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I. RESUMEN
En México existe una arraigada cultura sobre la medicina tradicional basada en las

plantas medicinales, muchas de las cuales son especies silvestres que se colectan en
los diferentes ecosistemas naturales. Asimismo, se estima que aproximadamente el 90%
de las especies vegetales conocidas, forman simbiosis con los hongos micorrizégenos
arbusculares (HMA), lo cual le confiere a la planta varios beneficios. Recientemente se
han publicado los efectos que tienen los HMA en incrementar la concentracion de
metabolitos secundarios (MS) presentes en plantas con interés medicinal. Por lo anterior
el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los HMA en el crecimiento y contenido
de MS en plantas de Dracocephalum moldavica. Para este estudio se utilizaron semillas
de D. moldavica, recolectadas en campo. Las semillas previamente desinfestadas fueron
sembradas en macetas que contenian 1 kg de sustrato constituido por turba, previamente
esterilizado (121 °C durante 2 hrs). La inoculacion se realizé al momento de la siembra
aplicando 40 g de in6culo (134 esporas). Se utilizé un disefio experimental
completamente al azar, incluyendo dos tratamientos con 25 repeticiones cada uno, y se
consideraron los siguientes tratamientos: plantas inoculadas y plantas sin inocular.
Después de 91 dias de haber aplicado los tratamientos, las plantas fueron cosechadas
para evaluar la altura y el numero de hojas y las raices fueron tefiidas utilizando la técnica
de Phillips y Hayman (1970) y se determiné el porcentaje de colonizacion radical. Por
maceracion continua se extrajeron los MS, utilizando como soluciones extractoras de
hexano y metanol. Posteriormente, para cuantificar la concentracion de MS en plantas de
D. moldavica, la tintura obtenida fue analizada por cromatografia de gases. Los
resultados mostraron mayor crecimiento en las variables: altura y numero de hojas en
plantas que fueron inoculadas en comparacion con aquellas que no lo fueron (p>0.05).
El porcentaje de colonizacién en plantas micorrizadas fue de 85.55%. Se obtuvieron
nueve compuestos quimicos, de los cuales el 50% expresaron mayor concentracion
cuando las plantas fueron micorrizadas. Concluyendo que la inoculacion por HMA
incrementa el crecimiento en plantas de D. moldavica. Asi mismo, estimula la
concentracion de sus MS. Por lo que los HMA pueden ser una estrategia biotecnolégica

en la obtencion de mayor cantidad de MS con interés farmacéutica.



Il. INTRODUCCION

En la actualidad existe un interés en la medicina alternativa para la cura de
numerosos padecimientos y enfermedades que afectan a los seres humanos, por lo que
las investigaciones que tienen como objetivo el cultivo, estudio y procesamiento de
plantas medicinales con fines terapéuticos se consideran estratégicas (Soto et al., 2002).
En las comunidades carentes de servicios médicos, las parteras, los "yerberos" y los
curanderos son los responsables de la salud de los pobladores, incluso en lugares donde
hay servicios médicos, los recursos de la medicina tradicional son utilizados por la
comunidad; en las areas marginadas existen grupos indigenas con grandes
conocimientos de la herbolaria medicinal y del ecosistema donde se desarrollan estas
plantas, tales conocimientos acumulados por muchas generaciones constituyen la base
de la biodiversidad cultural global y del uso sustentable de estos recursos (Caballero y
Cortés, 2001; Leonti et al., 2003; Canales et al., 20006).

El conocimiento tradicional involucrado en el uso y el manejo de los recursos
naturales ha mostrado su potencial para aprovechar y conservar los recursos en los
sistemas agricolas, agroforestales y forestales. Asi mismo, existen diferentes
publicaciones donde constan los numerosos satisfactores que los pueblos campesinos e
indigenas obtienen de su ambiente; algunos de estos han sido transformados en
mercancias cuya participacion en el mercado internacional es notable, tal es el caso de
las plantas medicinales las cuales alcanzaron un valor aproximado en el afio 2000 de 30
mil millones de doélares (Monroy-Ortiz y Monroy, 2006). Durante las ultimas décadas, la
etnobotanica ha contribuido a unificar su campo teérico y resaltar el papel de éste en la
conservacion de la biodiversidad y en el desarrollo de las comunidades locales (Prance,
1991; Alexaides, 1996; Martin, 2001).

Actualmente, gran parte del uso de plantas medicinales, al igual como ha sido a lo
largo del tiempo, se realiza de manera empirica, las personas de las zonas rurales y
periurbanas, las recolectan y las prueban como parte de su conocimiento tradicional y de
esta manera las van validando dentro de su herbolaria medicinal; sin embargo hay plantas
que aun no han sido validadas desde el punto de vista terapéutico y que es necesario

hacerlo, en funcién de la presencia de principios activos y su relacién con la cura de



ciertos padecimientos, ya que las personas las consumen solo por la identificacion de
calmar algunos malestares; sin embargo las plantas pueden presentar principios activos
téxicos que pueden causar dafos fisiologicos graves, por ello es necesario realizar
estudios fotoquimicos en ellas y, proponer asi su mejor uso, propiciando los mayores
beneficios posibles para la conservacion de la salud humana. Un caso especifico es la
planta Dracocephalum moldavica, mejor conocida como toronijil azul o toronjil extranjero
la cual se recolecta por los lugarefios de las comunidades de Tlalmanalco y San Rafael
en el Estado de México, donde crece esta planta de manera silvestre, la recolecta se
realiza debido a que cura malestares estomacales similares a los que alivia el toronjil
(Agastache mexicana), por lo que los lugarefios asi la llaman, sin embargo esta planta es
otra especie (Dracocephalum moldavica), la cual no esta reportada en la Biblioteca Digital
de la Medicina Tradicional mexicana

(http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/index.php.

Por otro lado, se estima que aproximadamente el 90% de las especies vegetales
conocidas establecen de forma natural y constante este tipo de simbiosis con hongos del
suelo (Hernandez-Cuevas et al., 2003). La arquitectura, morfologia y fisiologia de la raiz
es un factor clave en la productividad de las plantas, por lo cual en asociacion simbidtica
con los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA), benefician la nutricion de la planta
cuando el fésforo y nitrdgeno en el suelo se encuentran en formas poco solubles, o en

pocas cantidades (Fitter y Hay, 2002).

La micorriza es una condicion comun en la mayoria de las plantas terrestres
incluyendo las cultivadas. Esta simbiosis mutualista esta ampliamente distribuida entre
las familias vegetales y parece haberse dispersado y evolucionado junto con las primeras
plantas terrestres (Allen, 1991). Se trata de una relaciéon practicamente universal, no sélo
porque casi todas las especies vegetales son susceptibles de ser micorrizadas sino
también porque puede estar presente en la mayoria de los habitats naturales (Lopez,
2007). La formacion de principios activos en las plantas, es un proceso evolutivo que las
plantas han desarrollado como una forma de defensa hacia sus depredadores o a
factores de estrés ambiental y nutricional, por lo que se considera importante analizar la
relacion entre la inoculaciéon micorrizica y la formacion de principios activos en D.

moldavica, asi como su variante en la concentracion.


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/index.php

Por lo que el objetivo de este trabajo fue inducir la simbiosis entre hongos
micorrizogenos arbusculares y la planta medicinal Dracocephalum moldavica en
condiciones de invernadero para evaluar el efecto en su crecimiento y en la produccion y

concentracion de metabolitos secundarios.



Ill. MARCO TEORICO

3.1 Plantas medicinales

El uso de las plantas medicinales es una fuente de remedios que se remonta a
los inicios del ser humano como especie, e incluso antes. Existe evidencia que los primero
Neandertales, los cuales desaparecieron en algun punto hace 24 y 30 mil anos, contaban
con tal grado de conocimiento de su medio natural, que tenian la habilidad de usar ciertas
plantas con fines medicinales (Hardy, et al., 2012). Hasta comienzos del siglo XIX, por
ensayo y error, el hombre utilizé los elementos que la naturaleza le brindaba para curar
sus enfermedades y las de sus animales. Todas las culturas han adquirido un
conocimiento de las plantas o de los 6rganos vegetales usados en medicina (Firenzuoli
y Gori, 2007). Los mas antiguos documentos escritos, con aproximadamente 6000 afios
de antigledad, incluyen descripciones de plantas utilizadas como medicinales en esa
época (Fonnegra y Jiménez, 2007); definiendo a la planta medicinal como cualquier
planta que en uno o mas de sus organos, contiene sustancias que pueden ser utilizadas

con alguna finalidad terapéutica (Vidal, 2003).

