metabolitos de interés estdn presentes desde los estados tempranos de su

desarrollo.

A la fecha se conoce poco acerca de como modifican los factores ambientales el
metabolismo secundario de plantas de C. peltata; particularmente en un reporte previo,
se menciona que la deficiencia de nitrégeno en suelo favorece la acumulacién de ACG e
ISO. Por lo cual, es importante conocer el metabolismo de la planta en condiciones de
estrés por deficiencia de nitrato en combinacion con alta irradiancia, para estimular la
produccion de compuestos fendlicos (CGA e I1SO). Asimismo, el estudio de diferentes
eventos bioquimicos involucrados en la respuesta de la planta en esas condiciones,
proporcionard informacion para caracterizar los mecanismos de respuesta sobre el
metabolismo de los compuestos fendlicos. Los avances logrados serviran para contribuir
con las bases para el establecimiento de un sistema de cultivo controlado de C. peltata
como fuente de material vegetal para la investigacion y el posible desarrollo de un

fitomedicamento para el tratamiento de diabetes mellitus.
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IV  OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la disponibilidad de la luz (irradiancia) y de nitrato sobre la
acumulacion de compuestos fenoélicos (ACG e ISO), asi como otros cambios bioquimicos,
relacionados con la distribucién de la biomasa y el desarrollo de la planta, empleando un

sistema de cultivo hidropoénico controlado de la especie C. peltata.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

A Establecer un sistema de propagacién y aclimatizacion de plantas de C. peltata en
condiciones ambientales controladas mediante un sistema hidroponico, para el

suministro continuo y homogéneo de material vegetal.

A Evaluar el efecto del incremento de la irradiancia en combinacién con la
disminucion de la concentracion de nitrato sobre la distribucion de la biomasa, la
produccion de compuestos fendlicos, la actividad antioxidante y actividad de la
enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL), en el desarrollo de las plantas de C.

peltata a 28 dias de cultivo.

A Caracterizar la biomasa seca, contenido de fendlicos solubles totales, actividad
antioxidante, fendlicos individuales, contenido de ligninas, actividad de PAL,
produccion de H,O, y peroxidacién de lipidos, relacionados con el desarrollo en
diferentes tiempos de cultivo (cinética), como respuesta de las plantas de C.
peltata ante el incremento de la irradiancia en combinacién con el contenido de

nitrato
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V  MATERIALES Y METODOS

5.1 PLANTEAMIENTO GENERAL, TRES ETAPAS DE EXPERIMENTACION

Etapa A. Establecimiento del sistema de propagacion de plantas de C. peltata, que
incluye su aclimatizacion en un sistema hidropénico, lo que servirA como suministro

continuo y homogéneo de material vegetal.

Etapa B. Disefio experimental factorial de concentracion de nitrato (13, 2 y 0.2 mM)
e irradiancia (20, 30, y 100 pmol m? s') durante 4 semanas de cultivo, sobre los
pardmetros: biomasa seca, contenido de fendlicos solubles totales, fendlicos individuales,

actividad antioxidante y actividad de la enzima PAL en partes aéreas y raices.

Etapa C. Del disefio experimental de la etapa B, se eligieron cuatro tratamientos
para la evaluacién con respecto al tiempo de cultivo (cinéticas a 28 dias), de los
siguientes pardmetros en partes aéreas: biomasa seca, contenido de fendlicos solubles
totales, actividad antioxidante, fendlicos individuales, contenido de ligninas, actividad de

PAL, produccion de H,O, y peroxidacion de lipidos.

ETAPA A

5.2 MATERIAL VEGETAL

Los frutos maduros de Cecropia peltata “guarumbo”, se tomaron de un arbol
colectado en Cunduacéan, Tabasco y aclimatado en Xochitepec, Morelos. Este espécimen
fue identificado en el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social de
México (IMSSM) con el codigo numero 14123 (Nicasio-Torres et al. 2009).
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5.3 OBTENCION DEL CULTIVO HIDROPONICO

Las semillas se esterilizaron superficialmente por inmersiones sucesivas en etanol
al 70% durante 5 min, seguida en una solucion de cloro comercial (Cloralex ®: agua, 1:5
v/v) por 10 min y enjuagues con agua destilada estéril. Posteriormente, las semillas se
transfirieron a frascos tarro con el medio nutritivo sélido de Murashige y Skoog (1962) al
50%, complementado con 1.5% (p/v) de sacarosa, ajustado a pH 5.7 y 0.3% (p/v) de
fitagel. Las plantulas de ocho semanas de edad (5 cm de altura) se aclimatizaron a
condiciones ex vitro como lo describe Osuna et al. (2008), para lo cual se utilizaron
sistemas hidropdnicos que consistian en recipientes de plastico (cubiertos con bolsas de
plastico transparentes para prevenir la desecacion) con 60 ml de solucion nutritiva de
Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) modificada a la siguiente composicién: 13 mM NOs3",
6 MM K *, 4 mM Ca**, 2 mM SO, 2 mM Mg, 1 mM H,PO,", 46.2 uM H;BO3, 17.9 uM
Fe?-K,EDTA, 9.1 pM Mn?*, 0.76 uM Zn?*, 0.31 pM Cu?** y 0.10 pM MoO,* a pH 5.8. La
solucién nutritiva se renové cada 7 dias y la humedad relativa se redujo gradualmente
hasta que las bolsas de plastico se retiraron de las plantas. Después de 4 semanas, las
plantas se transplantaron en vasos de plastico de 300 ml repletos con perlita mineral, y
regadas con solucion nutritiva (50 ml) cada tercer dia durante 4 semanas mas. Las
condiciones en el cuarto de incubacioén fueron 25 °C y fotoperiodo de luz/oscuridad (16/8
h) con irradiancia de 30 pumol m™ s™' suministrados con lamparas de luz fluorescente.
Treinta plantas de dieciséis semanas de edad fueron empleadas como unidades

experimentales.

ETAPA B

5.4 EFECTO DEL SUMINISTRO DE IRRADIANCIA EN COMBINACION CON
NITRATO

Para evaluar el efecto de la intensidad de la luz y la concentracién de nitrato sobre
el desarrollo, y los cambios fisiol6gicos y bioquimicos en plantas C. peltata, se evaluaron
nueve tratamientos (Cuadro 1) por la combinacion de dos factores: irradiancia (20, 30 y
100 pmol m? s™") y la concentracién de nitrato en la solucién nutritiva (13, 2 y 0.2 mM) en

3 niveles. Las condiciones control fueron 30 pmol m™ s™' de irradiancia y 13 mM de
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concentracion de nitrato. Para garantizar un suministro adecuado de K*y Ca**, las sales

eliminadas de la solucién nutritiva se reemplazaron con moles equivalentes de K,SO, y

CaCl,. Las plantas se regaron con 50 ml de la solucién nutritiva diariamente por un

periodo de 28 dias. Todos los experimentos se llevaron a cabo dentro del cuarto de

incubacion. Lamparas fluorescentes de luz blanca, se utilizaron para modificar la cantidad

de irradiancia. Al comienzo del experimento, tres plantas se recolectaron como referencia

de los valores iniciales; el resto de las muestras se colectaron el dia 28.

Cuadro 1. Disefio experimental de dos factores: irradiancia y suministro de nitrato, a tres
niveles cada uno. Los valores iniciales fueron muestreados como parametros de
referencia de las plantas en el dia inicial (dO) y en el resto de los tratamientos al dia 28

(d28).

Irradiancia
pumol m2s™

Tratamiento

Nitrato

mM

do

A (inicial) 30
d28
B 20
C 20
D 20
E (control) 30
F 30
G 30
H 100
I 100
J 100

13

13
2
0.2
13
2
0.2
13
2
0.2

5.5 COSECHA Y PARAMETROS DE CRECIMIENTO

Las plantas se separaron cuidadosamente en partes aéreas y raices, y secadas a

temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. La masa fresca (MF) y la masa seca

(MS) de cada muestra se obtuvieron mediante el uso de la balanza analitica, y de los

valores de MS se obtuvo la relacion de raiz-brote (RRB) eng g~
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5.6 ANALISIS QUIMICOS
5.6.1 Obtencién de extractos

Las muestras secas (partes aéreas y raices) y finamente molidas (0.2 g), se
extrajeron en forma separada via maceracion con metanol (1:100, p/v) durante 24 h a
temperatura ambiente, repitiendo el proceso tres veces. Los extractos se filtraron con
papel filtro (Whatman No. 1), se reunieron y concentraron a sequedad con presion
reducida y almacenados en frascos de vidrio (Nicasio et al. 2005; Nicasio-Torres et al.
2009).

5.6.2 Cuantificacion de fendlicos solubles totales (FT)

El contenido de FT en los extractos metandlicos se determind por el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Cai et al. 2004; Silva et al. 2007). Los extractos se re-
disolvieron en metanol (1 mg mlI™") y oxidados con el reactivo de Folin-Ciocalteu (10%
v/v); después de 10 minutos, la reaccion se alcalinizé con la solucién de carbonato de
sodio (8%, w/v), se incub6 durante 90 minutos a temperatura ambiente (23 °C) y se midio
la absorbancia a 760 nm utilizando un espectrofotdmetro Jenway 6305. La cuantificacion
se realiz6 sobre la base de la curva estandar de ACG vy los resultados se expresaron
como mg de FT equivalentes (eq) de ACG por g MS, asi como mg (eq) de ACG por

planta.

5.6.3 Evaluacién de la actividad antioxidante (AA)

La evaluacion de la AA de los extractos se llevo a cabo por el método ABTS ™ (acido
2,2-azinobis 3—etilbencentiazolina—6-sulfénico) descrito por Re et al. (1999). El cati6n
radical ABTS™ se gener6 por reaccion de 7 mM de ABTS con 2.45 mM de persulfato de
potasio, después de incubar a temperatura ambiente (23 °C) y oscuridad durante 16 h. La
solucion ABTS™ se diluyé con agua a una absorbancia de 0.700 = 0.050 a 734 nm

(espectrofotdmetro Jenway 6305). Se tomaron 20 pl de los extractos re-disueltos en
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metanol (1.58 mg mlI™") y se mezclaron con 1 ml de solucién ABTS™. La mezcla de
reaccion se dejo reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos e inmediatamente se
ley6 la absorbancia a 734 nm. Las soluciones estandar de ACG en metanol (0-200 ug
mI™”") se prepararon y analizaron en las mismas condiciones. Los resultados se

expresaron en términos de actividad antioxidante equivalente (eq) de ACG por g MS.

5.6.4 Cuantificacion de acido clorogénico (ACG) e isoorientina (ISO)

El analisis del contenido de ACG (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados
Unidos) e ISO (Indofine Chemical Co., Inc., Estados Unidos) se realiz6 por HPLC
empleando un equipo Waters (moédulo de separacién 2695) y un controlador de sistema
(software de administrador del sistema del Milenio) en las condiciones establecidas
previamente por Nicasio-Torres et al. (2009). Muestras de 60 pul se eluyeron en una
columna Spherisorb ODS-2 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) a una velocidad de flujo de 1 ml
min~" con un gradiente binario de fases moviles: (A) H,O-(H;PO,4 0.5%) y (B) CHsCN-
CH3OH (1:1) con duracién de 32 min. La identificacion de los picos en las muestras
analizadas se determind mediante la comparacién de los tiempos de retencion y sus
espectros de absorcién al UV con el de los estandares. Las curvas de calibracion se
construyeron con soluciones estandar de 20, 40, 80 y 100 pg ml™" de ACG e ISO en
metanol y se monitoreo a 300 nm empleando un detector de arreglos de fotodiodos
Waters 2996. El analisis por regresion lineal basados en el area de los picos de los

estandares utilizados mostraron un R? = 0.999.

5.7 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA FENILALANINA
AMONIO-LIASA (PAL)

La extraccion de PAL y la evaluacion de su actividad se determind por el método
descrito por Kovacik y Backor (2007), con algunas modificaciones. Las muestras frescas
(0.2 g) se trituraron en el homogenizador de tejidos durante 50 s con 3 ml de buffer de
boratos 0.1 M (pH 8.8) en frio, conteniendo también 20 mM de B-mercaptoetanol. La
mezcla se mantuvo durante 30 min en un bafio de hielo (4 °C); se centrifugé a 12.500

rpm a 4 °C durante 20 min, y el extracto final se utiliz6 para el ensayo enzimatico. El
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extracto (0.5 ml) se mezclé con 2.1 ml de bufer de borato de sodio 0.1 M (pH 8.8) y pre-
incubado a 40 °C durante 5 min; posteriormente, se inici6 la reaccién por la adicién de 0.3
ml de L-fenilalanina 100 mM. Después de 1 h de incubacién a 40 °C, la reaccion se
detuvo por la adicién de 0.1 ml de HCI 6 N. Simultaneamente, el blanco para cada
muestra se llevé a cabo con 2.4 ml de borato de sodio 0.1 M (pH 8.8), 0.5 ml del extracto
y 0.1 ml de HCI 6 N. Después de 1 h, se midi6 el cambio de absorbancia a 277 nm. La
actividad enzimatica fue reportada como U g~' de masa fresca (MF), donde U = diferencia
de absorbancia después de 1 ha 277 nmh™,

5.8 ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos vias y se
consideraron significativos los valores de p <0.05. Las diferencias significativas entre
tratamientos fueron calculadas mediante la prueba de Tukey. Después de la regresion
lineal de los datos de FT vs AA, se obtuvo el cuadrado del coeficiente de correlacion de
Pearson (R? junto con su valor de p; correlaciones con valores de p <0.01 fueron

consideradas significativas (SAS, 9.1; SAS Institute, Inc.).

