Revista Mexicana de Ciencias Agricolas volumen especial nimero 21 28 de septiembre- 11 de noviembre, 2018

Articulo

Efecto de las condiciones de cultivo en la produccion de fenoles,
flavonoidestotalesy su capacidad antioxidante
en e arnica (Heterotheca inuloides)

Maria Isabel Nieto Ramirez!
Juan Fernando Garcia Tregjo™
Valeria Caltzontzin Rabell*

Ruth Chéavez Jaime*

Maria de la Luz Estrada Sanchez*

Facultad de Ingenieria= Campus Amazcala. Universidad Auténoma de Querétaro. Carretera a
Chichimequillas s/n km, 1 Amazcala, € Marqués, Querétaro, CP. 76265. Tel: 442 192 12 Q0.
(isabelnieto33@gmail .com; valeria.caltzontzinrabell @gmail .com; ruth_cha ja@hotmail.com;
luzsanc_25@hotmail.com).

SAutor para correspondencia: juanfernando77@gmail.com.

Resumen

En la actualidad, Heterotheca inuloides o arnica para su nombre comun, ha sido utilizada por su
actividad anti inflamatoria, ademas, esta planta tiene otras aplicaciones como tratamiento contra
el reumatismo, desordenes gastrointestinales, entre otros. Estas propiedades terapéuticas, son
debido a metabolitos secundarios como los fenoles y flavonoides. La concentracion de estos
compuestos puede ser influenciada por estrés bidtico o abidtico, en donde las condiciones de
cultivo como la humedad relativa, la temperatura del ambiente e incluso € tipo de riego,
representan un estrés abiotico. Es por esto que €l objetivo de este trabajo es comparar diferentes
condiciones de cultivo sobre la produccion de fenoles, flavonoides totales y su capacidad
antioxidante en €l arnica (Heterotheca inuloides). Para cumplir con este objetivo se obtuvieron
las plantas del &rnica de manera comercial, colocandose 14 plantas dentro de un invernadero y 14
plantas en cultivo a cielo abierto. Ademés, cada uno de estos sistemas de cultivo tuvo dos tipos
de sistemas de riego, €l primero de agua con solucion nutritiva'y e segundo con agua residual
acuicola. También, se dlicito con écido salicilico alas concentraciones 0.0 mM, 0.5 mM y 1 mM,
en dos ocasiones cada 14 dias. Se determind la concentracion de fenoles, flavonoides totales y la
capacidad antioxidante antes de cada €licitacién. Los compuestos fendlicos maximos se
presentaron en las plantas cultivadas en campo, regadas con solucion nutritiva y elicitadas a 0.5
mM. Los flavonoides totales y la actividad antioxidante se presentaron en las plantas en
invernadero, regadas con solucion nutritiva, sin efecto sobre la elicitacion. De acuerdo con
algunos de los resultados obtenidos sé que concluye en que las condiciones de cultivo para la
produccion de fenoles no son diferentes para la produccion de flavonoides y la capacidad
antioxidante de dichos compuestos.
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| ntroduccion

El cultivo de plantas medicinales cada vez es mayor debido a incremento de su uso con fines
terapéuticos y en la produccion de formulas para productos de cuidado personal y salud a
base de las mismas. El 40% de |a poblacion mexicana usa plantas medicinales como la Unica
alternativa para el tratamiento de enfermedades, siendo el principal recurso terapéutico en
México (Fernandez et al., 2008). Hoy en dia existen manuales de produccion de plantas
medicinales donde se especifican los requerimientos para el cultivo (CONAFOR, 2009;
Villavicencio et al., 2010); sin embargo, no hay un monitoreo de las concentraciones o
condiciones del principio activo.