En algunos paises de Africa, la medicina tradicional es utilizada por un 80% de
la poblacion para atender sus necesidades sanitarias, mientras que en China representa
un 40% de la atencidn médica. En Latinoamérica la medicina tradicional se sigue
utilizando por una gran parte de la poblacion e incluso en paises desarrollados la
medicina complementaria y alternativa esta cobrando auge, con un creciente porcentaje
de la poblacion que la utiliza (OMS, 2002).

México es uno de los paises de América con mayor tradicion ancestral en donde
se redacto el Cdédice De la Cruz-Badiano, el cual es una recopilacion grafica de las plantas
medicinales usadas en la Nueva Espafia del siglo XVI (Guerrero y Davila, 2004); y la
riqueza en el uso de la herbolaria medicinal, donde se registran poco mas de 3,000
especies de plantas que se emplean en remedios naturales. No obstante, son pocas las
investigaciones en el uso y manejo de las plantas medicinales, y, por tanto, escasa
informacion etnobotanica en el tema (Linares et al., 1999; Casas et al., 2001; Davila et
al., 2002; Hernandez et al., 2005).



En las comunidades rurales, las plantas medicinales se usan en el tratamiento
de diferentes malestares, uso que esta asociado con curanderos, muchos de los cuales
poseen un amplio conocimiento de esta herbolaria (Casas et al., 2001; Canales et al.,
2006; Monroy y Castillo, 2007).

3.2 Metabolitos secundarios

Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la
energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen
tener una funcion directa en los procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de
nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos (Avalos
y Pérez-Urria, 2009). Las plantas medicinales, sintetizan metabolitos primarios y
secundarios; los principios activos también conocidos como metabolitos secundarios, no
tienen un papel esencial en los procesos vitales en la planta; sus estructuras quimicas
son muy diversas, pudiendo tratarse de compuestos bien definidos (alcaloides,
flavonoides, etc.) o de mezclas de mas de uno de estos compuestos. Su utilidad
primordial es como medicamento que alivie el malestar y restablezca la salud (Villarino,
1999; Mufoz, 2002); mediante rutas biosintéticas mixtas como es el caso de compuestos
fendlicos conteniendo unidades terpénicas en su estructura los cuales provienen de la
ruta del acido shikimico y de la ruta del acido mevalodnico, respectivamente. Este es
también el caso de compuestos como hidroquinonas y benzoquinonas preniladas,

algunos acidos benzoicos prenilados, y benzociclodecadienos, entre otros (Mann, 1987).

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones
de estrés bidtico y abiotico, para defenderse del dafio ocasionado por la herida y el ataque
por insectos o microrganismos patégenos, como parte de la proteccidon quimica, utilizada
por las plantas es la produccién de metabolitos secundarios (MS) con actividad
antimicrobiana, en contra de herbivoros, o con actividad antioxidante (Croteau et al.,
2000), tienen una gran importancia ecoldgica porque participan en los procesos de
adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis con
otros organismos y en la atraccion de insectos polinizadores y dispersores de las semillas

y frutos, sino que también, una sintesis activa de MS se induce cuando las plantas son



expuestas a condiciones adversas tales como: a) el consumo por herbivoros (artrépodos
y vertebrados), b) el ataque por microrganismos: virus, bacterias y hongos, c) la
competencia por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies
de plantas y d) la exposicién a la luz solar u otros tipos de estrés abidtico (Sepulveda-
Jiménez, et al., 2003). Se sabe que a un microrganismo patégeno o a insectos y
vertebrados herbivoros, les resulta mas dificil infectar o alimentarse de una poblacion de
plantas que individualmente contienen mezclas diferentes de MS, que de una poblacion
con una mezcla homogénea de MS (Castellanos y Espinoza-Garcia, 1997); el aumento
de los niveles de MS, es importante para la supervivencia de las plantas, ya que cuando
se presenta una herida que fue producida por la depredacion por insectos como por el
dafio mecanico inducido por factores fisicos, son condiciones que se traducen en una
respuesta de defensa de la planta, la cual involucra la activacion transcripcional de
diversos genes de proteinas necesarias para la cicatrizacién de la herida y la prevencién
de la invasion de microrganismos patdégenos (Peha-Cortés y Willmitzer, 1995). La
mayoria de los MS que se encuentran en una planta son o han sido adaptativos

(Espinosa-Garcia, 2001).

3.3 Micorrizas

Las micorrizas (del griego myces, hongo y rhiza, raiz) representan la asociacion
entre algunos hongos (micobiontes) y las raices de las plantas (fitobiontes); este término,
fue acufado por Albert Bernard Frank, patologo forestal aleman en 1877 (Camargo-
Ricalde et al., 2012). Existen evidencias fésiles y estudios moleculares que sugieren que
la asociacion micorrizica se origind hace unos 462 millones de afnos, desde entonces ha
contribuido a la evolucion de las plantas en los ecosistemas terrestres. Asi, los hongos
micorrizicos constituyen uno de los principales componentes microbianos que intervienen
en la estabilizacion de las comunidades vegetales integrantes de un ecosistema, natural

o artificial (Ferrera y Alarcon, 2001; Camargo-Ricalde, 2012).

Los hongos micorrizicos se encuentran en mas de 90% de las plantas vasculares,
incluyendo la mayoria de los cultivos agricolas (Smith y Read, 2010); los HMA ofrecen
resistencia al estrés hidrico de las plantas ya que al incrementar el volumen de suelo

explorado por la raiz a través de las hifas del hongo simbionte promueve una mayor



absorcién de agua (Jakobsen et al., 1994), les facilitan la absorcién de nutrimentos como
fésforo y nitrégeno (Alvarez-Sanchez y Naranjo, 2003), aumentan la tolerancia al déficit
de agua a través de las hifas externas (Hildebrandt et al., 2007); ayudan a la planta
hospedera con un mejor crecimiento, asi como un efecto favorable en su reproduccion
(Lu y Koide, 1994), finalmente dan resistencia a las plantas contra patégenos (Cervantes,
2002); en esta asociacion, la planta le proporciona al hongo carbohidratos (azucares, a
partir del proceso de fotosintesis) y un microhabitat para completar su ciclo de vida
(Camargo-Ricalde et al., 2012).

3.4 Tipos de micorrizas

Las micorrizas se dividen en tres grupos principales: ectomicorriza,

ectendomicorriza y endomicorriza (Hernandez-Cuevas et al., 2003).

Ectomicorriza: (del griego ecto: del exterior), se caracteriza por una modificacion
de la raiz, que pierde sus pelos absorbentes; el hongo rodea la raiz con un manto de
filamentos o micelio. De este manto parte una red micelar externa mas o menos
desarrollada, que se extiende por el suelo y una red micelar interna que penetra a la raiz,
pero no penetra al interior de las células. Se han descrito unas 6 000 especies de hongos

ectomicorrizicos de los phylum Ascomycota y Basidiomycota (Tedersoo et al., 2010).

Ectendomicorriza: presenta manto fungico laxo, red de harting y se observa una

penetracion intracelular escasa (Peterson y Farquhar, 1994). Existen subdivisiones:

a) Arbutoide: el hongo forma un manto fungico, red de Hartig e hifas intra e
intercelulares. Estos hongos pertenecen a los Ascomicetes y Basidiomicetes
y colonizan miembros del orden Ericales.

b) Monotropoide: el hongo forma un manto fungico, hifas intra e intercelulares y
haustorios. Estos, pertenecen a los Ascomicetes y Basidiomicetes y

colonizan al género Monotropa.

Endomicorriza: (del griego endo: del interior), el micelio invade la raiz;
inicialmente es intercelular, pero luego penetra las células radicales, desde la rizodermis

hasta las células corticales. Generalmente no se observa un crecimiento denso de hifas



en la superficie de la raiz y no existe un manto. Sin embargo, presenta una red micelar

interna. A su vez las endomicorrizas se subdividen en tres tipos:

a) Orquideoide: el hongo penetra de forma intra e intercelular y forma
enrollamientos hifales. Estos hongos pertenecen a los Basidiomicetes y
Deuteromicetes y colonizan a la Familia Orchidaceae.

b) Ericoide: el hongo penetra de forma intra e intercelular y forma enrollamientos
hifales. Estos hongos pertenecen a los Ascomicetes y Basidiomicetes y
colonizan a miembros del Orden Ericales.

c) Arbuscular: el hongo penetra de forma intra e intercelular y forma arbusculos.

Estos hongos pertenecen al phylum Glomeromycota (Smith y Read, 2010).

3.5 Hongos micorrizégenos arbusculares

El hongo penetra en las células corticales de las raices formando estructuras
llamadas arbusculos. Los arbusculos son estructuras hifales, ramificadas en la parte final,
y proporcionan una transferencia nutrimental entre la planta y el hongo, principalmente
de carbono y fosfato (Harrison, 2005; Sekhara et al., 2007).