Etapa C

59 CINETICA EN PARTES AEREAS: CRECIMIENTO Y CAMBIOS
BIOQUIMICOS

De los nueve tratamientos aplicados en la etapa anterior (Cuadro 1), se eligieron
cuatro tratamientos: 30/13, 30/0.2, 100/13 y 100/0.2 pmol m2s"/ mMm (irradiancia/nitrato,
respectivamente) para evaluar con respecto al tiempo (cinéticas), el cambio en el
crecimiento y otros parametros bioquimicos en las partes aéreas de C. peltata. Al
comienzo del experimento, tres plantas se tomaron como referencia de los valores
iniciales, el resto de las muestras (3 por cada tratamiento) se colectaron a tiempos de: 7,
14, 21 y 28 dias de cultivo.
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5.10 COSECHA Y PARAMETROS DE CRECIMIENTO

Para la evaluacién de los parametros vegetativos (biomasa fresca y biomasa seca),
las partes aéreas de las plantas se separaron cuidadosamente y enseguida se
procesaron como se describio en la etapa B.

5.11 ANALISIS QUIMICOS

De los extractos metandlicos del material vegetal seco (partes aéreas) se realiz6 el
andalisis del contenido de compuestos fendlicos solubles totales, actividad antioxidante y

fendlicos individuales como se describié en la etapa B.

5.11.1 Contenido de lignina total

El contenido de lignina se midid6 mediante el método Klason, como lo describe Ma
(2007) con algunas modificaciones. El residuo sélido resultante de la maceraciéon se seco
y se peso; se tomaron 200 mg del residuo seco y se hidrolizé en 3 ml de H,SO, 72 %
(v/v) a 25 °C, durante 3 h con agitacién ocasional. El hidrolizado se diluyé con 190 ml de
H,O destilada y se puso en autoclave a 120 °C durante 1 h. Después de enfriar, se filtrd
con papel filtro (Whatman No. 1), y se enjuagé el filtrado con 50 ml de agua fria. El
residuo sdélido correspondiente a la lignina insoluble, se secd a temperatura ambiente y se
peso. La solucidn filtrada se diluyd hasta 500 ml y se midi6 la absorbancia a 205 nm; se
calcul6 la lignina soluble en é&cido por la siguiente férmula: lignina soluble (g 1) =
Abs,05/110. La lignina total se obtuvo por la suma de la lignina insoluble en acido y la

lignina soluble. La lignina total se reporté como g de lignina Klason por g de MS
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5.12 ANALISIS BIOQUIMICOS
5.12.1 Actividad de PAL

Del material fresco se evalud la actividad de la enzima PAL como se describié en la
etapa B.

5.12.2 Cuantificacion de peréxido de hidrégeno

El contenido de perdxido de hidrogeno (H,O,) se determind por el complejo
H,O,-titanio como resultado de la reaccion del tejido-H,O, con tetracloruro de titanio por

el método de Brennan y Frenkel (1977).

5.12.3 Analisis de peroxidacién de lipidos

La peroxidacion lipidica en hojas se determiné por el contenido de malondialdehido
(MDA) mediante la reaccién con acido tiobarbitarico (TBA) como lo describe Heath y
Packer (1968). El equivalente de MDA se calcul6 a partir de la diferencia de absorbancia

a 532y 600 nm utilizando el coeficiente de extincion de 155 mM™ cm™.

5.13 ANALISIS ESTADISTICOS

De cada parametro, en el punto de muestreo que presentd mayor diferencia entre
los promedios de los tratamientos, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA); los valores
de p <0,05 se consideraron significativos. Diferencias significativas entre tratamientos con
respecto al control se calcularon mediante la prueba de Tukey (SAS, 9.1; SAS Institute,

Inc.).
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VI RESULTADOS

ETAPA A

6.1 OBTENCION DEL CULTIVO HIDROPONICO DE C. peltata

Para el establecimiento del cultivo hidropdnico de plantas de C. peltata se siguio la
metodologia que se ilustra en la Figura 5. Se inicié con la germinacién in vitro a 25 °C y
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad, con una irradiancia de 30 pmol m? s™; las
plantulas generadas se conservaron en las condiciones in vitro durante un periodo de 2

meses.

Figura 5. Diagrama de obtencion de los lotes experimentales de plantas de C. peltata en
sistema hidropdnico y condiciones controladas.

Semillas (esterilizacién superficial) S Sisterpalhid_rgpénico con
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30 umol m? s
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13 mM NO3’

1 mes de desarrollo




Posteriormente, se procedié a la aclimatizacion de las plantulas a condiciones ex
vitro mediante un sistema hidropénico (2 meses) en las mismas condiciones de cultivo.
Las plantas obtenidas al término de este proceso (5 meses) fueron manejadas como
unidad experimental. Se obtuvieron lotes de plantas en cultivo hidropdnico con soporte
sOlido, para cada grupo de parametros a evaluar se utilizaron 3 ejemplares como
repeticiones en cada tratamiento, en las diferentes fases experimentales.

Etapa B

6.2 EFECTO DEL SUMINISTRO DE IRRADIANCIA EN COMBINACION CON
NITRATO SOBRE EL DESARROLLO DE LAS PLANTAS

Las plantas a 30 y 100 umol m™ s~ de irradiancia en condiciones de deficiencia de
nitrato, presentaron hojas con clorosis (amarillamiento) y una tonalidad rojiza en el area
del tejido vascular (Figura 6). Del mismo modo, se observo que las plantas desarrolladas
en los tratamientos de mayor irradiancia, presentaron raices secundarias mas

abundantes después de 28 dias de cultivo.

Figura 6. Caracteristicas fisicas de hojas y raices de plantas de Cecropia peltata,
desarrolladas bajo dos condiciones de irradiancia y niveles de nitrato después de 28 dias
de cultivo.
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Nitrato
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Con respecto al crecimiento, bajo las condiciones control (irradiancia 30 umol m™
s~y nitrato 13 mM), la biomasa seca de partes aéreas y raices (Figura 7) aumenté casi
3-veces al final del experimento con respecto a la biomasa inicial (d0). En las partes
aéreas, después de 28 dias, no se encontraron diferencias significativas de masa seca
(MS) entre los tratamientos de baja irradiancia (20 y 30 pmol m™2 s™); sin embargo, en los
tratamientos con mayor irradiancia (100 pmol m™ s™), la MS aumenté significativamente
(F = 87.68; p <0.0001; Tukeyoos = 0.22), hasta 1.7 veces mas que el control. Bajo esta
condicion de mayor irradiancia, se observdé una reduccion no significativa en la
acumulacion de MS por la disminucién de la concentracion de nitrato (2 y 0.2 mM). En las
raices, el analisis estadistico mostr6 que la acumulacion de biomasa resulté de la
interaccién entre la mayor irradiancia y la menor concentracion de nitrato (Fz«3 = 5.92; p =
0.0032). En el tratamiento con irradiancia mas alta, en un efecto contrario a la tendencia
observada en las partes aéreas, la MS aumenté por efecto de la disminuciéon de la

concentracion de nitrato.

Figura 7. Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en la acumulacion de
masa seca en partes aéreas y raices de plantas de Cecropia peltata cosechadas al inicio
(d0) y al final del experimento (d28).
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Las barras verticales representan el error estandar (EE) de la media (n=3). Un asterisco
indica diferencia significativa con respecto al control (C) de acuerdo con la prueba de
rango multiple de Tukey.
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Por medio del parametro relacion-raiz-brote (RRB) (Figura 8), se analizé la
diferencia de crecimiento entre partes aéreas y raices. En el control, a los 28 dias de
cultivo, se obtuvo una relacion similar a la del inicio (d0). Del mismo modo, en los
tratamientos de baja-irradiancia (20 y 30 pumol m™ s™') se encontraron diferencias
significativas en RRBs a los 28 dias con respecto al control; por el contrario, en los
tratamientos de 100 umol m™2 s, la relacién entre la RRB aument6 de manera
significativa (F = 111.76; p <0.0001; Tukey, s = 0.02) hasta casi 2-veces, y fue favorecido

por la disminucién de la concentracion de nitrato (F = 29.37; p <0.0001; Tukeyg.os = 0.02).

Figura 8. Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en la relacién-raiz-
brote (RRB) en plantas de Cecropia peltata cosechadas al inicio (d0) y al final del
experimento (d28).
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Las barras verticales representan el error estandar (EE) de la media (n=3). Un asterisco
indica diferencia significativa con respecto al control (C) de acuerdo con la prueba de
rango multiple de Tukey.
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6.3 EFECTO DEL SUMINISTRO DE IRRADIANCIA EN COMBINACION CON
NITRATO SOBRE LA PRODUCCION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y
ACTIVIDAD DE PAL

La acumulacién de compuestos fendlicos solubles totales (FT) se determind en
partes aéreas y en raices (Cuadro 2 y 3). Al inicio (d0) del experimento, la concentracion
de FT en partes aéreas fue 1.8-veces mayor que el de las raices, la cual aument6 a 2.3-
veces al final del estudio (d28) bajo las condiciones control (irradiancia 30 pmol m2s™y
nitrato 13 Mm). La abundancia de ACG en partes aéreas es notable; al principio (d0), un
contenido 2-veces mayor que el de las raices; sin embargo, a los 28 dias, esta relacion
aumento de 6- a 8-veces en los diferentes tratamientos. Por otro lado, como una

tendencia general, la actividad de PAL fue mayor en las raices que en partes aéreas.

Cuadro 2. Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en el contenido de
fendlicos solubles totales (FT), actividad antioxidante (AA), acido clorogénico (ACG), y
actividad de fenilalanina amonio-liasa (PAL), en partes aéreas de plantas de Cecropia
peltata.

Tratamiento FT AA ACG AL
Irradiancia  Nitrato (mg_1quCG (mg_1quCG (mg g~' MS) (U g™ MF)
(umol m2s™)  (Mm) g MS) g MS)
do
30 13 5.66 + 0.85 7.38 + 1.07 0.16 £ 0.04 2.79 £ 0.04
d28
20 13 7.04 +1.84 6.13 + 0.95 0.12 £ 0.05 1.86 £ 0.52
20 2 3.40 £0.24 4.21 + 0.48 0.07 £ 0.01 1.98 £ 0.36
20 0.2 6.33 £ 0.81 5.72 £ 0.81 0.17 = 0.03 1.89 + 0.56
30 control 13 5.21 £ 1.59 494 + 0.94 0.14 = 0.09 1.86 + 1.01
30 2 5.95 + 0.96 5.29 £ 0.48 0.07 = 0.02 1.56 + 0.80
30 0.2 8.64 + 1.36 9.25 +£1.09 0.25 = 0.06 1.80 + 0.28
100 13 6.68 £ 1.84 7.74 £ 1.62 0.20 = 0.10 3.06 £ 0.41
100 2 8.45 = 0.77 7.99 £ 0.54 0.23 = 0.07 3.35+1.49
100 0.2 1329 +1.51 13.78 £ 2.18 0.70 £ 0.15 4.38 £ 0.48

Las plantas fueron cosechadas al inicio (d0) y al final del experimento (d28). Los valores

representan la media (n=3) % error estandar (EE).
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Como una importante tendencia en partes aéreas, se observd que FT, AA y
contenido ACG aument6 conforme aumento la irradiancia y la concentracién de nitrato
disminuye (Cuadro 2), un efecto contrario a la acumulacion de biomasa (Figura 7).
Incrementos significativos en los parametros FT, AA y ACG de las partes aéreas (Cuadro
4) fueron obtenidos bajo la condicién de mayor irradiancia (100 pmol m™2 s™) y la menor
concentracion de nitrato (0.2 Mm); mientras que la actividad de PAL aumento

significativamente sélo con la mayor irradiancia.

Con respecto a las raices, ninguno de los factores evaluados afect6 la actividad de

PAL (Cuadros 3 y 4). Incrementos significativos en los parametros de FT y AA se

2 s y menor

obtuvieron bajo la condicibn de mayor irradiancia (100 pmol m
concentracion de nitrato (0.2 Mm). El contenido de ACG en raices s6lo aumenté por el

efecto de la mayor irradiancia (Cuadro 4).

Cuadro 3 Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en el contenido de
fendlicos solubles totales (FT), actividad antioxidante (AA), acido clorogénico (ACG), y
actividad de fenilalanina amonio-liasa (PAL), en raices de plantas de Cecropia peltata.

Tratamiento FT AA ACG AL
Irradiancia  Nitrato (mg_1quCG (mg_1quCG (mg g' MS) (U g™ MF)
(umolm?s™  (Mm) g MS) g MS)
do
30 13 3.18 £ 0.50 5.89 + 1.36 0.08 £ 0.00 3.23 £ 0.19
d28
20 13 1.82 £0.14 3.21 £ 0.60 0.02 £ 0.01 3.06 £ 0.34
20 2 245 £+ 0.21 3.15+0.21 0.02 = 0.00 3.02 £ 0.12
20 0.2 291 +£0.44 4.21 = 0.39 0.04 £ 0.01 3.25 £ 0.03
30 control 13 2.19 £ 0.05 2.89 £ 0.48 0.02 = 0.00 3.01 £ 0.06
30 2 2.23 £ 0.25 3.79 £ 0.78 0.02 = 0.00 2.95 £ 0.50
30 0.2 253 £ 0.17 3.99 + 0.50 0.04 £ 0.01 2.50 £ 0.20
100 13 2.34 £ 0.26 439 + 0.34 0.01 = 0.00 3.84 £ 0.79
100 2 2.92 £ 0.28 4.36 = 0.80 0.01 = 0.00 3.14 £ 0.22
100 0.2 534 +0.94 7.37 £1.19 0.09 = 0.03 3.02 £ 0.18

Las plantas fueron cosechadas al inicio (d0) y al final del experimento (d28). Los valores

representan la media (n=3) + error estandar (EE).
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Cuadro 4 Resumen de los resultados de ANOVA para los parametros evaluados de
partes aéreas (Pa) y raices (Ra) en plantas de Cecropia peltata debido al efecto
combinado de dos factores: irradiancia y concentracion de nitrato (I*N= interaccion
irradiancia-nitrato).