El arnica (Heterotheca inuloides) es una planta comunmente usada como anti-inflamatorio.
Sin embargo, también se usa para €l tratamiento del reumatismo, problemas gastrointestinal es
y actualmente se ha usado como tratamiento alternativo contra el cancer (Alonso-Castro et
al.,, 2011) y la diabetes (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Johnson et al., 2006). Los
compuestos que le confieren estas propiedades medicinales son principalmente
sesquiterpenos, fitoesteroles y flavonides (Delgado et al., 2001). Esta planta se encuentra en
las regiones frias y templadas de México (Guerrero-Hernandez et al., 2014; Gutiérrez y
Solano, 2014). En México, es considerada una de las plantas medicinales de mayor demanda
(Garcia de Alba et al., 2012; Juarez-Rosete et al., 2013; Monroy-Ortiz et al., 2013), se
obtiene principamente de manera silvestre, aunque ya se comienza a cultivar en pequefia
escala (Cesin-Vargas et al., 2010; Cristians et al., 2015).

Los compuestos activos son los que le confieren las propiedades terapéuticas y aromaticas a
dichas plantas. Estos compuestos activos estdn conformados por metabolitos secundarios,
principalmente de compuestos fendlicos que funcionan en la planta contra dafio oxidativo y
flavonoides que le confieren proteccion contra patdgenos (Avalos y Pérez-Urria, 2009). De
acuerdo con Petinatti (2012), la concentracion de los compuestos fendlicos se ve modificada
por estrés hidtico y abidtico al que se somete la planta. Factores como la temperatura, la
radiacion, la nutricion y el riego, son factores de estrés abiotico que afectan la concentracion
de fenoles. Tal es el caso de las plantas Ruta graveolens, donde los fenoles se ven afectados
por laradiacion UV Vialart et al. (2012).

Ademas, el estrés hidrico, considerado como estrés abiotico, es estudiado sobre su influencia
en la produccion de fenoles y flavonoides. Algunas de las plantas estudiadas sobre este tipo
de estrés es el platano (Musa spp.) (Moreno-Bermudez et al., 2017), arroz (Oryza sativa L.)
(Ramirez, 2017), entre otros. Por otro lado, la influencia del estrés abidtico en las plantas
aromaticas puede influenciar en compuestos especificos, tal como el efecto de la ata
radiacion sobre la biosintesis de carvacrol en orégano en donde se logré incrementar la
concentracion de este compuesto Teraza et al. (2014). De acuerdo a esto €l objetivo de este
trabajo es comparar las condiciones de cultivo sobre la produccién de fenoles, flavonoides
totales y su capacidad antioxidante en el arnica (Heterotheca inuloides).
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Materialesy métodos

Para la experimentacion de este trabajo, se obtuvieron comercialmente 28 plantas de arnica
(Heterotheca inuloides) de un invernadero cercano al campus Amazcala y fueron
identificadas por el herbario QMEX. Se trasplantaron en bolsas con sustrato inerte y se
dejaron en aclimatacion por 5 dias.

El experimento se llevd a cabo en el campus Amazcala de la Universidad Autbnoma de
Querétaro durante un periodo de 28 dias. El disefio experimental fue factorial de2x 2 x 3; es
decir, dos tipos de cultivo, dos tipos de riego y tres concentraciones de elicitor. Se cultivaron
14 plantas en invernadero de tipo gético con ventilaciéon cenital y 14 plantas en campo,
aplicando dos tipos de riego en cada cultivo; el primero consistié en agua con solucion
nutritiva (fertilizante) y el segundo con agua residual acuicola. Ademés, se realizd dos
elicitaciones cada 14 dias con é&cido salicilico, a las concentraciones 0.5 mM, 1 mM y un
control, siendo el muestreo antes de cada aplicacion. La temperatura ambiental (°C) y el (%)
de humedad relativa ambiental fueron monitoreadas durante todo el periodo de la
experimentacion.

Calidad del agua

La calidad del agua fue determinada por métodos espectrofotométricos. El andlisis de nitritos
(NO2-N) fue por el método de diazotizaciéon (método HACH 8507, 2010), nitratos (NO3™-N)
mediante el método de reduccion de cadmio (método HACH 8171, 2010) y fosforo total (FT)
por el método de molibdovanadato (Método HACH 8048, 2010).