Los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA), son parte integral del sistema
suelo; la rizosfera se compone del suelo cercano a las raices de las plantas y es afectada
por la actividad de estas. La micorrizosfera es la zona del suelo afectada por la asociacion
micorrizica, la cual tiene dos componentes, la capa de suelo alrededor de las raices
micorrizadas y la otra es el suelo alrededor de las hifas del hongo micorrizico (HMA) o
micelio externo que compone la hifésfera o micésfera. Las interacciones del HMA son
multiples e involucran microorganismos y microfauna en la micorrizosfera. Entre los
organismos que interactuan con los HMA estan los microorganismos solubilizadores de
fésforo, productores de hormonas de crecimiento y quitinasa, saprofitos, patégenos de

plantas, depredadores y parasitos.

El phylum Glomeromycota contiene cerca de 200 especies clasificados en cuatro
ordenes: Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y Archaeosporales; 11 familias y
17 géneros, algunos géneros que se pueden mencionar son: Glomus (Glomaceae),

Acaulospora y Entrphosphora (Acaulosporaceae), Gigaspora, Scutellospora



(Gigasporaceae); el grupo mas grande y mejor investigado de HMA, es el género Glomus,
que contiene unas 79 especies (Schulller y Walker, 2010; NCBI, 2010).

En la figura 1 se observa un arbol representativo del phylum Glomeromycota esta
basado en bases moleculares y en los analisis morfolégicos de las esporas (Oehl et al.,
2008, 2011a-d). Las figuras de las columnas centrales muestran los tipos formacién de
esporas de los géneros, y los escudos de germinacion tipicos para aquellos géneros que

forman escudos persistentes durante la formacion de esporas.

Figura 1. Arbol representativo del phylum Glomeromycota estructurado a partir de bases moleculares
(Oenhl et al., 2008; 2011a-d).
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Los HMA habitan tanto en bosques boreales como en desiertos; desde altas
montafias hasta en llanuras inundables, asi como en dunas costeras y humedales
(Fernandez, 2008).

Algunos estudios han resaltado la importancia de las comunidades de
microorganismos del suelo para el establecimiento y crecimiento exitoso de las plantas y

el desarrollo de sus comunidades (Van der Heijden et al., 1998).

De la Rosa-Mera (2011), menciona que al inocular con HMA a Catharanthus roseus,
se produjeron efectos significativos en el crecimiento, en la actividad antioxidante,
contenido de compuestos fendlicos y en los contenidos de los alcaloides vinblastina y
vincristina; y Zeng et al. (2013), hicieron un trabajo bibliografico, concluyendo que las
micorrizas son favorables para las plantas medicinales para su produccion y la

acumulacién de metabolitos secundarios importantes (terpenos, fenoles y alcaloides).

3.6 Descripcién

Dracocephalum moldavica L. (Lamiaceae).

Es una hierba anual de 20 hasta 50 cm de altura. Tallos erizados con cortos pelos
glandulares erectos, cuadrangulares, generalmente ramificadas desde cerca de la base.
Hojas de 1.2 a 2.5 cm de largo, 0.7 a 1.5 cm de ancho, oblongo-ovadas, en forma de
cufa dentada y base plana. Sépalos tubulares de 0.8 a 1 cm de largo, densamente
cubiertas de pelos glandulares muy cortos y glandulas de aceite esencial disperso. Flores
bilaterales, azules a purpura con tonalidades blanquecinas (Figura 2), (Xiwen y Hedge,
1994; Martinez-Vazquez et al., 2012)

Kakasy et al.,, (2006), analizaron los componentes no volatiles en diferentes
especies del género Dracocephalum, con distintos métodos como Cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) y Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS), y
obtuvieron para D. moldavica los compuestos: apigenina, acido rosmarinico, luteolina, y

acacetin — glucésido.

Dastmalchi et al., (2007) sefialaron la presencia de fenol, antioxidante de hierro y

un quelato de los radicales provenientes de un extracto acuoso de partes aéreas de D.
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Moldavica. Asi mismo, indicaron que estos compuestos tienen propiedades antioxidantes
porque estan relacionados con el acido hidroxicinamico, flavonoides, acido cafeico, el

acido ferulico, acido rosmarinico, luteolina, luteolina-7-O glucdsido y aspigenina.

Martinez-Vazquez et al. (2012), mencionan que el empleo en México de D.
moldavica no es consistente pues se basa en el folklore europeo y asiatico, esto aunado
a que no se cuenta con pruebas cientificas de su eficacia y no existen datos precisos
sobre su actividad; ellos realizaron un estudio de neurofarmacolégico en México de D.
moldavica sobre efecto sedante y analisis quimico de un extracto acuoso, encontrando
en la planta, metabolitos secundarios como flavona y glucosidos, que atribuyen a los
efectos de sedante y por otro lado, no hay trabajos reportados actualmente sobre el efecto

de simbiosis micorrizica sobre el crecimiento en D. moldavica.

Yang et al. (2013), reportan el aislamiento de 17 compuestos quimicos de las
partes aéreas de D. moldavica de los cuales 16 se han identificado como: 9 flavonoides,
2 lignanos, 4 triterpenoides y 1 monoterpenoide mentano y un nuevo compuesto que fue

reportado como flavonoide glucdsido, llamado acido maldénico.
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Figura 2. Dracocephalum moldavica. A) Ejemplar reprodcutivo de Dracocephalum moldavica L.; B)

semillas; C) hoja; D) flor. (C, http://img.botanicayjardines.com/dracocephalum-moldavica-2397/05-

dracocephalum-moldavica-hoja-medium.jpg; D, http://img.botanicayjardines.com/dracocephalum-
moldavica-2397/03-dracocephalum-moldavica-flor medium.jpg.).

3.7 Técnicas para obtener metabolitos secundarios

Los principales metabolitos secundarios contenidos en las plantas pueden ser
extraidos mediante diversas técnicas. Para su aislamiento se emplea agua u otros
disolventes de diferentes polaridades como acetato de etilo, metandlicos o hexanicos
(Diaz y Gamazo, 1995). La selectividad del solvente a utilizar, es decir si se quiere
obtener un extracto cuya constitucion quimica contenga la mayor parte de los
componentes quimicos de la planta o s6lo componentes quimicos con una determinada

caracteristica o de un sélo grupo quimico.
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Existen diferentes métodos extractivos los cuales se describen a continuacion de

forma detallada:

a)

Extraccion con solventes. El proceso extractivo consiste en poner en
contacto el tejido vegetal seco en el solvente para reconstituir el estado de la
célula ya que el solvente penetra en la célula y despide el aire contenido en
el citoplasma con lo que inicia el proceso extractivo (Sharapin, 2000).

Extraccion con disolventes. En el método de extraccion con disolventes
volatiles, la muestra seca y triturada, se pone en contacto con disolventes
organicos tales como alcohol y cloroformo, entre otros. Estos disolventes
solubilizan y extraen sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al
final una oleorresina o un extracto impuro (Reyes-Jurado et al., 2012).

Extraccion con fluidos supercriticos. El material vegetal cortado en trozos
pequefios se tritura, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace
circular a través de la muestra un liquido supercritico (por ejemplo, biéxido
de carbono liquido), las esencias son asi solubilizadas y arrastradas vy el
liquido supercritico que actua como solvente extractor y se elimina por
descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura ambiente,
y finalmente se obtiene una esencia pura. El solvente se elimina facilmente
e inclusive se puede reciclar, y las bajas temperaturas utilizadas para la
extraccidn no cambian quimicamente los componentes de la esencia, sin
embargo, el equipo requerido es costoso, ya que se requieren bombas de
alta presion y sistemas de extraccidon también resistentes a las altas

presiones (Kerrola y Kallio, 1993).

Dentro de los varios métodos fisicos y/o quimicos por los cuales se puede llevar a

cabo la separacion y aislamiento de los componentes de las plantas, se encuentran los

no cromatograficos (sublimacion, destilacion y cristalizaciéon) y los métodos

cromatograficos (Kuklinski, 2000).

Los métodos cromatograficos son utilizados en la separacion, identificacion y

determinacién de los componentes quimicos en mezclas complejas (Skoog et al., 1997).

El término cromatografico, se ha aplicado a varios sistemas y técnicas, sin embargo, no
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todos los métodos tienen en comun el uso de una fase estacionaria que es la sustancia
que esta fija en una posicion durante la cromatografia y una fase mévil que es la porcion
que se mueve en una direccion definida. Esta sustancia puede ser un liquido, un gas o
un fluido supercritico, y la muestra que esta siendo separada/analizada (formada de
analitos y el disolvente) se inyecta en la fase movil que se mueve a través de la columna.
Los componentes de una mezcla son transportados a través de una fase estacionaria por
el flujo de una fase movil, y las separaciones se basan en las diferencias de velocidad de
migracion entre los distintos componentes de las mezclas. Los métodos cromatograficos
permiten la separacion de los componentes de una mezcla homogénea, debido a que el
tiempo de retencion cromatografico es caracteristico de cada componente (Kuklinski,
2000).