Parametro Irradiancia (umol m™> s Nitrato (Mm) I*N
20 30 100 F (P) 13 2 0.2 F (P) F (P)
Fendlicos 6.93 6.27
totales Pa|559b 6.60b 9.47 a (0.0059) 593b 6.31b 942a (0.0086) ns
(mgACGeq 8.97 11.10 3.60
g 'MS) Ra|2.32b 2.39b 3.53a (0.0020) 2.12b 2.53b 359a (0.0007) | (0.0200)
Actividad 12.39 9.62
antioxidante Pa|535b 6.49b 9.84a (0.0004) 5.83b 6.27b 9.58 a (0.0014) ns
(mgACGeq 7.83 5.77
g 'MS) Ra|3.52b 3.56b 5.37a (0.0036) 350b 3.77b 5.19a (0.0116) ns
. 9.67 10.44
Acu?lo' Pa|0.12b 0.15b 0.37a (0.0014) 0.11b 0.14b 0.37a (0.0010) ns
clorog_t?nlco 1050
(mgg MS) Ra|0.01b 0.02b 0.06a (0.0009) 0.02 0.03 0.04 ns ns
Actividadde Pa|1.74b 1.91b 359a 222 | 226 229 269  ns ns
PAL (0.0133)
(] g'1MF) Ra| 282 311 3.13 ns 292 3.03 3.10 ns ns

Los valores representan la media (n=9) y son significativamente diferentes cuando son
seguidos de letras diferentes en cada fila, de acuerdo con la prueba de rango multiple de
Tukey (p <0.05); ns = no significativo.

El analisis de regresion lineal entre los contenidos de FT y la AA en los diferentes
tratamientos de combinaciones de irradiancia y nitrato (Cuadro 1, Figura 9), se mostrd
que hay una correlacion positiva significativa en partes aéreas (R*= 0.9; p <0.001; n = 10)
y en raices (R?= 0.8; p <0.001; n = 10). Al comparar las ecuaciones lineales de partes
aéreas (y = 0.9893x + 0.253) y raices (y = 1.2753x + 0.7647), se resalta el valor mas alto

de la pendiente en la ecuacién que corresponde a las raices.




Figura 9. Relacion entre la actividad antioxidante y los fendlicos solubles totales de
extractos de partes aéreas (a) y raices (b) de plantas de Cecropia peltata desarrolladas
con diferentes irradiancias y concentraciones de nitrato.
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La linea ‘mejor-ajustada’ se generd por regresion lineal de los datos (n=10). Las barras
verticales y horizontales representan el error estandar (EE) de las medias (n=3).



En las Figuras 10 y 11 estan representados los rendimientos totales de FT y ACG
en las diferentes condiciones de estudio. La acumulacion de fendlicos es mayor en las

partes aéreas (6.5-veces) que en raices (Figura 10).

Los niveles de FT en partes aéreas aumentaron considerablemente en razon de la
mayor irradiancia (F = 33.99; p <0.0001; Tukeyoos = 4.97) y la menor concentracion de
nitrato (F = 5.34; p = 0.0151; Tukeyo.0s = 4.97). Con un incremento de 3.8-veces en partes
aéreas y 7.6-veces en raices con respeto al control. En el rendimiento de raices, se
determind una interaccién entre la mayor irradiancia y la menor concentracién de nitrato
(Faxs=9.76; p = 0.0002; Tukeyp s = 0.55).

Figura 10. Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en la acumulacion de
fendlicos totales (FT) en partes aéreas y raices de plantas de Cecropia peltata
cosechadas al inicio (d0) y al final del experimento (d28).
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Las barras verticales representan el error estandar (EE) de la media (n=3). Un asterisco
indica diferencia significativa con respecto al control (C) de acuerdo con la prueba de
rango multiple de Tukey.
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Con respeto a ACG (Figura 11) los mayores incrementos se obtuvieron también por
la mayor irradiancia y menor concentracion de nitrato. El incremento en partes aéreas
fue de 7.7-veces y de 10.4-veces en raices en relacion al control. Ademas, al término del
tratamiento (d28), en la condicién de mayor irradiancia y menor concentracion de nitrato,
el contenido de ACG en partes aéreas fue 19.2-veces mayor que en la raiz, lo que
representa una diferencia muy importante en el rendimiento de fendlicos en partes
aéreas. Cabe sefialar que estas mismas condiciones permitieron también obtener la

mayor biomasa en la planta (Figura 7).

Figura 11 Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en la acumulacion de
acido clorogénico (ACG) en partes aéreas y raices de plantas de Cecropia peltata
cosechadas al inicio (d0) y al final del experimento (d28).
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Las barras verticales representan el error estandar (EE) de la media (n=3). Un asterisco
indica diferencia significativa con respecto al control (C) de acuerdo con la prueba de
rango multiple de Tukey.

En la Figura 12, se muestran los perfiles cromatogréaficos de extractos metandlicos
de partes aéreas obtenidos bajo la condicién de mayor irradiancia; donde se observa una
tendencia general de aumento de la sefal de la ACG (tiempo de retencién = 11.0-11.9

min; Amax = 326 nm) conforme disminuye la concentracion de nitrato. El flavonoide 1SO
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(tiempo de retencion = 16.0-16.5 min; Anax = 350 nm) presentd niveles bajos que no
pudieron ser cuantificados en las condiciones del sistema empleado. En las partes aéreas
se observaron dos sefiales similares a ISO, que por su tiempo de retencién (17.7 y 18.6
min) y longitud de méaxima absorcién en UV (Anax = 337 y 339 nm), podrian corresponder
a compuestos relacionados estructuralmente a 1SO.

Figura 12. Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC de extractos metandlicos de
partes aéreas de plantas de Cecropia peltata desarrolladas en 100 pmol m= s™ de
irradiancia y tres diferentes niveles de nitrato (13, 2 y 0.2 mM). Los contenidos de acido
clorogénico (ACG) corresponden a la sefial del pico (tr = 11.0 —11.9 min; Amax = 350
nm).
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Etapa C

6.4 CINETICA DE BIOMASA ACUMULADA EN PARTES AEREAS

Con base en los resultados obtenidos en la etapa B, la siguiente fase de estudio se
enfocO al analisis de las partes aéreas como una fuente mas abundante de material

vegetal y mayores rendimientos de FT y ACG.

En las cuatro combinaciones de irradiancia/nitrato (30/13, 30/0.2, 100/13 y 100/0.2
pumol m2 s7'/mM) se observaron diferencias en el crecimiento de las plantas en el

transcurso del experimento (Figura 13).

Figura 13. Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en la acumulacion de
masa seca (MS) en partes aéreas de plantas de C. peltata, cosechadas al inicio (d0) y
cada 7 dias hasta el final del experimento (d28).
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Las barras verticales representan el error estandar (EE) de la media (n=3). El asterisco
indica diferencia significativa con respecto al control (C) en el punto de analisis, de
acuerdo con la prueba de rango mdltiple de Tukey.



En los tratamientos 30/13 y 30/0.2, la acumulacién de biomasa no se modifico por
restriccion de nitrato en los primeros 14 dias; pero a partir del dia 21, se observo que el
desarrollo de partes aéreas es menor en las plantas cultivadas con restriccion de nitrato
(30/0.2).

En los tratamientos de mayor irradiancia, se obtuvo un incremento en la biomasa
desde los primeros 7 dias de cultivo hasta el final del estudio; en la condicion de
deficiencia de nitrato (100/0.2), la biomasa acumulada desde el dia 14 fue menor en
comparacion con el que no tuvo deficiencia de nitrato (100/13). En esta condicion, el
incremento de biomasa seca de partes aéreas con respecto a la biomasa inicial es 1.2-

veces estadisticamente superior al del control (30 umol m™2 s™'/13 mM).

6.5 CINETICA DE ACUMULACION DE H,0,Y PEROXIDACION DE LIPIDOS

Como una referencia de la presencia de ERO, se analiz6 la concentracion de
peréxido de hidrégeno en el tejido vegetal mediante el complejo de H,O.-titanio. En las
plantas control (30/13), los niveles basales se mantuvieron durante todo el periodo de
cultivo (Figura 14a); en la misma condicién de irradiancia con la disminucién de nitrato
(30/0.2), el contenido de perdxido se incrementd ligeramente a los 21 dias. En las plantas
desarrolladas en condiciones de mayor irradiancia, se observé que se acumulan los
mayores niveles de H,O; en el dia 14, diferencias significativas de 5.3-veces (100/0.2) y
3.3-veces (100/13) superiores en comparacion con el control. Posteriormente, el

contenido de peréxido disminuy6 hasta alcanzar los niveles basales.

Con respecto a la peroxidacion de lipidos, valorado como contenido de MDA
(Figura 14b), en el tratamiento 100/0.2 se produjo mayor dafio en los lipidos de
membrana desde el inicio y hasta el dia 28, con un contenido significativamente 2.5-

veces mayor que el determinado en las plantas control.

En los tratamientos 100/13 y 30/0.2, los niveles cuantificados de MDA fueron
similares en los dias 7 y 14; y hacia el final del experimento, en el tratamiento 100/13 los

niveles de MDA disminuyeron a valores similares al control (30/13).
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Figura 14. Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en la acumulacion de
peréxido de hidrégeno (H,O,) (a) y malondialdehido (MDA) (b) en partes aéreas de
plantas de C. peltata, cosechadas al inicio (d0) y cada 7 dias hasta el final del

experimento (d28).
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Las barras verticales representan el error estandar (EE) de la media (n=3). El asterisco
indica diferencia significativa con respecto al control (C) en el punto de analisis, de
acuerdo con la prueba de rango mdltiple de Tukey.
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6.6 CINETICA DE LA ACUMULACION DE FENOLICOS Y ACTIVIDAD DE LA
ENZIMA PAL

La acumulacion de compuestos fendlicos solubles totales y &cido clorogénico
(Figura 15), en las plantas control (30 pmol m™ s™'/13 mM) se mantuvo constante durante
los 28 dias de cultivo.

En el tratamiento de alta irradiancia sin deficiencia de nitrato (100/13), el contenido
de fendlicos y ACG se incrementaron gradualmente desde el inicio hasta los 14 d;
posteriormente los niveles de FT y ACG presentan una tendencia a disminuir al final del
experimento. La deficiencia del contenido de nitrato (0.2 mM), favorecié la acumulacion
de FT y ACG. En el tratamiento 30/0.2, el incremento en los contenidos de fendlicos y
ACG se present6 hasta los 21 dias de cultivo. En tanto que en el tratamiento 100/0.2, los
incrementos se observaron a partir del dia 7 hasta el dia 21; en este tratamiento se
registraron los mayores niveles de estos pardmetros, 2.8-veces de FT y 8.3-veces de

ACG con respecto al control (Figura 15).

Al analizar el contenido de ligninas (compuestos fendlicos no solubles), con
excepcion del control, se observd una tendencia general de lignificacibn en las plantas
(Figura 16a). Bajo las condiciones de 100/0.2, el contenido de ligninas se incremento
desde el dia 7 hasta alcanzar el mayor contenido en el dia 28, el cual fue
estadisticamente superior (1.3-veces) al determinado en las plantas control. En las
condiciones 100/13 y 30/0.2, los niveles cuantificados de lignina total, se incrementaron

de manera similar a los 21 y 28 dias.

En el tratamiento control (30/13), la actividad de la enzima PAL se mantuvo en
niveles basales y al disminuir el contenido de nitrato en la misma condicion de irradiancia
(30/0.2), la actividad se incrementé ligeramente al dia 21 de cultivo (Figura 16b). En los
tratamientos de mayor irradiancia se observaron los cambios mas importantes en la
actividad de la enzima; el maximo de actividad enzimatica se obtuvo en el dia 14, con
incrementos significativos de 2.5-veces (100/0.2) en comparacion con el control. En esa
misma condicion de alta irradiancia en combinacién con 13 mM de nitrato, la actividad de
la PAL decay6 drasticamente a valores cercanos al registrado al inicio del cultivo. En
tanto que, al disminuir el contenido de nitrato a 0.2 mM, la actividad de la enzima se

mantuvo alta a los 21 dias y alcanzo6 los valores basales a los 28 dias.
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Figura 15. Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en la acumulacion de
fendlicos totales (a) y acido clorogénico (b) en partes aéreas de plantas de C. peltata,
cosechadas al inicio (d0) y cada 7 dias hasta el final del experimento (d28).
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Las barras verticales representan el error estandar (EE) de la media (n=3). El asterisco
indica diferencia significativa con respecto al control (C) en el punto de analisis, de
acuerdo con la prueba de rango mdltiple de Tukey.