Extraccién de compuestos fendlicos

La extraccion de compuestos fendlicos totales se realizé por el método de Hassan et al.
(2011). Se pes6 0.1 g de muestra y se extrgjo primeramente en una solucion acuosa con
metanol al 50%. Después se realizé una segunda extraccion con acetona al 70%. Este método
permite la extraccion de compuestos extraibles en metanol y en acetona.

Compuestos fendlicos totales

Los fenoles totales se determinaron espectrofotométricamente por el método de Folin-
Ciocalteu descrito por Singlenton y Rossi (1965). Este método se produce por la oxidacion de
los grupos hidroxilo mediante el reactivo de Folin. Este reactivo estd compuesto de una
mezcla de wolframato sddico y molibdato sédico en acido fosférico. En |a determinacion de
fenoles totales se realizd la solucion de carbonato de sodio anhidro al 20% y el reactivo
Folin-Ciocalteu se prepar6 al 1 N. Parala curva de concentracion el &cido gélico se prepar6 a
una concentracion final de 0.1 mg/ml. La reaccion redox producida genera una coloracion
azul detectada a unalongitud de onda de 765 nm.

Flavonoides totales
Para |la cuantificacion de flavonoides se prepard una solucion de 2aminoetildifenilborato y se
tomaron 50 pl de la extraccion de fenoles, la fraccion de fenoles extraibles, y se les afadio

180 pl de metanol mas 20 pl de la solucién preparada con 2-aminoetilfenilborato. Se preparé
Nitrito de sodio (NaNO2) a 5%, cloruro de aluminio (AICI3) a 10%, hidréxido de sodio
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(NaOH) a 1 M y la solucion estandar de catequina con metanol. La lectura se realizd en un
espectrofotdbmetro a 404 nm y se obtuvieron las concentraciones de flavonoides con una
curva estandar de catequina.

Capacidad antioxidante, DPPH

La capacidad antioxidante por e método DPPH es un método muy usado basado en la
donacion de un &omo de hidrogeno o en la formaciéon de complejos (DPPH-H y DPPH-R)
mediante |la estabilidad del radical 1, 1-difenil-2-picrilhidrazil. Las concentraciones de las
capacidades antioxidantes para cada planta se determinaron por medio del porcentge de
inhibicion (1C50).

La determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH se prepar6 en reactivo
DPPH (1,1-difenil- 2-picrilhidrzil) con metanol. Se prepard en reactivo DPPH con metanol.
Se colocaron aicuotas de 1.865 ml del reactivo en microtubos de 2 ml y 0.135 ml del extracto
metandlico de cada muestra. Se dejé reposar por 30 min protegido de laluz y se realizo la
lectura a una longitud de onda de 480 nm.

Capacidad antioxidante, FRAP

Para la determinacion de la capacidad antioxidante por el método de FRAP se preparo el
reactivo con la mezcla de una solucién 20 mM de tricloruro de hierro (FeCl3), buffer de
acetatos con acetato de sodio anhidro y acetato de sodio trihidratado a un pH de 3.7 y por
altimo se prepard TPTZ (tripiridil-2-tiazide) a 10 mM disuelto en acido clorhidrico al 40 mM.
Se coloco 1.865 ml del reactivo FRAP y 0.135 ml del extracto metandlico de las muestras en
microtubos de 2 ml. Se dejo6 reaccionar por 30 min bajo proteccion de laluz. Se utilizo trolox
para la curvade calibracion. Lalectura de la absorbancia se realizé a una longitud de onda de
630 nm.