La cromatografia de gases. En este caso la fase moévil es un gas inerte (helio o
nitrégeno) y la fase estacionario es un sdlido o un liquido “sostenido” por un sdlido inerte.
Este tipo de cromatografia siempre es en columna, ya que es la Unica manera de que la
fase movil gaseosa estacionaria, en forma semejante a la cromatografia liquida, o bien la
fase estacionaria puede depositarse sobre las paredes de un tubo muy delgado (0.25 mm
de diametro) y largo (hasta 100 cm). Este tipo de columnas se conocen como columnas

capilares y proporcionan la mayor capacidad de separacion (Noa et al., 2005).

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es una de las técnicas mas
empleadas en la actualidad la cual permite trabajar en régimen de alta presion. Es una
técnica sensible con facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, es
idonea para la separacion de especies quimicas no volatiles o termolabiles, y se aplica a
sustancias que son de interés en la industrial, por ejemplo, proteinas, oligosacaridos,
triglicéridos, vitaminas, farmacos, muestras medioambientales, entre otras (loset et al.,
2003; Koh, 2006).

Métodos no cromatograficos

a) Sublimacion: método para separar los componentes de una mezcla
heterogénea constituida por dos sélidos. Para llevar a cabo este proceso es
imprescindible que una de las dos sustancias sublime; es decir, se convierta

de solido en gas, sin pasar por el estado liquido (Cuevas y Brambila, 2003).
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b) Destilacion: consiste en separar dos 0 mas componentes de una mezcla liquida

aprovechando las diferencias en sus presiones de vapor. La mezcla liquida a
su punto de ebulliciobn desprendera vapores mas ricos en componentes
volatiles que el liquido. Los vapores se condensaran a parte constituyendo el
destilado. Cuando la mezcla a destilar contiene sélo dos componentes se habla
de destilacion binaria, y si contiene mas recibe el nombre de destilacion
multicomponente (Costa et al., 2004).

Cristalizacion: es un método de separacion y purificacion de una muestra
sélida, en el cual se disuelve la muestra en el disolvente caliente para formar
una disolucion saturada, se filtra para eliminar impurezas insolubles y se deja

enfriar lentamente para favorecer la cristalizacion (Gonzalez et al., 2014).
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IV. JUSTIFICACION

En el Parque Estatal “Cerro de los Monos” y “El Faro” ubicado en el Estado de
México predomina un bosque templado con presencia de Pinus y Quercus. En este
ambiente se distribuye Dracocephalum moldavica, una especie exotica que es
frecuentemente confundida con Agastache mexicana (toronjil morado), una especie
mexicana. Ambas especies se emplean indistintamente como plantas medicinales, sin
conocer, si poseen los mismos principios activos. Estas especies son ampliamente
utilizadas por los pobladores de las comunidades de Tlalmanalco y San Rafael, quienes
recolectan este recurso para su uso personal o para venta en los mercados regionales,
dado que las plantas medicinales recolectadas son un recurso natural y un servicio
ambiental del bosque y ante el hecho de que la recolecta de la planta in situ provoca que
la abundancia de esta especie disminuya afio con afo, es importante conocer mas de su
biologia y promover su cultivo en viveros o invernaderos. Sin embargo, habra que

asegurar que las plantas no pierdan su valor medicinal.

Se sabe que las plantas medicinales al formar simbiosis con los hongos
micorrizégenos arbusculares, ademas de incrementar la captacion de nutrimentos del
suelo (Pandey y Banik, 2009), también se ven favorecidas en su crecimiento y podran
aumentar la sintesis de sus metabolitos secundarios, asi como su concentracion (De la
Rosa et al., 2011), sin embargo, existen pocos trabajos que aborden la asociacion
micorrizica en plantas medicinales en cultivo y su relacion con el contenido de metabolitos
secundarios, es por ello que en este trabajo se plantean las siguientes preguntas de
investigacion

¢Las plantas de D. moldavica cultivadas en condiciones de invernadero tienen un

mayor crecimiento micorrizadas que no micorrizadas?

¢ Hay un efecto significativo de la micorriza sobre los metabolitos secundarios de D.
moldavica detectados mediante cromatografia gases, cultivada en condiciones de

invernadero?
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V. HIPOTESIS

La formacion de micorriza arbuscular en la planta de Dracocephalum moldavica L.
favorecera su crecimiento en altura, numero de hojas y un incrementé en contenido de
metabolitos secundarios, ya que forma una red fungica que se extiende hacia su entorno,
fuera de los limites naturales de exploracién radical, entonces asi incrementan la
provision de recursos en comparacién con las plantas no micorrizadas, al crecer en

condiciones de invernadero.
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VI. OBJETIVOS

6.1 General

Evaluar el efecto de la inoculacion con hongos micorrizégenos arbusculares (HMA)

sobre el crecimiento y los metabolitos secundarios de Dracocephalum moldavica L.

6.2 Especificos

e Evaluar la germinacién de semilla de Dracocephalum moldavica recolectada en el
Parque Estatal “El Faro”, Estado de México.

e Evaluar el efecto de los hongos micorrizogenos arbusculares en el crecimiento de
Dracocephalum moldavica.

e Registrar la riqueza de hongos micorrizicos arbusculares presentes en el suelo
proveniente del Parque Estatal “El Faro”, Estado de México.

e Evaluar el efecto de la inoculacion micorrizica en la concentracién de los

metabolitos secundarios de Dracocephalum moldavica.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

El sitio de trabajo fue el Invernadero de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza (FES-Z), Campus Il de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
Que se encuentra ubicado al Oriente de la Ciudad de México. Las condiciones que

prevalecen en el invernadero son semicontroladas.

7.1 Procedencia y preparacion de las semillas

Las semillas de Dracocephalum moldavica fueron donadas por el personal del
Parque estatal “El Faro” en el Estado de México, y por comentarios personales con ellos,
se sabe que fue recolectada in situ sin ningun registro botanico. El lote de semillas fue
mayor a 1000 semillas, en apariencia con color y tamafio homogéneos. Los datos
cuantitativos de estas caracteristicas de este lote de semillas quedaron plasmados en la
tesis de Mar-Rodriguez (2016). Para los fines de este trabajo se eligieron 310 semillas
similares en tamafio promedio de 1.63 mm de ancho por 3.09 mm de largo y de color
marrén; de este sublote se eligieron 60 semillas a las que se les realizd una prueba de

germinacion.

7.2 Prueba de germinacion

Se utilizaron 60 semillas, se lavaron con agua de la llave y se colocaron un minuto
en agua e hipoclorito de sodio en una concentracion 1:1, proceso realizado para su
desinfestacion; se colocaron tres lotes de 20 semillas cada uno en cajas Petri con algodon
y papel filtro humedecidos, dejandolas a temperatura ambiente, se revisaron cada tercer
dia anotando el numero de semillas germinadas, se considerd la semilla germinada
cuando a radicula habia emergido; se evaluo el porcentaje de germinacion al termino de
15 dias, se realizaron dos observaciones mas, sin embargo, después de esta fecha ya
no se encontraron mas semillas germinadas. Esta prueba fue solo para tener la certeza
de que las semillas podian germinar y tener un estimado del tiempo que podian tardar en
este proceso. En el experimento establecido la siembra fue directa.
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7.3 Preparacion del sustrato

Se elaboré un sustrato para que creciera Dracocephalum moldavica; utilizando una
mezcla de agrolita y peatmoss en una proporcion 1:1; una vez hecha la mezcla; el
sustrato se esterilizé dos veces, durante una hora por cada vez, mediante calor humedo,
a una temperatura de 110-120 °C y a una presion de 1.2-1.4 libras/pulgada® en un

autoclave (Alvarez-Sanchez y Monroy-Ata, 2008).

7.4 Preparacion del in6culo

El inéculo de HMA consistié en suelo natural que contenia esporas, fracciones de
hifa y raices previamente colonizadas, para ello se recolecté suelo en el Parque Estatal
“El Faro”, se tomaron tres muestras compuestas de suelo natural con aproximadamente
1 kg cada una; cada muestra fue resultado de la recolecta de cinco puntos de suelo
asociado a las poblaciones de D. moldavica en el Parque Estatal “El Faro”. Estas
muestras de suelo fueron trasladadas en hielera al invernadero de la FES- Z. En el

laboratorio se mezclaron, tamizaron y guardaron en refrigeracion hasta su uso.

7.5 Diseno experimental

Se prepararon 50 macetas de policloruro de vinilo (PVC) de 24 cm de altoy 7.5 cm
de diametro. Cada una de estas macetas se sell6 en la base con una tapa de acetato y
se reforzaron con cinta canela, para evitar la pérdida de agua.