Figura 16. Efectos combinados de irradiancia y suministro de nitrato en la acumulacion de
lignina total (a) y actividad de la enzima PAL (b) en partes aéreas de plantas de C.
peltata, cosechadas al inicio (dO) y cada 7 dias hasta el final del experimento (d28).
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Las barras verticales representan el error estandar (EE) de la media (n=3). El asterisco
indica diferencia significativa con respecto al control (C) en el punto de analisis, de
acuerdo con la prueba de rango mdltiple de Tukey.
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VIl DISCUSION

7.1 EFECTO DEL SUMINISTRO DE IRRADIANCIA EN COMBINACION CON
NITRATO

En las plantas control (irradiancia 30 pmol m™2 s™" y nitrato 13 mM), la acumulacién
de biomasa total aumento debido al efecto de crecimiento durante los 28 dias del estudio.
En relacién con el resto de los tratamientos, la variacion en el suministro de luz y nitrato
alter6 el rendimiento y la distribucion de la biomasa en las plantas de C. peltata. Las
plantas en los menores niveles de irradiancia (20 y 30 pmol m™ s™), a pesar de no tener
una limitaciéon de nutrientes (13 mM de nitrato), el desarrollo del follaje en masa seca fue
escaso (Figura 7). Durante el crecimiento, la capacidad fotosintética es dependiente de la
intensidad de la luz; las plantas desarrolladas en baja irradiancia contienen una menor
cantidad de sus componentes fotosintéticos y por lo tanto, una tasa inferior de fijacion de
CO,, como fue reportado en plantas de arroz (Horton 2000), en Hypericum perforatum

(Mosaleeyanon et al. 2005) y diferentes especies arbdreas (Poorter et al. 2006).

Por el contrario, bajo la misma condicién de nitrato (13 mM) y con el aumento de la
irradiancia hasta 100 pmol m™ s™', las plantas incrementaron su biomasa
significativamente, una respuesta que coincide con otros reportes en la literatura: Dactylis
glomerata (Ryser y Eek, 2000), Hypericum perforatum (Mosaleeyanon et al. 2005) y Vitis
vinifera (Grechi et al. 2007). Con el aumento de la irradiancia, la tasa de fijacion de CO,
también aumentd; por lo tanto mayores niveles de fotosintatos estan disponibles en las
partes aéreas para la translocacién hacia tejidos nuevos y por consiguiente el crecimiento
(Horton 2000). Una caracteristica visual de las plantas bajo el tratamiento de mayor
irradiancia y alta concentracion de nitrégeno, fué que el follaje presentd una tendencia a
perder la turgencia relacionado con una mayor apertura de estomas, que a su vez

permitié una mayor transpiracion en hojas.

Bajo condiciones de mayor irradiancia, la disminucién no significativa de la biomasa

foliar causada por la reduccion en el suministro de nitrato (2 y 0.2 mM) podria estar
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relacionada con el proceso de fotoinhibicién en las plantas. En las membranas tilacoides,
la clorofila sobre-excitada puede conducir a la formacion de oxigeno singulete (ERO),
causando dafios en los componentes fotosintéticos, especialmente en el fotosistema II,
un efecto conocido como fotoinhibicion. Se ha reportado que ocurre un cierre parcial de
los estomas en condiciones de deficiencia de nitrato (Cabrera 2002); por lo tanto, la
capacidad es limitada para el uso de altos niveles de luz, y las hojas absorben mas
energia luminosa que la requerida para la asimilacion del CO, disponible.

En estos tratamientos con deficiencia de nitrato observamos una mayor turgencia
en follaje, lo que sugiere una menor apertura estomatica y, consecuentemente, la
disminucion del CO, disponible para la fotosintesis. Otra caracteristica importante se
relaciona con los sintomas de clorosis en hojas (Figura 6), debido a la disminucién del
contenido de clorofila relacionado con la deficiencia de nitrégeno en los tejidos, como se
menciona para plantas Hypericum perforatum (Briskin y Gawienowski 2001). Por otra
parte, en plantas de arroz cultivadas en un ambiente de alta luminosidad, Horton (2000)
refiere la disminucién en el contenido de clorofila como una respuesta de foto-proteccion

para el exceso de luz.

Las condiciones de deficiencia de nitrato (0.2 mM) favorecieron también la
distribucién de biomasa hacia las raices (mayor RRB hasta casi 2.0-veces). Grechi et al
(2007) mencionaron que cambios en la relacion de RRB de plantas de Vitis vinifera, estan
controlados por aspectos de equilibrio en los niveles internos de C:N. Lépez-Bucio et al.
(2003), en plantas de Arabidopsis refiere el mismo efecto de reparto hacia las raices y
postula que nutrientes como el nitrato poseen funciones de sefializacion de un profundo
impacto en la arquitectura del sistema radicular. Asimismo, se reporté que el nitrato no
sélo ejerce un efecto sobre las raices, sino que también tiene funciones como una sefial
para el metabolismo y el desarrollo de la planta entera (Takei et al. 2002; Urbanczyk-
Wochniack y Fernie 2005; Miller et al. 2007).

Los resultados de este trabajo son consistentes con la hipétesis de equilibrio
funcional (Marcelis y Heuvelink de 2007), en la cual la distribucion de biomasa es
modelada en la totalidad de la planta al presentarse una condicién limitante de un recurso
esencial. Por ejemplo, ante la deficiencia de nitrdgeno, las plantas responden con un
aumento en la aportacion de biomasa hacia la raiz, que es la estructura responsable de la

adquisicion del elemento limitante (Wilson 1988; Grechi et al. 2007). Con estos
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resultados, se ha corroborado la plasticidad de C. peltata para distribuir eficientemente

sus recursos bajo condiciones limitadas de nutrientes.

En las partes aéreas, en los tratamientos de mayor irradiancia (100 pmol m™2s™), el
contenido de FT (Cuadro 2) aument6 en tanto disminuy6 la concentracién de nitrato (0.2
mM). La caracteristica de la tonalidad rojiza en zonas de tejido vascular de hojas (Figura
6), podria estar relacionado con la acumulacibn de compuestos fendlicos (e.g.
antocianinas). En estas condiciones, el aumento significativo de FT podria interpretarse
en que la fotosintesis supera a la demanda de crecimiento, y al haber un exceso de
carbohidratos que se acumulan en las plantas con deficiencia de nitrato, el C asimilado
esta disponible para la biosintesis de compuestos que no requieren N (por ejemplo,

fendlicos).

La acumulacion de fendlicos debido al incremento de luz y/o deficiencia de nitrato,
ha sido reportado en diferentes especies: Hypericum perforatum (Briskin y Gawienowski
2001; Mosaleeyanon et al. 2005), Gossypium hirsutum (Coviella et al. 2002), (Nicotiana
tabacum (Fritz et al. 2006), Vitis vinifera (Grechi et al. 2007), llex vomitoria (Palumbo et
al. 2007), y Solanum lycopersicum (Le Bot et al. 2009). Bajo condiciones de alta-
irradiancia y deficiencia de nitrato, el C asimilado se dirige hacia dos componentes clave:
a) el incremento de la biomasa de raices, como ya se ha mencionado, y b) hacia el
aumento de los niveles de metabolitos secundarios ricos en carbono, tales como los

fenolicos.

En el modelo experimental de este trabajo, la combinacién de factores de alta-
irradiancia y deficiencia de nitrato sugieren ser factores de estrés en plantas de C.
peltata, mediante la formaciébn de especies reactivas de oxigeno (ERO), que son
moléculas fuertemente oxidantes (Laloi et al. 2006). La acumulaciéon de ERO provoca
desequilibrio redox intracelular, conocida como estrés oxidativo (Tewari et al. 2006; Khan
y Panda 2008). Uno de los mecanismos celulares para evitar dafios en los tejidos es la
produccion de compuestos de antioxidantes para la captacién de ERO (Dixon y Paiva
1995; Grace y Logan 2000; Winkel-Shirley 2002; Cai et al. 2004).

De acuerdo con los resultados, en condiciones de la mayor irradiancia y menor
concentracién de nitrato (irradiancia 100 pmol m™ s™' y nitrato 0.2 mM), las partes aéreas

presentan las mas altas concentraciones de FT (hasta 6.5-veces) en comparacion con el
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contenido de las raices, lo que sugiere que el nivel de estrés oxidativo en partes aéreas
es mayor debido a que estan expuestas directamente a la luz, mientras que las raices no,
por lo tanto, requieren niveles mas bajos de la respuesta antioxidante. Los analisis de
correlacion sugieren que los compuestos fendlicos contribuyen de forma significativa a la
respuesta antioxidante de los extractos evaluados; asimismo, en partes aéreas (R?= 0.9;
p <0.001; n = 10) existe una mayor asociaciéon entre el contenido FT y AA en
comparacion con las raices (R*= 0.8; p <0.001; n = 10). Del mismo modo, la comparacién
de las pendientes de partes aéreas (0.9893) y raices (1.2753) sugiere que los

compuestos con mayor actividad antioxidante se encuentran en los extractos de raiz.

Como se menciond anteriormente, bajo condiciones de mayor irradiancia y menor
concentracion de nitrato (irradiancia 100 pmol m™ s™' y nitrato 0.2 mM), el contenido ACG
aumentd de manera importante (7.7-veces en partes aéreas y 10.4-veces en raices, en
relacion con el control) (Cuadros 2 y 3). EI ACG es un fenilpropanoide de bajo peso
molecular que posee una funciéon antioxidante importante en las células de los tejidos
fotosintéticos (Sakihama et al. 2002; Heo et al. 2007), para contrarrestar los efectos
dafiinos de las ERO (Clé et al. 2008). En su funcion antioxidante (Figura 2) tiene tres
caracteristicas importantes por su relacion estructura-funcion: a) el grupo de catecol; b) el
doble enlace conjugado en la cadena del residuo propanoide y c) la esterificacion del
grupo carboxilo terminal de &acido caféico con un grupo —OH del acido quinico para la
formacion de ACG; ademas, podria estar participando en un mecanismo de disipacién de

la energia fotoquimica (Grace y Logan 2000).

Un aumento de la concentracién de acido clorogénico ha sido reportado en otras
especies de hasta 4-veces en plantas de Nicotiana tabaccum debido a la disminucion del
nitrato desde 12 hasta 0.2 mM (Fritz et al. 2006) y debido al exceso de luz en Solanum
lycopersicum desde 200 hasta 900 pmol m™ s~ (Urbanczyk-Wochniak y Fernie 2005).
Con respecto a ISO, las condiciones de cultivo empleadas no estimularon su produccion,
lo que coincide con otros estudios que la refieren como una fitoalexina inducible en
respuesta al estrés bidtico (McNally et al. 2003); aunque otros factores tales como el
estado del desarrollo o la exposiciéon a la luz solar (UV), podrian ser necesarios para
estimular su biosintesis y acumulacion en las plantas de C. peltata (Clé et al. 2008;

Nicasio-Torres et al. 2009).
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Los extractos de la planta de C. peltata tuvieron un perfil quimico de compuestos
bioactivos (mayor contenido de ACG que ISO), similar a los extractos evaluados en los
estudios farmacoldgicos y clinicos, en el que sus propiedades antidiabéticas fueron
corroboradas (Herrera Arellano et al. 2004; Nicasio et al. 2005; Revilla Monsalve et al.
2007). La actividad del extracto no es solamente debido a estos compuestos, sino
también a la compleja mezcla de diferentes metabolitos que no han sido caracterizados
guimicamente (Nicasio-Torres et al. 2009).

La actividad de PAL se increment6 sélo en partes aéreas por efecto de la mayor
irradiancia; sin embargo, al final del experimento, tanto en las partes aéreas como en las
raices, su actividad no se correlaciona con los incrementos en los niveles de fendlicos
gue se presentaron al disminuir el contenido de nitrato. Al evaluar la actividad de esta
enzima a diferentes tiempos (Figura 16b), se observé que presenté su maximo en el dia
14, principalmente por efecto de la luz; posteriormente disminuy6 a niveles basales al
final del experimento. La misma tendencia se reporté en Solanum lycopersicum (Bernards
y Ellis 1991) y en Matricaria chamomilla (Kovacik y Backor 2007). En este sentido, se
sabe que PAL es la enzima clave en la biosintesis de compuestos fendlicos, y se reporta
gue es activada y su expresion inducida en respuesta a condiciones de estrés, como el
aumento de luz (Hemm et al. 2004; Jaakola et al. 2004) y por deficiencia de nitrato (Fritz
et al. 2006).

7.2 CINETICA DE PARAMETROS DE RESPUESTA EN PARTES AEREAS:
CRECIMIENTO Y CAMBIOS BIOQUIMICOS

En la literatura es escasa la informacion acerca de las interacciones dadas entre las
condiciones en las que se desarrollan las plantas y la cinética de acumulacién de
metabolitos secundarios cuando se encuentran sometidas a factores de estrés,
informacién que es indispensable para establecer la etapa de mayor concentracion de
algun compuesto de interés. Vargas-Alvarez et al. (2006) en plantas de guayaba,
identifican la etapa fenoldgica de mayor concentracién de flavonoides, concluyendo con
recomendaciones de cosecha del material vegetal como alternativas para su manejo

comercial.
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Cuando las plantas enfrentan una situacion de estrés ya sea bidtico o abidtico,
modifican de manera importante su metabolismo tanto primario como secundario, con
estrategias que les permiten tolerar esas condiciones adversas. En tal situacién, ocurre
una competencia por los esqueletos de carbono requeridos para la division celular
(metabolismo primario) y la respuesta de defensa en la que se incluye la biosintesis de
metabolitos secundarios (Wink 1999).

En los estudios realizados en el modelo hidropénico de C. peltata, el incremento de
irradiancia y la deficiencia de nitrato son factores de estrés que por si mismos causan
efectos sobre los pardmetros evaluados en diferentes tiempos y magnitudes. En la
combinacion de alta irradiancia con deficiencia de nitrato (100/0.2) se obtuvieron los
valores mas altos de los parametros evaluados como fueron la acumulacion de fendélicos
totales y CGA por interaccion de ambos factores (Figura 15); es decir, la planta requiere
una mayor concentracion de compuestos antioxidantes como respuesta al estrés
causado por cada uno de los factores, donde los esqueletos carbonados son dirigidos al
metabolismo secundario, y a su vez, disminuye la division celular y crecimiento como se

observa en la curva de crecimiento (Figura 13).