Resultados y discusion

Determinacion de fenoles totales

Los resultados de la concentracion de fenoles totales se muestran en la Figura 3. La
concentracion maxima de compuestos fendlicos se presentd en las plantas cultivadas en
campo, regadas con agua con solucion nutritiva y elicitadas a una concentracion de 0.5 mM.
Sin embargo, no existe una diferencia significativa entre cada concentracion de elicitacion.
Por otra parte, se puede advertir un incremento significativo de la concentracion cuando las
plantas son elicitadas por primera vez. También, es evidente el efecto del cultivo debido a
gue las plantas cultivadas en campo presentaron una concentracion mayor a diferencia de las
plantas cultivadas en invernadero. Estos resultados concuerdan con Petinatti et al. (2012), en
donde el estrés abiotico efectivamente modifica la concentracién de metabolitos secundarios,
en este caso de compuestos fendlicos.
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Figura 1. Concentracion de compuestos fendlicos totales (mg eq. ac. Gélico/g) en arnica
cultivada en diferentes condiciones. Los resultados se expresan en error estandar. 1, 14,
28, dias de muestreo y €licitacion.

El efecto del cultivo en campo sobre la concentracion de compuestos fendlicos puede ser
influenciado por las diferentes temperaturas que se observaron en el monitoreo de la
temperatura ambiental, observandose temperaturas maximas de 45 °C y minimas de 1.6 °C.
Ademés, |la temperatura ambiental en el invernadero no presenta cambios significativos,
manteniendo su rango de temperatura entre 17 °C y 22 °C. Ademas, se observé el mismo
comportamiento en el porcentaje de humedad relativa ambiental. Estos resultados se
demuestran en la Figura 2.
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Figura 2. A. Temperatura ambiental; y B. Porcentaje de humedad relativa en los dos tipos de
cultivo (invernaderoy campo) en un ciclo de 24 h.

Por otro lado, el incremento de la concentracion de fenoles totales en las plantas regadas con
solucion nutritiva esta relacionada a la concentracion de nutrientes suministrados. El andlisis
de la calidad de agua demostro que la concentracion de nitrégeno en el agua con nutrientes es
mayor debido a que se prepard de acuerdo a las necesidades de la planta. Estos resultados se
presentan en el Cuadro 1. Ademas, la concentracion de fosfatos en la solucion nutritiva fue
mayor como era de esperarse. La influencia de la nutricion esta estudiada en diferentes
plantas como en el orégano (Lippia origanoides) en donde €l tipo de nutricion incrementa el
rendimiento del aceite esencial Teles et al. (2014).
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Cuadro 1. Calidad de agua de cada sistema de riego.

Tipo deriego Nitratos mg/L Nitritos mg/L Fosfatos mg/L
Solucién nutritiva 215.175 1.341 69.45
Aguaresidual acuicola 118.375 0.321 14.35

Determinacion de flavonoides totales

Las concentraciones de flavonoides totales en las plantas de arnica se presentan en la figura
4. Los resultados muestran un incremento significativo en la concentracion de flavonoides
totales cuando son cultivados en las diferentes condiciones. Las concentraciones maximas se
observan en las plantas cultivadas en invernadero y regadas con solucion nutritiva. No se
observaron cambios significativos entre las concentraciones elicitadas en cada cultivo. Sin
embargo, el mayor incremento de la concentracion es cuando las plantas son elicitadas por
primeravez.

Por otro lado, se puede observar que solo en las plantas €licitadas a una concentracion de 1
mM se comportaron de manera distinta a las anteriores; es decir, existe un incremento en la
concentracion de flavonoides cuando las plantas son cultivadas en invernadero, regadas con
solucion nutritiva y elicitadas en dos ocasiones con &cido salicilico a una concentracion de 1
mM. El efecto de la €licitacion con acido salicilico fue € esperado ya que en diferentes
plantas tal como el maiz, se ha observado un incremento en la biomasa total, asi como el
contenido de N, P, K, el contenido de fenoles, flavonoides y de compuestos puntuales como
la capasaicina Tucuch-Haas et al. (2017).
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Figura 4. Concentracion de flavonoides totales (mg eq. Catequina/g) en arnica cultivada en
diferentes condiciones de cultivo. Los resultados se expresan en error estdndar. 1, 14, 28,
dias de muestreo y €elicitacion.