A las 50 macetas se le coloco el sustrato preparado 1:1 de agrolita y peatmoss
ocupando % de la maceta, se pesaron y agregaron 40 g del suelo natural que sirvi6 como
in6culo, con un promedio de 134 esporas; este tratamiento se aplicoé en las 25 macetas
y se humedecio el sustrato en su totalidad; posteriormente se colocaron 5 semillas de D.
moldavica en cada maceta, se cubrieron con una capa muy delgada del mismo sustrato
y se taparon con bolsas de plastico para no perder humedad los primeros dias y hasta la
emergencia de las plantulas. Se siguié el mismo procedimiento en las 25 macetas
restantes con el mismo numero de semillas a las cuales no se les adiciond in6culo y
fueron consideradas el lote testigo. Las macetas fueron etiquetadas con el tratamiento

correspondiente y se colocaron al azar en el bancal del invernadero.
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7.6 Medicion de variables durante el cultivo

Las siguientes variables fueron medidas después de la emergencia de las plantulas,

se registraron cada semana, hasta que la planta inicié su floracion.

Crecimiento vegetal en altura y numero de hojas. Para la toma de estos datos se
utilizé un vernier electronico (inicialmente) y regla graduada en cm cuando ya no
fue suficiente el vernier.

Supervivencia. Esta, se registr6 semanalmente desde la emergencia de las
plantulas hasta el término del experimento y se calculd con la siguiente férmula:

% supervivencia = Numero de plantas iniciales / Numero de plantas finales x 100.

7.7 Medicion de variables al final del cultivo

Biomasa humeda y seca. Al finalizar el ciclo de vida de las plantas de los dos lotes:
tratamiento y testigos, fueron extraidas de la maceta y se pesaron. La biomasa
fresca fue considerada como el peso fresco de la planta, después la planta fue
separada de la raiz mediante un corte con tijeras, al igual se separaron las hojas
y flores del tallo, estas estructuras se pusieron a secar en estufa a 75 °C durante
24 hrs. hasta obtener un peso constante como lo recomienda Hunt et al., (2002) y
Rodriguez-Calderdn (2011), estos pesos fueron considerados como la biomasa

seca. Para cuantificar el peso se utilizé una balanza analitica.

Cociente raiz/vastago (R/V). Este cociente fue calculado de acuerdo con Cuartero

y Fernandez-Mufoz (1999) y con base en la biomasa seca.

Tasa de crecimiento relativo (TCR). La tasa de crecimiento relativo es una variable
para evaluar el desempefio de una especie ante cualquier condicion ambiental que
pueda afectar su crecimiento (Villar et al., 2008). La TCR, se obtuvo con base en
el crecimiento de la altura promedio de cada tratamiento, aplicando la siguiente

féormula:
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TCR=[In (L2) = In (L1)] / t2-t1

Doénde: L2= altura final, L1= altura inicial, t= dias.

Colonizacion radical. La colonizacion micorrizica arbuscular total se evalud
mediante la técnica de tincién de raices con azul de tripano al 0.05%. Una vez
obtenidas las raices se lavaron y se colocaron en KOH al 10% en bafio maria para
aclararlas, se enjuagaron y colocaron en H202 al 10% por 5-10 min para blanquear;
posterior a esto, las raices enjuagadas se acidificaron por espacio de 5-10 min en
HCL al 10%, subsecuentemente, las raices sin enjuagar se colocaron en azul de
tripano al 0.05% en bafio maria, fracciones de 1 cm de raiz tefiida son colocadas
en portaobjetos para su observacién y evaluacion al microscopio 6ptico (Phillips y
Hayman, 1970).

Extraccion de esporas. Para contabilizar el numero de esporas presentes en el
suelo usado como in6culo se empled la técnica de tamizado humedo y
decantacion propuesta por Gerdemann y Nicolson (1963), seguida de una
centrifugacion en sacarosa. La técnica consiste en pesar 50 g de suelo seco,
colocar en un vaso de precipitado de 1 L, agregar agua y agitar vigorosamente.
Dejar reposar 10-15 seg y pasar el sobrenadante en tamices de 125y 40 um. Se
recolecta el contenido de cada tamiz y coloca en tubos para centrifuga, agregar
agua a los tubos para equilibrar los pesos y centrifugar por 5 min a 2,000 rpm. Al
retirar de la centrifuga, desechar el sobrenadante de los tubos, y el precipitado
agregar sacarosa al 60%, volver a centrifugar a 2,000 rpm por 5 min, pasar el
sobrenadante por el tamiz de menor apertura, enjuagar y colocarlos en cajas de
Petri, para su observacién y recuento bajo un microscopio estereoscopico,
posteriormente se extrajeron las esporas con ayuda de una pipeta Pasteur, y las
esporas fueron montadas en portaobjetos y fijadas con PVLG (alcohol polivinilico,
acido lactico, glicerol) para su observacién e identificacion al microscopio éptico.
La identificaciéon de las especies de HMA se realiz6 con ayuda de claves

taxonémicas de Schuller y Walker (2010).
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Analisis quimico del extracto de Dracocephalum moldavica. La planta seca (hojas,
tallo y flor) fue molida y se macerd con dos disolventes por separado (hexano y
metanol), agregando 10 mL por cada gramo de muestra. Se colocaron 18 g de
planta con indculo y 6 g sin inéculo en frascos ambar de boca ancha, etiquetados
previamente, finalmente se dejaron reposar durante 8 dias. La muestra se agitoé
con vortex durante unos minutos y posteriormente se filtr6 con papel filtro
cualitativo que contenia dos cucharadas de sulfato de sodio anhidro (Na2S0a4),
para su secado. Se inyect6 1 ul de muestra de D. moldavica en un cromatégrafo
de gases Agilent (HP6890) equipado con un detector de masas (HP5973) (Figura
3). El cromatégrafo se operd usando helio como gas acarredor con un flujo de
1ml/min, con inyeccion dividida (split 60.3:1) a una temperatura de 220 °C, en una
columna capilar no polar HPSMS (25m x 25mm x 25m), usando el siguiente
programa de temperatura en el horno: una temperatura incial de 50 °C, seguida
de un incremento de 5 °C/min para llegar a una temperatura de 280 °C por un
tiempo 1 min, otro incremento de 25 °C/min para llegar a una temperatura final de
380 °C, durante 3 min. El espectrometro de masas se operd a una velocidad de
flujo de 1ml/min, con un voltaje de ionizacion a 70eV, a una temperatura de la
interfase de 280 °C, en modo SCAN y en un rango de masas de 50-500m/z. La
identificacion de compuestos se realizé por comparacion manual de espectros de
masas. Se revisoO la pureza de cada pico de los cromatogramas y se reviso la
comparacion de espectros de masas con el sofware Data Analysis con los de la
biblioteca National Institute of Standars and Technology (NIST02). Sélo se aceptd
los picos con pureza de pico de uno y la identificacion de espectros con
concordancia por arriba del 90%. La cuantificacion de compuestos se hizo por el
método de area para obtener el porcentaje de los compuestos, eliminando
previamente los picos de las impurezas identificadas. Estas concentraciones
relativas se reportaron en porcentajes. El analisis quimico se realiz6 con la
asesoria y apoyo del Laboratorio de Ecologia Quimica a cargo del Dr. Francisco

Espinosa y directamente con la Mtra Yolanda Garcia Rodriguez ambos del
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Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad (IIES) Campus

Morelia.

e Analisis estadistico. Se realizd6 una prueba de t-student cuando los datos
cumplieron con la condicion de normalidad para comparar el crecimiento en altura,
numero de hojas y biomasa seca, se empleo en el software estadistico Infostat de

acceso libre.

Figura 3. Cromatégrafo de gases Agilent (HP6890) equipado con un detector de masas (HP5973).
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VIIl. RESULTADOS

En la figura 4 se muestra el comportamiento de la germinacién de las semillas de

Dracocephalum moldavica se obtuvo el 16.66% de germinacion.

Germinacion (%)

1 3 B g 12 15 18 21
Tiempo (dias)

Figura 4. Germinacién de Dracocephalum moldavica (L.), durante 21 dias.