De acuerdo con el analisis de los eventos evaluados en este trabajo, se puede
proponer una secuencia a partir de que las plantas reconocen las condiciones de estrés
por alta irradiancia y/o deficiencia de nitrato como se ilustra en el diagrama de la Figura
17. La primera sefial (a) ocurre por el incremento de los niveles de ERO (H,O,) que
cumplen con la funcién de segundos mensajeros (b) en la activacion de enzimas y la
induccién de la expresion de genes (Sudha y Ravishankar 2002; Sepulveda et al. 2003;
Gechev et al. 2006); sin embargo, también estarian causando un dafio oxidativo a
biomoléculas como los lipidos de membrana (c), que se reconoce por el incremento en
los niveles de MDA. Por lo que requieren, a su vez, de una respuesta anti-oxidante (d)
para evitar la muerte celular que ocurriria si el factor de estrés es agudo o demasiado
prolongado. Estas primeras sefiales en el cambio del estado redox de las células activan
el funcionamiento de enzimas del metabolismo secundario, especificamente de los
fendlicos como la PAL, cuyo punto maximo de actividad coincide con los maximos de
H,0,. Incluso también se reportdé que las mismas sefiales redox pueden estimular la

expresion de novo de enzimas del metabolismo secundario (Mittler et al. 2004).
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Figura 17. Secuencia de eventos de respuesta a condiciones de estrés por alta
irradiancia y/o deficiencia de nitrato en el modelo de cultivo hidropdnico de C. peltata.
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Los compuestos fenodlicos (ACG) presentan una tendencia a incrementar sus
niveles ligeramente posterior a los maximos de actividad de PAL, y esta (ltima,
disminuye su actividad cuando se bio-sintetizaron los fendlicos requeridos para contribuir
con la respuesta antioxidante. Finalmente, después de contrarrestar el dafio oxidativo por
la presencia de ERO, los compuestos fenolicos solubles como ACG son movilizados
hacia la biosintesis de lignina que se deposita en la pared celular como polimeros
insolubles de fendlicos. Este depdsito de ligninas en condiciones de alta irradiancia,
podrian funcionar como filtros que reducen el paso de luz hacia el interior de las células y
al mismo tiempo como antioxidantes (en su naturaleza como fenélicos) en el simplasto;
aungue se sabe también que otra de sus funciones es la de proteger como barrera fisica

contra el ataque por patégenos y herbivoros (Sepulveda et al. 2003).

Por otro lado, los patrones de distribucién hacia compuestos de defensa (fendlicos)
observados en este estudio, son congruentes con las predicciones de la hip6tesis CNB:
cuando la produccion de C es mayor que la requerida para el crecimiento, el exceso de C
se asigna a la formacién de metabolitos secundarios (Bryant et al. 1983; Coviella et al.
2002; Mosaleeyanon et al. 2005; Le Bot et al. 2009). En el tratamiento control (30/13) se

mantuvo el balance homeostatico de C y N. Con la disminucién en la concentracion de
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nitrato en el tratamiento 30/0.2 se pierde el balance C:N que es relacionado con el
incremento de FT hacia los dias 14-21 (1.5-veces mayor con respecto al control). Cuando
se incremento la irradiancia sin modificar la concentracion de nitrato (tratamiento 100/13),
la eficiencia fotosintética (incremento del CO; fijado), se estaria incrementando por la alta
disponibilidad de luz y se pierde el balance C:N desde los primeros dias (0-14), lo que
coincidié con el aumento de FT (2-veces mayor en comparacion con el control).
Finalmente en la condiciébn de alta irradiancia y deficiencia de nitrato, (tratamiento
100/0.2) también sugiere un incremento de la eficiencia fotosintética durante los primeros
dias, similar al tratamiento 100/13; adicionalmente, hacia los dias 14-21, las plantas
percibieron la deficiencia de nitrato que afecta el desbalance de C:N y provoca aun mas

la acumulacién de FT, casi 3-veces superior al del control.
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VIl CONCLUSIONES

En plantas de C. peltata, la disponibilidad de luz y nitrato afecta la distribucion del
carbono asimilado para la formacion estructural de los diferentes Organos
(crecimiento) y/o la acumulacion de compuestos fendlicos, en respuesta a tolerar

los cambios en el ambiente.

Los niveles bajos de irradiancia (20 y 30 pmol m™ s™) limitaron el crecimiento de

las plantas de C. peltata, incluso con alto abasto nutricional (13 mM de nitrato).

El incremento de irradiancia a 100 pmol m? s™ y la deficiencia de nitrato a 0.2 mM,
son condiciones que por si mismas; y mas aun en combinacion, la planta percibe

como factores de estrés y estimulan la produccion de ERO.

La mayor irradiancia (100 pmol m? s™) en combinacién con la menor concentracion
de nitrato (0.2 mM) favorecieron la acumulacion de biomasa, el incremento de la
actividad de la enzima PAL, la acumulacion de FT (particularmente de ACG) vy el

aumento de la AA en partes aéreas.

El incremento de los niveles de H,O, (ERO) causan la oxidacién de lipidos. La
activacion de la enzima PAL para la produccién de compuestos fendlicos (FT),
particularmente el ACG, es parte de la respuesta de las células para contrarrestar

el dafio oxidativo.
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La lignificacion de la pared celular estd relacionada con la respuesta del
metabolismo de los fendlicos en condiciones de estrés, afectando con ello la
distribucion de la biomasa en el desarrollo de la planta.

La distribucién de compuestos fendlicos en los niveles de suministro de luz y de
nitrato en plantas de C. peltata, son congruentes con las predicciones de la
hipotesis del CNB.

El nivel de estrés por alta irradiancia en partes aéreas es mayor, debido a que

estan expuestas directamente a la luz.

Los resultados de este trabajo son la base para el establecimiento de un sistema
de cultivo controlado de plantas de C. peltata en condiciones de limitacién de
nitrato y alta-irradiancia, como una herramienta biotecnoldgica para el suministro
continuo de materia prima de alta calidad que asegure su seguridad y eficacia en la
elaboracion de preparaciones terapéuticas, Utiles en el tratamiento de la diabetes

mellitus. Lo que servira también para la conservacion de las poblaciones silvestres.
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IX  PERSPECTIVAS

Con el fin de lograr una mejor caracterizacion, se propone realizar algunas
mediciones adicionales en el modelo establecido de C. peltata con los cuatro
tratamientos de las cinéticas (30/13, 30/0.2, 100/13 y 100/0.2 umol m? s* de

irradiancia y mM de concentracion de nitrato, respectivamente):

1. Analisis del contenido de carbono y nitrégeno para conocer los cambios en el
balance C:N, que permitan establecer la relacion de los elementos hacia la
distribucion de biomasa y la formacion de compuestos fendlicos en las

condiciones de estrés.

2. Analisis del contenido de ascorbato, glutation y tocoferol como antioxidantes no

enzimaticos.

3. Valorar la actividad de enzimas catalasa (CAT), peroxidasa (POX) y superoxido

dismutasa (SOD), como respuesta antioxidante de las células.

4. Evaluar los cambios en el contenido de clorofila a, b y carotenoides totales para
relacionar los cambios en los sistemas de captacién de luz en los que participan

estos compuestos.

5. Medicion de parametros fisiolégicos como son fluorescencia de clorofila,

eficiencia fotosintética y conductancia estomatica.

Realizar el fraccionamiento quimico de los extractos obtenidos de las partes aéreas
de plantas cultivadas con alta irradiancia en combinacion con la reduccion de nitrato
(100/0.2), para aislar e identificar los compuestos que podrian estar relacionados

guimicamente a ISO.

59



Evaluar la actividad hipoglucemiante e hipolipemiante de los extractos de raices;
asimismo, realizar el fraccionamiento quimico de los extractos para conocer el perfil

de fendlicos que se biosintetizan en ese 6rgano.

A nivel invernadero y condiciones semicontroladas, realizar estudios mediante el
uso de mallas, para establecer el efecto de mayor irradiancia y de la luz UV
proveniente del sol, sobre el desarrollo y metabolismo de los fendlicos en plantas de

C. peltata.
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Abstract Cecropia peltata is popularly known as
“guarumbo” in Mexico and is used in traditional medicine
for treatment of diabetes mellitus. C. peltata plants were
cultivated in a hydroponic system under controlled condi-
tions. Gradients of light (20, 30 and 100 pmol m~> s~ ")
and nitrate concentrations (13, 2 and 0.2 mM) were applied
to estimate their effect on biomass allocation and accu-
mulation of bioactive (chlorogenic acid and isoorientin)
phenolic compounds over a 28-day period. According to
carbon nutrient balance (CNB) hypothesis predictions,
biomass accumulation in foliage was stimulated by the
highest irradiance (100 pmol m~2 sfl); similarly, at
highest irradiance in combination with lowest nitrate con-
centration (0.2 mM), root growth was stimulated (root-to-
shoot ratio increased twofold with respect to the control).
In these conditions, total phenolics (TP) and chlorogenic
acid (CGA) contents were higher in aerial parts than in
roots, with a 3.8-fold increase in TP and a 7.7-fold increase
in CGA in foliage with respect to the control plants.
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Isoorientin was accumulated at very low levels. Antioxi-
dant activity and total phenolic content showed a strong
positive correlation. Phenylalanine ammonia-lyase activity
(PAL) in aerial parts exhibited significant changes (>two-
fold) by highest irradiance. C. peltata plants allocate bio-
mass and/or phenolic compounds to compensate the
oxidative damage (increase in MDA levels) due to changes
in light and nitrate restriction. The results are the basis for
the establishment of a system of C. peltata culture in view
of the potential use of C. peltata in therapeutic preparations
for the treatment of diabetes mellitus.

Keywords Antioxidant - Chlorogenic acid -
Hydroponics - Irradiance - Nitrate - PAL - Phenolics

Abbreviations

AA Antioxidant activity
CGA  Chlorogenic acid

CNB  Carbon nutrient balance
DM Dry mass

FM Fresh mass

ISO Isoorientin

MDA Malondialdehyde

PAL  Phenylalanine ammonia-lyase
ROS  Reactive oxygen species
RSR  Root-to-shoot ratio

TBA  Thiobarbituric acid

TP Total soluble phenolics

Introduction

Plants are an important source of secondary metabolites
with pharmacological properties and have been used
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throughout history to prevent and cure diseases in humans
(Raskin et al. 2002; Cai et al. 2004). However, in the
widespread consumption of some medicinal species from
natural growing areas or field cultivation, essential topics
regarding quality control, safety, efficacy and environ-
mental conservation have not been fully considered
(Mosaleeyanon et al. 2005; Street and Van Staden 2008).
Within this context, the establishment of controlled crops is
a potential strategy for an adequate supply of authentic
plant raw material, with homogenous morphologic char-
acteristics and chemical constituents that are likely to be
commercially exploited (Raskin et al. 2002; Mosaleeyanon
et al. 2005).

It is known that raw material quality in medicinal plant
cultivation is determined by dry matter yield as well as by
the content of bioactive compounds (target compounds,
e.g., phenolics); both parameters are afforded mainly by the
environment in which the plants grow, development status
and seasonal collection (Gray et al. 2003). Biomass is
partitioned among plant organs to optimize the uptake of
light, carbon dioxide, nutrients and water to maximize
plant growth rate (Ryser and Eek 2000). Furthermore, it
has been reported that to improve the obtainability of a
limited resource, the plant component responsible for its
achievement (roots for minerals, shoots for light) grows
relatively more than under unrestricted conditions (Lopez-
Bucio et al. 2003; Grechi et al. 2007).

Biomass allocation is commonly referred to as the dis-
tribution of carbon (C) among plant organs; however, the
term is also applied to functional activities within organs,
such as distribution of defensive compounds (Coviella
et al. 2002). The carbon nutrient balance (CNB) hypothesis
predicts that the pattern of allocation to defensive com-
pounds depends on the relative availability of carbon and
nutrients, as well as on their relationship with the plant
growth rate. Under conditions of high photosynthesis rate
or reduction of available nitrogen (N), production of
C-based defense compounds will be favored, whereas
under the opposite conditions, N-based defense compound
synthesis will be carried out (Coviella et al. 2002; Fritz
et al. 2006; Grechi et al. 2007). According to these pre-
dictions, it has been demonstrated that the production
of phenolics can be stimulated by low nitrate levels
(Armstrong et al. 1970; Fritz et al. 2006; Palumbo et al.
2007; Le Bot et al. 2009), high light (Hemm et al. 2004;
Jaakola et al. 2004; Mosaleeyanon et al. 2005) and other
biotic and abiotic stresses, e.g., pathogen attack, mechanic
wounding, ultraviolet (UV) radiation, low temperatures and
nutrient deficit (Bernards and Ellis 1991; Kovacik and
Backor 2007; CIé et al. 2008; Jansen et al. 2008). Phen-
ylalanine ammonia-lyase enzyme (PAL) catalyzes the
conversion of phenylalanine into trans-cinnamic acid,
therefore, this enzyme causes the flux of primary into

@ Springer

secondary metabolites in the phenolics pathway. PAL
activity and other phenylpropanoid enzymes are mainly
regulated via de novo synthesis. Hemm et al. (2004)
showed that PAL genes are highly expressed in light-grown
Arabidopsis roots, and Fritz et al. (2006) reported that PAL
gene expression was induced by nitrate deficiency in
Nicotiana tabacum plants.