Capacidad antioxidante, DPPH

Los resultados de la capacidad antioxidante se presentan en la Figura 5. Las capacidades
antioxidantes en las plantas de &rnica fueron en incremento en cultivos particulares; es decir,
para las plantas cultivadas en campo, regadas con agua con solucion nutritiva y elicitadas a
0.0 mM en dos ocasiones, tuvieron un incremento en la capacidad antioxidante. Este
resultado se puede atribuir a las variaciones de temperatura y humedad relativa a las que
fueron sometidas en € cultivo en campo. Para las plantas cultivadas elicitadas a una
concentracion de 0.5 mM en dos ocasiones, el incremento de la capacidad antioxidante se
presentd en las plantas cultivadas en campo, sin diferencias significativas entre el tipo de
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cultivo. Estos resultados se pueden atribuir a la respuesta de la planta respecto al tiempo y
concentracion de elicitacion.
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Figura 5. Capacidad antioxidante (mg eq. Trolox/g) por el método DPPH en las plantas de
arnica cultivada en diferentes condiciones. Los resultados se expresan en error estandar.
14y 28, dias de muestreo y elicitacion.

Los resultados de la capacidad antioxidante en las plantas €elicitadas a una concentracion de 1
mM en dos ocasiones, presentaron un incremento significativo cuando las plantas son
cultivadas en campo y regadas con agua residual acuicola y en las plantas cultivadas en
invernadero, regadas con solucion nutritiva. De acuerdo con Rodriguez et al. (2017),
Heterotheca inuloides contiene una gran variedad de sesquiterpenos, flavonoides y terpenos,
compuestos que estan presentes en la planta de acuerdo a la edad, tiempo de floracion e
incluso de acuerdo a la regién geografica de origen. Por ejemplo, e cadaleno y el 4-metoxi-
isocadaleno, son compuestos que estan ausentes en ramas jovenes de la planta. De acuerdo
con esto, atribuimos los resultados de la actividad antioxidante por el método DPPH a la
variedad de compuestos que pudieron tener una actividad antioxidante en las diferentes
condiciones de cultivo.

Capacidad antioxidante, FRAP

Los resultados de la capacidad antioxidante por el método FRAP se presentan en la Figura 6.
La capacidad antioxidante determinada por e método FRAP mostraron diferencias
significativas entre el tipo de cultivo, siendo el cultivo en campo con la capacidad
antioxidante mas alta. Sin embargo, |a capacidad antioxidante entre los sistemas de riego fue
mayor cuando la planta es regada con solucién nutritiva, pero sin efecto por la elicitacion (0.0
mM). Por otro lado, |a capacidad antioxidante en las plantas €licitadas a una concentracion de
0.5 mM por dos ocasiones, fueron mayores cuando se tiene un sistema de riego con agua
residual acuicola. De la misma manera se comporté la capacidad antioxidante en las plantas
elicitadas a 1 mM en dos ocasiones. Estos resultados muestran que hay un sinergismo entre
dos tipos de estrés abidtico, lanutricion y la elicitacion.
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Figura 6. Capacidad antioxidante (mg eq. Trolox/g) por el método FRAP en las plantas de
arnica cultivadas en diferentes condiciones. Los resultados se expresan en error
estdndar. 14 y 28, dias de muestreo y elicitacion.

De acuerdo a estos resultados, la capacidad antioxidante esta relacionada con el estrés
abidtico al que fueron sometidas las plantas de arnica. De acuerdo con Hossain et al. (2010),
el método de secado del material vegetal, en este caso en plantas Lamiaceae, tiene una
influencia sobre la capacidad antioxidante medida por el método FRAP.

Conclusiones

El cultivo en campo y la concentracion del elicitor aplicado incrementa la concentracion de
compuestos fendlicos. La concentracion de flavonoides se incrementd de manera significativa
cuando la planta es cultivada en ambos tipos de cultivo (invernadero y campo), teniendo
diferencias entre el tipo de riego. La capacidad antioxidante es muy variante al tipo de cultivo
en el que se tiene a la planta, esto debido a los compuestos especificos y al tipo de actividad
antioxidante que presenten.
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