8.1 Supervivencia

El desarrollo plantular fue epigeo. Los porcentajes de supervivencia al final del
experimento (13 semanas) fueron del 92% en plantas micorrizadas (M+) y el 80% en las
no micorrrizadas (M-), la mayor mortalidad se present6 en la semana 10. Los tratamientos

M+ y M-, fueron diferentes estadisticamente en la semana 13 con una p<0.001 (Figura 5
y 6).
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Figura 5. Curva de la supervivencia en Dracocephalum moldavica (L.), micorrizada (M+) y no micorrizada
(M-) durante 13 semanas. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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Figura 6. Porcentaje final de supervivencia en las plantas micorrizadas (M+) y no micorrizadas (M-) a lo
largo de 13 semanas de experimentacion. Las letras distintas representan diferencias significativas, las
lineas sobre las barras representan el error estandar.
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8.2 Crecimiento

El crecimiento de Dracocephalum moldavica fue evaluado tomando dos
parametros: altura (cm) y numero de hojas. En la figura 7, se observa la curva de
crecimiento en altura de D. moldavica de los datos registrados semanalmente. La altura
final del crecimiento se muestra en la figura 8, en el cual se obtuvo diferencias
significativas (p<0.0001), donde las plantas M+ alcanzan mayores valores de crecimiento
obteniendo finalmente una altura de 35.05 cm, en comparacion con plantas M- que

midieron 25.66 cm.
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Figura 7. Curva del crecimiento de Dracocephalum moldavica (L.), micorrizada (M+) y no micorrizada (M-
) Y su comportamiento a lo largo de 13 semanas de experimentacion. Las letras distintas representan
diferencias significativas.
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Figura 8. Promedio del crecimiento final de las plantas micorrizadas (M+) y no micorrizadas (M-) a lo
largo de 13 semanas de experimentacion. Las letras distintas representan diferencias significativas, las
lineas sobre las barras representan el error estandar.

8.3 Numero de hojas

En la variable de numero de hojas, se observd que en las plantas de
Dracocephalum moldavica inoculado (M+) con HMA incrementé su produccion en
comparacién con las plantas no inoculadas (M-). Las hojas que se consideraron para el
conteo, fueron las que presentaban un color verde, que no estuvieran enfermas,
marchitas o que ya se habian caido. En la figura 9, se muestra el numero contabilizado
por cada semana; en la figura 10, se observa el numero maximo de hojas, en donde M+

fue de 23 hojas y M- de 17 y se obtuvieron diferencias significativas (p<0.0001).
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Figura 9. Numero promedio de hojas contabilizadas semana a semana en plantas micorrizadas (M+) y no
micorrizadas (M-). Las letras distintas representan diferencias significativas.
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Figura 10. Nimero maximo de hojas contabilizadas al final del periodo de experimentacién. Las letras
distintas representan diferencias significativas, las lineas sobre las barras representan el error estandar.



8.4 Biomasa seca

Una vez concluido el periodo de crecimiento en invernadero, las estructuras de las
plantas fueron deshidratadas y pesadas. Como se muestra en la figura 11, las plantas
M+ tienen en los tres casos, un peso promedio superior en tallo de 0.2542 g, en hojas de
0.3072 g y flor de 0.2335 g; las plantas M- presentaron en peso de tallo de 0.2147 g, en
hoja de 0.1343 g y en flor de 0.0550 g. Presentando una diferencia significativa en la
biomasa de hoja, flor y la biomasa total (hoja, tallo y flor) (p<0.0001), pero no presenta

una diferencia significativa en tallo (p=0.1572).
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Figura 11. Peso promedio de tallos, hojas y flores de plantas micorrizadas (M+) y no micorrizadas (M-).
Las letras distintas representan diferencias significativas, y las letras iguales no presentan diferencias
estadisticamente, las lineas sobre las barras representan el error estandar.
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8.5 Cociente raiz / vastago (R/V)

En la figura 12, se observa que el coeficiente es mayor en las plantas M+ teniendo
un valor de 0.5080 que en las plantas M- su valor es de 0.2499, presentando una

diferencia significativa (p<0.0001).
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Figura 12. Valor del cociente raiz/vastago en plantas micorrizadas (M+) y no micorrizadas (M-). Las letras
distintas representan diferencias significativas, las lineas sobre las barras representan el error estandar.

8.6 Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Para evaluar el crecimiento de los organismos tratados, se aplico la férmula de
TCR. En la figura 13, se observa la diferencia entre los valores de M+ y M-. El valor

mayor se obtuvo en el tratamiento M+ con 0.01643 y M- con 0.01271.
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Figura 13. Tasa de crecimiento relativo (TCR) en plantas micorrizadas (M+) y no micorrizadas (M-). Las
letras distintas representan diferencias significativas y las lineas sobre las barras representan el error
estandar.

8.7 Fenologia de Dracocephalum moldavica (L.)

La linea de tiempo fenoldgico en Dracocephalum moldavica la cual se observa en
la figura 14, muestra que en promedio las plantas micorrizadas (M+) y no micorrizadas
(M-), emergieron a las 1.5 semanas posterior a la colocacion de la semilla en el sustrato;
durante la segunda semana, se observo a las plantulas desarrolladas; para la semana
cuatro, aparecieron las primeras hojas y continuaron desarrollandose tanto en altura
como en numero de hojas hasta la semana diez, comienza la floracion en plantas
micorrizadas y en las no micorrizadas inicia la floracion a la semana 11; finalmente, en la

semana 13 se sacrifican las plantas para su registré en peso humedo.
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Figura 14. Cronologia promedio de los eventos importantes en el desarrollo de Dracocephalum
moldavica (L.), en plantas micorrizadas (M+).

8.8 Riqueza de hongos micorrizicos arbusculares

En las figuras 15 y 16, se pueden observar los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), encontrados en las muestras compuestas de suelo proveniente del Parque
Estatal “El Faro”, que fue utilizado como in6culo, se encontraron ocho géneros y diez
especies HMA.
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Figura 15. Riqueza de hongos micorrizicos arbusculares del Parque Estatal “El Faro”; A) Acaulospora
denticulata; B) Acaulospora laevis; C) Acaulospora mellea; D) Acaulospora spinosa; E) Ambispora sp.; F)
Diversispora sp.; G) Racocetra fulgida; H) Acaulospora scrobiculata.
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Figura 16. A) Entrophospora baltica; B) Entrophospora infrequens; C) Funneliformis mosseae; D)
Gigaspora margarita; E) Glomus sp.; F) Racocetra sp.
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8.9 Porcentaje de colonizacion total y fraccionada

En las plantas con micorriza (M+), se tuvo presencia de hifas y vesiculas. En la
figura 17, se observa el porcentaje total de 85.55% de colonizacion y un 82.77% de
colonizacion de hifas y un 65.55% de colonizacion de vesiculas; en el caso de las plantas
sin micorriza (M-) no presentaron ninguna estructura. En la figura 18, se muestra una

imagen comparando las raices de M+ y M-.
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Figura 17. Porcentaje de colonizacion radical de hongos micorrizégenos arbusculares. Las lineas sobre
las barras representan el erros estandar.
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Figura 18. Corte de la raiz de la planta Dracocephalum moldavica; A) B) (16x) y C) (10x), raiz
micorrizada con presencia de hifas y vesiculas; D) E) y F) (10x), raiz sin presencia de micorrizica.

8.10 Contenidos de metabolitos secundarios en tejido de Dracocephalum
moldavica

El analisis quimico de Dracocephalum moldavica, arrojé nueve compuestos,
representados en la Cuadro 1, estos se presentan en plantas M+ y M-, cinco compuestos

estan en mayor porcentaje para M+ y cuatro en mayor porcentaje para M-.

Cuadro 1. Concentracion relativa porcentual de compuestos volatiles de Dracoephalum moldavica (L.),
con en plantas micorrizada (M+) y no micorrizada (M-). R.T. (Tiempo de Retencién).

R.T. % M+ % M- Compuesto
9.34 2.80 4.90 Monometil malonato
10.79 6.83 5.10 Timina
4H-piran-4-ona, 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-
12.80 7.95 6.51 metil-
15.03 8.47 7.97 Benzofurano, 2,3-dihidro-
15.30 29.58 37.58 2-furancarboxaldehido, 5- (hidroximetil) -
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19.79 3.29 8.21 . cis-Geraniol

21.26 34.20 23.31 Inosina
30.86 2.23 2.86 1,15-Pentadecanediol
33.34 4.66 3.56 n-hexadecanoico acido

En la figura 19, se muestra el nombre y estructura quimica de los nueve
compuestos quimicos encontrados por medio de la cromatografia de gases que se realizd

en los tejidos de las estructuras componentes (tallo, hoja y flor) de Dracocephalum

moldavica.
2-furancarboxaldehido, 5- Inosina
(hidroximetil) —
Benzofurano, 2,3-dihidro- .cis-Geraniol
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4H-piran-4-ona, 2,3-
dihidro-3,5-dihidroxi-6- Timina
metil-

Monometil malonato

n-hexadecanoico acido

1,15 — Pentadecanediol

Figura 19. Nombre y estructura quimica de los compuestos del analisis quimico en tejidos de
Dracocephalum moldavica (L.). (http://webbook.nist.gov/chemistry/ Fecha de consulta: 20 de febrero