Cecropia peltata (Loefl) and C. obtusifolia trees (Cec-
ropiaceae), popularly known as “guarumbo” in Mexico,
are used in traditional medicine for the treatment of dia-
betes mellitus (Argueta et al. 1994; Aguilar et al. 1998),
and clinical studies have validated their effectiveness
against this disease (Herrera-Arellano et al. 2004; Revilla-
Monsalve et al. 2007). Guarumbo leaves contain phenolic
compounds such as chlorogenic acid (CGA) and isoorientin
(ISO) (Andrade-Cetto and Wiedenfeld 2001; Nicasio et al.
2005; Nicasio-Torres et al. 2009); both compounds possess
hypoglycemic, hypolipidemic and antioxidant properties
(Ko et al. 1998; Rodriguez de Sotillo and Hadley 2002).
Additionally, it has been reported that CGA stimulates
glucose uptake in both insulin-sensitive and -resistant
adipocytes (Alonso-Castro et al. 2008). Some Mexican
industries have been currently employing guarumbo leaves
for the production of drugs (Quimicos y Vegetales Rowi,
S.A. de C.V., Zapopan, Jalisco; Ciencia y Salud: Formulas
Herbolarias, México, D.F.), and guarumbo leaves have
been recently exported to Europe for the same purpose
(Gutiérrez-Dominguez and Betancourt-Aguilar 2008).

The present need for a quality-controlled supply of
C. peltata raw material for further clinical investigation
and potential development of a phytopharmaceutical
requires standardized and controlled production systems.
C. peltata and C. obtusifolia multiplication was reported
through in vitro plantlet apical buds, which preserved the
ability to produce both bioactive compounds (Nicasio-
Torres et al. 2009). Nonetheless, to our knowledge, studies
have not been reported on guarumbo plants improving the
bioactive compound contents by abiotic stress induction.
Considering that biomass yield and phenolic contents in
guarumbo are important parameters in the quality of this
medicinal species, the aim of this study was to explore the
effect of light and nitrate supply on biomass allocation, as
well as bioactive CGA, ISO and total soluble phenolic
compounds contents in a controlled hydroponic culture of
C. peltata plants.

Materials and methods

Plant material

Mature fruits were obtained from a Cecropia peltata tree
previously collected in Cunduacan, Tabasco State, and
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acclimated in Xochitepec, Morelos State, Mexico. This
specimen was identified (code number 14123) by Abigail
Aguilar, Director of the Mexican Institute of Social Secu-
rity’s (IMSSM) medical plants herbarium of Mexico
(Nicasio-Torres et al. 2009). Seeds were surface sterilized
by successive immersion in 70% ethanol for 5 min, which
was followed by immersion in a commercial bleach solu-
tion (Cloralex®:water, 1:5 v/v) for 10 min. Disinfected
seeds were washed three times with sterile distilled water.
Subsequently, the seeds were transferred aseptically to
glass jars containing 30 ml of solid half-strength Murash-
ige and Skoog (1962) medium, supplemented with 1.5%
(w/v) sucrose and 0.3% (w/v) phytagel, and adjusted to pH
5.7 prior to autoclaving (121°C for 18 min). Seeds in glass
jars were incubated at 26 £ 2°C during a light:dark
(16:8-h) photoperiod under 30 pmol m > s™" of irradiance
supplied by cool-white fluorescent lamp.

Hydroponic culture

Eight-week-old seedlings (5 cm in height) were acclima-
tized to ex vitro conditions as described by Osuna et al.
(2008). For a short time, plantlets were hydroponically
grown in plastic containers (covered with transparent
plastic bags to prevents desiccation) with 60 ml of slightly
modified Hoagland solution (Hoagland and Arnon 1950):
13mM NO;~, 6 mM K*, 4 mM Ca’*, 2mM SO,>,
2 mM Mg>", 1 mM H,PO,~, 46.2 uM H;BO;, 17.9 uM
Fe’T-K,EDTA, 9.1 uM Mn*", 0.76 uM Zn**, 0.31 pM
Cu®" and 0.10 pM MoO,*~ to pH 5.8. The nutrient solu-
tion was renewed every 7 days and relative humidity was
reduced gradually until the plastic bags were removed from
the plants. After 4 weeks, plants were transplanted to
300-ml potting foam cups filled with mineral perlite and
were watered with nutrient solution (50 ml) every other
day during 4 weeks. Conditions in the growth chamber
were 25°C and light:dark (16:8-h) photoperiod under
30 pmol m~2 s~ ! irradiance supplied by cool-white fluo-
rescent lamp. Sixteen-week-old plants were employed as
experimental units.

Experimental design

Nine treatments (Table 1) were applied by means of a
combination of two factors: irradiance (20, 30 and
100 pmol m~2 s™') and nitrate concentration in the nutri-
ent solution (13, 2, and 0.2 mM). To ensure adequate
supply of K™ and Ca®", the salts withdrawn from the
nutrient solution were replaced by equivalent moles of
K,SO, and CaCl,. Plants were watered with 50 ml of
nutritional solution every other day for a period of 28 days.
All experiments were carried out in the growth room.
Control conditions were 30 pmol m~2 s~' of irradiance

Table 1 Experimental design of two factors: irradiance, and nitrate
supply, each at three levels

Treatment Irradiance Nitrate
(umol m—2 ") (mM)

do

A (initial values) 30 13
d28

B 20 13

C 20 2

D 20 0.2

E (control) 30 13

F 30 2

G 30 0.2

H 100 13

I 100 2

J 100 0.2

Initial values are sampled as reference parameters on the starting day
(d0) and the remainder of treatments on day 28 (d28)

and 13 mM of nitrate concentration. Cool-white fluores-
cent lamps were utilized to modify the amount of light
reaching the plants. At the beginning of the experiment
(d0), three plants were harvested as referents of initial
values from the parameters to be evaluated. The remainder
samples were collected at day 28 (d28). A second experi-
mental plant batch was achieved under 30 and
100 pmol m~2 s~! of irradiances in combination with 13
and 0.2 mM nitrate concentrations for chlorophyll, hydro-
gen peroxide and lipid peroxidation (MDA) evaluations in
fresh vegetal material.

Chemical analyses from fresh material
Chlorophyll

The concentration of total chlorophyll was determined
using the method of Lichtenthaler (1987) in the acetone
(80%) extract acquired from fully expanded third young
leaf. The absorbance of cleared extract was measured at
663.2 and 648.8 nm.

Hydrogen peroxide and lipid peroxidation

The endogenous H,0O, level was determined as H,O,—
titanium complex produced as a result of the reaction of
tissue-H,O, with titanium tetrachloride by the method of
Brennan and Frenkel (1977). Lipid peroxidation in leaf
tissue was determined in terms of malondialdehyde (MDA)
content by thiobarbituric acid (TBA) reaction as described
by Heath and Packer (1968). MDA equivalent was calcu-
lated from the difference in absorbance at 532 and 600 nm

utilizing extinction coefficient of 155 mM ™~ 'cm ™.
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Harvesting and growth parameters

Plants were carefully separated into aerial parts and roots,
and were dried at room temperature under darkness con-
ditions. Fresh mass (FM) and dry mass (DM) of each
sample were registered, and root-to-shoot ratio (RSR) was
determined as the relation of root/aerial part (g g~') of
DM.

Chemical analyses from dry material
Obtaining extract

Finely ground dry material (0.2 g) was separately extracted
three times by maceration at room temperature with
methanol (1:100, w/v) during 24 h, followed by filtration
through filter paper (Whatman No. 1). Extracts were
pooled and concentrated to dryness under reduced pressure
and stored in glass containers (Nicasio et al. 2005; Nicasio-
Torres et al. 2009).

Total soluble phenolic compounds (TP)

The concentration of TP was determined by the Folin-
Ciocalteu colorimetric method (Cai et al. 2004; Silva et al.
2007). Extracts were re-dissolved in methanol (1 mg ml™!)
and oxidized with Folin-Ciocalteu reagent (10% v/v); after
10 min, the reaction was neutralized with saturated sodium
carbonate solution (8%, w/v). After incubation for 90 min
at room temperature (23°C), absorbance was measured at
760 nm using a Jenway 6305 spectrophotometer. Quanti-
fication was performed on the basis of the CGA standard
curve. Results were expressed as milligram of TP equiva-
lents (eq) to CGA per gram DM, as well as milligram of TP
equivalents (eq) to CGA per plant.

Antioxidant activity (AA)

AA was carried out by the improved ABTS™ method
described by Re et al. (1999). The ABTS ™ radical cation was
generated by reacting 7 mM ABTS and 2.45 mM potassium
persulfate after incubation at room temperature (23°C) under
darkness conditions for 16 h. The ABTS™ solution was
diluted with water to an absorbance of 0.700 + 0.050 at
734 nm (Jenway 6305 spectrophotometer). Extracts were
re-dissolved in methanol (1.58 mg mI™"), and 20 pl was
mixed thoroughly with 1 ml of ABTS™ solution. The reac-
tive mixture was allowed to stand at room temperature for
5 min and absorbance was immediately recorded at 734 nm.
CGA standard solutions in methanol (0-200 g ml™") were
prepared and assayed under the same conditions. Results
were expressed in terms of CGA equivalent antioxidant
activity per gram of DM.

@ Springer

HPLC analysis

HPLC analyses for CGA (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, USA) and ISO (Indofine Chemical Co., Inc., USA)
were conducted on a Waters (Separation Module 2695)
HPLC with a system controller (Millennium System
Manager Software) and under conditions previously
established by Nicasio-Torres et al. (2009). Samples
(60-ul) were eluted onto a Spherisorb ODS-2 column
(250 mm x 4.6 mm, 5 pym) ata 1 ml min~! flow rate with
a binary gradient of mobile phases as follows: (A) H,O—
(H;PO4 0.5%), and (B) CH3;CN-CH;OH (1:1) within
32 min. Peak purity of the tested sample was determined
by comparing its UV spectra with the authentic standard.
Calibration curves were constructed with standard solu-
tions of 20, 40, 80 and 100 pg ml~" of CGA and ISO in
methanol by monitoring absorbance at 300 nm employing
a Waters 2996 photodiode array detector. Standard curve
linear regressions based on peak area of standards utilizing
a zero-intercept model showed R* = 0.999.

Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) activity

PAL was extracted and its activity was determined,
making some modifications to the method described by
Kovacik and Backor (2007). Fresh samples (0.2 g) were
mixed in the tissue homogenizer during 50 s with 3 ml of
cold sodium borate buffer 0.1 M (pH 8.8) containing
20 mM of p-mercaptoethanol. The mixture was main-
tained for 30 min in an ice bath (4°C), then centrifuged at
12,500 rpm at 4°C during 20 min, and this final extract
was employed for the enzymatic assay. The reaction
mixture with 2.1 ml of sodium borate buffer 0.1 M (pH
8.8) and 0.5 ml of extract was pre-incubated at 40°C for
5 min; subsequently, the reaction was initiated by the
addition of 0.3 ml of rL-phenylalanine 100 mM. After 1 h
of incubation at 40°C, the reaction was stopped by the
addition of 0.1 ml of HCl 6 N. Simultaneously, the blank
for every sample was carried out with 2.4 ml of sodium
borate 0.1 M (pH 8.8), 0.5 ml of the extract and 0.1 ml of
HCI 6 N. Change of absorbance was evaluated after 1 h at
277 nm. Enzymatic activity was reported as U g~ ' of fresh
mass (FM), where U = difference of absorbance after 1 h
at 277 nm h™".

Statistical analysis

Data were analyzed by two-way analysis of factorial var-
iance (ANOVA); p values of <0.05 were considered to be
important. Significant differences among treatment means
were calculated by Tukey test. After linear regression of
the data of TP versus AA, the square of the Pearson cor-
relation coefficient (R*) was reported along with its
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p value; correlations with p values of <0.01 were consid-
ered as significant (SAS, 9.1; SAS Institute, Inc.).

Results
Growth parameters

During plant development, we observed that at 30 and
100 pmol m~2 s~ of irradiance, the plants’ foliage pre-
sented leaves with chlorosis (yellowing) and a reddish
tonality in the vascular tissue area with a nitrate deficiency
(Fig. 1). Similarly, we observed that plants developed with
greater irradiance presented more abundant secondary
roots after 28 days of culture.

With regard to growth under control conditions
(30 pmol m~2 s7! irradiance and 13 mM nitrate), dry
biomasses of aerial parts and roots (Fig. 2) increased nearly
threefold with respect to initial biomasses (d0) at the end of
the experiment.

In aerial parts, after 28 days, significant differences of
dry mass (DM) were not found among low-irradiance
treatments (20 and 30 pmol m 2 s_l); however, in treat-
ments with higher irradiance (100 pmol m 2 s7h,
DM increased significantly (F = 87.68; p < 0.0001;
Tukeyg s = 0.22), up to 1.7-fold more than that of the
control. Under this higher-irradiance condition, we
observed a non-significant decrease in DM accumulation
on reducing the nitrate concentration (13, 2, and 0.2 mM).

At the beginning of the experiment, chlorophyll con-
centration was significantly higher than that obtained at the
final time in all treatments (Table 2). H,O, concentration
did not show significant differences among all treatments;
however, MDA content was significantly increased 2.1-
and 2.5-fold with respect to the control in the treatments
with 0.2 mM of nitrate at 30 and 100 pmol m~2 s~' of
irradiance, respectively.

(b)

ISCm
Irradiance 30 30 100 100 umol m™s™!
Nitrate 13 0.2 13 02 mM

Fig. 1 Physical characteristics of a leaves and b roots from Cecropia
peltata plant development under two conditions of irradiance and
nitrate levels after 28 days of culture

In roots, statistical analysis indicated that biomass
accumulation was generated due to the interaction of
greater irradiance and lower concentration of nitrate
(F3x3 = 5.92; p = 0.0032). In the treatment with highest
irradiance, in an effect contrary to the tendency observed in
aerial parts, DM increased on diminishing the concentra-
tion of nitrate.

By means of the root-to-shoot ratio (RSR) parameter
(Fig. 3), we analyzed the difference in growth between
aerial parts and roots. In the control, at 28 days we obtained
a relation similar to that of the beginning (dO). Likewise, in
low-irradiance treatments (20 and 30 pmol m~>2 sfl), we
found no significant differences in RSRs at 28 days with
respect to the control; in contrast, in 100 pmol m2s!
treatments, the relation of RSR increased significantly
(F = 111.76; p < 0.0001; Tukeyg s = 0.02), up to nearly
2.0-fold, which was favored on diminishing the concentra-
tion of nitrate (F = 29.37; p < 0.0001; Tukey o5 = 0.02).

Chemical analysis and PAL activity

The accumulation of total soluble phenolics (TP) was
determined both in aerial parts and in roots (Tables 3, 4).
On initiation (d0), the concentration of aerial parts was 1.8
times greater than that of the roots, a relation that increased
2.3-fold at the end of the study (d28) under control con-
ditions (30 pmol m™* s~ ! irradiance and 13 mM nitrate).
The abundance of CGA in aerial parts is noteworthy; at the
beginning (d0), a content presented that was twofold
greater than that of the roots, and at 28 days this relation
increased from six to eightfold in the different treatments.
On the other hand, as a general tendency, PAL activity was
greater in roots than in aerial parts.

As an important tendency in aerial parts, we observed
that TP, AA and CGA contents increase as irradiance
increases, and the concentration of nitrate decreases
(Table 3), an effect contrary to that of biomass allocation
(Fig. 2). Significant increments in the TP, AA and CGA
parameters (Table 5) were obtained under the condition of
greater irradiance (100 pmol m~? sfl) and lower concen-
tration of nitrate (0.2 mM), whereas PAL activity increased
significantly only with greater irradiance.

Regarding roots, none of the factors evaluated affected
PAL activity (Tables 4, 5). Significant increases in TP and
AA parameters were obtained under the condition of
greater irradiance (100 pmol m~> s™') and lower nitrate
concentration (0.2 mM) because of the interaction of both
factors for TP, and independently to the same extent by the
irradiance as by the nitrate concentration in the case of AA.
CGA content was favored only by the effect of greater
irradiance (Table 5).

Through linear regression analysis between TP and AA
contents obtained in the different treatments (Table 1;
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Fig. 2 Combined effects of
irradiance and nitrate supply on
dry mass accumulation in aerial
parts and roots of Cecropia
peltata plants sampled prior to
(dO) and at the end of the
experiment (d28). Vertical bars
represent the standard error (SE)
of mean (n = 3). An asterisk
indicates a significant difference
against the control

(C) according to the Tukey
multiple range test

3.0
[Jaerial part * 1
O root *F %
C
@ 1.5 i I
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Nitrate 13 13 2 02 13 2 02 13 2 02 mM

Table 2 Combined effects of irradiance and nitrate supply on total chlorophyll, hydrogen peroxide (H,O,) and malondialdehyde (MDA)

contents in Cecropia peltata-plant aerial parts

Treatment Total chlorophyll H,0, MDA
Irradiance Nitrate (mg gfl FM) (nmol g’l FM) (nmol g’1 FM)
(pmol m~?) (mM)
do
30 13 2.794 £ 0.024 a 0.15 £ 0.01 ns 18.82 £ 341 ¢
dz28
30 (control) 13 1.817 £ 0.176 b 0.06 £ 0.03 ns 29.68 + 4.24 be
30 0.2 1.784 £ 0.227 b 0.15 £+ 0.01 ns 62.74 £ 3.15a
100 13 1.465 £ 0.195 b 0.08 + 0.03 ns 41.56 £ 1.56 b
100 0.2 1.166 £ 0.042 b 0.23 £+ 0.10 ns 7435 £3.70 a

Plants were sampled prior to initiation (dO) and at the end of the experiment (d28). Values represent means (n = 3) =+ standard error (SE) and are
significantly different when these are followed by dissimilar letters in each column, according to the Tukey multiple range test (p < 0.05)

ns not significant, FM fresh mass

Fig. 4), we found a significant positive correlation in the
aerial parts (R = 0.9; p < 0.001; n = 10), as well as
in the roots (R2 = 0.8; p < 0.001; n = 10). In the com-
parison of the straight-line equation of aerial parts (y =
0.9893x + 0.253) and roots (y = 1.2753x + 0.7647), the
greater value of the slope for roots is highlighted.

A commercially useful expression of the results of FT
and CGA contents is to consider total biomass per plant. In
Figs. 5 and 6, total yields are represented under the dif-
ferent study conditions. We observe that accumulation of
phenolics is greater in aerial parts (6.5-fold) than in roots
(Fig. 5). TP levels in aerial parts increase significantly

Fig. 3 Combined effects of = 05
L . =
irradiance and nitrate supply on o
root-to-shoot ratio (RSR) A 04 |
(g g_lDM) of Cecropia peltata g al R ..I.. * {»
plants sampled prior to (dO) and ‘o’ do i 428
at the end of the experiment £ 03] i
(d28). Vertical bars represent o ' C o I
the standard error (SE) of mean "g' 02 | !
(n = 3). An asterisk indicates a p= I 1 I =
significant difference against the ‘g I
control (C) according to the b0 0.1r ‘:
Tukey multiple range test S !
o 0.0 - 4 il ) § ] |

Irradiance 30 20 20 20 30 30 30
Nitrate 13 13 2
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Table 3 Combined effects of irradiance and nitrate supply on total soluble phenolics (7P), antioxidant activity (AA), chlorogenic acid (CGA)
and phenylalanine ammonia-lyase (PAL) activity in Cecropia peltata aerial parts

Treatment TP (mgCGAeq g~' DM)

Irradiance (pmol m2 s_l) Nitrate (mM)

AA (mgCGAeq g~' DM)

CGA (mg g~' DM) PAL (U g~' FM)

do
30 13 5.66 £+ 0.85
d28
20 13 7.04 + 1.84
20 2 3.40 £ 0.24
20 0.2 6.33 £ 0.81
30 (control) 13 521 £ 1.59
30 2 5.95 £ 0.96
30 0.2 8.64 £ 1.36
100 13 6.68 £ 1.84
100 2 8.45 £ 0.77
100 0.2 13.29 + 1.51

7.38 £ 1.07 0.16 £ 0.04 2.79 £ 0.04
6.13 £ 0.95 0.12 £ 0.05 1.86 £ 0.52
421 £ 048 0.07 £ 0.01 1.98 + 0.36
5.72 £ 0.81 0.17 £ 0.03 1.89 £ 0.56
494 £ 0.94 0.14 £ 0.09 1.86 £ 1.01
5.29 £ 048 0.07 £ 0.02 1.56 £ 0.80
9.25 £ 1.09 0.25 £ 0.06 1.80 £ 0.28
7.74 £ 1.62 0.20 £ 0.10 3.06 £ 0.41
7.99 &+ 0.54 0.23 £ 0.07 335+ 1.46
13.78 £ 2.18 0.70 £ 0.15 4.38 £ 048

Plants were sampled prior to initiation (d0) and at the end of the experiment (d28). Values represent means (n = 3) =+ standard error (SE)

DM dry mass, FM fresh mass

Table 4 Combined effects of irradiance and nitrate supply on total soluble phenolics (7P), antioxidant activity (AA), chlorogenic acid (CGA)
and phenylalanine ammonia-lyase (PAL) activity in Cecropia peltata plant roots

Treatment

Irradiance (umol m~2s™') Nitrate (mM)

TP (mgCGAeq g~ ' DM)

AA (mgCGAeq g7 DM) CGA (mg g~' DM) PAL (U g~ FM)

do
30 13 3.18 £ 0.50
d28
20 13 1.82 £0.14
20 2 245 +£0.21
20 0.2 291 £ 0.44
0 (control) 13 2.19 £ 0.05
30 2 223 +£0.25
30 0.2 253 £0.17
100 13 2.34 £ 0.26
100 2 292 +£0.28
100 0.2 534 £ 094

5.89 + 1.36 0.08 £ 0.00 323 £0.19
3.21 £ 0.60 0.02 £ 0.01 3.06 + 0.34
3.15+£0.21 0.02 £ 0.00 3.02 £0.12
421 £ 0.39 0.04 £ 0.01 325 +£0.03
2.89 £ 0.48 0.02 £ 0.00 3.01 £ 0.06
3.79 £ 0.78 0.02 £ 0.00 2.95 £ 0.50
3.99 £+ 0.50 0.04 £+ 0.01 2.50 £ 0.20
4.39 £ 0.34 0.01 £ 0.00 3.84 £0.79
4.36 = 0.80 0.01 £ 0.00 3.14 £0.22
7.37 £ 1.19 0.09 £ 0.03 3.02 £0.18

Plants were sampled prior to initiation (d0) and at the end of the experiment (d28). Values represent means (n = 3) + standard error (SE)

DM dry mass, FM fresh mass

under greatest irradiance (F = 33.99; p < 0.0001;
Tukeygos = 4.97) and least nitrate concentration (F =
5.34; p = 0.0151; Tukeygos = 4.97), that is, 3.8-fold in
aerial parts and 7.6-fold in roots with respect to the control.
In the roots, we found an interaction between greatest
irradiance and least nitrate concentration (F3,3 = 9.76;
p = 0.0002; Tukeygos = 0.55).

With respect to CGA (Fig. 6), its contents per plant is
the result of the interaction of both factors (irradiance and

nitrate  concentration), both in the aerial parts
(F3x3 =4.8; p=0.0082; Tukey = 0.305) and in the
roots (F3x3 = 5.35; p = 0.0051; Tukeyq s = 0.019). The
greatest increments were also obtained with the highest
irradiance and least nitrate concentration, that is, 7.7-fold
in aerial parts and 10.4-fold in roots with respect to the
control. In addition, CGA content in the aerial part was
19.2-fold greater than that in the root. Notwithstanding
this, under the condition of highest irradiance, CGA
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Table 5 Summary of analysis of variance (ANOVA) results for parameters evaluated in Cecropia peltata aerial parts (Ap) and roots (Ro) due to
the effect of two factors: irradiance, and nitrate concentration (I*N = irradiance—nitrate interaction)

Parameter Irradiance (pmol m2 sh Nitrate (mM) I*N
20 30 100  F(p) 13 2 0.2 F(p) F(p)
Total phenolics (mgCGAeq gleM) Ap 559b 6.60b 947a 6.93(0.0059) 593b 631b 942a 6.27 (0.0086) ns
Ro 232b 239b 353a 8.97(0.0020) 2.12b 2.53b 3.59 a 11.10 (0.0007) 3.60 (0.0200)
Antioxidant activity (mgCGAeq gleM) Ap 535b 649b 9.84a 12.39 (0.0004) 5.83b 6.27b 9.58 a 9.62 (0.0014) ns
Ro 352b 356b 537a 7.83(0.0036) 3.50b 3.77b 5.19a 5.77 (0.0116) ns
Chlorogenic acid (mg g_lDM) Ap 0.12b 0.15b 037 a 9.67 (0.0014) 0.11b 0.14b 0.37 a 10.44 (0.0010) ns
Ro 0.0l b 0.02b 0.06 a 10.52 (0.0009) 0.02 0.03 0.04 ns ns
PAL activity (U g~'FM) Ap 1.74b 191b 359a 555(0.0133) 226 229 2.69 ns ns
Ro 282 311 313 ns 292 303 310 ns ns

Values represent means (n = 9) and are significantly different when these are followed by dissimilar letters in each row, according to the Tukey

multiple range test (p < 0.05)

ns not significant
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(mg CGAeq g' DM)

Fig. 4 Relationship between antioxidant activity (AA) and total
soluble phenolics (TP) of Cecropia peltata plant aerial part extracts
grown with a range of irradiance and nitrate concentrations (Table 1).
The ‘best-fit’ line shown was generated by linear regression of the

accumulation was greater under nitrate-deficiency condi-
tions (0.2 mM). It is noteworthy that being under the
same conditions also allowed obtaining greatest biomass
in the plant (Fig. 2).