2016).
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IX. DISCUSION

Se tiene como resultado en este estudio para Dracocephalum moldavica que el
inocular con HMA dando la formacion de la micorriza si presenté un mayor crecimiento
en las variables como fue: altura, numero de hojas y biomasa seca, presentando un
contraste con las plantas no inoculadas, los resultados coinciden con diferentes autores
respecto a que el inocular con HMA ayuda a su crecimiento vegetativo, como Manjarrez-
Martinez et al. (1999) reporta para la produccion de frutos en chile serrano (Capsicum
annuum L.) fue favorecida por la inoculacién micorrizica mas la adicion de 3.0, 4.0y 6.0
g de vermicomposta, presentando que los hongos micorrizicos arbusculares en conjunto
con la vermicomposta en chile es benéfica, ya que fue factible en el desarrollo vegetativo
y reproductivo de esta especie. Pulido et al. (2003) en donde ellos presentan un estudio
de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) y cebolla (Allium cepa L.)
inoculadas con HMA, las especies utilizadas Glomus clarum, G. fasciculatum y G.
mosseae. Los resultados para ambos cultivos, produjeron posturas con valores de altura
y longitud radical considerados 6ptimos. Con las inoculaciones de rizobacterias (RPCV)
+ HMA se lograron posturas de calidad superior a la alcanzada con las mejores variantes
de inoculacioén simple, destacandose las combinaciones de G. clarum y G. fasciculatum
con A. brasilense para el tomate y de G. clarum y G. fasciculatum con A. chroococcum

para la cebolla.

Dracocephalum moldavica tiene mayor biomasa seca en las plantas que se
inocularon con HMA asi coincidiendo con Franco y Cano (2006) que presentan un estudio
sobre el crecimiento de pasto buffel (Cenchrus ciliaris L.) inoculado con Glomus
intraradices, dando como resultado que la simbiosis causoé incrementos significativos en
indice de clorofila, contenido de proteina foliar, y biomasa seca y radical; teniendo un

porcentaje de colonizacion micorrizica de 42%.

También se puede mencionar a Quifiones-Aguilar et al. (2014), coincidiendo con
ellos que el evaluar el efecto del HMA, si incrementa las variables de altura y biomasa
seca; ya que ellos al trabajar con la papaya (Carica papaya L.) inoculado con Glomus sp.
Zac-2 (HMA) y dosis de fosforo, observan que las variables como la altura de la planta,
diametro del tallo y biomasa seca fueron diferentes (P < 0.05) entre plantas con y sin
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HMA, independientemente de la dosis de fosforo. Teniendo como resultado que las
plantas con HMA incrementaron su crecimiento mas de 500 % con respecto a las no

inoculadas; el indice relativo de dependencia micorrizica (IRDM) fue 99 %.

Jérez (2013) realizo la inoculacion de HMA en Ocimum basilicum y obtuvo un mejor
crecimiento en altura de plantas inoculadas que las plantas no inoculadas. Arango et al.
(2012), reportan para Mentha piperita inoculadas con HMA, cuatro especies diferentes
del género Glomus y un mayor crecimiento y biomasa seca en comparacion a las no
inoculadas, Los HMA inoculados en plantas ayudan a incrementar la productividad y
reducir la aplicacion de fertilizantes, ya que la simbiosis micorrizica aumenta de forma
marcada la absorcion de nutrientes como el nitrdégeno, el potasio, el calcio, el zinc, el
magnesio y especialmente el fosforo; mejora el transporte y la absorcion de agua en la
planta, asi como la resistencia de la planta huésped a la sequia (Merryweather y Fitter,
1996; Rivas, 1997; Alkaraki y Clark, 1998 y Alkaraki, 1998). Ademas contrarresta el
ataque de patdgenos, ya sea por la ocupacion previa del espacio de las raicillas o por la
estimulacion de los mecanismos de defensa bioquimica (Cuenca et al., 1997; Dassi et
al., 1998;). Los casos anteriores son de plantas de la familia Lamiaceae que se les ha
inoculado con HMA, teniendo asi un mejor crecimiento en altura y biomasa seca;
coincidiendo con este actual trabajo de la planta Dracocephalum moldavica que
pertenece a esta familia, donde se observa que el inocular con los hongos micorrizicos
arbuculares (HMA), si ayuda al crecimiento en altura, numero de hojas y biomasa seca,
en comparaciéon con las plantas no inoculadas, teniendo el 85.55% de colonizacion
radical micorrizica en raices de D. moldavica, ya que la asociacion simbidtica de HMA en
las raices de las plantas producen diversos cambios y/o modificaciones a nivel fisiologico,
entre los que destacan los incrementos en la actividad fotosintética, por efecto de la
mayor capacidad de fijacion de CO2 y, por consiguiente, el incremento de las tasas de
crecimiento y biomasa producida, que las plantas micorrizadas presentan en
comparacion con plantas no micorrizadas (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 1996; Alarcon et
al., 1997a; Olalde, 1997).

Salvioli et al. (2012), realizaron un trabajo con plantas de tomate (Solanum

lycopersicum) donde las inocularon con Glomus mosseae, favoreciendo su crecimiento
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en altura, produccion en numero y rendimiento total del fruto, asi mismo, la inoculacién
acelero la floracion que se produjo a los 47 dias posterior al trasplante; las plantas sin
micorriza florecieron 5 dias mas tarde. Este trabajo coincide con la aceleracién de la
floracion de Dracocephalum moldavica, en el cual las plantas micorrizadas (M+) florecen
en la semana diez, y en las plantas no micorrizadas (M-) una semana después; la
asociacion con la micorriza no sélo ayuda en el crecimiento en altura y numero de hojas,

si no también acelera la floracion de la planta.

Mena-Echeverria et al. (2011) presentan un trabajo donde compararon el efecto
de la inoculacién con HMA (Glomus hoi-like) y un conglomerado de especies de HMA
(Glomus constrictum, Glomus geosporum, Glomus fasciculatum, Glomus tortuosum y
Acaulospora scrobiculata), sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de sorgo
(Sorghum vulgare L.) sometidas a estrés hidrico. Los resultados mostraron que, en
general, en las plantas sometidas al estrés hubo una disminucién del crecimiento y el
desarrollo, no asi en los tratamientos micorrizados, independientemente del déficit
hidrico. En las variables de crecimiento y absorcion de fosforo, se observaron valores
superiores en los tratamientos donde se empleo el conglomerado de especies y en las
variables fisiolégicas (conductancia estomatica y tasa fotosintética) se obtuvieron
respuestas similares. Las plantas inoculadas con el conglomerado de especies, fueron
las que mejor soportaron y se recuperaron del déficit hidrico, lo que pudo estar asociado
a la ocurrencia de efectos sinérgicos entre las diferentes especies que lo conforman,

potenciandose unas a otras.

También se puede mencionar un estudio realizado en el cultivo de tomate
(Solanum lycopersicum L.) inoculado con hongos micorrizicos arbusculares, del género
Glomus, favoreciendo un rendimiento agricola, al encontrar una respuesta positiva al
tratamiento y en el contenido foliar de nitrégeno, fésforo y potasio, ya que hubo una mayor
movilidad de estos nutrientes (Mujica-Peréz, 2012).

Se encontraron 14 taxones de HMA; diez de ellas se determinaron a nivel de
especie y los cuatro restantes a nivel de género; se identificaron en total ocho géneros y
diez especies; teniendo mayor presencia los géneros Acaulospora y Funneliformis, y con

una menor presencia del género Glomus.
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Para el Parque Estatal “El Faro”, sélo hay un trabajo reportado de HMA, en cual
Carrillo-Vergara et al. (2013), mencionan 17 taxas, de las cuales son 10 especies y siete
geéneros, teniendo de igual forma mayor presencia de Acaulospora y de Glomus en
temporada de lluvia. Olivera-Morales et al. (2011), reportaron Acaulospora laevis,
Acaulospora spinosa y Funneliformis mosseae, presentes en los bosques templados y
también registrados por Carrilo-Vergara et al. (2012), lo cual coincide con lo encontrado

en este estudio.

Los resultados del analisis quimico de Dracocephalum moldavica fue agregar
nueve compuestos quimicos a los ya reportados, como son: monometil malonato, timina,
4H-piran-4-ona, 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-, osaadbenzofurano, 2,3-dihidro-, 2-
furancarboxaldehido, 5- (hidroximetil) -, cis-Geraniol, Inosina, 1,15-pentadecanediol y
acido n-hexadecanoico, ya que no coinciden con los reportados por Dastmalchi et al.
(2007), en el cual ellos obtuvieron como metabolitos secundarios: acido hidroxicinamico,
flavonoides, acido cafeico, acido ferulico, acido rosmarinico, luteolina, luteolina-
7- O glucésido y apigenina para D. moldavica; tampoco coincidiendo con los 17
compuestos reportados por Yang et al. (2013), en donde ellos encuentran un compuesto
como nuevo, identificado como flavonoide glucésido; pero por otra parte, Martinez-
Vazquez et al. (2012), mencionan que no se cuenta con pruebas cientificas de su eficacia
y no existen datos precisos sobre su actividad en México; ellos al realizar un estudio a D.

moldavica reportan que presenta flavona y glucdsidos, que atribuyen efectos sedantes.