In Fig. 7, the chromatographic profiles of aerial-part
extracts obtained under the greatest-irradiance condition
are present, in which we observe a general tendency in
the increase of CGA signal (retention time = 11.0—
11.9 min; Ay = 326.7 nm) due to the effect of nitrate-
concentration diminution, while the ISO flavonoid
(retention time = 16.0-16.5 min; A, = 350.6 nm) pre-
sented low levels that could not be quantified under the
conditions of the system employed. Additionally, in aerial
parts, we found two signals similar to isoorientin, which,
because of its retention time (17.7 and 18.6 min) and
maximal absorption in UV (4. = 337.4 and 339.8 nm),

data (n = 10). Vertical and horizontal bars represent the standard ~ might correspond to certain structurally related
error (SE) of means (n = 3) CompoundS.
Fig. 5 Combined effects of 40
irradiance and nitrate supply on [Daerial part
total soluble phenolics (7P) in Droot %
Cecropia peltata plant aerial T 80 _I_
pla p p N
parts and roots sampled prior to L2 5 !
(d0) and at the end of the 238 90| do:des =
experiment (d28). Vertical bars Lz : C
represent the standard error o g '
(SE) of mean (n = 3). An g0 ' 1
asterisk indicates a significant = E’ o ‘ T J
difference against control ~ 0 E :. u
(C) according to the Tukey ' EJ
multiple range test 10 : *
Iradiance 30 20 20 20 30 30 30 100 100 100 pmolm?s’
Nitrate 13 13 2 0.2 13 2 0.2 13 2 02 mM
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Fig. 6 Combined effects of
irradiance and nitrate supply on
chlorogenic acid content (CGA)
in Cecropia peltata plant aerial
parts and roots sampled prior to
(dO) and at the end of the
experiment (d28). Vertical bars
represent the standard error
(SE) of mean (n = 3). An
asterisk indicates a significant
difference against the control
(C) according to the Tukey
multiple range test
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Discussion

C. peltata is an arboreal species in its adult state and the
gathering of its leaves in different status of development, in
addition to environmental factors, can signify important
variation in its chemical composition and have repercus-
sions on its pharmacological efficacy (Alonso-Castro et al.
2008). The culture of “guarumbo” under controlled con-
ditions is a viable alternative for obtaining reliable, safe
and effective plant material, in addition to being a useful
system for increasing the yields of quality parameters that
favor the commercialization of this medicinal species. In
the present study, by means of the manipulation of the light
and nitrate supply, we modified the growth and phenolic
compounds accumulation of C. peltata plants.

In control plants (30 umol m~2 s~ ' of irradiance and
13 mM of nitrate), accumulation of total biomass increased
due to the growth effect during the 28 days of the study
(Fig. 2). Regarding the remainder of the treatments, vari-
ation in light and nitrate supply exerted an impact on yield
and distribution of biomass. Plants at least levels of irra-
diance (20 and 30 umol m~2 s~ '), despite their not having
a nutrient limitation (13 mM of nitrate), developed low
biomass levels in foliage. It has been mentioned for

different species that during growth, photosynthetic
capacity is dependent on the intensity of the light. Plants
developed under low irradiance would contain a lower
amount of their photosynthetic components and, conse-
quently, a lower CO, fixation rate (Horton 2000;
Mosaleeyanon et al. 2005; Poorter et al. 2006). Contrari-
wise, under the same nitrate condition (13 mM) and with
the increase of irradiance up to 100 pmol m~2 s™', plants
increased their biomass significantly, a response that
coincided with other reports in the literature (Ryser and
Eek 2000; Mosaleeyanon et al. 2005; Grechi et al. 2007).
With the irradiance increase, CO, fixation increases, thus a
greater content of photosynthates in leaves is available for
new tissue translocation and growth (Horton 2000). One
visual characteristic of plants under this treatment of high
irradiance and high nitrogen concentration was the ten-
dency of the foliage to lose turgidity, which may be related
to a greater stomatic opening, which in turn permits greater
transpiration in leaves.

Hydrogen peroxide concentration did not show signifi-
cant changes in all treatments, probably due to an increase
of antioxidant systems such as peroxidase enzyme (POD),
as was observed by Konieczny et al. (2008) in zygotic
embryos from Heliantus annus.
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Under greatest-irradiance conditions, no significant
diminution of foliar biomass caused by reduction in nitrate
supply (2 and 0.2 mM) could be related with the photoin-
hibition process in plants. The overexcited chlorophylls
incite the formation of oxygen singlet (ROS) in the thyla-
koid membranes, causing damage in photosystem compo-
nents, especially in phostosystem II, an effect known as
photoinhibition. In addition, it is well known that ROS-
induced membrane lipid peroxidation is a reference for
cellular damage based on oxidative stress (Khan and Panda
2008). MDA is formed by decomposition of polyunsatu-
rated fatty acids and used as an indicator of oxidative stress
(Tewari et al. 2006). The significant increase in MDA
levels associated with lipid peroxidation are linked with
oxidative stress in C. peltata plant development under
conditions of nitrate deficiency (0.2 mM), mainly under
100 pmol m~2 s™" of irradiance.

It has been reported that there is partial closing of the
stomas under nitrate-deficiency conditions (Cabrera 2002);
thus, the capacity is limited for utilizing high levels of
light, and the leaves absorb more luminous energy than that
required for the assimilation of available CO,. In these
treatments with nitrate deficiency, we observed greater
turgidity in foliage, which suggests a smaller stomatic
opening. Consequently, diminution of intracellular CO,
reduces photosynthesis and subsequently plant growth.
Another important characteristic comprised symptoms of
chlorosis in leaves (Table 2; Fig. 1) due to the diminution
of chlorophyll related with nitrogen deficiency in the tis-
sues, as reported previously in Hypericum perforatum
plants (Briskin et al. 2000). On the other hand, in rice
plants grown in a high-luminosity environment, Horton
(2000) refers to the decrease in the chlorophyll content as a
photoprotective response to the excess of light.

Nitrate-deficiency conditions (0.2 mM) also favored
biomass allocation toward the roots (greater RSR value up
to nearly 2.0-fold). Grechi et al. (2007) reported that
changes in the RSR of Vitis vinifera plants are controlled
by equilibrium aspects in the C:N internal levels. Lopez-
Bucio et al. (2003), in Arabidopsis plants, refer to the
same allocation effect toward roots and postulate that
nutrients such as nitrate possess signaling functions with a
profound impact on radicular-system architecture. Also, it
was reported that nitrate not only exerts an effect on the
roots, but also functions as a signal for the metabolism
and development of the entire plant (Takei et al. 2002;
Urbanczyk-Wochniak and Fernie 2005; Miller et al.
2007).

The results of this study are consistent with the functional-
equilibrium hypothesis (FEH) (Marcelis and Heuvelink
2007), in which biomass allocation was modeled on the
whole plant, and in which it was established that plants, on
finding themselves in an environment limited by an
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essential resource (e.g., nitrogen), respond with an increase
in allocation toward the structure responsible for acquisi-
tion of the element that is restricted (Wilson 1988; Grechi
et al. 2007). With these results, the plasticity of C. peltata
is corroborated to distribute its resources under limited
nutrient conditions in an efficient manner.

Allocation patterns toward compounds of defense
(phenolics) found in this study are congruent with the pre-
dictions of the CNB hypothesis: When the production of C
is greater than that required for growth, the excess of C is
allocated to the formation of secondary metabolites (Bryant
et al. 1983; Coviella et al. 2002; Mosaleeyanon et al. 2005;
Le Bot et al. 2009). The results of the production of
secondary metabolites (TP) comply with the CNB hypoth-
esis. In aerial parts, in highest-irradiance treatments
(100 pmol m 2 s~ irradiance), TP content (Table 3)
increases as nitrate concentration decreases (0.2 mM), a
condition under which nitrogen limitation is perceived.
Observation of the reddish tonality in vascular tissue zones
of leaves (Fig. 1) might be related with the accumulation of
phenolic compounds (e.g., anthocyanins). Under these
conditions, the significant increase of TP can be interpreted
as: photosynthesis surpasses the growth demand, and, on
there being an excess of carbohydrates that accumulate in
plants with nitrate deficiency, the C assimilated is available
for biosynthesis of compounds that do not require N (e.g.,
phenolics). Phenolic accumulation due to light increase or
nitrate deficiency has been reported in different studies
(Briskin and Gawienowski 2001; Coviella et al. 2002;
Mosaleeyanon et al. 2005; Fritz et al. 2006; Poorter et al.
2006; Grechi et al. 2007; Palumbo et al. 2007; Le Bot et al.
2009). Under high-irradiance and nitrate-deficiency condi-
tions, the assimilated carbon is directed toward the fol-
lowing two key components: (a) the biomass increase in
roots, as previously mentioned, and (b) toward the increase
of levels of carbon-rich secondary metabolites, such as
phenolics.

In the experimental model of this study, the combination
of high-irradiance and nitrate-deficiency factors could be
stress factors in C. peltata plants through the formation of
reactive oxygen species (ROS), which are strongly oxi-
dating molecules (Laloi et al. 2006). It has been established
that accumulation of ROS causes disequilibrium in intra-
cellular redox balance, known as oxidative stress (Tewari
et al. 2006; Khan and Panda 2008). One of the cellular
mechanisms for avoiding tissue damage is the production
of antioxidant compounds for ROS uptake (Dixon and
Paiva 1995; Grace and Logan 2000; Winkel-Shirley 2002;
Cai et al. 2004). According to the results, under highest-
irradiance and greatest nitrate-deficiency conditions
(100 pmol m 2 s~ ! irradiance and 0.2 mM nitrate), aerial
parts presented the highest concentrations of TP (up to 6.5-
fold) in comparison with the content in roots, which
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suggests that the oxidative-stress level in aerial parts is
greater because these are in direct contact with light, while
the roots are not, thus requiring lower levels of antioxidant
response. Correlation analyses suggest that phenolic com-
pounds contribute significantly to the antioxidant response
of the extracts evaluated, and that in aerial parts (R2 =0.9;
p < 0.001; n = 10) there is a greater association between
TP content and AA (R* = 0.8; p < 0.001; n = 10). Like-
wise, comparison of the slopes of aerial parts (0.9893) and
roots (1.2753) suggests that compounds with greater anti-
oxidant activity are found in root extracts.

As mentioned previously, CGA content (Fig. 6)
increased importantly (7.7-fold in aerial parts and 10.4-
fold in roots with respect to the control) under greatest-
irradiance and least nitrate-concentration conditions
(100 pmol m 2 s~ ! irradiance and 0.2 mM nitrate). CGA
is a low-molecular weight phenylpropanoid that possesses
an important antioxidant function in the cells of photo-
synthetic tissues (Sakihama et al. 2002; Heo et al. 2007),
counterattacking the damaging effects of the ROS
(ClIé et al. 2008). As an antioxidant, CGA (Fig. 7b) possesses
three important characteristics for its structure—function
relationship: (a) the catechol group; (b) the double link
conjugated in the propanoid-residue chain and (c) the steri-
fication of the cafeic-acid terminal carboxyl group with a
quinic-acid—OH group for the formation of CGA (Grace and
Logan 2000). Additionally, these authors have proposed that
CGA could perform another important function in a dissi-
pation mechanism of photochemical energy. An increase has
been reported in other species of the concentration of CGA of
up to fourfold in Nicotiana tabaccum plants because of the
diminution of nitrate from 12 to 0.2 mM (Fritz et al. 2006),
and due to the excess of light in Solanum lycopersicum from
2000900 pmol m 25~ (Urbanczyk-Wochniak and Fernie
2005).

With respect to ISO, the culture conditions employed
did not stimulate its accumulation, which coincides with
other studies that refer to ISO as an inducible phytoalexin
in response to biotic stress (McNally et al. 2003), although
other factors, such as developmental state or exposure to
sunlight (UV), might be required to stimulate its biosyn-
thesis and accumulation in C. peltata plants (CIé et al.
2008; Nicasio-Torres et al. 2009).

The C. peltata-plant extracts obtained in this study
presented a bioactive compound chemical profile (a greater
content of CGA than ISO), similar to extracts evaluated in
clinical and laboratory pharmacological assays in which
its antidiabetic properties were corroborated (Herrera-
Arellano et al. 2004; Revilla-Monsalve et al. 2007). In
addition, the activity of the extract is not solely due to these
compounds, but also to the complex mixture of the dif-
ferent metabolites, although the latter have not been
chemically characterized (Nicasio-Torres et al. 2009).

PAL activity was observed to be increased only in aerial
parts by the effect of greatest irradiance; however, its
activity in aerial parts as well as in roots does not correlate
with the increments presented in phenolic levels on
diminishing nitrate content. In this respect, it is known that
PAL is the key enzyme in phenolic-compound biosynthe-
sis, and it has been reported that it is activated and its
expression induced in response to different stress condi-
tions, among these, an increase in light (Hemm et al. 2004;
Jaakola et al. 2004) and nitrate deficiency (Fritz et al.
2006). Different studies mention that PAL-activity
increases during the first days of stress, and once the
required compounds have been synthesized, the enzyme’s
activity decreases (Bernards and Ellis 1991; Kovacik and
Backor 2007). When C. peltata plants were submitted to
different treatments, PAL activity could have increased to a
maximum in days prior to the analysis, with which phen-
olics were synthesized and later diminished to levels
observed at the end of the treatments (d28).

Conclusion

In this study, we demonstrated that C. peltata plants dis-
tribute the carbon assimilated in photosynthesis as a
response to the availability of light and nitrate, whether due
to the structural formation of the different organs (biomass)
and/or to the accumulation of secondary metabolites with
functions of protection and employment of nutritional
resources. Under the condition of high irradiance, growth
of foliage and roots was favored; in addition to these latter
components, nitrate limitation interacted with light to
increase their biomass. Similarly, in the treatment with
higher irradiance and low nitrate concentration, we
obtained greater TP (3.8-fold) and CGA (7.7-fold) contents
in plant foliage with respect to the control: TP and AA
content correlated positively, while PAL activity increased
mainly in the aerial parts due to the effect of greater irra-
diance, and there were no important changes in PAL
activity in the roots. Allocation differences of phenolic
compounds in the distinct supply levels of light and nitrate
in C. peltata plants are congruent with the predictions of
the CNB hypothesis.

The culture of C. peltata under controlled conditions
does not require plant development until adult age, because
it has been reported that the metabolites of interest are
present in the early stages of their development (Nicasio-
Torres et al. 2009). The results of this study are the basis
for the establishment of a system of culture of C. peltata by
means of nitrate limitation under high-irradiance condi-
tions for supplying high-quality prime matter, in view of
the potential use of C. peltata in therapeutic preparations
for the treatment of diabetes mellitus.
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