Se encuentra que Dracocephalum moldavica y Agastache mexicana son
confundidas por los pobladores, usando las plantas para los mismos remedios; cabe
mencionar a Reyes et al. (2005) que reportan los principales metabolitos secundarios
para Agastache mexicana que son: mentona, camfeno, B—Pineno, limoneno, p-cimeno,
cineol, citronelal, pulegona y flavonoides; ya que también Cristians et al. (2015),
menciona al acido rosmarinico, el hiperédsido y a la rutina como otros metabolitos
secundarios presentes en A. mexicana; los compuestos reportados para D. moldavica, y
los obtenidos en éste estudio no presentan ninguna similitud, pero Dastmalchi et al.
(2007), y Kakasy et al. (2006), reportaron en sus estudios de D. moldavica al compuesto

acido rosmarinico, que también lo presenta A. mexicana, teniendo por ahora un
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compuesto compartido entre estas dos especies; por el cual se podria entender por qué

ambas plantas son confundidas y usadas para los mismo remedios.

En este estudio, de los nueve compuestos que se reportan, se observa que cinco
de ellos tienen una mayor concentracion en plantas micorrizadas y el resto presentan una
mayor concentracién en las plantas no micorrizadas, observando que el inocular con
HMA esta incrementado los metabolitos secundarios de Dracocephalum moldavica esto
puede ser posible que la concentracion de algunos compuestos quimicos en las plantas
no asociadas a micorrizas, estuvieron en un mayor estrés en comparacion con las plantas
que si estuvieron asociadas a la micorriza; los resultados coinciden con diferentes
autores respecto a que el inocular con HMA ayuda a incrementar metabolitos secundarios
en plantas medicinales como es el caso de Khaosaad et al. (2006) en donde ellos
reportan para Origanum vulgare var. Cona y Origanum vulgare b13/2 que el inocularlos
con HMA (Glomus mosseae) incrementé la concentracion del aceite esencial de las
plantas micorrizadas en comparacion de las no micorrizadas; Arango et al. (2012),
evaluaron los efectos de HMA (Glomus mosseae y Glomus intraradices) en el desarrollo
de Mentha piperita, y obtuvieron un aumento en la produccion de aceites esenciales;
Nemec y Lund (1990) reportaron que incular con Glomus intraradices induce variaciones
significativas en la proporcion y la composicion de las sustancias volatiles de hojas de
citricos en Citrus jambhiri; y en Mentha arvensis encontraron que la presencia de HMA
ayudo al crecimiento y la acumulaciéon de aceites esenciales asi como una mejor
absorciéon de minerales (Khaliq y Janardhanan, 1997; Freitas et al., 2004). Kapoor et al.
(2002; 2004) realiza un trabajo con tres especies de plantas (Anethum graveolens,
Trachyspermum ammi y Foeniculum vulgare), y dos especies de hongos (Glomus
macrocarpum y G. fasciculatum) teniendo como resultado que el hongo favoreci6 el
crecimiento, contenido de fosfato y concentracion de metabolitos secundarios en las tres
especies de plantas; y a Copetta et al. (2006) reportando que inocular con Gigaspora
rosea aumenta el aceite esencial, ya que lo asocian a un mayor numero de tricomas
glandulares peltados (sitios principales de la sintesis de aceite esencial) en la zona basal
y central de la hoja; Por otra parte, Mucciarelli et al. (2003), mencionan que también el
inocular con HMA, se puede incrementar la produccién de terpenos de la misma especie;

Toussaint et al. (2007) realizaron un estudio de la parte aérea de Ocimun basilicum que
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al ser inoculadas con Glomus caledonium y Glomus mosseae, da como resultado el
incremento en la produccién de antioxidantes (acido cafeico y acido rosmarinico), ellos
explican que posiblemente el incremento de la concentracion de los antioxidantes por
Glomus caledonium y Glomus mosseae puede estar relacionado con el suministro del
nitrogeno. Ya que al ser alta la asimilacion de nitrégeno en las plantas micorrizadas
contribuyen a la produccién de aminoacidos como la tirosina y la fenilalanina,
aminoacidos que resultan importantes en la produccion de acido cafeico y romarinico. Al
incrementarse estos aminoacidos, existe una alta produccion de enzimas importantes en
la sintesis de estos antioxidantes; y por ultimo De la Rosa-Mera (2011), reporta que en
plantas micorrizadas de Catharanthus roseus (L.), se incrementa la concentracion de los
alcaloides (vinblastina y vincristina), y las plantas no micorrizadas tuvieron mayor

presencia de metabolitos de interés bioldgico.

Wink (2007), explica que los compuestos quimicos tienen algunas funciones
fisiolégicas, por ejemplo las pectinas que sirven para el transporte de nitrégeno téxico y
compuestos de almacenamiento, mientras los compuestos fendlicos como los
flavonoides realizan una funcion como protectores de rayos ultravioletas. Por otra parte,
una concentracion mayor de algunos compuestos puede ser la respuesta a una falta de
nutrientes y déficit de agua, restringiendo finalmente el crecimiento de las plantas y una
reduccion en la velocidad fotosintética; los carbohidratos no estructurales tienden a ser
acumulados y pueden explicar el aumento de sintesis de sustancias de defensas basadas
en carbono pertenecientes al metabolismo secundario. La confirmacion de este balance
entre carbono y nutrientes, ha sido observada en especies que se desarrollan en medios
con baja disponibilidad de agua o nutrientes, en las que existe un aumento en la
concentracion de taninos condensados, lignina, fenoles totales y/o glucdsidos de fenoles
(Gershenzon, 1984; Bryant y Julkunen-Tiitto, 1995). La concentracion en compuestos
quimicos de las plantas micorrizadas puede ser mayor, ya que al estar en simbiosis se
tiene acceso a nutrientes y la planta no esta sometida algun estrés, Rasouli-Sadaghiani
et al., (2010) mencionan que un mecanismo que probablemente expliqué la participacion
de los HMA en el incremento de metabolitos secundarios, puede estar correlacionado
con la facilitacién nutrimental, pues dichos nutrientes pueden contribuir a la elaboracién

de precursores importantes en la sintesis de los compuestos.
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X. CONCLUSIONES

El inocular con hongos micorrizicos arbusculares (HMA) las plantas de
Dracocephalum moldavica, beneficié su crecimiento y concentracion en los metabolitos

secundarios.

El inocular con HMA para la formacion de micorriza en la raiz de D. moldavica
favorecié el desarrollo desde la plantula hasta la floracién; las plantas micorrizadas
tuvieron mayor desarrollo vegetal (altura y numero de hojas) en comparacion a las no

micorrizadas.

Se obtuvieron nueve compuestos quimicos de la planta completa (tallo, hoja y flor)
de Dracocephalum moldavica, observandose mayor concentracion en cinco compuestos
quimicos (Timina; 4H-piran-4-ona, 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-; Benzofurano, 2,3-
dihidro-; Inosina y n-hexadecanoico acido) en plantas micorrizadas y los cuatro
compuestos restantes (Monometil malonato; 2-furancarboxaldehido; 5- (hidroximetil) -;
.cis-Geraniol y 1,15-Pentadecanediol) tuvieron mayor concentracion en plantas no

micorrizadas.

De los nueve compuestos quimicos reportados para la planta, ocho son nuevos

registros para D. moldavica.

De los compuestos obtenidos en el estudio para D. moldavica y los compuestos
reportados en la literatura para A. mexicana, no hubo ninguna similitud entre las dos

plantas.

Se registraron ocho géneros y diez especies de hongos micorrizicos arbusculares
presentes en el suelo del Parque Estatal “El Faro”, Estado de México, que fue usado
como in6culo. Los géneros predominantes fueron Acaulospora, Entrophospora y

Funneliformis.
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Xl. RECOMENDACIONES

Continuar realizando estudios de Dracocephalum moldavica y sus metabolitos
secundarios presentes en hoja, flor y tallo, ya que en México se tiene informacion escasa

de esta planta en relacion a su uso medicinal.

Comparar los metabolitos secundarios entre D. moldavica y Agastache mexicana
y asi encontrar mas similitudes entre estas y por lo cual estan siendo confundidas y

utilizadas para los mismos remedios.

Llevar a cabo el mismo estudio, bajo condiciones de vivero, para compararlos

resultados.
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